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RESUMEN
Objetivo: Caracterizar mediante PCR las BLEE en las enterobacterias productoras de
infecciones nosocomiales en adultos en el Instituto Autonomo Hospital Universitario de

Los Andes en el periodo marzo-julio del 2013.

Materiales y métodos: se realiz6 un estudio analitico de 26 cepas aisladas BLEE positivas
obtenidas de Laboratorio de Microbiologia del Instituto Autonomo Hospital Universitario
de Los Andes en el periodo marzo julio del 2013, se confirmaron en el Laboratorio de
Biologia Molecular por prueba de doble disco, se les realiz6 antibiograma,
concentraciones inhibitorias minimas y se determinaron los genes para BLEE mediante

PCR.

Resultados: La infeccion nosocomial mas frecuentes en este centro fue la Neumonia, se
detecto la presencia de blag zr TEM en el 23% de las cepas estudiadas, y blag gz CTX-M
en el 100% de las cepas, con mayor frecuencia se aislo el gen blag;rz CTX-M-1, seguido
en frecuencia de CTX-M-8, se observaron las siguientes asociaciones de genes blag s
TEM+CTX-M, TEM+CTX-M-1, TEM+CTX-M-2, TEM+CTX-M-8, TEM+CTX-M-

8+CTX-M-9 SHV+CTX-M, con patrén de sensibilidad conservado para carbapemens.

Discusion: La multirresistencia en patégenos nosocomiales plantea retos importantes, este
estudio se pudo demostrar que todas las cepas fueron sensibles a los carbapenemos, por lo
tanto se plantea como una opcion valida para el tratamiento, la BLEE tipo CTX-M-1 y
CTX-M-8 son las enzimas prevalentes en cepas de K. pneumoniae y E. coli productoras de
infeccidén nosocomial, esta es la primera descripcion del gen blacrx.m-s €n E. coli y su
asociacion con otras BLEE como TEM y CTX-M-9. Palabras clave: enterobacterias,

infecciones nosocomiales, genes blag; gk
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SUMARY

Objective: To characterize PCR in ESBL producing Enterobacteriaceae nosocomial
infections in adults in the Institute University Hospital of Los Andes in the period from
March to July 2013.

Materials and methods: an analytical study of 26 ESBL positive isolates obtained from
the Microbiology Laboratory of University Hospital Institute of Los Andes in the period
March July 2013, were confirmed in the Laboratory of Molecular Biology double disk test,
susceptibility testing was performed, and minimum inhibitory concentrations were
determined for ESBL genes by PCR. Results: The most frequent nosocomial infection in
this center was pneumonia, detected the presence of TEM blagigg in 23% of the strains
studied, and blag; gz CTX-M in 100% of the strains most frequently isolated gene blag; g
CTX-M-1, followed in frequency of CTX-M-8, were observed following gene associations
blag;gg CTX-M TEM + TEM + CTX-M-1, TEM + CTX-M-2, TEM + CTX -M-8, TEM +
CTX-M-8 + CTX-M-9 CTX-M + SHV pattern with preserved sensitivity to carbapemens.
Discussion: The multidrug resistance in nosocomial pathogens poses significant
challenges, this study was able to show that all strains were sensitive to carbapenems
therefore arises as an option for treatment, the BLEE CTX-M-1 and CTX-M-8 are enzymes
prevalent strains of K. pneumoniae and E. coli producing nosocomial infection, this is the
first description of the gene blaCTX-M-8 in E. coli and its association with other ESBL
such as TEM and CTX-M-9.

Keywords: enterobacteria, nosocomial infections, blag gg genes.
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L INTRODUCCION
v' JUSTIFICACION

La invencién de los antimicrobianos generé consigo el fenémeno de la resistencia
bacteriana', que se extendi6 posteriormente con la difusién de dichos farmacos. Cerca
de 12 millones de personas anualmente mueren a causa de enfermedades infecciosas,
y de forma més alarmante se ha acrecentado el nimero de enfermedades infecciosas
causadas por bacterias multirresistente datos reportados por la OMS en el 2011.7

Las infecciones intrahospitalarias, o también llamadas nosocomiales, son un problema
de salud publica mundial y constituyen la mayor preocupacion para las autoridades
sanitarias; principalmente debido a que son extraordinariamente costosas en términos de
la alta morbilidad y mortalidad *. De acuerdo a la resolucion de la Organizacion Mundial
de la Salud®, se define como infeccién nosocomial todas aquellas infecciones que no se
habian hecho manifiestas, ni se encontraban en su periodo de incubacién al momento del
ingreso a los servicios de salud, es decir, que se adquieren durante su estancia
intrahospitalaria o se evidencian en los primeros 10 dias después del egreso hospitalario.
Afirman que entre un 4% al 13% de los pacientes que ingresan a instituciones
hospitalarias desarrollan infecciones nosocomiales®. En base a esto y a los multiples
trabajos realizados en el campo, se planted la realizacion de este trabajo, con la
finalidad de establecer las caracteristicas moleculares de las enterobacterias en

infecciones nosocomiales productoras de betalactamasas de espectro extenso.
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v ANTECEDENTES

Las Infeccién Nosocomiales son una consecuencia del tipo de atencién médica que
reciben los pacientes dentro de los hospitales, esto conlleva a la prolongacion de los dias
de estancia hospitalaria y al uso de recursos diagnosticos y de tratamiento costosos > .

La mayoria de los agentes causantes de las Infecciones Nosocomiales son patdgenos
oportunistas, entre los cuales destacan los miembros de la familia Enterobacteriaceae y
los bacilos gramnegativos no fermentadores. Varios investigadores reportaron como
agentes mas frecuentes los siguientes: Acinetobacter sp, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Moraxella catarrhalis y Pseudomonas aeruginosa © '°. En este
contexto, Tabata'! describi6 en el afio 2009, en el area de hospitalizacion del Servicio de
Medicina Interna del IAHULA los porcentaje de distribucién de los principales
microorganismos involucrados en Infecciones Nosocomiales: P. aeruginosa 21%, E. coli
19%, K. pneumoniae 17% y Acinetobacter baumanii 10%. Posteriormente, este mismo
estudio reporto en el 2010, 64% bacilos gramnegativos cuya distribucion por orden de
frecuencia fue la siguiente: E. coli 20%, P. aeruginosa 'y K. pneumoniae con 18% y A.
baumanii 8%. Luego, seiialdo que durante los seis primeros meses del afio 2011, la
frecuencia fue P. aeruginosa 24%, E. coli 22%, K. pneumoniae 13% y A. baumanii
10%, lo que permitié evidenciar que en la microbiota circulante en los servicios de

hospitalizacion de Medicina Interna predominan los bacilos gramnegativos.
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v" MARCO TEORICO

Las Infecciones Nosocomiales son mas frecuentes en pacientes con inmunocompromiso
establecido, tal es caso de pacientes diabéticos, oncoldgicos o en aquellos que siendo
inmunocompetentes tienen una estancia hospitalaria prolongada. De acuerdo al 6rgano o
sistemas involucrado, €l orden de frecuencia de las Infecciones Nosocomiales es el
siguiente: tracto urinario, tracto respiratorio, piel y tejidos blandos y sistema
cardiovascular, siendo las patologias mas comunes: infeccién del tracto urinario,
neumonias, infecciones de heridas quirurgicas, endocarditis y sepsis en diferentes
estadios de gravedad como sepsis severa y shock séptico.’

Es importante destacar que el principal reservorio de K. pneumoniae y E. coli dentro de
los hospitales, lo constituye la colonizacion del tracto digestivo inferior de los pacientes,
los cuales puede incrementarse por la presion selectiva ejercida por el uso y abuso de los
agentes antimicrobianos en estos ambientes”. Por otra parte, el instrumental médico-
quirdrgico contaminado, las manos del personal de salud, también son reservorios que
favorecen la transmision de patogenos nosocomiales en las diferentes areas hospitalarias.
Asi mismo, la movilizacién de pacientes entre los diferentes servicios hospitalarios y el
personal médico, enfermeras, técnicos, entre otros, representan unas de las principales
formas y vias de diseminacién de microorganismos nosocomiales’.

La gravedad de las Infecciones Nosocomiales se incrementa, cuando las bacterias
implicadas son resistentes a multiples antibioticos' . Muchos de los brotes de infeccion
nosocomial ocurridos en diversos hospitales se deben a la diseminacion de cepas
resistentes a los antibidticos B-lactdmicos, especialmente los relacionados a K
pneumoniae 'y E. coli. Diversos estudios, han demostrado que esta resistencia

antimicrobiana reside principalmente en la produccidn de enzimas como las B-lactamasas
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de espectro extenso (BLEE), las cuales desde su aparicion en 1983, marcaron el inicio
de una nueva era en la historia de la resistencia antimicrobiana " .

Los antibi6ticos B-lactdmicos constituyen una amplia familia, en la que se incluye a las
penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenems y monobactamicos. Los
antibiéticos P-lactamicos tienen accién bactericida, actuan sobre la fase final de la
sintesis del peptidoglicano, impidiendo la sintesis de la pared celular bacteriana, a través
de la inactivacion de una o varias proteinas de unidn a penicilina (PBP); esto es debido a

la similitud estructural que presenta con el extremo D-alanina-D-alanina del pentapéptido

que enlaza las cadenas de N-acetilmurdamico y N-acetilglucosamina del peptidoglicano. '>

16

En presencia del antibidtico, las transpéptidasas hidrolizan el enlace amida del anillo -
lactamico y se forma un éster estable entre el compuesto hidrolizado y un grupo hidroxilo
de la serina del sitio activo de enzima, con ello se inhibe la transpeptidacion, impidiendo
la adhesion entre las cadenas de N- aceltilmurdmico y de N-acetilglucosamina para la
formacién de la mureina, se desestabiliza la pared celular y finalmente se produce la
lisis bacteriana. '’

La resistencia bioquimica a los antibidticos B-lactdmicos se puede atribuir a cuatro
mecanismos principales:

1. Alteracion de la diana (PBP)

2. Disminucion de la permeabilidad

3. Mecanismos de eflujo o expulsion del antibidtico

4. Inactivacion enzimatica por f-lactamasas: p-lactamasas cromosomicas y B-lactamasas

plasmidicas. El mecanismo de resistencia mds utilizado por los bacilos gramnegativos

para adquirir resistencia a los antibidticos B-lactdmicos, es la inactivacion de las
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drogas por las enzimas denominadas f-lactamasas. Estas enzimas hidrolizan el enlace

amida del anillo B-lactdmico, formando compuestos inactivos'> 1613,

ANUBieaico artive & Lad

-

o ~ O 94

~N = -

oY %< 7
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& y
ﬁ coo T @

B-lactamasa

ANUBIMICO tnndtivo

Fuente: Tenover 2006.

Figura 1. Mecanismos accion de las B-lactamasas Hidrolizan el anillo B-lactamico
convirtiendo la molécula activa en inactivo®.

B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE son enzimas que hidrolizan las penicilinas, cefalosporinas de amplio espectro
y monobactamicos. Son inhibidas por los inhibidores de B-lactamasas como el 4cido
clavulanico, sulbactam y tazobactam y no afectan las cefamicinas, ni los
carbapenemos®®*%. Las BLEE han evolucionado como resultado de mutaciones en el
centro activo de las B-lactamasas plasmidicas clasicas TEM y SHV excepto la CTX-M.
Estas mutaciones originan cambios en la secuencia de la cadena aminoacidica, como
respuesta a la presién ejercida por el amplio uso de las cefalosporinas de tercera
generacion, permitiendo modificar su perfil de sustrato, mejorando su capacidad de
hidrélisis frente a los B-lactamicos de amplio espectro. Estas enzimas son principalmente
codificadas por elementos extracromosémicos como los plasmidos'> >,

Las BLEE son clasificadas de acuerdo con dos sistemas generales, el de Ambler (1980)

basado en la estructura molecular (secuencia de aminoacidos) y el de Bush, Medeiros y

Jacoby (1995), sustentado en similitudes funcionales (sustratos, propiedades
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fenotipicas). De acuerdo con el esquema de Ambler las B-lactamasas pueden dividirse en
cuatro clases moleculares diferentes (A, B, C y D), cada una con una secuencia de
aminoacidos distinta, donde las BLEE derivadas de SHV y TEM pertenecen a las
enzimas de clase A, mientras que las BLEE derivadas de OXA pertenecen a la clase D
(Tabla 1). En la clasificacion de Bush, Medeiros y Jacoby, las BLEE se localizan en dos
subgrupos del grupo 2, llamados 2be y 2d, en los cuales se ubican las BLEE derivadas

de TEM, SHV y CTX-M y las derivadas de OXA, respectivamente B,
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TABLAL. Clasificacion de las B-lactamasas segtin Bush Jacoby Medeiros.

Clase

Grupo Bush- Inhibidos por: i
Jacoby _molecular 51:2:;;%‘:: _______E___ Principales Caracteristicas . E';zel:;::vas
(2009)  “(subclase) P AC' EDTA epre
. Mejor hidrdlisis de cefalospori-  AmpC, P99, ACT-1,
1 c Cefalosporinas No  No isquedebenzylpeniciina  CYM-2, FOX-1, MIR-1.
Hidrolisis incrementada hacia
1e C Cefalosporinas No No cefatazidima y ofros oximino- GC1, CMY-37
betalactamicos
_— Mejor hidrélisis de benzilpenici-
2a A Penicilinas Si No fina que de cefalosporinas PCH
Penicilinas, cefalos- . Hidrdlisis similar de bencilpeni-
2 A porinas Si No cilinas y de cefalosporinas TEM-1. TEM-2, SHV-1
Hidrélisis incrementada hacia
Cefalosporinas de cefatazidima y otros oximino-
2be A espectro extendido y Si No betalfactamicos (cefotaxima, _M_l EI1|5I 3&22!’1_2\’/%25{
monobactamicos ceftazidima, ceftriakona, ce- " ’
fepime)
_— Resistencia a dcido clavulénico,
2br A Penicilinas No No sulfabactam y tazobactam TEM-30, SHV-10
. Hidrolisis incrementada hacia
Cefalosporinas de iminoL P
2ber A espectro extendido y No No z‘xlml ta—lact_amlcn_s com TEM-50
monobactamicos inados con resistencia a AC,
sulfabactam y tazobactam
2% A Carbenicitinas Si  No idilisl incrementada de i3 pgp g, cARB-3
- Hidrdlisis incrementada de la
2ce A ca’bef“(;;g'::s- ° S  No canbeniciina, cefepime y cefpi- RTG4
rome
_ Varna- Hidrélisis incrementada de la
2 b Cloxacifing ble No cloxacilina o de la oxacilina OXA-1, OXA-10
Cefaiosporinas de  Varia- Hidrolisis de cloxaclina o oxa-
’ D espectro extendido ble No  clina y oximino-beta-actimicos ORa-10 Q1S
Vari- Hidrélisis de ¢loxacilina o oxaci-
2df D Carbapenems able No fina y carbapenems OXA-23, OXA-48
. HidrGlisis de cefalosporinas.
2% A Lefabspotinasde  §i  No Inhibido por dcido clavulinico CepA
P pero no por aztreonam
Vari Hidrdlisis incrementada de car-
2 A Carbapenems ag;:; No  bapenems, oximino-beta-lac- KPC-2, IMI-1, SME-1
tamicos, cefamicinas
Hidrolisis de espectro extendido
3a B (81) Carbapenems No Si  incuyendo carbapenems pero INP-1 'MLN_‘;L CrA,
no monobactams
L1, CAU-1, GOB-1,
B(B3) N FEZ-1
3b B(82) Carbapenems No i [Hldrdisis preferente de car- CphA, Sth-1

bapenems

Adaptado de : Bush y Jacoby, 2010,
* AC: jcido clavutanico

Fuente: Tenover F C. Mechanisms of antimicrobial resistance in bacteria. Am J Med. 2006.

Tipos de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

1) TEM: Las B-lactamasas TEM-1 se encuentran diseminadas en todo el mundo, y son

en la actualidad, el mecanismo de resistencia mas comun de las bacterias gramnegativas
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al grupo de los B-lactamicos, aislandose con mayor frecuencia en cepas de E. coli y en
Klebsiella pneumoniae. La deteccién de la enzima TEM-1 se reporté por primera vez en
1965 a partir de un aislado de E. coli. En la actualidad existen al menos unas 150 B-
lactamasas tipo TEM > 2,

2) SHV: La mayoria de las enzimas SHV se encuentran en cepas de K. pneumoniae. Sin
embargo, también se han identificado en Citrobacter diversus, E. coli 'y P. aeruginosa.
En la actualidad existen alrededor de 100 tipos diferentes de SHV. La enzima
progenitora, SHV-1, sélo tiene actividad contra penicilinas de amplio espectro, y las
cefalosporinas de espectro reducido como cefalotina y cefaloridina, pero como resultado
de mutaciones puntuales, su espectro ha sido ampliado a cefalosporinas de tercera
generacion, denominandose asi SHV-2. Esta enzima fue descrita por primera vez en
Alemania en 1983, a partir de una cepa de Klebsiella ozaenae >

3) CTX-M: En 1989, se informo la existencia de un aislamiento clinico de una cepa de
E. coli resistente a la cefotaxima, con caracteristicas de ser productora de BLEE no
TEM, no SHV, por lo cual fue designada como CTX-M-1(conocida como MEN-1 desde
1992), por su actividad hidrolitica frente a la cefotaxima'® 2>,

En la actualidad, las B-lactamasas de tipo CTX-M, son consideradas las mas
ampliamente diseminadas en el mundo. Estas se encuentran codificadas en plasmidos
transferibles y la mayoria se han identificado en enterobacterias tales como Salmonella
spp., E. coli, K. pneumoniae, C. freundii, P. mirabilis, E. cloacae y E. aerogenes.
Estas enzimas denominadas cefotaximasas, se caracterizan por hidrolizar eficientemente
la cefotaxima, y pueden conferir a las bacterias que las producen altos niveles de

resistencia contra otras cefalosporinas de tercera generacion. De igual forma, también

presentan altos niveles de resistencia a los monobactamicos, y niveles variables de
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resistencia contra cefalosporinas de cuarta generacion. Estas enzimas son inhibidas por el
acido clavulanico, sulbactam y tazobactam (Cortés, ef al, 2006; Harada, et al, 2008;
Mantilla, et al, 2009; Dubois, et al, 2009) '* 2%

Actualmente, se han descrito mas de 110 variantes de CTX-M, clasificadas de acuerdo
con la similitud de sus secuencias de aminoécidos en 5 grupos filogenéticos: CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX.M-25. El grupo CTX-M-1 incluye 6 enzimas
mediadas por plasmidos (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-15y
FEC-1) y las enzimas no publicadas CTX-M-22, CTX-M-23 y CTX-M-28; el grupo
CTX-M-2 esta conformado por 8 enzimas (CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-4L, CTX-M-
5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-20 y Toho-1), mientras que el grupo CTX-M-8 esta
representado por una sola enzima. El grupo CTX-M-9 consta de 9 enzimas (CTX-M-9,
CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-
27 y Toho-2) y otras dos enzimas no publicadas, una de ellas es la CTX-M-24 y por
ultimo, el grupo CTX-M-25 que incluye solé 2 enzimas (CTX-M-25 y CTX-M-26) 2%,
Esta familia de BLEE se encuentra estrechamente relacionada con las f-lactamasas
cromosomicas (AmpC) provenientes de distintas especies del género Kluyvera. Se
considera que los grupos CTX-M-1 y CTX-M-2 derivan de las p-lactamasas
cromosomicas de Klyuvera ascorbata, mientras que los grupos CTX-M-8 y CTX-M-9

. . . 23,24
derivan de las B-lactamasas cromosomicas de Klyuvera georgiana = ~".
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Hasta finales de los afios noventa la mayoria de las BLEE se aislaban en cepas de K.
pneumoniae implicadas en brotes nosocomiales. Sin embargo, estudios recientes afirman
que ha ocurrido un cambio epidemiolégico en cuanto a los tipos de BLEE mas
prevalentes y su distribucion en la poblacion bacteriana. En este contexto, E. coli emerge
como uno de los patégenos extraintestinales més frecuentes productores de BLEE tipo
CTX-M en infecciones urinarias y bacteriemias nosocomiales '® 2?7,

Actualmente se desconoce la prevalencia real de E. coli productoras de BLEE, pero su
incidencia es creciente. Los ultimos datos registrados por el Sistema de Vigilancia de la
Resistencia a los Antibidticos de Europa (por sus siglas en inglés EARSS), organismo
que se encarga de monitorear las resistencias antibidticas en patégenos invasivos,
muestra un aumento en la frecuencia de E. coli resistente a cefalosporinas de tercera
generacion en Europa entre los afios 2006 y 2008, con una prevalencia de E. coli
productora de BLEE entre el 1-5%, siendo algo mas alta en Espafia con un 5-10%.
Mientras que en paises como Irlanda, Italia y Portugal, ya se sitan en una frecuencia
del 10-25% '*%".

En Estados Unidos la situacion es distinta y en las conclusiones del estudio MYSTIC
apuntan hacia una tendencia a la baja en los aislamientos de cepas productoras de BLEE
tanto en E. coli como en K. pneumoniae. Sin embargo, las enzimas CTX-M que eran
extremadamente raras, en los ultimos afios se han incrementado de modo notable,
principalmente en cepas de E. coli en algunas zonas de dicho pais 17.28,29

En Latinoamérica, las BLEE representan un importante problema de salud publica, con
proporciones alarmantes, debido a su rapida propagacion, por lo que se reportan altas

tasas de prevalencia en paises como Colombia, Guatemala, Uruguay, Peru, México,

Venezuela, Ecuador, Argentina, Chile, Panama y Brasil. Las enzimas mas comunes en
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esta region son SHV-2, SHV-4, SHV-5, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, PER-2 y
recientemente la presencia de CTX-M-15 en aislados de E. coli''*%3% 32,

En Venezuela, se realiza la vigilancia de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos
desde el afio 1987, cuando se cred el Programa Venezolano de Vigilancia de Resistencia
Bacteriana a los Antimicrobianos. Desde entonces, se ha observado un incremento
marcado en la produccion de BLEE en cepas de E. coli y K. prneumoniae, con
sensibilidad disminuida a las cefalosporinas de tercera generacion, con frecuencias del
29% y 39% para ceftazidima y cefotaxima, respectivamente >°.

Para los afios 2000 y 2004, se determind la presencia de BLEE SHV-5 y TEM-1 en cepas
de K pneumoniae procedentes de la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal del
Hospital Universitario de Los Andes, en el estado Mérida** *°. Posteriormente realizaron
la deteccion fenotipica y molecular de BLEE en 224 aislados de enterobacterias
procedentes de ocho centros de salud de Caracas®, reportando 91, 1% de las cepas
analizadas como productoras de BLEE, y de esta, el 72% fueron del grupo SHV y el
21% del grupo CTX-M. Esta investigacion permitié realizar el primer reporte conocido
de la presencia de CTX-M en Venezuela. En un estudio posterior evaluaron la frecuencia
de enterobacterias productoras de BLEE en la Maternidad “Concepcién Palacios”
Caracas’’, en aislados de hemocultivos, puntas de catéter, orina y secreciones,
reportado un 80% de enterobacterias productoras de BLEE. En el mismo afio
determinaron la frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE aisladas de
hemocultivos en el Hospital Universitario de Maracaibo>®, registrando un 39, 48% de
enterobacterias productoras de BLEE, siendo K. pneumoniae y E. coli las especies
predominantes. También en el Centro de Referencia Bacterioldgica del Servicio

Auténomo del Hospital Universitario de Maracaibo'®, se evidenci6 una alta incidencia de
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BLEE en las especies de enterobacterias procedentes de pacientes hospitalizados en
Terapia Intensiva. Mientras que en el Estado Sucre®® detectaron la presencia de BLEE
(TEM-1, SHV-5-2a y CTX-M-2) en cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes con
infeccién nosocomial.

Ulteriormente, en pacientes de la Unidad de Alto Riesgo Neonatal del Hospital
Universitario de Los Andes ** lograron determinar la presencia de CTX-M-2 en cepas de
K. pneumoniae aisladas. En el 2011en un estudio comunitario reportaron la presencia de
CTX-M-14 en una cepa de Citrobacter freundii, en el estado Mérida*'.

Sin duda, la prevalencia de los diferentes tipos de BLEE y su distribuciéon no es un
fendmeno estatico, sino que se observa una intensa dinamica de expansion territorial de
las distintas cepas, producto de los cambios en el ambito clinico en el que se aislan y al
surgimiento de bacterias que co-expresan varios tipos de BLEE .

Con base en una exhaustiva revisién bibliografica realizada, en Venezuela aun se
desconoce la distribucion de la produccion de BLEE tipo CTX-M, y los subgrupos de
CTX-M en patogenos bacterianos que circulan en las unidades hospitalarias del pais.

El estudio epidemiolégico molecular de las infecciosas nosocomiales tiene por objeto
determinar la relacion clonal que existe entre varios aislados de una misma especie. Esta
informacion es muy util, sobre todo cuando se producen brotes epidémicos causados por
cepas multirresistentes, porque permite determinar el niimero de clones circulantes,
identificar la fuente de contaminacién o reservorio y los vehiculos de transmision,
evaluar la eficacia de las medidas de control dirigidas a evitar la diseminacion de clones y
diferenciar entre infeccion y recidiva®.

Los métodos de tipificacion se clasifican en dos grandes grupos: fenotipicos (basados en

caracteristicas fisiologicas o bioquimicas) y genotipicos (fundamentados en el estudio del
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ADN). En la investigacion de brotes de Infecciones Nosocomiales, resulta dificil
relacionar los aislados de origen humano, de alimentos y de ambiente por técnicas
fenotipicas convencionales de tipificacion, ya que estas son menos reproducibles y
poseen menor poder de discriminacién que los métodos genotipicos. Ello se debe a que
la expresion de un caracter fenotipico es el resultado de la interaccion del genotipo con el
ambiente, por tanto, es susceptible de modificarse cuando las condiciones ambientales
varian®?.

El extraordinario avance de la biologia molecular en los ultimos afios ha permitido
desarrollar nuevos métodos genotipicos de tipificacion. Estos métodos se sustentan en el
estudio del ADN cromos6mico o extracromosémico. Utilizando la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) y sus variantes, se han disefiado varias técnicas de tipificacion
bacteriana.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction), se
fundamenta en la amplificacion de genes o secuencias de ADN polimdrficas, a través de
ciclos repetidos y duplicados llevados a cabo por una enzima, llamada ADN polimerasa
y la subsiguiente separacion electroforética de los productos de la amplificacion (figura
2)*. Desde su aparicion se ha aplicado en biologia molecular, y en la deteccion de
patégenos en el hombre, animales, plantas y alimentos®.

Existen diversas variantes de la PCR como método de tipificacion bacteriana
dependiendo de ciertas modificaciones en el protocolo de trabajo: las técnicas de
amplificacion al azar de ADN polimoérfico (RAPD), la amplificacion de elementos
repetitivos (REP-PCR) y el analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion (PCR-RFLP), las cuales han sido utilizadas ampliamente en estudios

epidemiologicos.
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La técnica de PCR se fundamenta en los siguientes pasos:

1.

N

El aislamiento: separacion total o parcialmente los acidos nucleicos del resto de
los componentes de una muestra clinica.

La amplificacién permite obtener més de un millén de copias idénticas de una
porcion especifica (secuencia blanco) del acido nucleico aislado. Confiere alta
sensibilidad a la técnica. A su vez esta conformada por:

Separacion de cadenas: es imprescindible para permitir la unién del cebador
(primer) y la posterior polimerizaciéon, por el aumento de temperatura de la
muestra.

Pegado de los cebadores: disminuir la temperatura permite el pegado especifico
de los cebadores a la secuencia por copiar.

Polimerizacién: sintesis de la nueva cadena por accidon de enzimas polimerasas.
La utilizacién de cebadores especificos que reconocen la secuencia blanco les
permite ser altamente especificas.

La deteccion: pone en evidencia el acido nucleico de interés y en ciertas

situaciones permitiendo cuantificarlo (ver Figura 2).
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Amplificacién del DNA usando la reaccién en cadena de la polimerasa
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Figura 2. PCR proceso de ampliacion. a). La mezcla de reaccion contiene la secuencia de DNA
que se quiere amplificar, dos oligonucledtidos sintéticos (P1 y P2) que serviran como cebadores,
una DNA polimerasa termoestable (Taq) y los cuatro desoxirribonucledtidos trifosfato -dATP,
dGTP, dCTP y dTTP-. b). La mezcla de reaccion se somete a ciclos sucesivos, cada uno
correspondiente a una fase de desnaturalizacién, una de hibridacién y una de elongacion. Durante
la desnaturalizacion, que se realiza por calentamiento de la mezcla a 95 °C, se separan las dos
cadenas del DNA molde. c). Durante la hibridacion, la temperatura de incubacion se reduce para
permitir el apareamiento de las bases de ambos cebadores en el sitio donde encuentran una
secuencia complementaria. d). Durante la fase de elongacion, la mezcla se calienta a 72 °C,
temperatura a la cual la DNA polimerasa extiende la cadena complementaria a partir del extremo
3' de los cebadores. Al finalizar cada ciclo, la cantidad de DNA molde disponible para el ciclo
siguiente aumenta al doble*.

Con base a lo expuesto anteriormente, resulta de gran importancia estudiar las estrategias
adoptadas por los microorganismos en la adquisicion y mantenimiento de los
determinantes de resistencia, asi como las relaciones genéticas o clonales entre cepas
aisladas en una poblacion o 4rea determinada mediante diversos métodos de tipificacion.
Por tanto, estudios como el que se presenta a continuacion permitiran orientar y evaluar
las politicas que se adopten para el control, prevencion y vigilancia de patégenos

nosocomiales.
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v OBJETIVOS.

Objetivo General

Caracterizar mediante pruebas moleculares las BLEE presentes en las enterobacterias
involucradas en la infeccion nosocomial de pacientes adultos de los servicios de

hospitalizacion del IAHULA

Objetivos Especificos

1. Registrar en una ficha disefiada los datos clinicos y epidemioldgicos de los pacientes
incluidos en el estudio.

2. Recolectar de acuerdo a la entidad clinica nosocomial diagnosticada y condiciones
del paciente una o varias muestras clinicas para ser enviadas al laboratorio de
Microbiologia de IAHULA para el estudio microbioldgico.

3. Coleccionar las bacterias gramnegativas con fenotipo compatible con BLEE aisladas
de las muestras clinicas de los pacientes con infeccion nosocomial y enviarlas al
laboratorio de microbiologia molecular de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
ULA.

4. Confirmar la identificacion microbioldgica de las bacterias, aisladas de pacientes
con infeccidon nosocomial.

5. Determinar las caracteristicas fenotipicas de resistencia antimicrobiana (prueba del
sinergismo del doble disco) en las cepas aisladas

6. Determinar mediante pruebas moleculares las diferentes BLEE en las cepas

nosocomiales aisladas.
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7. Determinar el perfil de BLEE presentes en las bacterias nosocomiales que circulan

en los servicios de hospitalizacion del IAHULA.
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I MARCO METODOLOGICO
v MODELO DE INVESTIGACION: Analitico trasversal serie microbiologica
hospitalaria.
v POBLACION Y MUESTRA:
Se incluyeron dentro del trabajo todos los cultivos reportados desde 01 marzo a 31 julio
2013 del Laboratorio de Microbiologia del IAHULA de aquellos pacientes que
cumplieron con los siguientes criterios:

1. Muestras de cultivos de pacientes mayores de 16 afios independientemente de la
especialidad y del diagnostico de ingreso, que desarrollen procesos infecciosos
posterior a 3 dias de hospitalizacién, por enterobacterias.

2. Se admitié cualquier tipo de muestra biologica de pacientes que ingresaron por
infecciones comunitarias superadas, o que hayan empeorado debido la adicion de
gérmenes intrahospitalarios como: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae.
Quedaron excluidos del estudio:

1. Todas aquellas muestras de cultivos que se procesaron en medios privados.

2. Pacientes de los que se admitié una muestra biologica con enterobacterias, que
en una nueva muestra biologica se demostr6 la presencia del mismo patdégeno con

el mismo patron de resistencia.
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v MATERIALES Y METODOS
1. Cepas bacterianas: Se estudiaron 26 cepas de bacterias gramnegativas: 14
Klebsiella pneumoniae y 12 Escherichia coli con sensibilidad disminuida a las
cefalosporinas de amplio espectro, aisladas de diferentes muestras clinicas de pacientes
adultos, femeninos y masculinos hospitalizados en el Instituto Autonomo Hospital
Universitario de Los Andes, (IAHULA) Mérida-Venezuela, que cursaron con una
infeccion nosocomial de acuerdo a los criterios mencionados en el marco tedrico y
criterios de inclusion®*. Todas las cepas bacterianas fueron I:ecolectadas durante el lapso
Marzo a Julio de 2013, inicialmente identificadas en el Laboratorio de Microbiologia del
IAHULA. Posteriormente estas cepas se enviaron al Laboratorio de Microbiologia
Molecular (LMM) de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, ULA para continuar con su

caracterizacion fenotipica y molecular.

A todos los pacientes quienes se le recolectaron las cepas antes mencionadas se les
registraron sus datos clinicos y epidemioldgicos en una ficha disefiada para tal efecto

(anexo 1).

2. Caracterizacion fenotipica

2.1 Confirmacién de la identificacion micrebiologia: Todas las cepas incluidas en este
estudio se les confirm6 la identificacion microbioldgica utilizando las galeria API 20E

(BIOMERIEUX), de acuerdo a lo descrito en el protocolo del proveedor.

2.2 Deteccion fenotipica de BLEE: Las cepas con resistencia a los antibidticos B-

lactamicos de amplio espectro fueron evaluadas fenotipicamente para la deteccion de

145

BLEE, mediante la prueba del doble disco, segin lo descrito por en CLSI 2011™. Para



CARCATERIZACION DE LAS B-LACTAMASAS... 20

ello, se inocularon las placas de agar Mueller Hinton (Himedia) con las cepas problemas,
a partir de un inoculo equivalente al patrén de 0, S de McFarland. Posteriormente, se
coloco un disco de amoxicilina/acido clavulanico (BD BBL™) (20/10pg) en el centro de
la placa y a los lados, a 15 mm de distancia (de borde a borde), se ubicaron los discos de
ceftazidima (BD BBL™) (30ug) y cefotaxima (BD BBL™) (30pg). Luego, se incubaron

a 37°C por 24 horas y se realizé la lectura de la prueba.

Una visible distorsion e incremento del halo inhibitorio entre los discos de cualquiera de
las cefalosporinas y el disco de amoxicilina/acido clavulanico se consideré como positivo
para la presencia de BLEE. Para la deteccion fenotipica de BLEE se utilizo como control
negativo la cepa de E. coli ATCC 25922 y como control positivo K. preumoniae LMM60

(BLEE +).

2.3 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana: La susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos, se realizd por concentracion inhibitoria minima (CIM), mediante el
método de dilucién en agar de acuerdo a lo establecido por CLSI 2012%. Los
antimicrobianos ensayados fueron los siguientes: ceftazidima (Distriquimica S.A),
cefotaxima (Genven), piperacilina/tazobactam (Wyeth), aztreonam (Bristol Myers
Squibb, SL), ertapenem (Merck Sharp and Dohme), imipenem (GenVen), meropenem
(Richet), amikacina (Renochem-AG) gentamicina (Quim-Farm C.A), tobramicina
(Eurofarm Limited), acido nalidixico (Sigma) y ciprofloxacina (Bayer) Se utiliz6 como
cepa control para estos ensayos E. coli ATCC 25922. Se consideraron como fenotipos
multirresistentes todas aquellas cepas que presentaron resistencia por lo menos a 3

antibidticos de grupos diferentes.
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3. Caracterizacion molecular de BLEE

3.1 Extraccién de ADN genémico:

Las colonias de cada una de las cepas frescas fueron resuspendidas en 200 pl de agua
destilada esteril, las cuales se mezclaron por vortex por algunos segundos y luego se
llev6 la suspensién al congelador (-20°C) durante 30 min. Posteriormente, la suspension
fue sometida a ebullicion (100°C) durante 15 min. Los residuos celulares se separaron por
centrifugacién (13.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente) y el ADN disuelto en
el sobrenadante se recuper6é en un tubo eppendort estéril, el cual se preservd a -20°C

hasta el momento de su uso.
3.2 Deteccion de los genes blargm, blasuy, blacrx-m

La deteccion de los genes que codifican para la familia de p-lactamasas TEM, SHV y
CTX- M, se realizo por amplificacion a través de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando los iniciadores que se describen en la Tabla 2. La mezcla de reaccion
se ajusté a un volumen final de 25 pL., y estuvo compuesta por 2, 5 pL del buffer de
reaccion (10X), 1, 25 uL de MgCl, (50 Mm), 1, 5 de dNTPs (10 mp; FUNDAIM), 2, 5
pL de cada iniciador (10 pmol/pL), 0, 3 pL de la Taq polimerasa (5 U/uL; FUNDAIM),
11, 45 pL de agua bidestilada ultrapura y 3 pL. del ADN extraido. Las PCR se realizaron
en un termociclador Perkin Elmer. Los productos de amplificacion se observaron en geles
de agarosa al 1%, en TAE 50X, tefiidos con 50 pg/ml bromuro de etidio (Sigma), y se
fotografiaron a través del sistema UVP Biodoc-It System. Como marcador de peso
molecular se utilizé una escalera de 100 pb (BIONEER). La corrida electroforética se

realiz6 a 80 V por 30 min.
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3.3 Deteccion de los genes blac'rx M-1s blac'rx M-2, blaCTx M-8Y blaCTx M-9

Las cepas que resultaron positivas a la deteccién de genes CTX-M, se les identific6 en
un segundo paso el grupo al cual pertenecen, para ello, se realizaron las amplificaciones
de PCR en un volumen final de 25 pL. La mezcla de reaccion fue igual a la descrita
anteriormente y los iniciadores que se utilizaron se describen en la Tabla 2. Las

condiciones de amplificacion se realizaron segun lo descrito en estudios anteriores. 46,47

Tabla 2.
blawem F:5'- ATAAAATTC TTG AAG ACG AAA-3°
R:5°- GACAGT TACCAATGC TTAATCA-3’
blasuy F:5-GGG TTATICTTATITGTCGC -3’
R:5- TTA GCG TTG CCAGTG CTC-3°
blacrxm F: 5°- ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTKATG GC-3°

R: 5'- CCG CTG CCG GTY TTATCV CCB AC—3°
blacxw-1 F: 5'- ATG GTT AAA AAA TCACTG C -3’

R: 5'- GGT GAC GAT TTT AGC CGC - 3"
blacrym.2 F: 5°- TTA ATG ATG ACT CAG AGCATTC~ 3

R: 5'- GAT ACC TCG CTC CATTTATTG C -3
blacrw-s F: 5°- TGA ATA CTT CAG CCACAC G -3’

R: 5'- TAG AAT TAA TAA CCG TCG GT —3°
blacrws F: 5'- AAC ACG GAT TGA CCG TCT TG—-3'

F: 5'- TTA CAG CCC TTC GGC GAT—-3"
Fuente: Pallecchi L (2004)*
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III. RESULTADOS.

Tabla 3. Datos clinicos y epidemiolégicos de los pacientes adultos con infecciones

nosocomiales IAHULA.
Fecha de N°de Edad Género Area Diagnéstico

aislamiento = Cepa Hospitalz.
03/13 2206 35 F T3 Quemadura de II grado infectada
03/13 2215 34 M UCI Sepsis
03/13 2796 50 M ucl Sepsis
04/13 2805 81 F T3 Infeccién de herida quirargica
04/13 2806 81 F T3 Infeccién de herida quirirgica
04/13 2919 32 F EA Neumonia nosocomial
04/13 2936 22 M UCI Quemadura de II grado infectada
04/13 2976 18 M EA Infeccion urinaria
04/13 2980 21 F T5 Infeccion de herida cortante de muslo derecho
05/13 3002 48 F EA Infeccion de céncer exofitico de mama derecha ulcerado
05/13 3608 32 M T6 Infeccion urinaria
05/13 3740 59 F ucCI Neumonia nosocomial
06/13 3939 60 F TS5 Infeccién de herida quirirgica
06/13 3960 52 F T3 Infeccion urinaria
06/13 4088 26 M T5 Sepsis
06/13 4762 30 M Té6 Infeccién urinaria
06/13 4861 47 M TS Sepsis
06/13 4990 71 M TS Neumonia nosocomial
07/13 5040 55 F T6 Neumonia nosocomial
07/13 5042 22 M TS Neumonia nosocomial
07/13 5157 60 M T6 Sepsis
07/13 5497 64 F uUcCl Neumonia nosocomial
07/13 5587 20 M EA Neumonia nosocomial
07/13 5724 25 F T5 Neumonia nosocomial
07/13 5817 25 F T5 Infeccién de tlcera en pie izquierdo
07/13 5901 30 M EA Absceso glateo derecho

Hospitaliz: hospitalizacién; EA: emergencia de adultos; TS: trauma shock; UCI; unidad de cuidados
intensivos; T3: hospitalizacién Piso 3; T5: hospitalizacion Piso 5; T6: hospitalizacién Piso 6.
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Un total de 26 pacientes con Infeccion Nosocomial fueron incluidos en este estudio.
Estos se distribuyeron de acuerdo al género en 50% masculinos y 50% femeninos. La

edad promedio de los pacientes incluidos en el estudio fue de 42 afios

Distribucion de los diferentes diagnésticos clinicos de
los adultos con Infeccion Nosocomial IAHULA

4% Neumonia nosocomial |

@ Sepsis

Infeccion de herida no
quirargica*

Infeccion urinaria

@ Infeccion de herida
quirurgica

O Abscesos

*incluye quemaduras sobre infectadas, ulceras de miembros inferiores y heridas cortantes.
Fuente: Ficha de recoleccién de datos Santina Abreu.

Figura 3. Distribucion de la frecuencia de los diferentes diagndsticos clinicos de los
pacientes incluidos en el estudio de hospitalizades en las dreas de Medicina Interna
del IAHULA.

Seis diferentes diagnosticos relacionados con IN fueron registrados (figura 3). Siendo la
neumonia nosocomial la mas frecuente (31 %), mientras que el segundo, lugar con un
19 %, lo compartieron la sepsis y las infecciones de heridas no quirurgicas. En el tercer

lugar fueron ubicadas las infecciones del tracto urinario con un 15 %.
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Distribucién de los tipos de muestras procesadas

@ Secrecion de herida no
quirtrgica

Esputo

O Secrecion bronquial

Secrecion de herida

quirargica
O Orina

T Sangre

Figura 4. Distribucién de la frecuencia de los diferentes tipos de muestras clinicas
procesadas en este estudio.

Desde el punto de vista del tipo de muestra clinica procesada, predominaron las
secreciones de heridas no quirurgicas infectadas con un 23 %, seguidas por las muestras
de esputo (19 %), secrecion bronquial en pacientes intubados (16 %) y, las secreciones
de heridas quirdrgicas y de orina estuvieron representadas con un 15 % de frecuencia

cada una. Las muestras de sangre fueron analizadas en un 12 % (Fig. 4).
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Tabla 4. Distribucion de los diferentes tipos de muestras clinicas procesadas de

acuerdo al area de hospitalizacion.

Tipo de muestra Area de hospitalizacién Total
Clinica EA TS UCl1 T3 TS T6 N°/%
Secrecion de 1 0 2 0 3 0 6/23, 07
herida no
quiruargica
Esputo 2 0 0 0 3 0 5/19, 23
Aspirado de 0 2 2 0 0 0 4/15, 38
secrecion
bronquial
Orina 1 0 0 1 0 2 4/15, 38
Secrecion de 0 0 0 2 1 0 3/11, 53
herida quirdrgica
Sangre 0 1 0 0 1 1 3/11, 53
Secreciéon de 1 0 0 0 0 0 1/3, 84
absceso
Total N°/ % 5/19, 23 3/11, 53 4/15,38  3/11,53  8/30,76 3/11,53 26/100

EA: emergencia de adultos; TS: trauma shock; UCI; unidad de cuidados intensivos; T3: hospitalizacion
Piso 3; T5: hospitalizacion Piso 5; T6: hospitalizacién Piso 6. Secrecién de herida no quirirgica incluye:
quemaduras, ulceras.

Independientemente del tipo de muestra clinica (Tabla 4), el 30% (8/26) de éstas fueron
provenientes de pacientes con IN recluidos en el piso 5 de hospitalizacion, 19% (5/26) de
las muestras se obtuvieron del area de emergencia y el 15, 38% (4/26) fueron enviadas de
la UCI. El resto de las areas: TS, T3 y T6 aportaron cada una el 11, 53% (3/26) del
material clinico analizado. Las muestras de heridas no quirtrgicas fueron recolectadas de
pacientes que principalmente se ubicaron en las areas TS, UCl y EA (23, 07%; 6/26). La

Unica muestra proveniente de absceso procesada pertenecié a un paciente hospitalizado
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en la emergencia de adultos (3, 84%). En general, no se observo una distribucion

particular de las muestras clinicas analizadas y el area de hospitalizacion.

Distribucion de la frecuencia del aislamiento de la familia
Enterobacteriaceae en los pacientes adultos con infecciéon
nosocomial IAHULA

Figura 4. Distribucién de la frecuencia de aislamiento de las cepas de K. pneumoniae
y E. coli provenientes de las muestras clinicas de los pacientes incluidos en el
estudio.

Los resultados del analisis microbioldgico demostraron que en mas de la mitad de las
muestras clinica se aislé K. preumoniae (62%; 14/26), seguida por E. coli con 38%
(12/26) (Fig. 4). De acuerdo a la nimero de asilamiento de estas bacterias y su frecuencia
segun diagnodstico clinico (Tabla 5), se pudo observar que ambas enterobacterias se
distribuyeron en igual numero de casos en pacientes con neumonia nosocomial e
infeccién urinaria (4 y 2 casos, respectivamente). Sin embargo, K pneumoniae
predomin6é en pacientes con sepsis (4/5) e infeccion de heridas quirdrgicas (2/3),
mientras que E. coli se aislo con mas frecuencia en infecciones de heridas no quirurgicas

(3/5).
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Tabla 5. Distribucién de la frecuencia de aislamiento de las cepas de K. pneumoniae
y E. coli de acuerdo a los diagnésticos clinicos de los pacientes adultos con infeccién

nosocomial hospitalizados en el IAHULA.

Diagnéstico Klebsiella pneumoniae Escherichia coli

Clinico N°/ % N°/ %
Neumonia nosocomial 4/28,57 4/33,33
Sepsis 4/28,57 1/08,33
Infeccion de herida no quirargica* 2/14,29 37/25,00
Infeccién urinaria 2/14,29 2/16,67
Infeccién de herida quirirgica 2/14,29 1/08, 33
Abscesos 0/00, 00 1/08, 33

Total (N°/ %) 14/100 12/100

* incluye quemaduras sobre infectadas, tlceras de miembros inferiores y heridas cortantes.
Fuente: Ficha de recoleccion de datos Santina Abreu.
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Tabla 6. Distribucion de la frecuencia de aislamiento de las cepas de K. preumoniae

y E. coli de acuerdo al area de hospitalizacion del IAHULA.

Area de Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
Hospitalizacién N°/% N° /%
Emergencia adultos 1/07,14 4/33,33
Trauma shock 2/14,28 0
UCI 3/21,43 2/16,67
Piso T3 2/14,28 2/16,67
Piso T5 3/21,43 3/25,00
Piso T6 3/21,43 1/08, 33
Total (N°/ %) 14 /100 12 /100

K. pneumoniae se aislo en pacientes recluidos en todas las dreas de hospitalizacién que se
incluyeron en este estudio, predominando con igual numero de casos (3/14 con 21, 43%)
en UCI, TS5y T6. Los aislamientos de E. coli se concentraron en las areas EA y T5 (4/12;
33, 33% y 3/12; 25%). En el area de TS no se reportaron infecciones por E. coli en el

periodo estudiado (Tabla 6).
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Tabla 7. Susceptibilidad de 14 cepas de K. pneumoniae aisladas en pacientes

recluidos en las dreas de hospitalizacion del IAHULA frente a f-lactamicos,

quinolonas y aminoglucésidos.

CIM N° de cepas % Resistencia
Antibiético Rango pg/ml S I R (N=14)
Piperacilina/Tazobactam 8§->128 8 4 2 14, 28
Cefotaxime 8->128 0 0 14 100
Ceftazidima 8- 64 0 3 10 71,43
Aztreonam 32->64 0 0 14 100
Ertapenem 0.004 - 0.5 14 0 0 0
Imipenem 0.012-0.5 14 0 0
Meropenem 0.016 - 0.125 14 0
Acido nalidixico 1->64 5 0 9 64,29
Ciprofloxacina 025->8 2 2 10 71,43
Amikacina 8->64 7 0 7 50
Gentamicina 1->16 3 0 11 78, 57
Tobramicina 4->16 6 0 8 57, 14

S: sensible; I: intermedia; R: resistente
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Tabla 8. Susceptibilidad de 12 cepas de E. coli aisladas en pacientes recluidos en el

TAHULA frente a B-lactimicos, quinolonas y aminoglucésidos.

CIM N° de cepas % Resistencia
Antibiético Rango pg/ml S I R (N=12)
Piperacilina/Tazobactam 2->128 9 2 1 8,33
Cefotaxime 2->128 0 1 11 91, 66
Ceftazidima 2-128 1 4 7 58, 33
Aztreonam 2->64 1 0 11 91, 66
Ertapenem 0.008 - 0.064 12 0 0
Imipenem 0.032-0.125 12 0 0
Meropenem 0.032-0.125 12 0 0
Acido nalidixico 2->64 2 0 10 83, 33
Ciprofloxacina 0.064 -> 8 2 2 8 66, 66
Amikacina 2-16 12 0 0 0
Gentamicina 0.25->16 3 0 9 75, 00
Tobramicina 0.25->16 6 0 6 50, 00

S: sensible; I: intermedia; R: resistente

En las tablas 7 y 8 se muestran los resultados de la susceptibilidad de las cepas de K.
pneumoniae y E. coli a los antibi6ticos B-lactdmicos, quinolonas y aminoglucésidos. El
analisis de la antibiotipia permiti6é evidenciar que tanto las cepas de K. pneumoniae y E.
coli presentaron resistencia a las cefalosporinas de amplia espectro con concentraciones
inhibitorias que oscilaron entre 8 - >128 y 2 - >128 pg/ml, respectivamente. En ambos
casos la resistencia a cefotaxima fue mayor al 90% y para la ceftazidima la resistencia
supero el 58%. Todas las cepas tuvieron muy baja sensibilidad al aztreonam demostrando
resistencia entre 91, 66 y 100%. Las cepas de E. coli y K. pneumoniae presentaron bajo

niveles de resistencia a piperacilina/tazobactam (8, 33 y 14, 28%, respectivamente). El
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grupo de las quinolonas (4cido nalidixico y ciprofloxacina) fueron poco efectivas,
evidenciandose resistencias que superaron el 64% de las cepas. Mas de la mitad de las
cepas presentaron disminucion de la susceptibilidad a gentamicina y tobramicina, mientras
que amikacina fue efectiva contra todas las cepas de E. coli con rangos inhibitorios no
mayores al 16 pg/ml, pero el 50% de las cepas de K. pneumoniae fueron resistentes a este
antibidtico. Todas las cepas fueron inhibidas por el grupo de carbapenemos en rangos

iguales o inferiores a 0.5 pg/ml.
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Tabla 9. Caracteristicas fenotipicas y genéticas de las cepas K. pneumoniae y E. coli

aisladas en pacientes adultos recluidos en las dreas de hospitalizacion de medicina interna

del IAHULA.
Enterobacteria Deteccién de genes de B-lactamasas
Cdg;i‘;de Perfil de resistencia | PSDD | TEM | SHV CTX-M
K. pneumoniae CTX-M-1 | CTX-M-2 | CTX-M-8 | CTX-M-9
3740 BLEE, CIP, GEN + - ND + N - -
BLEE, ACN, CIP,
4088 AMK, GEN + - ND + - - -
BLEE, ACN, CIP,
2976 GEN, TOB - ND - + - -
2980 BLEE, PIP/TZ, CIP + ND + N N _
BLEE, PIP/TZ', ACN,
3608 CIP. GEN, TOB + - ND - - + -
BLEE, ACN, CIP,
2806 AMK, GEN, TOB + - ND + - - -
BLEE, PIP/TZ, ACN,
2206 CIP', AMK, GEN, ToB | * - ND + - - -
2796 BLEE, PIP/TZ, AMK ¥ - ND - + - _
BLEE, ACN, CIP,
3157 AMK, GEN, TOB + - ND - - + -
4861 BLEE + ND - - T .
BLEE, PIP/TZ!, ACN,
5040 CIP, AMK, GEN + ND - - + .
5042 BLEE, CIP!, GEN, TOB + J ND - - + -
BLEE, ACN, CIP,
3939 GEN, TOB + - ND + - - -
BLEE, ACN, CIP,
5497 AMK. GEN, TOB + + ND + - - -
E. coli
BLEE, ACN, CIP,
3817 AMK, GEN, + - - - - + -
3960 BLEE, ACN, GEN + - N N - " T
2919 BLEE, CAN + - : - T _ -
BLEE, PIP/TZ', ACN,
2936 GEN, TOB + - + + - - -
BLEE, ACN, CIP,
2805 GEN, TOB + - - - . + -
BLEE, ACN, CIP,
2215 GEN. TOB + - . - - + .
BLEE, PIP/TZ!, ACN,
3002 CIP, GEN, TOB + - - - - + -
4990 BLEE, GEN - N N T T
BLEE, ACN, CIP, _
4762 GEN, TOB - - + -
BLEE, PIP/TZ, ACN,
5587 CIP. GEN + - - + . - .
5724 BLEE, ACN, CIP + - + T - -
5901 BLEE, ACN, CIP T - - + - N N

PIP/TZ: piperacilina/tazobactam; PIP/TZ": piperacilina/tazobactam fenotipo intermedio; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima;
AZT: aztreonam; ERT: ertapenem; IMP: imipenem; MER: meropenem; ACN: 4cido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; ; CIrk
ciprofloxacina fenotipo intermedio; AMK: amikacina; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina. ND: no determinado sobre la cepa

aislada.




CARCATERIZACION DE LAS B-LACTAMASAS... 34

De acuerdo a las caracteristicas fenotipicas y genéticas de cada cepa (Tabla 9), se pudo
observar que todas presentaron un perfil tipico compatible con la producciéon de BLEE.
Resultado que fue demostrado fenotipicamente por el patron de resistencia (resistencia a
cealosporinas y sensibilidad a los carbapenemos) y la positividad de la prueba del
sinergismo del doble disco (PSDD). La caracterizacion molecular evidencié que estas cepas
eran portadoras de una o mas BLEE. La BLEE de tipo CTX-M estuvo presente en todas las
cepas. La presencia de BLEE siempre estuvo asociada a la resistencia de quinolonas y/o
aminoglucosidos. Sin embargo, solo en una cepa de K. pneumoniae (Cepa N° 4861) su
perfil de resistencia estuvo exclusivamente representado por la combinacion de una $-

lactamasa del grupo TEM vy una de tipo CTX-M-8.
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Tabla 10. Distribucion de los genes blagi gg y sus asociaciones en las cepas de K.
pneumoniae y E. coli aisladas en pacientes adultos con Infecciones Nosocomiales

recluidos en las dareas del IAHULA

Klebsiella pneumoniae (N° 14)  Escherichia coli (N° 12)

Presencia de genes blap; px n’ % n° %
CTX-M-1 7 50, 00 3 25,00
CTX-M-2 2 14,29 3 25,00
CTX-M-8 5 35,71 6 50, 00
CTX-M-9 0 0 2 16, 66

TEM 4 28,57 2 16, 66
SHV* ND ND 2 16, 66
Asociaciones genes blagygg
CTX-M-8 + CTX-M-9 0 0 1 8,33
TEM + CTX-M 4 28,57 2 16, 66
TEM + CTX-M-1 2 14,29 0 0
TEM + CTX-M-2 0 0 1 8,33
TEM + CTX-M-8 2 14,29 0 0
TEM + CTX-M-9 0 0 0 0
TEM + CTX-M-8 + CTX-M-9 0 0 1 8,33
SHV* + CTX-M ND ND 2 16, 66
SHV* + CTX-M-1 ND ND 1 8,33
SHV* + CTX-M-2 ND ND 1 8,33
SHV* + CTX-M-8 ND ND 0 0
SHV* + CTX-M-9 ND ND 0 0

*Determinaciones solo hechas en E. coli; ND: no determinado sobre la cepa aislada
Fuente: Ficha de resultados Laboratorio de Biologia Molecular.
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Tabla 11. Distribucion de las BLEE y sus asociaciones en las diferentes dreas de

hospitalizacion del IAHULA.

Area de hospitalizacién de Medicina Interna

Presencia de genes blagLkg EA TS UCI T3 TS Té6
CTX-M-1 2 0 3 2 3 0
CTX-M-2 2 0 1 0 1 1
CTX-M-8 1 2 1 2 2 3
CTX-M-9 0 0 0 1 1 0
TEM 0 1 1 0 2 2
SHV* 0 0 1 0 1 0

Asociaciones genes blap gg
CTX-M-8 + CTX-M-9 0 0 0 1 1 0
TEM + CTX-M 0 1 1 0 1 2
TEM + CTX-M-1 0 0 1 0 1 0
TEM + CTX-M-2 0 0 0 0 0 1
TEM + CTX-M-8 0 1 0 0 Y 1
TEM + CTX-M-9 0 0 0 0 0 0
TEM + CTX-M-8 + CTX-M-9 0 0 0 Y 1 0
SHV* + CTX-M 0 Y 1 0 Y 1
SHV* + CTX-M-1 0 0 1 0 0 0
SHV* + CTX-M-2 0 0 0 0 0 1
Total (N°/ %) 5/19,23 5/19,23  11/42,31 623,08  13/50,00 12/46, 15

*Determinaciones solo hechas en E. coli. EA: emergencia de adultos; TS: trauma shock; UCI; unidad de cuidados
intensivos; T3: hospitalizacion Piso 3; T5: hospitalizacién Piso 5; T6: hospitalizacién Piso 6.
Fuente: Ficha de resultados Laboratorio de Biologia Molecular.
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La presencia de los genes blag, pr y sus diversas asociaciones observadas en los dos grupos
bacterianos, asi como su distribucion en las diferentes areas de hospitalizacion se muestran
en las tablas 10 y 11. Independientemente de la especie bacteriana la BLEE mas
frecuentemente detectada fue la CTX-M-1 (10726) en segundo lugar la CTX-M-8 (11726)
y en tercer lugar la B-lactamasa tipo TEM (6/26). Esta mismo orden de frecuencia
invariablemente fue observado en el grupo de K. pneumoniae, pero en el caso de E. coli el
orden fue el siguiente: CTX-M-8 (50, 0%), CTX-M-1y CTX-M-2 (25, 0% cada una) y el
resto con 16, 66% se distribuyeron CTX-M-9, TEM y SHV. El mayor nimero de posibles
combinaciones de B-lactamasas se observo en E. coli, incluso en este grupo bacteriano se
determiné en una cepa la asociacion de tres tipos de B-lactamasas (TEM + CTX-M-8 +
CTX-M-9). En el caso K. pneumoniae la asociacion mas frecuente fue TEM + CTX-M
(4/14) y de estas 2 cepas presentaron TEM + CTX-M-2 y otras 2 tenian la combinacion
TEM + CTX-M-8. La deteccion de la BLEE tipo SHV solo fue posible determinarla en las
cepas E. coli, encontrandose 2 tipos de asociacion: SHV + CTX-M-1 y SHV + CTX-M-2.

Las cepas productoras de BLEE con o sin asociaciones de genes bla fueron aisladas con
mayor frecuencia en las areas T5 (50%, 13/26), seguido por T6 (12/46, 15) y la UCI (42,

31%; 11/26).
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IV. DISCUSION.

Las infecciones asociadas a los cuidados de salud han adquirido mucha importancia en los
ultimos afios debido al aumento de sus prevalencia, y a que en muchas oportunidades, son
producidas por microorganismos multirresistentes. Los géneros pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, son unos de los més frecuentes y se asocian principalmente a las

infecciones del tracto urinario y de heridas quirurgicas. 48, 49, 3, 50,531

En este estudio realizado sobre una muestra de 26 pacientes adultos se encontré un
caracteristico perfil de infecciéon de nosocomial donde destacé en primer lugar, la
neumonia seguida por sepsis e infecciones de heridas no quirurgicas y en tercer lugar las
infecciones del tracto urinario, por el contrario a lo que algunos autores refieren a las
infecciones urinarias como la primera causa de infeccion nosocomial asociada a los

cuidados de salud.> >

Los patrones de prevalencia de las infecciones nosocomiales en los hospitales pueden
obedecer a diversas causas de distinta indole tales como: disponibilidad del presupuesto
otorgado para la atencién de la salud en instituciones hospitalarias, creacién y
funcionamiento del comité de infecciones nosocomiales’, conductas aplicadas para la
contencién de la transmision de patégenos, criterios para la utilizaciéon de los agentes
antimicrobianos, uso correcto y oportuno de dispositivos de soporte de vias areas y
hemodindmia, técnicas de terapia respiratoria, asi como los dias de estancia hospitalaria,

entre otros. >

Estudios epidemiolégicos sefialan a las unidades de cuidado intensivo y las quirurgicas

como las areas de mayor riesgo de adquirir infecciones nosocomiales > ¢ %7, Sin embargo,
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en este trabajo se encontr6 que las dreas con mayor nimero de casos de pacientes con
infeccion nosocomial correspondieron a TS5, seguido por UCI y la EA. Es probable que
esta distribucién de pacientes con infecciéon nosocomial esté principalmente relacionada a

los dias de estancia hospitalaria.

Las enterobacterias como K. pneumoniae y E. coli fueron los patdgenos principalmente
involucrados en las infecciones nosocomiales incluidos en este estudio, con un 62%

(14/26) y 38% (12/26) respectivamente en acuerdo con los resultados reportados.*®

La multirresistencia en microorganismos productores de BLEE, es en la actualidad uno de
los principales problemas en los hospitales de Latinoamérica y el mundo, debido a la
disminuciéon de las opciones de tratamiento antimicrobiano y al aumento de la morbi-
mortalidad *>>*. El estudio de la susceptibilidad a los antibiéticos B-lactamicos en las cepas
K. pneumoniae y E. coli, revelé un perfil fenotipico compatible con la producciéon de
BLEE. Las cepas productoras de BLEE son un grave problema terapéutico porque ademas
de ser resistentes a la gran mayoria de p-lactamicos presentan altas tasas de resistencia a
otros grupos de antibiéticos®®. Los resultados de este trabajo avalan esta afirmacion, cepas
K. pneumoniae y E. coli ademés de ser productoras de BLEE, presentaron resistencia
asociada a otros antibidticos como gentamicina (>75%), ciprofloxacina (>66%) y
tobramicina (>50%) y en menor frecuencia a amikacina. Resultados similares fueron
reportados en una investigacion en el Hospital San Juan de Dios de Costa Rica'’,
determinaron que el 18% de la cepas de K. pneumoniae y el 40% de E. coli eran
productoras de BLEE e invariablemente se asociaron con resistencia a otros antibiéticos. Es
posible que la distribucion de las cepas estudiadas con diversos patrones de susceptibilidad,

se deba a la presencia de determinantes de resistencia adicionales que median la produccion
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de enzimas modificadoras de aminoglucdsidos, bombas de expulsion, alteraciones de la

permeabilidad de la pared celular, entre otros mecanismos.’®

Independientemente de la especie bacteriana aislada, todas las cepas fueron productoras de
BLEE de tipo CTX-M. Sin embargo, en este estudio se pudo observar que la BLEE CTX-
M-1 fue predominante en K. pneumoniae y la CTX-M-8 en E. coli. Recientemente, se
reporté la presencia de K. pneumoniae productora CTX-M-1 en neonatos con septicemia
nosocomial en el Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes®’ y se confirmé6
en el 2013 la presencia de enterobacterias productoras de CTX-M-1 en varios hospitales

publicos de Caracas.”®

Es importante destacar, que cepas de E. coli productoras de CTX-M-8 no han sido
reportadas en el pais, por lo cual este seria el primer aislamiento de enterobacterias de

origen nosocomial productoras de esta particular BLEE.

La asociacion de diferentes tipos de BLEE fue un hallazgo comin, pudiéndose observar
que la combinacion TEM + CTX-M fue frecuente en ambos grupos bacterianos. Por otra
parte, se encontro que asociaciones entre diferentes grupos de CTX-M, tales como CTX-
M-8 + CTX-M-9 también fue observado. Una sola cepa de E. coli (N° 3960) present6 la
combinacidn de tres p-lactamasas; TEM + CTX-M-8 + CTX-M-9. Este perfil de BLEE es

hasta el momento, en el ambito nacional, el primero en ser reportado.

El hecho de que se haya encontrado diversas asociaciones de genes bla en las cepas
estudiadas y que estas fueron aisladas en pacientes con infeccién nosocomial recluidos en
diferentes areas de hospitalizacién, podria indicar que existen mecanismos moleculares que

facilitan los intercambios y/o re-arreglos genéticos entre bacterias y cuya transmisibilidad
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pudiera estar siendo favorecida por elementos transmisibles como los plasmidos,

transposones o integrones en la poblacién bacteriana. *°

’La multirresistencia en patégenos nosocomiales plantea retos importantes desde el punto de
vista terapéutico. En este estudio se pudo demostrar que todas las cepas fueron sensibles a
los carbapenemos, por lo tanto se plantea como una opcioén valida para el tratamiento y
control de las infecciones nosocomiales, con el riesgo de que el uso abusivo o inapropiado
conduzca a la aparicion de resistencia para este grupo de antibiéticos*®, Otras alternativas
posibles son el uso de tigeciclina y el colistin, sin embargo su utilizacion se reserva en los
casos en que las bacterias involucradas en la infeccién intrahospitalaria demuestren a
través de pruebas de laboratorio confiables resistencia a los antibiticos de primera linea

y/o los carbapenemos 48,51

Los hallazgos de este estudio permiten concluir que la BLEE tipo CTX-M-1 y CTX-M-8
son las enzimas prevalentes en cepas de K. pneumoniae y E. coli productoras de infeccion
nosocomial. De acuerdo a nuestro conocimiento, esta es la primera descripcién del gen
blactx-m.s €n E. coli y su asociacion con otras BLEE como TEM y CTX-M-9. En este
contexto, podriamos asumir que cepas de K. pneumoniae y E. coli productoras de CTX-M-
1 y CTX-M-8, respectivamente asociadas o no a otras BLEE, asi como a determinantes de
resistencia diferentes a los B-lactamicos, estan circulando en las areas de hospitalizacion de
adultos en el IJAHULA. Por tanto, es necesario implementar programas de vigilancia
epidemioldgica que permitan racionalizar el uso de antimicrobianos de amplio espectro
basados en la epidemiologia local y el mecanismo de resistencia presente, asi como aplicar

técnicas de caracterizacion molecular para la identificacion de genes de resistencia y la
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tipificacion de microorganismos, para reducir el surgimiento y diseminacion de clonas

resistentes.
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V. CONCLUSIONES

. Los diagnésticos mas frecuentes de los pacientes con infeccidon nosocomial fueron
la neumonia seguida por sepsis e infecciones de heridas no quirtirgicas y en tercer
lugar las infecciones del tracto urinario, durante el periodo de estudio de marzo a

julio 2013.

. Enterobacterias como K. pneumoniae y E. coli fueron los agentes causales de
infecciébn nosocomial en pacientes adultos recluidos en diferentes areas de

hospitalizacién de medicina interna, principalmente en T5con 50% de las muestras.

. Todas las cepas aisladas demostraron un perfil de multirresistencia predominando la
presencia de BLEE y una variable asociacion con resistencia a la ciprofloxacina y

aminoglucésidos.

. Independiente del grupo bacteriano, todas las cepas produjeron BLEE de tipo CTX-

M y en algunos casos se asociaron a otras f-lactamasas como TEM y SHV.

. Los genes blactxm-1 Y blactx-m-s fueron detectados con mayor frecuencia en K

pneumoniae y E. coli, respectivamente

. En este estudio se reporta por primera vez en Venezuela, cepas multirresistentes de
E. coli productoras de CTX-M-8 y una cepa con un perfil genotipico particular

conformado por la presencia de tres B-lactamasas TEM + CTX-M-8 + CTX-M-9.
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VL. RECOMENDACIONES

Ampliar los estudios de caracterizaciéon molecular para la determinacién de un mapa

bacteriologico de la infeccion nosocomial en el IAHULA.

Incluir el estudio molecular de otras BLEE como las metalo-B-lactamasas y/o

carbapenemasas.

Realizar estudios de epidemiologia molecular para determinar las 4reas de alto
riesgo hospitalario de sufrir brotes o epidemias de infeccion nosocomial causadas

por bacterias multirresistentes productoras de BLEE.

Intensificar las medidas de control para la contencidn de patégenos multirresistentes

intrahospitalario.

Controlar el uso de los antibidticos y optimizar su indicacion con base en estudios

epidemiolégicos y pruebas de susceptibilidad.
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N° De muestra —[ Historia clinica iUbicaciGn ] Género ] Edad
M
Ubicacién previa Antibiéticos Antibiético Comorbilidad? Cuil comorbilidad?
previos?
S | N S IN
a) BACTERIA
AISLADA

b) Tipe De Muestra Marcar Con X

| B [ ] Il 1| [ 1 | 1 1 1
Tipo de Esputo Liquido Liquido Liquido Orina Sangre Secrecién Secrecién
muestra ascitico cefalor. pleural bronquial de piel

¢) Susceptibilidad antimicrobiana.

Antimicrobianos J 1 l 2 J 3 [ Tl 1 [2 T 3
Acido nalidixico Claritromicina
Amikacina Amox. /clav.
Ampicilina Clindamicina
Amoxacilina Cloranfenicol
Azitromicina Eritromicina
Aztreonam Gentamicina
Cefaclor Imipenem
Cefalotina Levofloxacina
Cefepime Meropenem
Cefixime Pip/tazobact
Cefoxitina Ampic. /sulbc
Cefotaxime Cefope /Sulb
Ceftazidima TMP/SMX
Ceftibuten Tetraciclina
Ceftriaxone Teicoplanina
Cefuroxima Tobramicina
Ciprofloxacina Colistin
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A) BACTERIA
AISLDA

B) Susceptibilidad antimicrobiana:

()] Caracterizacién molecular

: Anlt_imic,robignos} ]
Cefotaxima

Ceftazidime

' Ceftriaxone

: Ertélpeném

: Meropenen
. Gentamicina
Tobramicina
Aztreonam
 Colistin

 Tigeciclina

Piperacilina/tazobactam

6 lactamasa TEM, SHV bla TEM ' bla SHV ‘ bla CTX-M >
CTX-M e _ ok [
B lactamasa CTX-M bla crxm1 bla crxme bla crx.mg bla crx.mo bla crx.
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Determinacion de la concentracion inhibitoria minima a B-lactamicos, quinolonas y

aminoglucosidos de las cepas de K. preumoniae aisladas en pacientes Adultos del

TAHULA.

No. CIM (pg/ml)

cepa PIPTZ CTX CAZ AZT ERT IMP MER ACN CIP AMK GEN TOB
3740 16 64 32 >64 0.032 0.012 0.064 8 4 8 >16 4
4088 > 128 64 32 0.016 0.125 0.064 >64 4 >64 >16
2976 4 8 16 >64 0.032 0.125 0.064 >64 2 8 >16 16
2980 32 > 128 32 >64 0064 0064 0.125 8 4 16 1 4
3608 32 > 128 64 64 0.064 0.064 0.125 >64 >8 16 >16 >16
2806 16 128 32 >64 0016 0.125 0.032 >64 >8 64 >16 >16
2206 >128 >128 32 64 0.016 0032 0.125 >e64 2 >64 >16 >16
2796 >128 >128 8 > 64 0.5 0.5 0.125 4 0.5 > 64 1 4
5157 16 > 128 8 >64 0.064 0064 0064 >64 >8 >64 >16 16
4861 16 128 8 64 0.004 0.032 0.016 1 0.25 8 1 4
5040 32 > 128 64 >64 0.125 0.125 0064 >64 >8 >64 >16 4
5042 32 > 128 64 >64 0.125 0.125 0.125 4 8 > 16 16
3939 16 64 16 32 0.008 0.032 0016 >64 8 >16 >16
5497 16 32 32 64 0.064 0.064 0064 >64 >64 >16 >16

PIP/TZ: piperacilina/tazobactam; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; AZT: aztreonam; ERT: ertapenem;
IMP: imipenem; MER: meropenem; ACN: 4cido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; AMK: amikacina; GEN:
gentamicina; TOB: tobramicin.
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Determinacion de la concentracién inhibitoria minima a B-lactdmicos, quinolonas y

aminoglucdsidos de las cepas de E. coli aisladas en pacientes recluidos en las areas de

hospitalizacién de Medicina Interna del IAHULA.

No. CIM (pg/ml)

cepa PIP/TZ CTX CAZ AZT ERT IMP MER ACN CIP AMK GEN TOB
5817 8 8 8 32 0.016 0.125 0064 >64 4 16 >16 4
3960 2 2 2 2 0.016 0.125 0064 >64 0.64 8 >16 4
2919 4 16 16 32 0.016 0.125 0.125 >64 2 8 1 0.5
2936 32 32 32 >64 0.032 0.025 0.032 >e64 8 >16 16
2805 4 16 16 32 0.064 0.125 0.064 >64 >8 8 >16 >16
2215 16 128 8 64 0.016 0.064 0032 >64 >8 8 >16 >16
3002 32 > 128 64 64 0.008 0.064 0.125 >64 4 16 >16 >16
4990 4 128 8 32 0.064 0.064 0.064 2 0.125 8 > 16 4
4762 2 4 8 16 0.008 0.032 0.032 >64 >8 8 >16 >16
5587 >128 >128 64 >64 0008 0032 0032 >64 16 >16 4
5724 16 > 128 32 >64 0.064 0.125 0.064 16 8 4 2
5901 16 > 128 128 64 0.064 0.064 0.064 >64 >8 2 025 0.25

PIP/TZ: piperacilina/tazobactam; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; AZT: aztreonam; ERT: ertapenem;

IMP: imipenem; MER: meropenem; ACN: 4cido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; AMK: amikacina; GEN:
gentamicina; TOB: tobramicina. *Pendiente resultado





