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Resumen

La produccién de Betalactamasas de Espectro Extendido por cepas de E. coli y K. pneumo-
niae, es un grave problema de salud publica ya que causa la pérdida de la eficacia terapéutica a los
antibioticos B-lactamicos. En este trabajo se investigo la presencia de betalactamasas de espectro
extendido en cepas de E. coli y K. pneumoniae aisladas de pacientes de las unidades de cuidados
intensivos de un hospital universitario. Se estudiaron 41 cepas de E. coli y 59 de K. pneumoniae,
aisladas de los cultivos bacteriologicos realizados en el Centro de Referencia Bacterologica del Se-
vicio Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo (SAHUM). Para la deteccion de betalacta-
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masas de espectro extendido se utilizaron los métodos normalizados por el Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI). El1 39,02% de las cepas de E. coliy el 52,54% de las de K. pneumo-
niae fueron betalactamasas de espectro extendido positivas, en estas cepas se observo resistencia
acompanante a quinolonas, aminoglicésidos, cloranfenicol, tetraciclina y trimetoprima/sulfame-
toxazol. El estudio epidemiologico mediante Electroforesis de Campo Pulsado, mostr6 una gran
diversidad genética entre los aislamientos, esta policlonalidad indica que la diseminacion dentro
del ambiente hospitalario no se da por transmision de una cepa entre pacientes, sino que se da por
transferencia de plasmidos entre diferentes cepas producto de la alta presion selectiva ejercida por
la mala utilizacion de cefalosporinas de tercera generacion.

Palabras clave: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, betalactamasas de espectro ex-
tendido, unidad de cuidados intensivos, electroforesis de campo pulsado.

Abstract

Extended Spectrum Betalactamases production from E. coli and K. pneumoniae strains, is a se-
rious public health problem since cause loss of therapeutic effectiveness of betalactams antibiotics.
In this research the presence of extended spectrum betalactamases was investigated in E. coli and K.
pneumoniae strains isolated from intensive cares unit patient’s in a teaching hospital. 41 E. coli and
59 K. pneumoniae strains isolated from bacteriological cultures carried out in the Bacteriological
Reference Centre at Autonomous Service Maracaibo“s University Hospital (SAHUM) were studied.
For the detection of extended spectrum betalactamases the normalized methods proposed by Clini-
cal and Laboratory Standards Institute were used. 39,02% of E. coli and 52,54% K. pneumoniae was
positive for extended spectrum betalactamases production, in these isolates accompanying resistan-
ce to quinolones, aminoglycosides, chloramphenicol, tetracycline and trimethoprim/sulfamethoxa-
zole was detected. The epidemiological research by means of pulsed field gel electrophoresis showed
a great genetic diversity among these strains, this polyclonal pattern, allows to determine that disse-
mination inside the hospital services is not given by transmission of a single clone among patients,
but rather it is given by plasmids transfer among different strains product of the selective high
pressure exercised by third generation cephalosporins bad use.

Key words: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Extended-spectrum beta-lactama-
ses; intensive care unit; Pulse field gel electrophoresis.

Introduccion yen una amplia familia, estos impiden la sin-

tesis de la pared celular bacteriana al inhibir

Uno de los grupos de antibi6ticos mas la sintesis del peptidoglicano, a través de la

importantes, tanto histérica como clinica-
mente, es el grupo de los B-lactamicos. Estos
incluyen las penicilinas, cefalosporinas, cefa-
micinas, carbapenemas y monobactamicos,
entre otros antibioticos médicamente ttiles
(1), este grupo es el mas utilizado para el tra-
tamiento de las infecciones bacterianas debi-
do a su baja toxicidad y a su amplio espectro
(2). Los antibidticos f-lactamicos constitu-

inactivacion de una o varias proteinas (trans-
peptidasas) de unioén a penicilina (PBP) (3).
La resistencia bioquimica a los antibidticos
p-lactamicos se puede atribuir a cuatro meca-
nismos diferentes: ya sea inactivacion enzi-
maética de la droga, alteracion del sitio blan-
co, incapacidad de la droga de alcanzar su si-
tio blanco debido a modificacién de las pori-
nas a nivel de la pared celular y eflujo de la
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droga una vez que ingresa. El mecanismo
mas utilizado por los bacilos Gram negativos
para adquirir resistencia a penicilinas y beta-
lactamicos en general, ya sea que esto ocurra
de manera natural o adquirida, es la inactiva-
cion de las drogas por las enzimas
p-lactamasas, que abren el anillo de las peni-
cilinas y demés -lactamicos entre los &tomos
de C y N para formar compuestos inacti-
vos (4).

La diseminacion de las S-lactamasas
TEM-1, TEM-2 y SHV-1 se produjo como
consecuencia directa de la presion selectiva
ejercida por la introduccion de la ampicilina,
carbenicilina y las primeras cefalosporinas
en los anos 60. En 1969 se detectaron enzi-
mas TEM en Pseudomonas aeruginosa y de
1973 a 1975 se encontraron en Haemophilus
influenzae, Vibrio cholerae y Neisseria go-
norrhoeae (5). En 1983 se detectaron en Ale-
mania los primeros aislamientos clinicos de
K. pneumoniaey E. coli resistentes a cefalos-
porinas de tercera generacion. Posterior a su
anélisis, se demostr6 que la resistencia era
debida a la produccién de una S-lactamasa
plasmidica transferible, estas enzimas se de-
nominaron f-lactamasas de espectro exten-
dido (BLEE) ya que eran capaces de hidroli-
zar un buen nuimero de antibidticos f-lact-
amicos, incluyendo los que contienen el gru-
po oximino, como las cefalosporinas de ter-
cera y cuarta generacion, asi como al aztreo-
nam (6). Estas enzimas derivan de mutacio-
nes concretas en los genes que codifican las
p-lactamasas clasicas (TEM-1, TEM-2 vy
SHV-1), originando cambios en su secuencia
de aminoacidos. Estas mutaciones han dado
lugar a una gran variedad de enzimas (de
TEM-3 aTEM-29yde SHV-2a SHV-7) (7, 8).

La aparicion de bacterias productoras
de BLEE tiene importantes repercusiones cli-
nicas y terapéuticas: a) la mayoria de los ais-
lamientos tienen codificada la resistencia en
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plasmidos que pueden ser transferidos a
otros microorganismos, b) son causantes de
brotes en instituciones prestadoras de salud,
c¢) aumentan la morbimortalidad nosocomial
y d) limitan las opciones terapéuticas, incre-
mentandose el uso de antibitticos costosos
como el imipenem (9). Los microorganismos
que mas comunmente sintetizan BLEE son:
Klebsiella spp. y E. coli, pero también se han
detectado en: Salmonella spp., Proteus spp.,
Citrobacter spp., Morganella morganni, Se-
rratia marcescens, Shigella dysenteriae,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia ce-
pacia y Capnocytophaga ochracea (10). Se
ha descrito que la administracién indiscrimi-
nada de cefalosporinas de tercera genera-
cion, particularmente ceftazidima es una de
las principales causas de la aparicion de estas
cepas. Cepas productoras de BLEE, han oca-
sionado brotes de infeccion intrahospitalaria
con multirresistencia a los antibitticos, espe-
cialmente en las Unidades de Cuidados In-
tensivos, dificultando el tratamiento y au-
mentando la morbimortalidad nosocomial.
Los brotes fueron controlados al reducir la
utilizacion de ceftazidima junto con la imple-
mentacion de medidas de control de infeccio-
nes (11).

La no deteccion e investigacion de cepas
productoras de BLEE, por parte de algunos
laboratorios, trae como consecuencia, la ins-
talacion de terapias que resultan ineficaces y
que ademas inducen a la diseminacion de la
resistencia. No existen datos suficientes que
correlacionen tipos de BLEE con terapias an-
timicrobianas, tipos de infeccion, severidad
de la enfermedad de base, dosis y duracion de
la terapia, lo que hace dificil evaluar las op-
ciones terapéuticas (2). Se requieren estudios
para conocer las caracteristicas epidemiol6-
gicas de las cepas productoras de BLEE en
nuestras Unidades de Cuidados Intensivos,
sobre todo por la resistencia a betalactdmicos
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de amplio espectro como cefalosporinas, asi
como la resistencia cruzada a otros grupos de
antimicrobianos. La deteccién oportuna de
estas cepas en los hospitales, permite la im-
plementacion de medidas de control de infec-
ciones para impedir su diseminacion y lo mas
importante, brindar una terapia apropiada a
quienes sufren infeccién por una bacteria
productora de BLEE.

Las infecciones nosocomiales son aque-
llas que no estan presentes, ni en periodo de
incubacion en el momento de la admisioén al
hospital. La mayoria de las infecciones noso-
comiales se reconocen mientras los pacientes
estan hospitalizados. Los sitios del cuerpo
afectados por infecciones nosocomiales y sus
frecuencias relativas han permanecido relati-
vamente constantes durante los dltimos 20
afos. Gran parte de la informacién sobre in-
fecciones nosocomiales endémicas se deriva
del Sistema Nacional de Vigilancia de Infec-
ciones Nosocomiales (NNIS) del Centro para
Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC), el cual ha hecho seguimiento en un
gran grupo de hospitales a través de los Esta-
dos Unidos durante més de 25 anos. La terna
de la infeccion nosocomial comprende Es-
cherichia coli debido a su predominio como
causa de infecciones del tracto urinario,
Staphylococcus aureus debido a su predomi-
nio como causa de infecciones del torrente
sanguineo, y Pseudomonas aeruginosa debi-
do a su predominio como el patégeno esen-
cial adquirido en el hospital en todos los si-
tios del cuerpo (12). No obstante, el orden de
rango de los patdgenos nosocomiales ha evo-
lucionado un poco durante las dos ultimas
décadas, con el surgimiento de los cocos
Gram positivos como una causa importante
de infecciones nosocomiales, aumentando la
prevalencia de bacterias de baja virulencia,
tales como estafilococos coagulasa-negativo;
incrementando la importancia de bacterias
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resistentes a multiples antibioticos, tales
como los bacilos gram negativos que produ-
cen f3-lactamasas de espectro extendido ca-
paces de hidrolizar las cefalosporinas més
nuevas; el surgimiento de enterococos resis-
tentes a vancomicina, de los cuales, numero-
sas cepas son resistentes a todos los antibioti-
cos comercialmente disponible y la creciente
prevalencia de infecciones micoticas nosoco-
miales en pacientes inmunocomprometidos
(13).

Una parte importante de la bacteriolo-
gia es el estudio de la diseminaci6én de bacte-
rias patogenas, su fuente, su modo y frecuen-
cia de transmision. Los estudios epidemiolo-
gicos pueden comenzar a determinar las rela-
ciones de los aislamientos bacterianos con
técnicas basadas en el fenotipo, como seroti-
pificacidn, biotipificacién y patrones de resis-
tencia a los antibioticos, pero estos métodos
han sido reemplazados por técnicas molecu-
lares. Estas tltimas pueden dividirse de un
modo amplio en las basadas en proteinasy en
las basadas en DNA y RNA. Las técnicas ba-
sadas en 4cidos nucleicos son varias. Los per-
files de plasmidos fueron suplantados en
gran parte por técnicas que utilizan DNA cro-
mosOmico combinado con sondas de DNA y
PCR con cebadores arbitrarios. Actualmente
la técnica aceptada como el estandar de oro
para la tipificacion molecular de bacterias en
el contexto de un brote, es la electroforesis en
gel con campo pulsado (ECP), esta técnica ha
sido una de las mas ttiles y desarrolladas en
epidemiologia molecular puesto que es de
tiempos recientes y ahora es considerada
como la técnica oficial para la tipificacion
molecular de microorganismos (1).

La confirmaciéon fenotipica de cepas
BLEE positiva es sencilla, solo se deben se-
guir las recomendaciones del Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI) (14). La
gran diversidad de BLEE obliga a los labora-
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torios a estar preparados para detectar los di-
ferentes tipos de resistencia, lo que permiti-
ria que se adopten rapidamente las medidas
de control. La deteccion oportuna por parte
del laboratorio clinico de una cepa producto-
ra de BLEE permitiria activar los mecanis-
mos de control tendentes a evitar su disemi-
nacion en el ambiente hospitalario, lo que
disminuiria la estadia de los pacientes dentro
del mismo, facilitaria su tratamiento y dismi-
nuiria los costos de hospitalizacion, lo que re-
percute en la calidad de vida del paciente y su
comunidad (1).

Este estudio se realiz6 para conocer la
incidencia de cepas de E. coli y K. pneumo-
niae productoras de BLEE, aisladas de pa-
cientes internados en las Unidades de Cuida-
dos Intensivos del SAHUM, asi como para
determinar cuales son las caracteristicas epi-
demiolbgicas de estos microorganismos y re-
conocer si existe diseminacion de estas cepas
dentro del ambiente hospitalario, lo que per-
mitiria disefiar medidas adecuadas para su
control.

Materiales y Métodos

Se determino la produccion de BLEE en
cepas de E. coli y K. pneumoniae aisladas de
cultivos bacteriologicos procesados en el
Centro de Referencia Bacteriologica (CRB) a
partir de pacientes internados en las Unida-
des de Cuidados Intensivos (unidad de cuida-
dos intensivos de adultos, pediatria y neona-
tologia), del SAHUM, durante el periodo de
Enero a Diciembre de 2006. El aislamiento,
identificacion y conservacion de estas cepas
asi como las pruebas de deteccién de BLEE y
la ECP fueron realizadas por el personal del
referido centro y el personal del Laboratorio
de Bacteriologia de la Escuela de Bioanalisis,
Facultad de Medicina, Universidad del Zulia.
Para el analisis estadistico se utiliz6 el paque-
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te SPSS versidén 11.0, como estadistico de
prueba se utilizo6 el Chi-cuadrado (X2) con un
nivel de significancia del 5%; mientras que
para el analisis de los perfiles de resistencia, y
distribucion de los casos se utilizo el software
WHONET 5.4. Para la diferenciacion de los
patrones de banda electroforéticos de los di-
ferentes aislados se utilizé un analisis cluster
de semejanzas y diferencias con ayuda del
paquete estadistico SPSS version 11.

Las muestras se cultivaron en medios de
cultivo estandar, el aislamiento e identifica-
cion bacteriana se realizo siguiendo la meto-
dologia convencional, descrita por Fardel JJ.,
2003 (15). Para realizar la seleccion inicial de
las cepas se utilizo el método de descarte por
difusion del disco en agar y la determinacion
de la concentracion inhibitoria minima
(CIM) por dilucién en agar, ambos métodos
recomendados por el CLSI (14). Para el méto-
do de difusion del disco en agar se utilizaron
discos comerciales de papel impregnados con
los siguientes antimicrobianos: ATM 3o0ug;
CTX 30ug; CAZ 30ug; CPD 10ugy CRO 30ug;
se utilizaron como criterios para la clasifica-
cion de las cepas como posibles productoras
de BLEE los siguientes puntos de corte ATM
<27mm; CTX =<27mm; CAZ < 22mm; CPD
<17mmy CRO = 25 mm. Por otra parte, para
el método de CIM por dilucion en agar; se
realizaron diluciones seriadas dobles desde
256 ug/mkL hasta 0.125 pg/mL de los antimi-
crobianos CRO, CTX y CAZ respectivamente.
A todas las cepas de E. coli y K. pneumoniae
se les determiné la CIM preparando una sus-
pension bacteriana con una concentracion de
104 UFC/mL, conjuntamente se probaron las
cepas controles de E. coli ATCC 25922 BLEE
(=) y K. pneumoniae ATCC 700603 BLEE
(+). La CIM se interpret6 de acuerdo a los cri-
terios del CLSI (14). Se catalogaba a una cepa
como sospechosa de producir BLEE sila CIM
era = 2 ug/mL
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Una vez identificadas las cepas como
posibles productoras de BLEE por cualquiera
de los métodos utilizados, el CLSI recomien-
da realizar pruebas confirmatorias que per-
mitan corroborar la produccién de BLEE por
parte de la cepa estudiada, para ello se utili-
zan dos métodos, el método del disco combi-
nado y el método de E-Test. El método del
disco combinado se emplea para confirmar
los resultados obtenidos por el método de di-
fusion del disco en agar, para ello, se utilizan
discos de papel filtro impregnados con las di-
ferentes cefalosporinas y un inhibidor suici-
da de betalactamasas como es el acido clavu-
lanico; en este estudio se utilizaron tres dis-
cos combinados cefpodoxima/acido clavula-
nico [10/1ug]; ceftazidima/acido clavulanico
[30/10ug] y cefotaxima/acido clavulanico
[30/10ug]; de la casa comercial Oxoid, Ba-
singstoke, UK. La confirmacion de la produc-
cion o no de BLEE se realiza midiendo el dia-
metro del halo de inhibicién producido, el
cual deberia ser = 5 mm por encima del halo
de inhibici6én mostrado cuando el antimicro-
biano es usado individualmente (sin la com-
binacién del 4cido clavulanico).

Por otra parte, para el método de E-test
(Epsilometer-test) (AB Biodisk, Suecia); se
utilizaron tiras de material no poroso que
contiene el antimicrobiano en estudio y el an-
timicrobiano combinado con 4cido clavulani-
co en un gradiente de concentracion, lo que
permite determinar la CIM; para ello se pre-
par6 un in6culo estandarizado y se inoculd
una placa de agar Miieller Hinton, igual que
para la determinacion de susceptibilidad por
el método de difusion del disco, seguidamen-
te se procedio a colocar las tiras de E-test que
contenian la combinacién de CAZ y CAZ/4ci-
do clavulanico con rangos de CIM de 0,50 -
32 ug/mL y de 0,064 - 4 ug/mL respectiva-
mente; también se utiliz6 la tira de CTX y
CTX/ acido clavulanico con rango de CIM de
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0.25-16 ug/mLy 0.016 - 1 ug/mLrespectiva-
mente. La CIM estuvo determinada en el
punto en que la elipse de inhibicién intercep-
ta la escala de la tira. Para confirmar la pro-
ducciéon de BLEE, se obtiene la razén de divi-
dir la CIM del antimicrobiano solo entre la
CIM del antimicrobiano con 4cido clavulani-
co; si esta razon es = 8, se confirma la pro-
duccion de BLEE.

Adicionalmente se utiliz6 el método de
sinergia del doble disco, este se realizo si-
guiendo la metodologia descrita por Jarlier y
cols., (16). En esta prueba se coloco un disco
de amoxicilina/acido clavulanico en el centro
de una placa de agar MH, y alrededor de este
se colocan discos de CAZ, CRO, CTX, CPD y
ATM a 20mm de distancia del disco central.
La presencia de BLEE se manifiesta por el
efecto sinérgico del inhibidor (efecto tapon
de corcho), bajo la forma de ampliacion del
halo en uno o varios de los -lactamicos (17).

Para la tipificacion molecular mediante
ECP se utilizé el equipo GUEFAST 06 de
Neuronic S.A. Para la preparacion de las
muestras se inmovilizaron las células bacte-
rianas (concentracion de 2x109 células/mL)
en bloques de agarosa. Las células inmovili-
zadas son lisadas y desproteinizadas in situ
por incubacion con los reactivos adecuados
para rendir moléculas de ADN intactas. Para
ello se utilizar6 el equipo BACKIT (Neuronic
S.A). Este es un método no enzimatico, me-
diante el cual se provocan modificaciones
quimicas en la pared celular de las bacterias
que permiten liberar el ADN mediante des-
proteinizaciéon quimica “in situ” (18).

Posteriormente, para la obtencion de
pulsotipos de bacterias, se digiere el ADN con
la enzima de restricciéon Xba I, esta enzima
hace corte en las cadenas de DNA cuando en-
cuentra una  secuencia T~CTAGA/
AGATCAT. Para la digestion se siguieron las
instrucciones del fabricante y se utilizaron 20
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U de la enzima para cada bloque de muestra
en 200 pL de buffer de restriccion y se incubd
a 37°C durante 4 horas. Para la corrida elec-
troforética se utilizé la cAmara mini-CHEF,
con un campo eléctrico de 10 vol/cm, a una
temperatura de 19°C, el buffer utilizado para
la corrida fue Tris-Borato-EDTA (TBE) a una
concentraciéon de 0,5X, las muestras fueron
corridas en agarosa al 1,5%, se programaron
seis rampas, la primera de 35 pulsos de 25 se-
gundos cada uno, seguida de 45 pulsos de 20
segundos, 60 pulsos de 15 segundos, 200 pul-
sos de 10 segundos, 900 pulsos de 5 segundos
y 80 pulsos de 3 segundos, para un tiempo de
corrida de 5 horas y 17 minutos. Posterior a la
electroforesis se revel6 el gel con bromuro de
etidio y se fotografi6 con una camara digital
SONY CyberShot de 5,1 megapixels y filtro
naranja bajo iluminacion ultravioleta.

Las imagenes digitales fueron analiza-
das para determinar la migracion de cada
banda utilizando como estandar un marca-
dor de peso molecular lambda concatameri-
zado que produce una escalera de bandas de
49 Kb de diferencia, que va desde 49 Kb hasta
800 Kb (Promega). Una vez determinada la
posicién de cada banda se realiz6 una matriz
de semejanzas y diferencias entre los diferen-
tes patrones de bandas y se realiz6 un anélisis
tipo cluster utilizando el software SPSS ver-
sion 11, lo que permitioé clasificar los aisla-
mientos en grupos o clusters de acuerdo a sus
semejanzas o diferencias.

Resultados

De las 100 cepas estudiadas, 41 fueron
de E. coli y 59 de K. pneumoniae. Al distri-
buirlas segiin su procedencia, tenemos que
para E. coli 26, 11 y 4 cepas pertenecian a la
unidad de cuidados intensivos de adultos
(UCIA), unidad de cuidados intensivos de pe-
diatria (UCIP) y neonatologia (NEO), respec-
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tivamente; mientras que, para K. pneumo-
niae 35, 21y 3 cepas pertenecian a la UCIA,
UCIP y NEO, respectivamente.

El 39,02% de las cepas de E. coli y el
52,54% de las de K. pneumoniae fueron
BLEE positivas. Al discriminar la produc-
cién de BLEE segtn la ubicacion del pacien-
te en cada unidad de cuidados intensivos, te-
nemos que para la UCIA, el 23,08% de las
cepas de E. coli fueron productoras de
BLEE; mientras que para la UCIP y NEO el
54,55%y el 100,00% de las cepas respectiva-
mente, fueron productoras de BLEE. En el
caso de K. pneumoniae, el 42,86% de las ce-
pas de la UCIA fueron productoras de BLEE,
mientras que el 71,43% y el 33,33% de las ce-
pas de la UCIP y NEO respectivamente, fue-
ron productoras de BLEE. La Tabla 1 mues-
tra la distribucion de la produccion de BLEE
en las cepas de E. coli y K. pneumoniae, ais-
ladas de pacientes de las unidades de cuida-
dos intensivos.

En el caso delas cepas de E. coli aisladas
de la UCIA se observaron altos niveles de re-
sistencia a fluoroquinolonas (66,70%); para
los aminoglucosidos se observa un 33,30% de
resistencia a TM, un 20,00% de resistencia a
GM pero no se detecté resistencia a AK y
NET; para C y SXT se observa un 50,00% de
resistenciay para TE un 83,30%. En cuanto a
los antibidticos betalactamicos se observan
altos niveles de resistencia a penicilinas y ce-
falosporinas de primera y segunda genera-
cion; las cefalosporinas de tercera generacion
tuvieron un comportamiento divergente, por
ejemplo CTX y CPD presentaron 100,00% de
resistencia, CRO 66,70%, ZOX 16,70% mien-
tras que; para CAZ no se presento resistencia,
en cuando a FEP (cefalosporina de cuarta ge-
neracion) el porcentaje de resistencia fue de
20,00%. No se detectd resistencia a FOX,
ATM ni a los carbapenemas; en cuanto a los
antibiéticos combinados con inhibidores de
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Tabla 1. Distribucion de la Produccién de BLEE en las cepas de E. coli y Klebsiella pneumoniae,
aisladas de pacientes internados en las unidades de cuidados intensivos.

Microorganismos Total de Cepas UCIA UCIP NEO
No BLEE+ No BLEE+ No BLEE+ No BLEE+
Escherichia coli 41 16(39.02%) 26  6(23,08%) 11 6(54,55%) 4 4(100,00%)

Klebsiella pneumoniae 59 31(52,54%) 35 15(42,83%) 21 15(71.43%) 3 1(33.33)

betalactamasas se observa un 100,00% de re- veles de resistencia a penicilinas y cefalospo-
sistencia para CFS, un 66,60% para SAM, rinas de primera y segunda generacion al
50,00% para AMCy 16,70% para TZP. igual que los aislados de la UCIA y UCIP; las
En el caso de las cepas de E. coli aisladas cefalosporinas de tercera generacion tuvie-
de la UCIP se observo un 33,30% de resisten- ron el siguiente comportamiento, CTX, CPD
cia a fluoroquinolonas; en cuanto a los ami- y CRO 100,00% de resistencia, CAZ 50,00%
noglucosidos se observa un 100,00% de re- Z0X 66,70%, en cuando a FEP el porcentaje
sistencia a TM, un 66,70% de resistencia a de resistencia fue de 100,00%. No se detectd
GM; un 50,00% a AK y 16,70% para NET; resistencia a FOX ni a los carbapenemas; el
para TE se observo un 100,00% de resisten- monobactdmico ATM present6 un 100,00%
cia, 80% a SXT y 16,70% para C. En cuanto a de resistencia y en cuanto a los antibioticos
los antibidticos betalactamicos se observan combinados con inhibidores de betalactama-
altos niveles de resistencia a penicilinas y ce- sas se observa un 100,00% de resistencia a
falosporinas de primera y segunda genera- CFS, 50,00% para SAM, 33,30% para AMCy
cion; las cefalosporinas de tercera generacion no se observo resistencia a TZP.
tuvieron un comportamiento similar a los En cuanto a las cepas de K. pneumoniae
aislados de la UCIA, CTX, CPD y CRO aisladas de la UCIA, se observ) de 81,80% a
100,00% de resistencia, CAZ 66,60% y ZOX 93,30% de resistencia a fluoroquinolonas; en
50,00%, en cuando a FEP el porcentaje de re- cuanto a los aminoglucésidos se observa un
sistencia fue de 33,30%. No se detect6 resis- 71,40% de resistencia TM, 46,70% para GM y
tencia a FOX ni a los carbapenemas; ATM NET, y 40,00% para AK; TE presenté un
presentd un 50,00% de resistencia y, en 66,70% de resistencia, C 86,70% y SXT un
cuanto a los antibi6ticos combinados con 93,30%. En cuanto a los antibi6ticos betalac-
inhibidores de betalactamasas, se observa un tAmicos se observan altos niveles de resisten-
100,00% de resistencia a CFS, 66,70% para cia a penicilinas y cefalosporinas de primera
SAM, 20,00% para AMC y no se observo re- y segunda generacion; las cefalosporinas de
sistencia a TZP. tercera generacion tuvieron el siguiente com-
Para las cepas de E. coli aisladas de portamiento, CPD 100,00% de resistencia,
NEO, se observo un 50,00% de resistencia a CAZ y CRO 80,00%, CTX 71,40% y ZOX
fluoroquinolonas; en cuanto a los aminoglu- 26,70%, en cuando a FEP el porcentaje de re-
cosidos se observo un 100,00% de resistencia sistencia fue de 16,17%, la resistencia a FOX
TM y GM, y un 50,00% para AK y NET; para fue de 13,30%; no se detecto6 resistencia a los
TE se observo un 100,00% de resistencia y carbapenemas; el monobactamico ATM pre-
para Cy SXT un 75,00%. En cuanto a los anti- sent6 un 93,30% de resistencia y en cuanto a
bio6ticos betalactamicos se observan altos ni- los antibi6ticos combinados con inhibidores
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de betalactamasas se observa un 53,30% para
SAM, 42,90% para AMC, 26,70% a TZP y no
se observo resistencia a CFS.

Las cepas de K. pneumoniae aisladas de
la UCIP, mostraron los siguientes perfiles de
resistencia, de 33,30% a 46,70% de resisten-
cia a fluoroquinolonas; para los aminogluco-
sidos se observa un 86,70% de resistencia
TM, 60,00% para GM, 53,30% para AK y
33,30 para NET; TE present6 un 13,30% de
resistencia, C 60,00% y SXT un 88,90%. En
cuanto a los antibioticos betalactamicos se
observan altos niveles de resistencia a penici-
linas y cefalosporinas de primera y segunda
generacion; las cefalosporinas de tercera ge-
neracion tuvieron el siguiente comporta-
miento, CAZ 80,00%, CPD 75,00%, CRO
73,30%, CTX 71,40% y ZOX 33,30% de resis-
tencia, en cuando a FEP el porcentaje de re-
sistencia fue de 62,50%, la resistencia a FOX
fue de 20,00%; no se detecto resistencia a los
carbapenemas; el monobactadmico ATM pre-
sent6 un 93,30% de resistencia y en cuanto a
los antibidticos combinados con inhibidores
de betalactamasas se observa un 85,70% para
SAM, 50,00% para AMC, 33,33% a TZP y
25,00% a CFS.

En cuanto a las cepas de K. pneumoniae
aisladas de NEO, se observ6 100,00% de re-
sistencia a todos los antibi6ticos probados a
excepcion de AK, GM, TM, NET, IPM. MEM
y ETP que fueron los Gnicos que mostraron
sensibilidad.

Las Figuras 1y 2 muestran los resulta-
dos de la ECP en las cepas de E. coli y K.
pneumoniae respectivamente, se puede ob-
servar que cada cepa posee un patron de ban-
das totalmente diferente, por lo que los por-
centajes de similitud son bajos, a excepcion
de cuatro cepas de K. pneumoniae (carriles 8
y 9, y carriles 12 y 13), que si presentan altos
porcentajes de similitud, dos se aislaron de
NEO y dos de la UCIP.
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Figura 1. Electroforesis de campo pulsado de las ce-
pas de E. coli, en el carril 1 marcador de peso
molecular, carriles 2—15 muestras aisladas
de pacientes, notese el alto grado de policlo-
nalidad presente entre los aislamientos.

PO WGBS, oo

Figura 2. Electroforesis de campo pulsado de las
cepas de K. pneumoniae, en el carril 1
marcador de peso molecular, carriles 2 —
14 muestras aisladas de pacientes, al
igual que en E. coli se observa un alto gra-
do de policlonalidad, pero los aislados
ubicados en los carriles 8 y 9 poseen un
alto grado de similitud, al igual que los
ubicados en los carriles 12 y 13.
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En los ultimos afos se ha descrito un in-
cremento en el aislamiento de enterobacte-
rias productoras de betalactamasas de espec-
tro extendido (BLEE) posiblemente relacio-
nado con el uso generalizado de cefalospori-
nas de amplio espectro (19). Desde 1983, afio
de aparicion de la primera cepa productora
de BLEE, estos microorganismos se han ido
describiendo en diferentes partes del mundo.
En esta investigacion es importante resaltar
el hecho de que un namero importante de ce-
pas de E. coli (39,02%) y K. pneumoniae
(52,54%), aisladas a partir de pacientes inter-
nados en unidades de cuidados intensivos,
son capaces de producir BLEE; estos resulta-
dos se corresponden con los descritos por di-
versos autores a nivel regional y mundial
(20, 21), quienes también han reportado im-
portantes porcentajes en la produccion de
BLEE por parte de estas cepas.

Al comparar los porcentajes de produc-
cion de BLEE de estos microorganismos, se
evidencia que K. pneumoniae fue el principal
productor de BLEE. Esto probablemente se
debe a la capacidad de este microorganismo
de desarrollar competencia de manera natu-
ral, lo cual le confiere cierta ventaja adaptati-
va, esta competencia, favorece la adquisicion
de determinantes genéticos de resistencia
(plasmidos, transposones, integrones) (22);
ademas, las cepas de K. pneumoniae, son pa-
togenos nosocomiales por excelencia, capa-
ces de permanecer durante largos periodos
de tiempo en los ambientes y utensilios hos-
pitalarios, adicionalmente, en la mayoria de
los casos, portan plasmidos de multiresisten-
cia a los antimicrobianos, que poseen genes
que codifican la producciéon de BLEE y son al-
tamente estables. Un estudio realizado por
Hibbert Rogers (23) demuestra que en un
servicio hospitalario donde se aislaban con
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frecuencia cepas de K. pneumoniae produc-
toras de BLEE, se suspendio6 el uso de cefa-
losporinas de amplio espectro por cuatro
anos para el tratamiento de los pacientes, sin
embargo, después de cuatro afios los pacien-
tes internados en ese servicio continuaban
adquiriendo infecciones por cepas K. pneu-
moniae productoras de BLEE, lo que de-
muestra que los plasmidos de resistencia en
este microorganismos son altamente esta-
bles. Al parecer los principales factores de
riesgo para la adquisicion de estas cepas pro-
ductoras de BLEE son el tratamiento con an-
tibioticos de amplio espectro, largas estan-
cias hospitalarias y la ejecuciéon de procedi-
miento invasivos (24).

A nivel nacional, El Grupo Venezolano
de Vigilancia de la Resistencia Bacteriana
(GVRB) refiere porcentajes de resistencia
maés elevados en las cepas de K. pneumoniae
que las cepas de E. coli (25); mientras que, a
nivel regional, el Centro de Referencia Bacte-
riologica del Servicio Autonomo Hospital
Universitario de Maracaibo (26), también re-
porta mayores indices de resistencia a los an-
timicrobianos en cepas de K. pneumoniae
que en E. coli.

Al analizar los resultados de los perfiles
de resistencia de las cepas de E. coli BLEE po-
sitivas, se puede notar que la cefalosporina de
tercera generacion mas afectada por la pre-
sencia de la enzima es CTX, seguida por CROy
en ultimo lugar se ve afectada CAZ, este pa-
tron siguiere la presencia de una betalactama-
sa tipo cefotaximasa, que tiene preferencia
por degradar CTX y no CAZ, esta posiblemen-
te sea de la familia CTX-M, betalactamasa que
se ha descrito muy asociada a cepas de E. coli
en América Latina (27). En cuanto a FOX, to-
dos los aislamientos de E. coli se mostraron
sensibles, pero presentaron valores de suscep-
tibilidad intermedia a este antimicrobiano
que van desde 16,70% hasta 25,00% (datos no
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mostrados); esto podria indicar la asociacion
de otro tipo de betalactamasa perteneciente a
la clase C de la clasificaciéon de Ambler (28),
la betalactamasas plasmidica Amp-C, que a
diferencia de las BLEE confiere resistencia a
las cefamicinas como el FOX; otro aspecto
que respalda esta suposicion es la resistencia
observada a los antibidticos con inhibidores
suicidas de betalactamasa, AMC, SAM, PTZy
CFS, las cepas productoras de BLEE general-
mente son sensibles a estos inhibidores, ya
que ellos actian inhibiendo la accién de la
enzima, pero en el caso de encontrarse en un
medio con una bacteria productora de
Amp-C estos inhibidores acttian como induc-
tores de su expresion por lo que se observa
resistencia a estas combinaciones de antibi6-
ticos con inhibidores suicidas. Todo esto su-
giere que las cepas de E. coli expresan mas de
un tipo de betalactamasa a la vez, lo que com-
plica el panorama terapéutico dentro de una
institucion prestadora de salud ya que estas
betalactamasas son de origen plasmidico y se
diseminan facilmente en ambientes hospita-
larios, porlo que ocasionan un gran problema.
Por otra parte, los carbapenemas siguen cons-
tituyendo el grupo de antibioticos de eleccion
para el tratamiento de cepas productoras de
betalactamasas y debido, a que, no pueden ser
hidrolizados por estas enzimas presentan
100% de susceptibilidad.

En cuanto a los aminoglucoésidos, las ce-
pas de E. coli mostraron niveles de resistencia
muy variados que van desde cero hasta cien,
estos resultados se comprenden mejor al se-
parar las cepas segin su procedencia, en la
UCIA los resultados de resistencia son bajos,
los mas afectados fueron TM (33,30%) y GM
(20,00%), mientras que NET y AK fueron to-
talmente sensibles, esto puede explicarse con
el hecho de que AKy NET son los aminoglucé-
sidos mas nuevos en el mercado, mientras que
los otros dos son méas antiguos, por lo que las
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bacterias han permanecido en contacto con
ellos durante mayor tiempo y han tenido ma-
yor oportunidad de desarrollar resistencia.
Sin embargo, cuando se analizan los resulta-
dos de resistencia a estas drogas en las cepas
de E. coli aisladas de la UCIP y NEO se obser-
van niveles mucho mas altos de resistencia,
pero se mantiene la caracteristica de ser mas
efectivos NET y AK (29).

En cuanto a la resistencia a quinolonas
pueden observarse altos niveles de resisten-
cia principalmente en las cepas aisladas de la
UCIA, esto es comparable con lo obtenido
por otros autores (19, 30), los niveles de re-
sistencia en la UCIP y NEO son inferiores,
probablemente esto se deba a la mala utiliza-
cion de las quinolonas para el tratamiento de
las infecciones urinarias de la comunidad, lo
que a traido como consecuencia altos niveles
de resistencia, por otra parte, las quinolonas
eran hasta hace poco de uso exclusivo en el
tratamiento en adultos, desde hace poco
tiempo, se han comenzado a utilizar en el tra-
tamiento de nifios, esto podria en parte expli-
car los bajos niveles de resistencia encontra-
dos enla UCIP y NEO en comparacion con los
encontrados en la UCIA, probablemente el
uso de estas drogas en nifios permitira que en
cierto tiempo se cambien los patrones de re-
sistencia de los microorganismo general-
mente presentes en el ambiente de nuestras
unidades de cuidados intensivos de pediatria
y neonatologia. Ademaés, por razones poco
conocidas, las cepas BLEE positivas son mas
frecuentemente resistentes a quinolonas que
las cepas no productoras de BLEE (19).

Al analizar los patrones de resistencia
obtenidos en K. pneumoniae, puede obser-
varse que el comportamiento de los antibidti-
cos betalactamicos fue muy similar, pero, en
este caso CAZ fue la cefalosporina de tercera
generacion mas susceptible a la accion de la
betalactamasa, a pesar de que la diferencia es
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ligera, otro factor importante es la resistencia
a ATM, que en el caso de K. pneumoniae es
alta, sobre todo en la UCIA cuando se compa-
ra con el valor de las cepas de E. coli, este
cambio en los perfiles de resistencia indica la
presencia de una betalactamasa SHV, propia
de las especies de Klebsiella, o una betalacta-
masas tipo TEM la cual confiere resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion, espe-
cialmente a CAZ (31). En el caso de K. pneu-
moniae si se observan valores de resistencia a
FOX y a las combinaciones con inhibidores
suicidas, lo que al igual que en E. coli podria
indicar la presencia de una betalactamasa
tipo Amp-C (32). Al igual que en E. coli, los
carbapenemas se mostraron 100,00% sensi-
bles a la accion de las betalactamasas.

Los aminoglicdsidos en las cepas de K.
pneumoniae se comportaron de igual mane-
ra que en las cepas de E. coli, TM y GM fueron
los que presentan mayores porcentajes de re-
sistencia, mientras que NET y AK presenta-
ron porcentajes menores, por lo que son mas
efectivos; a diferencia de las cepas de E. coli,
en el caso de K. pneumoniae, los mayores
porcentajes de resistencia se obtuvieron de
los pacientes de la UCIP, seguidos de la
UCIA, mientras que en NEO no se detecto re-
sistencia a ninguno de los aminoglicésidos
probados, esto probablemente se debe a que
solo se aislé una cepa de K. pneumoniae
BLEE positiva de este servicio, por lo que no
es prudente realizar ningin tipo de afirma-
cion al respecto ya que la poblacion estudiada
es muy baja.

En cuanto a la resistencia a quinolonas,
se presenta de la misma forma que en E. coli,
con la diferencia de que las cepas de K. pneu-
moniae mostraron valores mucho mas altos
de resistencia que las cepas de E. coli, estos
van desde un 81,80% hasta un 93,30% en la
UCIA, mientras que en la UCIP los valores
son mas bajos (33,30%-46,70%), esto puede
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explicarse por el mal uso de la quinolonas
como tratamiento de las infecciones urina-
rias adquiridas en la comunidad, principal-
mente en adultos (19, 30), y su poco o recien-
te uso en pacientes pediatricos. Cabe desta-
car que para el caso de NEO, donde solo se
detect6 un aislado BLEE positivo, este pre-
sento resistencia a las quinolonas probadas,
pero no podemos elaborar conclusiones ya
que la poblacién estudiada es muy baja. Es
importante resaltar que las cepas de K. pneu-
moniae BLEE negativas aisladas de las tres
unidades de cuidados intensivos fueron alta-
mente sensibles a quinolonas, a diferencia de
las cepas de E. coli que si mostraron valores
importantes de resistencia (datos no mostra-
dos), esto corrobora lo descrito por Paterson
(30), quien describe una fuerte asociacion
entre la produccion de BLEE y la resistencia a
quinolonas. La resistencia a ciprofloxacina in
K. pneumoniae, esta estrechamente asociada
con la producciéon de BLEE, este asociacion
es preocupante, ya que los aislados producto-
res de BLEE usualmente son resistentes a pe-
nicilinas, cefalosporinas, aminoglicosidos y
SXT, por lo que la resistencia a quinolonas li-
mita severamente la ya limitadas opciones de
tratamiento para una cepa BLEE positiva. El
estudio de Paterson (30), encontré que un
60,00% de las cepas de K. pneumoniae pro-
ductoras de BLEE fueron resistentes a quino-
lonas, y que el 78% de las cepas de K. pneu-
moniae resistentes a ciprofloxacina fueron
productoras de BLEE; todos estos datos son
similares a las cifras halladas en nuestro es-
tudio, lo que demuestra la fuerte asociacion
entre la produccion de BLEE y la resistencia a
quinolonas.

Una posible explicacion a este fenome-
no de coexistencia de dos mecanismos de re-
sistencia es la transferencia de ambos en un
mismo plasmido; sin embargo, la resistencia
a quinolonas en E. coli y K. pneumoniae se
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debe predominantemente a mutaciones cro-
mosomales en los genes gyrA y parC, los
cuales codifican el banco de accion de las
quinolonas (33). Sin embargo, ya se ha pu-
blicado el primer estudio de resistencia a
quinolonas mediada por plasmidos (34); es
importante resaltar que este plasmido tam-
bién codificaba la produccién de BLEE y fue
aislado de una cepa de K. pneumoniae, a pe-
sar de que solo proporcionaba bajos niveles
de resistencia a quinolonas, este facilitaba la
adquisicion altos niveles de resistencia
cuando el microorganismo poseia otro fac-
tor como deficiencia de porinas. La base de
la resistencia a quinolonas producida por
este plasmido se basa en la producciéon de
una proteina “Qnr” que se encarga de prote-
ger a la girasa de la accion de la quinolona,
por lo que la actividad de esta no se ve afec-
tada en presencia de la droga (35). Otra po-
sible explicacion para esta estrecha relacion
entre la resistencia quinolonas y a cefalos-
porinas de tercera generacion, es el eflujo
activo de antibidticos y la alteracion de las
porinas de la membrana externa.

En los servicios de pediatria (UCIP y
NEO), se observan porcentajes de resisten-
cia mucho maés elevados que en los servicios
de adultos (UCIA), esto podria explicarse en
parte a factores condicionantes propios del
paciente, por lo general los nifios, especial-
mente los recién nacidos y los de muy corta
edad, no poseen un sistema inmunologico
bien desarrollado, lo que los hace muy sus-
ceptibles, otro factor importante, especial-
mente en recién nacidos, es que no poseen
una flora normal establecida, por lo que
cualquier patégeno presente en el ambiente
puede facilmente colonizarlos y producir un
proceso infeccioso, esta misma carencia de
un sistema inmunolégico desarrollado es lo
que permitiria que una vezinstalado el pato-
geno este desarrolle y adquiera rapidamente
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multiples mecanismos de resistencia, esto se
evidencia al observar los perfiles de resisten-
cia, las cepas aisladas de UCIP y NEO son
mas resistentes y a mas antibidticos a la vez
que las cepas aisladas de UCIA, especialmen-
te en los aislados de K. pneumoniae proce-
dentes de NEO.

El analisis mediante ECP de las cepas de
E. coli con Xbal mostro6 14 genotipos diferen-
tes, ninguno de los cluster mostr6 més de un
80% de similaridad, se puede observar un
alto grado de heterogeneidad genética entre
todos los cluster identificados. Las cepas no
estan genéticamente relacionadas y no se en-
contr6 ninguna cepa epidémica. Por el con-
trario, la variacion en el patron de resistencia
de las cepas ESBL fue menor, esto sugiere
que un incremento en el nimero de microor-
ganismos productores de BLEE en estos ser-
vicios, se debe principalmente a la disemina-
cion de plasmidos de resistencia o mutacio-
nes de las betalactamasas plamidicas exis-
tentes, producto de la presion selectiva ejer-
cida por el abuso y mal uso de cefalosporinas
de tercera generacion, esto resultados son
muy parecidos a los reportados por Peter
Yuk-Fong Liu (36), pero diferentes a los re-
portados en otras investigaciones (37, 38)
que demuestran que la diseminacion de ce-
pas productoras de BLEE (especialmente ce-
pas de K. pneumoniae productoras de
SHV-5) en hospitales es debido principal-
mente a diseminacion clonal.

En el analisis mediante ECP para las ce-
pas de K. pneumoniae con Xbal se identifica-
ron 13 genotipos diferentes, al igual que en E.
coli se observa una alta heterogeneidad gené-
tica entre los cluster identificados, sin varia-
cion en el perfil de resistencia, lo que indica
diseminacion de plasmidos producto del mal
uso de cefalosporinas de amplio espectro,
esto concuerda con resultados presentados
por otras investigadores (36), pero para K.
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pneumoniae, se identificaron dos cluster con
mas de un 80% de similaridad, lo que las cla-
sifica como estrechamente relacionadas, dos
fueron aisladas de NEO y dos de UCIP, este
resultado es parecido al presentado por Yuen
Taiwan y otros autores (39), donde demos-
traron diseminacion dentro de unidades de
cuidados intensivos de cepas de K. pneumo-
niae productoras de BLEE.

Estos resultados demuestran la impor-
tancia que poseen las cepas productoras de
BLEE en nuestras unidades de cuidados in-
tensivos, otro dato importante es que de-
muestra que esta resistencia, se da principal-
mente, por diseminaciéon de plasmidos pro-
ducto del mal uso de las cefalosporinas de
amplio espectro que ejercen una presion se-
lectiva que favorece la apariciéon de mecanis-
mos de resistencia; también es importante
resaltar que en menor grado, pero sin dejar
de ser importante, existe diseminacién clonal
de estos microorganismos producto de la
mala aplicacion de medidas de contencion
primarias para el control de enfermedades en
ambientes hospitalarios, como son el cambio
de guantes, el lavado de las manos, buena de-
sinfeccion de equipos, etc.

Las cepas de E. coli y K. pneumoniae
productoras de BLEE aisladas en esta inves-
tigacion son altamente resistentes a la mayo-
ria de los antimicrobianos, por el tratamiento
de estos pacientes se hace muy complicado,
quedando Gnicamente como alternativa tera-
péutica, el uso de los carbapenemas; sin em-
bargo, se debe tener cuidado de no sobreutili-
zar estos agentes antimicrobianos, ya que su
mala utilizacién puede ejercer presion selec-
tiva y conducir a la aparicion de resistencia
en cepas de P. aeruginosa y A. baumanni,
por lo que el uso de carbapenemas deberia
restringirse para bacteriemias severas pro-
ducidas por cepas productoras de BLEE y
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Amp-C, y reemplazar su uso en la medida de
los posible con otros antimicrobianos o com-
binaciones de estos.

La ECP demostro6 ser una herramienta
muy util en el control de las infecciones noso-
comiales, ya que permite discriminar como
se realiza la diseminacion de los diferentes
microorganismos, asi como, en algunos casos
identificar las fuentes de contaminacion, lo
que permite disefiar estrategias efectivas
para el control de las mismas.
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