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RESUMEN

Las infecciones intrahospitalarias, cominmente, son causadas por bacterias Gram
negativas, dentro de éstas, las especies de la familia Enterobacteriaceae y
Pseudomonaceae representan una amenaza para pacientes hospitalizados; debido,
principalmente a la adquisicion de multirresistencia a los antibidticos de rutina. Para
determinar fenotipicamente los mecanismos resistencia bacteriana frente a
antibioticos B-lactdmicos, en cepas aisladas de pacientes con infeccion nosocomial, se
realizé el presente estudio, durante los meses junio-octubre de 2006, en este periodo
se recolectaron 46 cepas de enterobacterias y 9 de P. aeruginosa aisladas de muestras
de pacientes con infeccion nosocomial recluidos en el Servicio Autdbnomo Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (SAHUAPA), Cumana, estado Sucre. Se
identifico fenotipicamente la produccion de P-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) y B-lactamasas AmpC en las enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa,
ademas de metalo-B-lactamasas sélo en esta ultima. Se determind la susceptibilidad
antimicrobiana por el método de difusion en agar, segin el CLSI 2005. Los discos de
antibioticos probados fueron cefotaxima (CTX, 30 nug), ceftazidima (CAZ, 30 nug),
cefoxitina (FOX, 30 pg), imipenen (IMP, 10 pg), meropenem (MER, 10 pg),
piperacilina/tazobactam (TZP, 100/10 ng), amoxicilina/acido clavulanico (AMC,
20/10 ng), y cefepima (FEP, 30 ug). La determinacion de (BLEE) y B-lactamasas
AmpC se realizd segun el método de difusion de doble disco modificado descrito por
Pitout et al., (2003) y siguiendo los lineamientos establecidos por el CLSI, la
deteccion de metalo-p-lactamasas se llevo a cabo con la prueba de rastreo con acido
etilendiamino tetra acético (EDTA), segun Lee et al., (2001). EI mayor nimero de
cepas se obtuvo de pacientes provenientes de la Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI); y el 54,55% del total de cepas se aislaron de muestras de secreciones. Se
identificaron diez especies bacterianas dentro de la familia Enterobacteriaceae;
siendo E. coli y E. aerogenes las aisladas con mayor frecuencia (29,09% y 18,18%,
respectivamente), P. aeruginosa ocupd un 16,36%. Las cepas se mostraron 100%
sensibles a imipenem y la mayor resistencia en las enterobacterias fue a AMC
(47,35%), y en P. aeruginosa fue a meropenem (22,22%), fue a AMC (47,35%), el
perfil fenotipico frecuentemente expresado fue designado como XIV, con resistencia
a AMC, CTX, CAZ y expresion fenotipica de BLEE; 27 de las enterobacterias
resultaron productoras de BLEE (58,70%), encontrandose en E. aerogenes el mayor
porcentaje (29,63%). Se observo fenotipo sugestivo de la produccion de AmpC
inducido en 2/46 cepas de enterobacterias y en todas las de P. aeruginosa, ademas en
esta no hubo evidencia fenotipica de BLEE ni de metalo-p-lactamasas. De acuerdo a
los resultados obtenidos y, debido al incremento observado a nivel mundial de
bacterias Gram negativas productoras de BLEE, hiperproduccion de AmpC y metalo-
B-lactamasas, es importante la determinacion rutinaria de estos fenotipos en los



laboratorios de bacteriologia clinica, ya que los genes que expresan estos mecanismos
son los responsables de la resistencia a diferentes antibidticos especialmente [3-
lactdmicos, limitando asi las opciones terapéuticas en los pacientes hospitalizados,
generalmente, los que se encuentran en la UCI.
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INTRODUCCION

Los antibidticos son sustancias naturales, sintéticas o semisintéticas que, a bajas
concentraciones, inhiben el crecimiento de microorganismos. Su utilizacién a lo largo
de los afios ha reducido la mortalidad por enfermedades infecciosas, pero no la
prevalencia de las mismas, ya que tanto su uso como su abuso han hecho que los
microorganismos hayan evolucionado, desarrollando mecanismos de resistencia que
impiden la actuaciéon de estos farmacos y que en consecuencia conducen a fallas
terapéuticas (Koneman et al., 1999). Los antibidticos pueden presentar un espectro
natural de actividad antibacteriana, segun el cual, las especies que sufren una
inhibicién natural del crecimiento frente a bajas concentraciones del mismo, son
denominadas sensibles, mientras que, las no incluidas dentro de este espectro, se
designan naturalmente resistentes (Sanchez, 1992). En la actualidad, una bacteria se
considera resistente cuando las concentraciones de un antibiético, necesarias para
inhibir su crecimiento in vitro, concentracién inhibitoria minima (CIM), es mayor que

las concentraciones alcanzadas en suero o en tejidos (De la Parte et al., 2001).

La creciente emergencia de resistencia bacteriana frente a antibidticos tiene un
impacto negativo en la lucha contra las enfermedades infecciosas, las cuales
constituyen la causa de muerte anual de mas de 10 millones de personas en el mundo
(OPS, 2006). Asi mismo, se ha demostrado que el incremento en los patrones de
resistencia bacteriana condiciona fallas en los esquemas terapeuticos y aumenta la
morbilidad y mortalidad en la estancia hospitalaria (Acar y Goldstein, 1998; Levy,
1998; Hunter y Reeves, 2002).

Debido a que la resistencia bacteriana natural es de caracter constante en todas

las cepas de una misma especie, ocasionalmente, constituye una ayuda para su



identificacion (Crespo, 2002). La resistencia bacteriana adquirida se presenta en
ciertas cepas, dentro de una especie naturalmente sensible, cuya informacién genética
ha sido modificada por mutacion o adquisicion de genes y, en la mayoria de los casos,
depende de la utilizacion de los antibidticos (Murray et al., 1999). Los primeros
reportes de resistencia a los antibi6ticos fueron publicados en 1940 y, para 1947, un
alto porcentaje de las cepas de estafilococos, aisladas en los hospitales de Estados
Unidos y varios paises europeos, eran resistentes a penicilina G. Luego, este
fendmeno se detecto en los casos de infecciones adquiridas en la comunidad (Davies,
1996; Ronald, 2001). En el presente, la resistencia bacteriana representa un problema
a nivel mundial, ademéas es el principal obstaculo para la aplicacién eficaz de
antibioticos, debido a que anula su accion y, a la vez, provoca la disminucién y
eventual desaparicion de las cepas sensibles con la consecuente propagacion de las
resistentes (Rodriguez et al., 1998; Crespo, 2002).

Los principales antibidticos empleados para el tratamiento de infecciones,
incluyen a los B-lactdmicos, especificamente, cefalosporinas de segunda y tercera
generacion, que en algunos casos en combinacién con otros antibioticos,
generalmente aminoglucoésidos, logran obtener una mayor actividad contra las

bacterias multirresistentes (Barrier, 2002).

Los antibioticos B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y
carbapenemes) son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de la pared celular
bacteriana e induce ademés un efecto autolitico, la destruccion de la pared celular se
produce como consecuencia de la inhibicion de la Ultima etapa de sintesis del
peptidoglucano. Los principales mecanismos de resistencia bacteriana frente a éstos
son: cambios en las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs), que impiden la union del
antibidtico a su sitio de accion; alteraciones en las porinas de la membrana externa,

disminuyendo su permeabilidad al antibidtico y producciéon de B-lactamasas, que



inactivan al antibidtico por inhibicion enzimética; estos mecanismos son
independientes entre si pero pueden actuar sinérgicamente (Gold y Moellering, 1996;
Martin, 2002; Marin y Gudiol, 2003).

La produccion de B-lactamasas es considerada el principal mecanismo de
resistencia bacteriana frente a B-lactamicos. Estas enzimas hidrolizan el anillo
lactdmico de estos agentes, generando compuestos inactivos. Dependiendo de la
localizacion del gen que codifica las B-lactamasas estas pueden ser cromosomicas o
plasmidicas; las B-lactamasas cromosomicas forman parte del genoma bacteriano y se
mantienen presentes entre bacterias de una misma especie, y las plasmidicas van a
estar codificadas en ADN extracromosomal transferibles entre distintas especies
bacterianas. Una gran variedad de [-lactamasas han sido clasificadas por sus
secuencias de aminoacidos y la especificidad del substrato sobre el cual actdan,
siendo frecuentemente reportadas a partir de bacilos Gram negativos del género
Pseudomonas y miembros de la familia Enterobacteriaceae (Ronald, 2001; Rice,
2001).

Existen dos sistemas principales de clasificacion de las B-lactamasas, la de
Ambler iniciada en 1980, basado en la estructura molecular y su secuencia de
aminoacidos, eésta reconoce cuatro tipos moleculares designados de la A hasta la D,
los tipos A, C y D incluyen grupos de enzimas relacionados por su evolucion que
poseen serina en su zona activa, ademas tienen secuencias de aminoacidos similares,
sobre todo las proteinas peptidasas encargadas de unir penicilinas, que son los
blancos de accion de los antibidticos B-lactamicos. Las [-lactamasas del tipo B
tienen una o dos moléculas de zinc en su zona activa y son inhibidas por EDTA
(Kobayashi y Takahashi, 1982; Bush, 1996; Fierer y Guiney, 1999).



La clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros es la mas utilizada para la
nomenclatura de estas familias de enzimas, basada en sus caracteristicas funcionales
y su correlacion con la clasificacion molecular de Ambler. La mayoria de las B-
lactamasas de espectro extendido pertenecen a la clase A de Ambler, serino enzimas,
y unas pocas a la clase D y se clasifican en el subgrupo 2e de Bush. Las BLEE
presentan de 1 a 3 sustituciones de aminoacidos comparados con las enzimas
originales, estas sustituciones cambian el sitio activo de la enzima permitiéndole
reconocer e hidrolizar las cefalosporinas de tercera generacion. Las B-lactamasas
AmpC varian en funcion del microorganismo, algunos producen enzimas de clase A,
pero en su mayoria producen B-lactamasas clase C de Ambler, (grupo 1 de Bush). Las
carbapenemasas, segun la clasificacion de Ambler, se pueden estructurar en tres
grupos; la clase A, subgrupo 2f de Bush, dependientes de serina e inhibidas
parcialmente por acido clavuléanico; clase B, grupo 3 de Bush, dependientes de zinc,
inhibidas por EDTA, y clase D, subgrupo 2d de Bush, enzimas que hidrolizan la
oxacilina (Ambler, 1980; Bush., 1995; Bradford., 2001; Paterson y Bonomo, 2005).

Las B-lactamasas de espectro expandido (BLEE) le confiere a la bacteria
resistencia a todos los antibidticos p-lactamicos, excepto a los carbapenemes. Estas
enzimas, por lo general, estan codificadas en plasmidos, permitiendo una mayor
diseminacion entre distintas cepas y en periodos de tiempo corto; en algunos casos,
éstos plasmidos codifican para otros genes de resistencia a antibioticos, por lo tanto,
una bacteria que exprese una BLEE, es comdn que presente co-resistencia a
aminoglucoésidos, trimetoprim-sulfametoxazol y fluoroquinolonas (Bush et al., 1995;
Millar et al., 1997; Girlich et al., 2001; Winokur et al., 2001; Coque et al., 2002;
Hunter y Reeves, 2002).

Las PB-lactamasas AmpC son codificadas por genes que se encuentran

tipicamente en los cromosomas, pero también pueden estar codificadas en plasmidos



(Black et al., 2004). Se les ha asociado con resistencia in vitro a todos los antibioticos
B-lactdmicos, excepto carbapenemes y cefepima; no son afectadas por los inhibidores
de B-lactamasas y en asociacion con la pérdida de porinas de la membrana externa
(OMP), pueden producir resistencia a carbapenemes. Las metalo 3-lactamasas son un
grupo de enzimas generalmente codificadas por genes contenidos en integrones, e
hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes (Bradford et al., 1997; Poirel y
Nordmann, 2002; Nasim et al., 2004; Pitout et al., 2005).

La resistencia en los bacilos Gram negativos aerdbicos es de gran relevancia
dentro de los hospitales, ya que estas bacterias son frecuentemente aisladas como
causantes de infecciones nosocomiales, tanto en Estados Unidos de América como en
el resto del mundo (Medeiros, 1997; Turner, 2000; Martin, 2002). En los ultimos
afios, los bacilos Gram negativos han aumentado su resistencia, no sélo a f-
lactdmicos, sino también a los aminoglicosidos y quinolonas que constituyen otras
opciones de tratamiento (Davies, 1994; Levy, 1998). Esta situacion ha llevado a
elaborar programas de vigilancia de la resistencia bacteriana regionales y locales. En
paises de la Comunidad Europea y Americana, uno de estos programas involucra a la
Organizacion Mundial de la Salud y se le denomino Programa de Vigilancia de la
Resistencia Antimicrobiana (WHONET). En Venezuela, existe un programa nacional
de Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana (GVRB) que funciona desde 1988
(Carmona et al., 1992; Stelling y O™ Brian, 1997; Turner, 2000; Martin, 2002).

Las infecciones intrahospitalarias 0 nosocomiales se definen como aquellas
patologias que se presentan 72 horas después que el paciente ha ingresado al centro
hospitalario y que no hayan sido reportadas ni observadas antes de ese periodo de
tiempo (Alonso et al., 2001). Entre los microorganismos responsables de estas
infecciones se encuentran acterias, virus y hongos, siendo las bacterias el grupo mas

comunmente involucrado (Madigan et al., 2000). Estos agentes infecciosos pueden



provenir del medio ambiente, de la flora corporal normal o adquirirse por contacto
con otros pacientes o trabajadores de la salud (Luna et al., 2001). Las infecciones
nosocomiales debidas a bacterias multirresistentes se encuentran entre las infecciones
emergentes y representan uno de los problemas de salud mas importantes a resolver
en los proximos afios (Cordero et al., 2002), de tal forma que si las infecciones
intrahospitalarias fueran consideradas en los reportes de mortalidad representarian la

cuarta causa de muerte a nivel mundial (Rangel, 2002).

Dentro de los factores que favorecen las infecciones nosocomiales se
encuentran, la hospitalizacion durante largos periodos, considerado el mas
importante, el deficiente lavado de manos por parte del personal médico y
paramédico y el uso indiscriminado de antibioticos, los cuales propician las
infecciones por bacterias propias de la flora hospitalaria (Gold y Moellering, 1996;
Leon, 1996; Ortiz, 2005).

Las infecciones por bacterias Gram negativas resistentes a los antibidticos son
una amenaza creciente para los pacientes hospitalizados, principalmente, los que se
encuentran en las unidades de cuidados intensivos (Itokazu et al., 1996; Flournoy et
al., 2000). Al respecto, Toltzis et al. (2001), realizaron un estudio en 38 unidades
pediatricas de cuidados intensivos, encontrando un total de 101 nifios, de los cuales el
8,60% de éstos, fueron colonizados por, al menos, una especie de bacilos Gram
negativos resistentes a los antibidticos gentamicina, piperacilina/tazobactan o
ceftazidima; ademas el rango de bacterias identificadas fue amplio, compuesto
predominantemente por los géneros Cedecea spp., Burkholderia spp., Providencia
spp., Shigella spp. y Yersinia spp. Estudios realizados en América Latina, describen
la elevada frecuencia de bacterias Gram negativas como causantes de infecciones
nosocomiales. Al respecto Cornejo et al. (2005), reportaron un 59,70% de aislados
Gram negativos en hemocultivos de pacientes de un hospital oncoldgico de tercer

nivel en México, de los cuales las especies Escherichia coli y Klebsiella spp. fueron



identificadas con mayor frecuencia; asi mismo, durante el periodo de estudio, la
sensibilidad frente a antimicrobianos se mantuvo estable y superior al 88,00%,
excepto para Pseudomonas aeruginosa.

En Venezuela, Fajardo et al. (2004), desarrollaron un estudio a fin de conocer la
frecuencia de microorganismos que infectan a pacientes bajo cuidados intensivos y la
resistencia a los antibioticos, en el Hospital Universitario Angel Larralde de la ciudad
de Valencia, encontrandose que de 288 cultivos, el 75,70% correspondié a bacterias
Gram negativas, siendo los generos mas frecuentes Enterobacter (40,80%),
Pseudomonas  (19,20%) vy Acinetobacter (11,90%); reportdndose en estos

microorganismos una resistencia superior al 50,00% a los p-lactamicos.

Segun Cortesia et al. (2000), entre el 25,00 y 40,00% de los pacientes
hospitalizados reciben antibidticos, aumentando este porcentaje hasta en un 80,00%
en los pacientes ingresados en areas criticas, este irracional uso de antibioticos ha
generado un problema creciente a nivel mundial y nacional. Guzmén et al. (2004) en
un estudio fenotipico realizado en cepas de K. pneumoniae, aisladas en diferentes
areas del Servicio Autonomo del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”,
Cumana, estado Sucre, reportaron un elevado porcentaje de cepas resistentes
productoras de BLEE 76,46%. De igual forma, Garcia (2007), en una investigacion
fenotipica de PB-lactamasas de espectro extendido producidas por enterobacterias,

realizado en el mismo hospital, reporté un 68,57% respectivamente.

La alta resistencia bacteriana es una de las razones que contribuye a
incrementar el nimero de muertes en los casos de infeccion nosocomial; en relacion a
ello se hace notoria la necesidad de mantener la vigilancia de la resistencia a los
antimicrobianos a nivel hospitalario, monitorear el comportamiento de los distintos
aislamientos de bacterias frente a los mismos e interpretar los resultados

adecuadamente; asi mismo, la identificacién fenotipica de los mecanismos de



resistencia bacteriana frente a los 3-lactamicos es de gran importancia, debido a que
la emergencia de la resistencia bacteriana a diferentes antibioticos, en especial a este
grupo, constituye un problema alarmante en el medio nosocomial. De acuerdo al
impacto clinico y epidemioldgico que generan estos mecanismos de resistencia y al
alto porcentaje de cepas resistentes reportadas en estudios realizados en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, en el presente trabajo se determind
fenotipicamente los mecanismos de resistencia frente a antibioticos B-lactdmicos en
cepas de enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes con

infecciones nosocomiales.



METODOLOGIA

Muestra

Durante el periodo comprendido entre junio y octubre de 2006, se recolecto un
total de 55 cepas bacterianas, 46 fueron identificadas dentro de la familia
Enterobacteriaceae y 9 correspondieron a P. aeruginosa, dentro de las
enterobacterias se encontraron cepas de Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae y Klebsiella oxytoca
Morganella morganii, Citrobacter freundii, Proteus vulgaris y Proteus penneri, éstas
fueron aisladas e identificadas en el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, a partir de diferentes tipos de muestras:
secreciones, heces, sangre, orina, catéter y sonda, provenientes de pacientes con
diagndstico de infeccion nosocomial, recluidos en diferentes servicios; unidad de
cuidados intensivos, retén, medicina A y C, pediatria A y B, y cirugia. Se excluyeron
aquellas cepas aisladas de pacientes que en el momento de su ingreso al centro
hospitalario presentaron la infeccion o que la misma se manifestara en un lapso

menor a las 72 horas de haber sido internado.
Transporte y conservacion de las cepas

Las cepas fueron preservadas en agar conservacion, para luego ser
transportadas al Laboratorio de Bacteriologia Clinica del Departamento de

Bioanalisis de la Universidad de Oriente, Nicleo de Sucre, para su procesamiento.

Siembra



A partir del medio de conservacion, se procedié a inocular las cepas bacterianas
en caldo nutritivo (HIMEDIA) y se incubd en aerobiosis a 37°C por un tiempo de 18
a 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion y crecimiento bacteriano, se
sembré en agar MacConkey (BBL™) y se incubd atendiendo a las condiciones

anteriores (Koneman et al., 2002).

Susceptibilidad antimicrobiana

Se determind la susceptibilidad frente a antimicrobianos [-lactamicos,
utilizando el método de difusion en disco (Bauer et al., 1966), siguiendo las
especificaciones del Instituto para Estandares de Laboratorios Clinicos (CLSI, 2005).
Para ello, se inoculd 4,5 ml de solucion salina fisiologica al 0,85% estéril, con 5
colonias de la cepa bacteriana y se incubd a 35°C, hasta observar una turbidez
ajustada al patrén 0,5 en la escala de Macfarland (corresponde a 1,5 x 10® UFC/ml),
luego se humedecié un hisopo estéril en la suspension bacteriana, eliminando el
exceso de liquido absorbido girandolo contra las paredes del tubo, se disemind
uniformemente tres veces, sobre la superficie del agar Mueller Hinton (BBL™), en
tres direcciones diferentes, rotando la placa aproximadamente 60° se dejé secar
durante 5 minutos, luego se colocaron los discos de antibioticos de la casa comercial
OXOID: cefotaxima (CTX) 30 ng, ceftazidima (CAZ) 30 ug, imipenem (IMP) 10 ug,
meropenem (MER) 10 pg, piperacilina/tazobactan (TZP) 100/10 ug,
amoxicilina/acido clavulanico (AMC) 20/10 ng, cefepima (FEP) 30 ug y cefoxitina
(FOX) 30 pg, a una distancia de 15 a 20 mm entre los discos, para ello se utiliz6 una
pinza estéril. Las placas se incubaron en aerobiosis, durante 24 horas a 37°C, luego se
realizo la lectura de los halos de inhibicion midiendo los didmetros alrededor de los
discos de antibioticos, con una regla milimetrada. Las medidas obtenidas se
correlacionaron con las tablas de referencia del CLSI, las cuales permitieron
interpretar el comportamiento de las cepas frente a los antibi6ticos probados, segin
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los halos de inhibicién, para ser reportado como sensible (S), intermedio (I) y
resistente (R). Se evaluaron los antibidticos tomando en cuenta la resistencia natural

en cada especie bacteriana, para ello se siguieron especificaciones del CLSI, (2005).

Deteccidn fenotipica de BLEE y AmpC

La deteccion de BLEE y pB-lactamasas AmpC en las enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa, se realizo utilizando el método de sinergia del doble disco
modificado (Pitout et al., 2003; Pitout et al., 2004) vy siguiendo los lineamientos
establecidos por el CLSI, (2005), el cual recomienda los siguientes puntos de corte
para la deteccion de BLEE en las enterobacterias, para cefotaxima y ceftazidima; en
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis < 27 y < 22,

respectivamente;  Enterobacter spp. Citrobacter freundii y Morganella morganii <

22 y <17, respectivamente.

Deteccion fenotipica de Metalo p-lactamasas

La deteccion fenotipica de bacterias productoras de metalo-p-lactamasas se
evalué solo en las cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a imipenem,
meropenem, 0 a ambos. La presencia de metalo enzimas se determiné utilizando la
prueba de rastreo con acido etilendiamino tetra acético (EDTA), el método se basa en
la habilidad de este quelante de inhibir la actividad de las metalo-B-lactamasas; para
ello se evalud la accion sinéergica entre los discos de imipenem, meropenem vy el
EDTA (Lee et al., 2001; Pitout et al., 2005).

La deteccion fenotipica de éstos mecanismos de resistencia se desarrolld a
partir de una suspension bacteriana en solucién salina fisiologica, ajustada al patron
0,5 en la escala de MacFarland, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente

para la prueba de susceptibilidad antimicrobiana. Los discos de antibidticos fueron
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distribuidos siguiendo una ubicacion estratégica (Ver anexos). Para la deteccién de
BLEE, en las enterobacterias, se colocd un disco de amoxicilina/acido clavulanico
20/10 ug en la placa de agar Muller Hinton, previamente inoculada y a ambos lados,
a una distancia aproximada de 20 mm, se colocaron discos de cefotaxima y
ceftazidima 30 pg; en P. aeruginosa se colocd un disco de piperacilina/tazobactan
100/10 pg y a 20 mm de este, un disco de cefepima 30 pg, seguidamente para
detectar B-lactamasas AmpC de tipo inducido, se dispuso un disco de un antibidtico
inductor, como el imipenem 10 pg, a una distancia de 20 mm del disco de
ceftazidima 30 pg (antibidtico testigo); para evaluar la presencia de metalo B-
lactamasas en P. aeruginosa se colocd un disco de imipenem 10 pg, a 20 mm de
separacion uno de meropenem 10 g, adicionalmente en el espacio entre estos dos a
una distancia de 15 mm un disco impregnado en EDTA 0,5 mol.I", una vez
dispuestos los discos de antibiéticos, las placas se incubaron en aerobiosis, durante 24
horas a 37°C. Después de la incubacion, se evaluaron las placas; la presencia de una
BLEE en las enterobacterias, se evidencidé por el efecto sinérgico del inhibidor
amoxicilina/acido clavulanico, bajo la forma de ampliacion del halo entre cualquiera
de las proximidades de los discos de antibioticos de cefotaxima/ceftazidima o de
ambos, en P. aeruginosa este mecanismos se observo por la ampliacion del halo
entre el disco de piperacilina/tazobactan y cefepime (Pitout et al., 2003; Pitout et al.,
2004). La presencia de -lactamasas AmpC de tipo inducida se detectd por un halo de
inhibicién truncado del antibiotico testigo (ceftazidima) en la zona adyacente del
disco del antibidtico inductor (imipenem) (Pitout et al., 2003; Black et al 2005). El
incremento en la zona de inhibicién alrededor del disco de imipenem, 0 meropenem
hacia el disco de EDTA se tom6 como evidencia de la presencia de cepas productoras

de metalo-p-lactamasas (Lee et al., 2001)

Control de calidad

Para el control de calidad de las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos se
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utilizaron las cepas certificadas Escherichia coli ATCC® 25922; CVCM: 765,
Escherichia coli ATCC® 35218; CVCM: 766, Pseudomonas aeruginosa ATCC®
27853; CVCM: 938 y Pseudomonas aeruginosa ATCC® 10145; CVCM: 625,
provenientes del Centro Venezolano de Colecciones Microbioldgicas (CVCM, 2000),
ademés se utilizd una cepa de Pseudomonas aeruginosa productora de metalo [3-

lactamasa N° 77301, identificada por el Grupo Venezolano de Resistencia Bacteriana.

Anadlisis de los datos

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante la aplicacion de

estadistica descriptiva y representados en tablas y figuras (Jiménez, 2000).
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RESULTADOS

La Figura 1 muestra la distribucion de los aislamientos por especie bacteriana,
de los cuales 10 pertenecian a la familia Enterobacteriaceae; E. coli fue la especie
mas frecuente (29,09%), seguida por E. aerogenes y K. pneumoniae (18,18% y
14,55%, respectivamente). P. aeruginosa se aislé en un 16,36%.

129,09

7,27

364 364 19 180 180 182

N Especies

Figura 1. Distribucion de las especies bacterianas aisladas de pacientes con infeccion
nosocomial, recolectadas en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”,
Cumana, estado Sucre. Junio — octubre de 2006.

La distribucién de las especies bacterianas identificadas en funcion de las
muestras clinicas de procedencia, se presenta en la tabla 1. EI mayor porcentaje de
cepas se aislé de las secreciones (54,55%) y las heces (18,18%), siendo E. aerogenes
y P. aeruginosa las especies mas recuperadas en los cultivos de secreciones,
representando el 10,91% del total de aislamiento. E. coli fue el agente bacteriano méas

frecuente en los cultivos de heces (12,73%), seguido de K. pneumoniae (5,45%).
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En la tabla 2 se observa la distribucion de las especies bacterianas identificadas
segun el servicio hospitalario, el mayor porcentaje de aislamientos se obtuvo en la
Unidad de Cuidados Intensivos (38,18%), siendo E. aerogenes y P. aeruginosa las
especies mas frecuentes (9,09%), seguido del area de Retén, donde E. coli fue la

especie mayormente aislada (14,54%).
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Tabla 1. Distribucion porcentual de las especies bacterianas identificadas segun el tipo de muestra, aisladas a partir de pacientes
con infeccion nosocomial recluidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, Cumand, estado Sucre.
Junio — octubre de 2006.

Muestra de Muestra de
Secrecion Heces Catéter Sangre Orina Sonda Total

Especies n % n % n % n % n % n % n %
E. coli 5 9,09 7 12,73 - - 1 182 3 5,45 - - 16 29,09
E. aerogenes 6 10,91 - - 3 5,45 1 182 - - - - 10 18,18
P. aeruginosa 6 10,91 - - 1 1,82 2 3,64 - - - - 9 16,36
K. pneumoniae 4 7,27 3 5,45 1 1,82 - - - - - - 8 14,54
P. mirabilis 3 5,45 - - - - - - 1 1,82 - - 4 7,27
E. cloacae 2 3,64 - - - - - - - - - - 2 3,64
K. oxytoca - - - - 1 1,82 - - - - 1 1,82 2 3,64
M. morganii 1 1,82 - - - - - - - - - - 1 1,82
C. freundii 1 1,82 - - - - - - - - - - 1 1,82
P. vulgaris 1 1,82 - - - - - - - - - - 1 1,82
P. penneri 1 1,82 - - - - - - - - - - 1 1,82
Total 30 5455 10 18,18 6 10,91 4 727 4 7,27 1 182 55 100,00
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Tabla 2. Distribucion porcentual de las especies de enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa, aisladas de pacientes con
infeccion nosocomial, segun el &rea de servicio, del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cuman4, estado Sucre.
Junio — octubre de 2006.

UCI RETEN MED A MED C PEDA PEDB CIRUGIA TOTAL
Especies N % n % n % n % n % n % n % n %
E. coli 4 727 8 1454 2 364 1 182 1 182 - - - - 16 29,09
E. aerogenes 5 909 1 18 - - 1 182 2 364 1 182 - - 10 18,18
P. aeruginosa 5 9,09 2 364 2 364 - - - - - - - - 9 16,36
K. pneumoniae 2 3,64 2 364 2 364 1 182 - - - - 1 1,82 8 14,54
P. mirabilis 2 364 - - 2 364 - - - - - - - - 4 7,27
E. cloacae 1 1,82 - - 1 182 - - - - - - - - 2 3,64
K. oxytoca 1 1,82 - - - - 1 182 - - - - - - 2 3,64
M. morganii 1 1,82 - - - - - - - - - - - - 1 1,82
C. freundii - - - - - - 1 182 - - - - - - 1 1,82
P. vulgaris - - - - - - 1 182 - - - - - - 1 1,82
P. penneri - - - - - - 1 182 - - - - - - 1 1,82
Total 21 38,18 13 2364 9 1636 7 1273 3 545 1 182 1 1,82 55 100,00

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; MED A: Medicina A; MED C: Medicina C; PED A: Pediatria A; PED B: Pediatria B
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En relacion a las pruebas de susceptibilidad a los antibioticos, las
enterobacterias mostraron un 100,00% de sensibilidad a imipenem, meropenem,
piperacilina/tazobactam, cefepime, y un 95,65% a cefoxitin, el mayor porcentaje de

resistencia se observo para amoxicilina/acido clavulanico (43,75%) (Figura 2).
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CTX: Cefotaxima; AMC: Amoxicilina/acido clavulanico; CAZ: Ceftazidima; IPM: Imipenem;
MER: Meropenem; TZP: Piperacilina/tazobactam; FEP: Cefepima; FOX: Cefoxitina.

Figura 2. Susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas de enterobacterias
aisladas de pacientes con infeccion nosocomial, recluidos en el Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcald”, Cuman4, estado Sucre. Junio — octubre de 2006.

Las cepas de E. coli mostraron resistencia a cefotaxima, ceftazidima, cefoxitina
y amoxicilina/acido clavulanico, presentando el mayor porcentaje de resistencia
frente a este ultimo (37,50%) (Figura 3). En los aislados de E. aerogenes se observo
el mayor porcentaje de resistencia a ceftazidima (20,00%) (Figura 4). K. pneumoniae,
se presentd como la bacteria con mayor porcentaje de resistencia, se observd
resistencias a cefotaxima (37,50%), ceftazidima (50,00%), y a amoxicilina/acido
clavulanico (62,50%) (Figura 5), de igual manera en P. mirabilis el mayor porcentaje

de resistencia fue a este dltimo (50,00%) (Figura 6).
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MER: Meropenem; TZP: Piperacilina/tazobactam; FEP: Cefepima; FOX: Cefoxitina.

Figura 3. Susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas de Escherichia coli
aisladas de pacientes con infeccién nosocomial, recluidos en el Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcald”, Cuman4, estado Sucre. Junio — octubre de 2006.
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CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; IPM: Imipenem; MER: Meropenem; TZP:

Piperacilina/tazobactam; FEP: Cefepima.

Figura 4. Susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas de Enterobacter
aerogenes aisladas de pacientes con infeccion nosocomial, recluidos en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumana, estado Sucre. Junio — octubre de
2006.
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CTX: Cefotaxima; AMC: Amoxicilina/acido clavulanico; CAZ: Ceftazidima; IPM: Imipenem;
MER: Meropenem; TZP: Piperacilina/tazobactam; FEP: Cefepima; FOX: Cefoxitin.

Figura 5. Susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas de Klebsiella
pneumoniae aisladas de pacientes con infeccion nosocomial, recluidos en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumana, estado Sucre. Junio — octubre de

2006.
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CTX: Cefotaxima; AMC: Amoxicilina/acido clavulanico; CAZ: Ceftazidima; IPM: Imipenem; MER:
Meropenem; TZP: Piperacilina/tazobactam; FEP: Cefepima, FOX: Cefoxitina

Figura 6. Susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas de Proteus mirabilis
aisladas de pacientes con infeccion nosocomial, recluidos en el Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcald”, Cumand, estado Sucre. Junio — octubre de 2006

En la figura 7, se observa la susceptibilidad a los antibioticos in vitro en las
cepas de P. aeruginosa, estas mostraron 100,00% de sensibilidad a imipenem,

piperacilina/tazobactam y cefepima, se observo soOlo resistencia a meropenem
(22,22%).
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CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; IPM: Imipenem; TZP: Piperacilina/tazobactam; FEP:
Cefepima; MER: Meropenem.

Figura 7. Susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes con infeccion nosocomial recluidos en
el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumand, estado Sucre. Junio
— octubre de 2006.

En la tabla 3, se presenta el perfil fenotipico expresado en las enterobacterias y
P. aeruginosa de acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad
a los antibidticos, éstos revelaron la existencia de dieciocho (XVIII) patrones
fenotipicos diferentes, para clasificar las cepas bacterianas dentro de un mismo
fenotipo, se tomd en consideracion los patrones de susceptibilidad expresados por
cada una de ellas, de esta forma se ubicaron las cepas dentro de un fenotipo comun y
se designd para su clasificacion un namero romano; el expresado con mayor
frecuencia entre las cepas fue el fenotipo X1V, el cual se caracterizd por la resistencia
a CTX, CAZ, AMC vy expresion fenotipica de BLEE, la produccion de AmpC
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inducido se observo solo en dos de las cepas de enterobacterias con fenotipo V' y en
P. aeruginosa estuvo asociado a los fenotipos XVI, XVII y XIIl. No se evidencid la

produccion fenotipica de BLEE ni de metalo-B-lactamasas en estas cepas.

En la tabla 4, se presenta la distribucién de las especies de enterobacterias
productoras de BLEE, segln el servicio hospitalario, la UCI fue el area donde se
encontré el mayor nimero de cepas con produccion fenotipica de BLEE, (40,74%);
seguido de Retén y Medicina C. E. aerogenes (29,63%), E. coli (25,93%) y K.
pneumoniae (22,22%) fueron las especies en las que se evidencié mayor expresion de

esta enzima.
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Tabla 3. Perfil fenotipico expresado en las cepas aisladas de pacientes con infeccion
nosocomial recluidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”,
Cumana, estado Sucre. Junio — octubre de 2006.

Especies n F AMCCTX CAZ IMP TZP FEP FOX MEM BLEE AmpC M
E. coli 3 1 S S s S S S S S - - -
P. mirabilis 3 |1 S S S S S S S S - - -
K. oxytoca 1 | S S S S S S S S - - -
K. pneumoniae 1 | S S S § S S S S - - -
M. morganii 1 1 S S s § S S S S - - -
K. pneumoniae 1 | S S S S S S S S 1 - -
E. aerogenes 2 R S S S S S R S - - -
E. coli 4 1 I S S S S S S S - - -
E. coli 1 v R S s S S S S S - - -
E. coli 1V R S S S S S R S - 1 -
K. pneumoniae 1 V R S S § S S R S - 1 -
E. coli 1 Vi R I S § S S S S 1 - -
P. vulgaris 1 Vi R I s § S S S S 1 - -
C. freundii 1 Vi R I S § S S S S 1 - -
E. aerogenes 3 VI R | S S S S R S 3 - -
E. cloacae 1 VII R I S S S S R S 1 - -
E. aerogenes 4 VIII R | | S S S R S 4 - -
E. coli 1 IX I I R S S S S S 1 - -
K. pneumoniae 2 IX | | R S S S S S 2 - -
P. penneri 1 X R I R S S S S S 1 - -
E. coli 1 Xi I R I S S S S S 1 - -
E. aerogenes 1 Xl R R | S S S R S 1 - -
E. coli 1 Xl R R s S S S S S 1 - -
K.pneumoniae 1 Xl R R S § S S S S 1 - -
K. oxytoca 1 Xl R R S S S S S S - - -
E. coli 3 XIVv R R R S S S S S 3 - -
K. pneumoniae 2 XIV R R R S S S S S 2 - -
P. mirabilis 1 XIVv R R R S S S S S 1 - -
E. cloacae 1 XV R R R S § S R S 1 - -
P.aeruginosa 4 XVI R R S S S S R | - 4 -
P.aeruginosa 3 XVII R R S S S S R S - 3 -
P.aeruginosa 2 XVIII R R S S S S R R - 2 -

CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; AMC: Amoxicilina/acido clavulanico; IMP: Imipenem;
TZP: Piperacilina/tazobactan; FEP: Cefepima; FOX: Cefoxitina; MEM: Meropenem; BLEE:
B-lactamasas de espectro extendido; AmpC: B-lactamasas clase C inducido; Mp: metalo-B-lactamasas;
S: Sensible; I: Intermedio; R: Resistente; n: Numero de cepas; F: fen6tipo
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Tabla 4. Distribucion porcentual de las cepas de enterobacterias productoras de BLEE, segun el servicio hospitalario,
aisladas a partir de pacientes con infeccion nosocomial recluidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”.

Cumana, estado Sucre. Junio — octubre de 2006.

UCl RETEN MED C MED A PED A PED B CIRUGIA
(n=21) (n=13) (n=7) (n=9) (n=3) (n=1) (n=1) TOTAL

Especies n % n % n % n % n % n % n % n %
E. aerogenes

(n=10) 5 1853 1 370 - - - - 1 370 1 370 - - 8 29,63
E. coli

(n=16) 3 1111 3 1111 1 370 - - - - - - - - 7 2593
K. pneumoniae

(n=8) 2 741 1 370 1 370 1 370 - - - - 1 370 6 2222
E. cloacae

(n=2) 1 370 - - - - 1 370 - - - - - - 2 7,41
P. mirabilis

(n=4) - - - - - - 1 370 - - - - - - 1 3,70
C. freundii

(n=1) - - - - 1 370 - - - - - - - - 1 3,70
P. vulgaris

(n=1) - - - - 1 370 - - - - - - - - 1 3,70
P. penneri

(n=1) - - - - 1 370 - - - - - - - - 1 3,70
Total 11 40,74 5 1853 5 1853 3 1111 1 370 1 370 1 3,70 27 100,00

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; MED A: Medicina A; MED C: Medicina C; PED A: Pediatria A; PED B: Pediatria B
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DISCUSION

Las infecciones nosocomiales son consecuencia directa del tiempo prolongado de hospitalizacion,
empleo de técnicas invasivas diagndésticas y terapéuticas, uso indiscriminado de antibioticos de amplio
espectro, factores inherentes al huésped y el medio ambiente, son entre otros, causas de aparicion de
infeccion nosocomial (Diaz, 2006).

En el ambiente hospitalario existen bacterias potencialmente infecciosas, provenientes del
personal, la flora del huésped y del ambiente inanimado, aislandose con mayor frecuencia
enterobacterias y bacilos Gram negativos no fermentadores de glucosa (BGNNFG). La presencia de
estas bacterias, asociadas a nuevas tecnologias utilizadas para prolongar la vida de los pacientes graves,
trae tambien como consecuencia la aparicion de infecciones nosocomiales, que en muchos casos tienen
un desenlace fatal (Llop, 2001).

En el presente estudio, la mayor cantidad de cepas (54,55%) fueron aisladas a partir de muestras
de secreciones. Resultados similares fueron publicados por Salazar et al. (2006) en un estudio llevado a
cabo en el Hospital Dr “Luis Diaz Soto”, Cuba, donde encontraron en muestras de secreciones un
70,98% de cultivos positivos, a diferencia de los reportados por Muzachiodi y Ferrero (2005) en una
investigacion realizada en el Hospital escuela José F. De San Martin, Argentina, y por Garzon et al.
(2004) en un estudio sobre prevalencia de betalactamasas de espectro extendido realizado en el Hospital
Occidente de Kennedy, Bogota, quienes encontraron el mayor porcentaje de cultivos positivos en

muestras de orina con (41,80% y 34,40%, respectivamente).

E. coli fue la especie bacteriana mayormente aislada en esta investigacion (29,09%), hecho que
pudo estar relacionado, a que éste es un importante patdgeno oportunista y agente etiolégico de diversas
infecciones nosocomiales, especialmente en pacientes inmunocomprometidos (Mandell et al., 2000).
Resultados similares fueron publicados por Izquierdo et al. (2006), en un estudio sobre prevalencia de
infecciones nosocomiales en el sistema de hospitales cubanos, encontraron como patégeno mas
frecuente a E. coli con un 21,00%; igualmente, Ballesteros et al. (2006), en un estudio sobre infeccion
nosocomial en el Hospital Universitario “Marqués de Valdecilla”, Espafia, reportaron una prevalencia de
E. coli de 43,60%. Resultados que difieren de los reportados por Fernandez et al. (2003), quienes en un
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estudio realizado en el Hospital Militar Central “Dr. Luis Diaz Soto” de Cuba, encontraron que el

39,80% de los casos de infeccién nosocomial eran ocasionados por Proteus spp.

En este estudio el mayor porcentaje de cepas nosocomiales se localizaron en el servicio de UCI
(38,18%), esto, probablemente, se debe a que los pacientes recluidos en esta area, por sus condiciones
bioldgicas o estados patologicos, tienen disminuidos sus mecanismos de defensa y estan bajo constante
amenaza de contraer infecciones (Spencer, 1999). Resultados similares fueron publicados por Pedroza
(1999), en un estudio epidemioldgico sobre infecciones nosocomiales realizado en el Hospital
Universitario de Caracas, donde UCI fue el area en la que se localizé el mayor nimero de casos de
infecciones nosocomiales (30,00%), a diferencia de los reportados por Pérez et al. (2003), quienes, en un
estudio realizado en el Hospital San Jerénimo de Monteria, Cordoba, encontraron la mayor tasa de
infeccion nosocomial en el servicio de cirugia (21,05%).

Las principales especies bacterianas aisladas en el servicio de UCI fueron E. aerogenes y P.
aeruginosa, resultados similares fueron publicados por Fajardo et al. (2004), quienes, en un estudio
sobre bacterias aerobias y su resistencia antimicrobiana en la UCI del Hospital Universitario “Angel
Larralde” de Valencia, Venezuela, encontraron con mayor frecuencia a los géneros Enterobacter spp. y
Pseudomonas spp. (40,80% y 19,20%, respectivamente). Sin embargo, Rosenthal et al. (2003), en un
estudio de vigilancia de la resistencia antimicrobiana en bacilos aerébios Gram negativos en la UCI de
Hospitales de Argentina, encontraron a K. pneumoniae como la bacteria mas frecuente (24,00%).

En el presente estudio, los resultados de la prueba de susceptibilidad a los antibioticos en las
enterobacterias mostrd porcentajes de resistencia variables para las cefalosporinas de tercera generacion
(C3G), el 26,09% fue resistente a CTX y el 23,92% a CAZ, resultados similares a los obtenidos fueron
publicados por Pérez et al. (2003), quienes reportaron 38,00% de resistencia a CTX y 40,00% a CAZ.
Sin embargo, Fajardo et al. (2004), obtuvieron tasas de resistencia a C3G mayor al 50,00%, para CTX
(81,90%) y CAZ (81,30%), ademas Torres et al. (2006), en un estudio de PB-lactamasas de espectro
expandido en enterobacterias aisladas en diferentes centros de salud de Caracas, Venezuela, obtuvieron
un porcentaje de resistencia a C3G de un 91,10%. A pesar de que la resistencia antibidtica a las C3G en
esta investigacion fue similar a la reportada por otros autores, es importante sefialar que hubo un 30,43%
de susceptibilidad intermedia a CTX, lo cual podria llevar a un porcentaje de resistencia mas elevado

(Gail, 1996; Fajardo et al, 2000; Pérez, et al 2003). La emergencia de enterobacterias resistentes a C3G
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se ha convertido en un problema de salud publica mundial, es por ello importante la deteccion de BLEE,
sobre todo en bacterias Gram negativas de pacientes hospitalizados, especialmente los que se encuentran
en UCI (Bradford, 2001; Villegas et al., 2004).

En este estudio no hubo resistencia a imipenem en las enterobacterias y P. aeruginosa, resultados
relacionados fueron publicados por Martinez et al. (2001), en un estudio realizado en un hospital de
infectologia, México, donde reportaron porcentajes de resistencia a imipenem del 1,00%, sin embargo
difieren de los reportados por Rodriguez et al. (2003), quienes, en un estudio sobre resistencia a
antibidticos en bacilos Gram negativos realizado en el Hospital José de San Martin, Buenos Aires,
Argentina reportaron una resistencia del 68,00%. EI imipenem es considerado el antibidtico de eleccién
para las infecciones causadas por cepas productoras de BLEE, ya que es altamente resistente a la
hidrolisis de éstas y la penetracion a través de la membrana es excelente, debido a su compacto tamafio
molecular; este debe ser considerado un antibiotico de reserva, principalmente, por su amplio espectro
antimicrobiano, por otro lado, el tratamiento con éste no esta exento de sus propias complicaciones ya
que su uso indiscriminado puede conllevar a cambios en los patrones de sensibilidad de la poblacion
bacteriana, seleccionando asi bacterias resistentes en pacientes que reciben carbapenemos como
tratamiento antibidtico empirico. Se deben utilizar otras alternativas terapéuticas para el manejo de
infecciones severas causadas por bacilos Gram negativos como el uso de cefepima o piperacilina
tazobactam, mas un aminoglucésido, en el paciente convencional y reservar carbapenemos para el
individuo que se sabe tiene una cepa productora de BLEE o que ha recibido cefalosporinas previas y
que, por lo tanto, el riesgo de tener un bacilo Gram negativo resistente es especialmente alto (Goldman
et al., 1996; Carmeli et al., 1999).

Las cepas de E. coli, en el estudio de susceptibilidad, mostraron resistencias menor del 40,00% a
las C3G, al respecto Bricefio y Suarez (2006), encontraron resistencias en el orden de 17,40% a las C3G
en E. coli, en un estudio sobre resistencia bacteriana realizado en el Hospital Universitario de los Andes,
Meérida, Venezuela. Pero difieren de los reportados por Salazar et al. (2001), en una investigacion sobre
infeccion nosocomial realizada en un hospital de segundo nivel, México, donde encontraron que los

aislados de E. coli presentaron elevados porcentajes de resistencia 95,39% frente a C3G.

29



Las cepas de E. aerogenes mostraron porcentajes de resistencia menor al 20,00% a las C3G, en las
pruebas de susceptibilidad a los antibioticos, datos que coinciden con los reportados por Martinez et al.
(2001), quienes, en un estudio sobre infecciones nosocomiales en un hospital de tercer nivel, México,
encontraron porcentajes de resistencia en aislados de E. aerogenes a las C3G correspondiente al 14,00%,
sin embargo, difieren de los publicados por Bertona et al. (2005), en una investigacion de
caracterizacion fenotipica y genotipica de la resistencia enzimatica a las C3G en cepas de Enterobacter
spp., realizado en el Hospital de Clinicas “José de San Martin”, Argentina, encontraron 55,56% de

resistencia a estos antibioticos.

Las cepas pertenecientes a la especie K. pneumoniae mostraron mayor resistencia a las C3G, sin
embargo esta no fue mayor del 50,00%. Resultados similares fueron reportados por Bricefio y Suérez
(2006), en un estudio sobre resistencia realizado en el Hospital Universitario de los Andes, Mérida,
quienes encontraron resistencias por debajo del 50,00% a las C3G en K. pneumoniae. Alvarez et al.
(2006), en un estudio sobre resistencia antimicrobiana realizado en Colombia, reportaron en aislados de
K. pneumoniae resistencias a C3G de un 26,00%, sin embargo, difieren de los publicados por Garzén et
al. (2004), en una investigacion sobre BLEE, en el Hospital occidente de Kennedy, Bogota, obtuvieron

entre un 70,10% y 85,50% de resistencia bacteriana en K. pneumoniae a las C3G.

Los aislados de P. mirabilis en las pruebas de susceptibilidad a los antibiticos mostraron
resistencia a C3G por debajo del 25,00%, resultados similares fueron publicados por Fajardo et al.
(2000), en un estudio sobre resistencia en bacterias Gram negativas en la UCI del Hospital “Angel
Larralde”, Valencia, Venezuela, encontrando un 16,60% de resistencia a las C3G en cepas de P.

mirabilis.

En este estudio, P. aeruginosa, presento solo resistencia a meropenem (22,22%) en la prueba de
susceptibilidad a los antibioticos, resultados similares fueron publicados por Alvarez et al. (2006),
quienes encontraron 23,90% de resistencia en P. aeruginosa a meropenem en una investigacién sobre
resistencia antimicrobiana realizado en la UCI de hospitales de tercer nivel en Bogot4, Colombia. Sin
embargo difieren de los reportados por Ferrero et al. (2005) quienes encontraron una resistencia a
meropenem del 75,00% en un estudio de incidencia y resistencia en BGNNF, realizado en el Hospital

Escuela José F. de San Martin, Argentina.
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Los resultados de la prueba de susceptibilidad a los antibioticos permitieron agrupar a los
aislamientos en XVIII fenotipos, el expresado con mayor frecuencia por las cepas productoras de BLEE
fue el XIV, este se caracterizd por presentar resistencia a las C3G, ademas hubo cepas con fenotipos
clasificados como I, VI, VIl y VIII con susceptibilidad intermedia y sensibilidad a las C3G y produccion
fenotipica de BLEE, esto pudo deberse a que existen diferencias en la actividad hidrolitica de
determinadas BLEE sobre los sustratos, haciendo que algunas cepas productoras de éste mecanismo
puedan parecer sensibles a estos antibidticos siendo en realidad resistentes, conduciendo asi a fracasos
terapéuticos en pacientes con microorganismos portadores de BLEE, aunque con un patron in vitro de
susceptibilidad intermedia, e incluso otros completamente sensibles a dichos antibidticos. De esta
manera es importante acatar recomendaciones del CLSI sobre la investigacion sistematica de la
produccién de BLEE, utilizando los puntos de corte especificos establecidos para ello (Quintialini et al.,
1999).

En este estudio, la resistencia a CTX en las cepas productoras de BLEE fue mas alta en relacion a
CAZ, ademas es importante sefialar que hubo un porcentaje considerable de cepas con susceptibilidad
intermedia a CTX, por lo tanto la resistencia a esta cefalosporina pudiera estar mas elevada, al respecto
Alcatar et al. (2003), en un estudio sobre la alta frecuencia de K. pneumoniae nosocomial productora de
B-lactamasa de espectro extendido en hospitales de México, encontraron que la mayoria de los
aislamientos produjeron fuerte actividad sobre CTX; la mayor capacidad de hidrolisis a CTX por parte
de las cepas productoras de BLEE, evidencia, que probablemente pudiera haber mayor cantidad de cepas
con enzimas de tipo CTX-M, también se puede presumir de la presencia de enzimas de tipo SHV, para
ello es importante realizar estudios moleculares que permitan demostrar la existencia del tipo de enzima
que se encuentra en este centro hospitalario. Por otra parte, se evidenciaron cepas que mostraron
actividad hidrolitica para ambos sustratos, pudiéndose tratar de cepas que de manera concomitante
expresen diversos tipos de BLEE. La presencia de cepas con actividad de hidrolisis a CTX y CAZ desde
el punto de vista epidemioldgico, podria deberse a que, probablemente, en este centro hospitalario
circulan y se transfieren este tipo de plasmidos, ademas, pudiera estar involucrado el hecho de que los
pacientes hubieran recibido tratamiento antibiotico excesivo e indiscriminado con estas C3G y como
consecuencia una presion selectiva alta de resistencia bacteriana a éstos antibidticos (Sirot, 1995;
Rebuck et al., 2000; Kollef y Fraser, 2001).
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Se debe tomar en cuenta que aunque in vitro una cepa BLEE positiva, muestre
sensibilidad hacia alguna C3G se debe reportar resistencia; esto se debe a las diferencias en la afinidad a
los distintos sustratos que presentan las BLEE y a la diferente penetracion de cada una de las C3G a
través de la membrana externa bacteriana. La existencia de un fenotipo particular en una cepa
productora de BLEE es de gran interés en la busqueda o investigacion de un tipo de BLEE, sin embargo,
hay que tener siempre presente que, como alternativa terapéutica, al encontrarse una BLEE en una
enterobacteria, se deben considerar como resistentes todos los antibidticos B-lactdmicos excepto los

carbapemos (Quintialini et al., 1999; Swenson et al., 1999; Tofteland, 2007).

En este estudio, se encontrd una cepa resistente a CTX sin produccion fenotipica de BLEE. Al
respecto Gonzalez et al. (2007), en un estudio de identificacion fenotipica y molecular de B-lactamasas
de espectro extendido en hospitales de la ciudad de la Habana, Cuba, obtuvieron 109 aislados de E. coli
y 15 de K. pneumoniae resistentes a C3G, pero no expresaron el fenotipo de BLEE. La resistencia a esta
cefalosporina sin expresion fenotipica de BLEE en este estudio, pudo deberse a fallos en la técnica y no
detecto la presencia de BLEE, o también, podria ser que esté presente junto a otras  B-lactamasas que
enmascaran el efecto del acido clavulanico, como las -lactamasas de Bush tipo I (AmpC, no inhibidas
por acido clavulanico) o éstos aislados presentan otros mecanismos de resistencia como la disminucion

de la permeabilidad de la membrana (Sénchez, 2004).

Los aislados de P. aeruginosa en este estudio no expresaron fenotipicamente BLEE, este resultado
pudiera estar asociado a que en estos aislados, la resistencia a los antibidticos probados fue baja, o
probablemente la técnica aplicada no permitio evidenciar este mecanismo ya que la deteccion de esta
enzima en P. aeruginosa es dificil, sin embargo Martinez et al. (2003), en un estudio realizado en el
Hospital San Jeronimo de Monteria, Colombia, sobre determinacion de B-lactamasas de espectro
extendido en bacterias nosocomiales, obtuvieron 58 aislados de P. aeruginosa y 22 de ellos,

representado el 38,00%, expresaron fenotipicamente BLEE.
En el presente trabajo se encontrd que todos los aislados de P. aeruginosa designados con

fenotipos XVI, XVII y XVIII, ademéas 2 de las enterobacterias con fenotipo V expresaron AmpC

inducido, resultados similares fueron publicados por Gomez et al. (2007), quienes en un estudio sobre
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mecanismos de resistencia realizado en el Hospital Universitario Miguel Oraa, Portuguesa, Venezuela,
encontraron que el 100,00% de los aislados de P. aeruginosa expresaron fenotipo de AmpC inducido, al
igual que 22,20% de las cepas de enterobacterias. P. aeruginosa y algunas enterobacterias presentan
B-lactamasa de tipo AmpC de manera constitutiva que se expresan a niveles basales o reducidos, la
sintesis de esta enzima puede inducirse por ciertos B-lactamicos como cefoxitina e imipenem y la
cantidad de enzima se relaciona con la cantidad de antibiotico al medio, o puede estar elevada e
hiperproducida en forma permanente debido a modificaciones genéticas. De acuerdo a estudios
realizados aparecen mutantes desreprimidas o hiperproducidas en un 7,00% mientras que un 40,00%
expresan AmpC inducibles (Lindberg y Normark, 1986; Livermore, 1987; Harris et al., 1999; Hanson,
2003; Juan et al., 2005).

Los aislados de P. aeruginosa que presentaron resistencia al meropenem en el estudio de
susceptibilidad a los antibidticos, no expresaron fenotipicamente la produccion de metalo B-lactamasas.
Segun Livermore (2001), la resistencia s6lo a meropenem esta frecuentemente asociada a la
hiperproduccion del sistema de eflujo constitutivo MexA-MexB-OprM. El estudio de los mecanismos de
resistencia en P. aeruginosa es importante para una buena aproximacion terapéutica, ya que no siempre
se expresan fenotipicamente, existiendo la posibilidad de que, in vivo, el tratamiento con betalactamicos
0 carbapenemos suponga un fracaso terapéutico (Sanchez et al., 2004). Estudios realizados en
hospitales europeos reportan porcentajes de metalo B-lactamasas en P. aeruginosa del 1,00% al 20,00%
(Lagatolla 'y Tonin, 2004; Luzarro et al., 2004). De igual forma, Torres et al. (2007), en un estudio sobre
deteccidon fenotipica de metalo B-lactamasas en bacilos Gram negativos provenientes de centros
hospitalarios de Caracas, Venezuela, encontraron un 37,80% de cepas portadoras de estas enzimas. La
expresion de metalo-p-lactamasas en aislamientos clinicos hasta el momento se ha mantenido en niveles
no comparables con la expresion de BLEE. Es probable que la limitada diseminacién de las metalo-p-
lactamasas expresadas en diferentes especies bacterianas se deba a que los genes que codifican para
estas enzimas se encuentren en elementos genéticos que carecen de la maquinaria necesaria para
promover la transferencia horizontal de estos genes a la mayor parte de los patdgenos bacterianos
(Hirakata et al., 2006)

El porcentaje de enterobacterias productoras de BLEE, en este estudio, fue del 58,70%. Al

respecto Hernandez et al. (2003), en un estudio sobre E. coli y K. pneumoniae productoras
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de B-lactamasas de espectro extendido en hospitales espafioles, reportaron un 68,00%, sin embargo
Sandrea et al. (2007), reportaron un 39,48% de enterobacterias productoras de BLEE, en un estudio

realizado en el Hospital Universitario de Maracaibo, Venezuela.

E. aerogenes fue el microorganismo con mayor produccion de BLEE (29,63%), Pai et al.,
(2004), en una investigacion realizada, informaron un aumento en la produccion de BLEE en
Enterobacter spp. Al respecto, Martinez et al. (2003), en un estudio sobre determinacion de f-
lactamasas de espectro extendido en gérmenes nosocomiales del Hospital San Jerénimo de Monteria,
Colombia, el mayor porcentaje de produccion de BLEE se presentd en Enterobacter spp. (18,61%), de
igual manera, Senmache et al. (2007), en un estudio sobre enterobacterias productoras de BLEE
realizado en el Hospital Universitario Ruiz y Péaez, estado Bolivar, Venezuela, encontraron a E.
aerogenes ocupando el segundo lugar (15,80%) del total de aislamientos de enterobacterias que
expresaron esta enzima, ademas, Gomez et al. (2007), en una investigacion realizada sobre mecanismos
de resistencia, en el estado Portuguesa, Venezuela, encontraron a esta bacteria en el tercer lugar como
productor de BLEE (2,10%).

El género Enterobacter expresa -lactamasa cromosomal AmpC confiriéndole resistencia natural a
antibioticos B-lactdmicos como la ampicilina, amoxicilina y a las cefalosporinas de primera generacion
(Livermore, 1995), la deteccion de BLEE en este género puede verse afectada por la interferencia que
genera la hiperproduccion de AmpC y por este motivo, las BLEE pueden pasar desapercibidas, este
fendmeno causa inconvenientes desde la perspectiva de la eleccion de la terapia y también desde el
punto de vista epidemiologico, puesto que este microorganismo puede funcionar como reservorio de
BLEE para otras especies (Gottlieb y Wolfson, 2000; Naumiuk et al., 2001; Cantdn et al., 2002).

La deteccion de BLEE en Enterobacter spp. hiperproductor de AmpC es importante porque
permitiria controlar o descartar el uso de cefepima como antibidtico de eleccion, ya que estas enzimas
(BLEE), generalmente, estdn codificadas en plasmidos, lo cual implicaria la posible transferencia
horizontal de la resistencia, entre cepas o entre diferentes especies a p-lactdmicos de amplio espectro y
la co-resistencia a otros antibiéticos codificados en estos plasmidos. Generalmente, la co-resistencia en
aislados productores de BLEE se da en aminoglucosidos y fluoroquinolonas (Weuwirth et al., 1996;
Gottlieb y Wolfson, 2000; Aibinu et al., 2003).
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E. coli fue la bacteria que ocupd el segundo lugar en la produccion fenotipica de BLEE (25,93%).
Resultados similares fueron publicados por Muzachiodi y Ferrero (2005), en un estudio sobre
enterobacterias productoras de BLEE en el Hospital “José Francisco de San Martin” Argentina,
encontraron en su investigacion a E. coli como el segundo microorganismo productor de BLEE
(19,40%), sin embargo, Mattar y Martinez (2003), en un estudio sobre determinacion de B-lactamasa de
espectro extendido en bacterias nosocomiales en el Hospital San Jerobnimo de Monteria, Colombia,
encontré a E. coli ocupando el cuarto lugar entre las enterobacterias productoras de BLEE con un
20,50%.

K. pneumoniae se ubicd en tercer lugar como productor de BLEE (22,22%), este resultado
coincidio con los reportados en Argentina por Muzachiodi y Ferrero (2005), quienes encontraron a K.
pneumoniae como tercer productor de BLEE (17,30%), a diferencia de los reportados por Torres et al.
(2005), en un estudio sobre deteccion de BLEE en cepas de enterobacterias en diferentes centros
hospitalarios del area metropolitana de Caracas, Venezuela, quienes hallaron a K. pneumoniae como
principal productor de BLEE encontrandose en un 62,20%. También, Garcia (2007), en un estudio sobre
deteccion fenotipica de B-lactamasas producidas por bacterias nosocomiales en el Servicio Autonomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumand, Venezuela, encontré a K. pneumoniae

como principal enterobacteria productora de BLEE representando un 54,28%.

La UCI ademas de haber sido el servicio donde se encontrd la mayor cantidad de cepas
productoras de infecciones nosocomiales, representd, ademas, el area de mayor prevalencia de cepas
productoras de BLEE (40,74%), de igual manera, Navarro et al. (2005), en un estudio sobre deteccion
de cepas productoras de BLEE en el Hospital Infantil del estado de Sonora, México, reportaron que el
mayor porcentaje de cepas productoras de BLEE fueron aisladas de UCI (38,00%), lo cual es igualmente
comparable a datos reportados por otros autores (Sifuentes, 2000; Villegas et al., 2004), sin embargo,
difieren de los resultados publicados por Muzachiodi y Ferrero (2005), encontraron el mayor porcentaje
de BLEE en el servicio de medicina clinica (50,00%). EIl hecho de que la UCI constituyera el area
donde se aislaron la mayor cantidad de cepas productoras de BLEE, indica que el problema de
resistencia bacteriana se localiza en éareas criticas, esto se asocia al tiempo prolongado de
hospitalizacion, el uso de multiples antibidticos particularmente la C3G (Sifuentes, 2000; Menashe et
al., 2001).
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Las C3G son una buena opcién terapéutica en ciertas circunstancias clinicas, pero su uso
indiscriminado es capaz de seleccionar cepas productoras de BLEE, en este caso los carbapenemos son
considerados los antibidticos de eleccion, ya que su uso ha producido un descenso en la frecuencia de
estas cepas, esto obedece al hecho de que dichas enzimas no afectan la estructura quimica de estos
antibidticos (Sanders y Sanders 1992; Prada, 2002; Cunha, 2002; Wong et al., 2002).

Es importante la deteccion continGa en este recinto hospitalario de mecanismos de resistencia,
especialmente de enzimas [-lactamasas, ya que los genes que codifican a estas enzimas son los
responsables de la resistencia a diversos antibidticos principalmente B-lactamicos, ademas es importante
la buena administracion de estos, especialmente, carbapenemos, ya que su abuso genera la
seleccién de microorganismos multirresistentes, limitando asi la eleccidon de esquemas terapéuticos para
el tratamiento de infecciones agudas, amenazando la vida del paciente. Debido a esto, conocer la
epidemiologia y realizar el monitoreo de cepas productoras de B-lactamasas en este hospital es
primordial, ya que, ayudara a la prediccion de fenotipos de resistencia relacionados con estos

mecanismos Yy contribuir asi al conocimiento sobre la evolucion de estas enzimas.
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CONCLUSIONES

Los resultados demuestran un porcentaje significativo (58,70%), de la presencia de BLEE en este
centro hospitalario, principalmente en la UCI, indicando asi que el problema de resistencia bacteriana se
localiza en é&reas criticas, probablemente esto se debe, al uso excesivo de B-lactdmicos de amplio

espectro, que ocasionan un riesgo alto para la seleccion de microorganismos productores de BLEE.

Hubo expresion de AmpC de tipo inducido en dos de las enterobacterias, y en todas las cepas de P.
aeruginosa, es importante la deteccion de este tipo de enzima, principalmente, cuando hay
hiperproduccion, de esta manera si se tratara del Gnico mecanismo de resistencia en los aislamientos, el

cefepima podria ser la alternativa terapeutica para el tratamiento de estas infecciones.
No hubo expresion fenotipica de BLEE ni de metalo-p-lactamasas en P. aeruginosa,
sin embargo la deteccién continua de mecanismos de resistencia en esta especie bacteriana es

importante, debido, a que presenta una elevada capacidad para adquirir nuevas formas de resistencia, ya

sea por mutaciones o adquisicion de genes de resistencia.

RECOMENDACIONES
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Promover y mantener un control epidemiologico de las infecciones nosocomiales por parte del
personal de salud, resaltar las precauciones de asepsia y antisepsia, implementando medidas de
esterilizacion de materiales quirurgicos, uso de desinfectantes, lavado de manos antes y después del
contacto con los pacientes, ademas de un correcto aislamiento de los mismos, descontaminacion de las
habitaciones y del equipamiento contenido en ellas después del cambio de un paciente son actividades

periddicas de gran utilidad para la eliminacion de reservorios.

Mantener estudios de vigilancia de susceptibilidad en las areas criticas del hospital, ademas de
realizar politicas adecuadas que regulen el uso indiscriminado de antibioticos B-lactamicos de amplio
espectro para el tratamiento de enterobacterias, ya que se puede evitar la diseminacion de
microorganismos con produccién de mecanismos de resistencia en el ambiente hospitalario. Este
proceso de vigilancia se debe hacer extensivo al programa de uso racionado de antibiéticos, ya que la

epidemiologia de la resistencia bacteriana intrahospitalaria esta regida por esta medida.

La identificacion de fenotipos de resistencia bacteriana es fundamental en el laboratorio, ya que el
tipo de reporte y la conducta a seguir ante la presencia de cada una de las bacterias es diferente en cada
caso, es por ello, que el laboratorio juega un papel muy importante, al reportar casos de resistencia
bacteriana que se presentan contra los antibidticos, permitiendo asi la deteccion precoz de cepas

resistentes, que puedan controlarse con el uso oportuno del antibi6tico apropiado..

Realizar estudios moleculares que permitan la deteccion del tipo de B-lactamasa presente en el

centro hospitalario.
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ANEXOS

Placa de Muller Hinton, donde se evidencia el sinergismo entre las cefalosporinas de tercera generacion
y la amoxicilina/acido clavulanico contenido en el disco central, indicativo desde el punto de vista
fenotipico de la presencia de BLEE.
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ANEXO 2

Placa de Muller Hinton, donde se evidencia un halo de inhibicion truncado del antibidtico testigo
(ceftazidima) en la zona adyacente del disco del antibi6tico inductor (imipenem), indicativo desde el
punto de vista fenotipico de AmpC inducido.

ANEXO 3




CTX
FEP

AMC
TZP

CAZ
IMP MEM

EDTA

Placa de Muller Hinton donde se evidencia la sinergia entre el EDTA/IMP-MER,indicativo desde el
punto de vista fenotipico de la produccion demetalo B-lactamasa.Cepa de Pseudomonas aeruginosa
productora de metalo B-lactamasa N° 77301, identificada por el Grupo Venezolano de Resistencia

Bacteriana.
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