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Resumen

Las Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas de configuracién
plasmidica producidas por bacterias que hidrolizan los antibiéticos betalactamicos.
La aparicion de cepas bacterianas productoras de BLEE, constituye un problema de
salud publica que afecta a todo tipo de instituciones y a la comunidad en general.
Este estudio tiene como objetivo determinar las incidencia de BLEE en pacientes
hospitalizados del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Se estudio un total de 238 cepas en el periodo julio-agosto 2004; de las cuales 184
correspondieron a de E. coli, 39 a K. pneumoniae y 15 a K. oxytoca, utilizandose el
test confirmatorio de BLEE segun estandar NCCLS 2004. Se encontré una inciden-
cia de BLEE para E. coli de un 10.3%, para K. pneumoniae de 28.2 % y de K.
oxytoca de 20%, respectivamente.

La distribucion de los aislamientos de las cepas BLEE (+) en los distintos servicios del
Hospital fue diversa: E. coli se encontré principalmente, en los servicios de medicina
y cirugia, y K. pneumoniae en los servicios criticos.

Los resultados del estudio permitieron conocer la incidencia y distribucion de BLEEs
en el Hospital Clinico de la Universidad de Chile y justificaron la implementacion de
esta técnica de diagnéstico como parte de la rutina del laboratorio de microbiolo-
gia.

Summary
WTecndlogo Médico. | Betalactamic antibiotic are hydrolyzed by specific enzymes, named extended
@Magister en Microbiologia. | spectrum beta-lactamases of (ESBLs). They are encoded by a plasmid present in
@Meédico especialista en | some bacteria strains. The presence of bacteria strains carrying these plasmids is a
Laboratorio Clinico. | pypjic Health problem affecting Hospitals and all the community.
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The aim of this work is to study the incidence
ESBLs in patients hospitalized at the Clinical
Hospital of the University of Chile.

During July-August of 2004 we studied a total
of 238 different strains of bacteria, including E
coli (184), K. pneumoniae®® and K. oxytoca
(15) using a specific test for ESBLs according to
NCCLS 2004. We found and incidence of 10.3,
28.2 and 20% for E. coli, K. pneumoniae and
K. oxytoca, respectively. E. coli was found
mainly at the Surgery and Medicine Depart-
ment, and K. pneumoniae was found in others
critical services of our Hospital.

We could set up in our Laboratory a diagnostic
test to evaluate the presence and distribution
of different ESBLs in the Clinical Hospital of the
University of Chile.

Introduccién

En la década de los 80, se cred una nueva
clase de antibidticos las oximino cefalospori-
nas, para tratamiento de infecciones severas
causadas por bacterias Gram negativas, pero
muy pronto aparecio6 resistencia a estos
antibioticos y debido a su amplio espectro de
accion, se les llamo b-lactamasas de espec-
tro extendido (BLEE)®.

Las BLEE son enzimas hidroliticas derivadas de
b-lactamasas llamadas TEM y SHV por una o
mas substituciones de aminoacidos que con-
fieren una resistencia a los antibiéticos oximi-
no b-lactamicos; muchas de estas enzimas no
muestran un aumento significativo en la con-
centracion inhibitoria minima (CIM) lo que difi-
culta su identificaciéon. La actividad hidrolitica
de las BLEE es inhibida in vitro por el acido
clavulanico®2%45%, Las BLEE mediadas por
plasmidos se identificaron por primera vez en
Klebsiella pneumoniae en Alemania en
1983@47),

Desde la aparicién de la primera cepa pro-
ductora de BLEE, estos microorganismos se

han ido describiendo en diferentes partes del
mundo. Ademas de conferir resistencia a to-
dos los betalactamicos, excepto cefamicinas
y carbapenems, las BLEE estan asociadas con
megaplasmidos transferibles (=100 Kda), que
codifican frecuentemente resistencia cotrans-
ferida a aminoglucésidos, cloranfenicol, tetra-
ciclinas y trimetoprim-sulfametoxazol; estos
megaplasmidos se diseminan rapidamente en
los ambientes hospitalarios entre diferentes es-
pecies bacterianas. Ademas, por razones
poco conocidas, las cepas BLEE (+) son mas
frecuentemente resistentes a quinolonas in
vivo que las cepas no productoras de
BLEE.1-2346.7  Actualmente, se han descrito al-
rededor de 150 de estas enzimas y se les ha
encontrado en una variedad de géneros
bacterianos de enterobacterias; E. coli y K.
pneumoniae principalmente, pero también
descritas en Enterobacter spp, Salmonella spp,
Proteus spp, Citrobacter spp, Morganella
morganii, P. aeruginosa, Burkholderia cepacia
y Capnocitophaga ochracea®?9,

Todo ello, determina que las opciones tera-
péuticas para las infecciones causadas por
bacterias que producen BLEE sean muy limita-
das®.

Las infecciones nosocomiales causadas por
miembros de la familia Enterobacteriaceae
productores de BLEE, son un importante pro-
blema de salud que se ha incrementado y di-
seminado rapidamente en todo el mundo. Los
gérmenes productores de BLEE prolongan la
duracién de las hospitalizaciones y aumentan
los costos del cuidado de los pacientes®.

Los resultados de estudios del Antimicrobial
Resistance Surveillance Program (SENTRY) que
monitorea la frecuencia de aparicién y sus-
ceptibilidad antimicrobiana de patégenos
causantes de infecciones en el mundo, infor-
moé en Latinoamérica entre 1997 y 1998 una
alta prevalencia de BLEE en E. coli y K. pneu-
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moniae las cuales superan ampliamente el
40%; frecuencias similares se encontraron en
gérmenes aislados de neumonias, heridas, in-
fecciones urinarias y bacteremias®. Estudios
del National Nosocomial Infections Surveillan-
ce Systems (NNIS) realizado entre 1986 y 1993
en EE.UU. en cepas de K. pneumoniae infor-
maron tasas de BLEE de hasta 58%1%. Otro es-
tudio realizado en 1998 por el programa de
vigilancia epidemioldgica Resisnet en Latino-
ameérica, informdé que la prevalencia de BLEE
por E. coli en algunos paises llega casi a 65%
y en K. pneumoniae la prevalencia es aun
mas alta llegando hasta 73%®%. Todos estos
estudios muestran una variacion geografica
en cuanto a la prevalencia de BLEE en K.
pneumoniae y E. coli en el mundo®.

La pesquisa de BLEE en las bacterias no ha
sido incorporada a la practica rutinaria de los
laboratorios de microbiologia, en la mayoria
de los centros asistenciales de nuestro pais®.
El método de deteccion descrito por la NCCLS
para B- lactamasas de espectro extendido es
solo para Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca y Escherichia coli, siendo éste un pro-
cedimiento que utiliza el fendbmeno sinérgico
entre una cefalosporina de 3° generacién
(cefotaxima y ceftazidima) y acido clavulani-
co (el cual es un inhibidor eficiente de BLEE),
utilizando ensayos por difusibn en agar con
discos conteniendo estos compuestos®*?,

El objetivo de este estudio fue conocer la inci-
dencia de cepas productoras de BLEE en el
Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Materiales y métodos
Se estudiaron 238 cepas de E. coli, K. pneu-
moniae y K. oxytoca provenientes de pacien-
tes hospitalizados en el Hospital Clinico de la
Universidad de Chile entre el periodo de Julio
y Agosto de 2004.
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Todas las cepas fueron identificadas por el
meétodo tradicional, y el test de determinacion
de BLEE fue realizado segun estandar NCCLS
2004 (M 100-S14) screening y confirmacion®?.

Se utiliz6 como controles: Escherichia coli
ATCC 25922, control negativo; Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, cepa productora
de BLEE, como control positivo.

La recoleccién de muestras se hizo segun ma-
nual de toma de muestra vigente.

El transporte de las muestras de exudados se
realiz6 en medio Stuart. Las muestras de san-
gre fueron recolectadas en frascos de hemo-
cultivos Bact/Alert Biomérieux, y las de orina en
recipiente estéril. El Control de calidad interno
se realiz6 con las cepas ATCC con una fre-
cuencia de una vez a la semana utilizando el
mismo procedimiento que el utilizado para las
cepas en estudio.

Se registraran los resultados del control de ca-
lidad junto al resto del control interno del la-
boratorio.

Las cepas fueron conservadas en medio agar
de conservacion a temperatura ambiente y
en oscuridad.

Resultados

De las 238 cepas estudiadas fueron identifica-
das como BLEE (+) 34, de las cuales 19 co-
rrespondieron Escherichia coli, 12 a Klebsiella
pneumoniae y 3 a Klebsiella oxytoca, todas
de pacientes hospitalizados (Tabla 1).

El origen de las cepas fue el siguiente: Esche-
richia coli se aislé principalmente, de pacien-
tes de los servicios de Cirugia y Medicina con
un 36.7 % y 15.8 % respectivamente (Tabla 2).
Klebsiella pneumoniae se aisl6 fundamental-
mente en los servicios criticos (Tabla 3) y
Klebsiella oxytoca solo se aislaron 3 cepas de
las cuales 2 eran de pacientes de servicios
criticos (Tabla 4).
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Tabla 1

Aislamiento bacterianos julio - agosto 2004 en el Laboratorio
Clinico del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Tipo de bacteria Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca

N° de aislamiento 184 39 15
Cepas BLEE (+) 19 12 3
% de BLEE 10.3 28.2 20
Tabla 2 Tabla 3
Aislamiento de Escherichia coli (ECOL) BLEE positiva Aislamiento de Klebsiella pneumoniae (KLPN) BLEE
por servicio positiva por servicio
Servicio Cepas aisladas % de ECOL Servicio Cepas aisladas % de KLPN
Cirugia 7 36.7 Intermedio Quirdrgico 3 27.2
Medicina 3 15.8 Intermedio Cardiologia 2 18.2
Urologia 2 10.5 U.TIL 1 9.1
Med. Fisica y Rehabilitacion 2 10.5 Intermedio Medico 1 9.1
Nefrologia 1 5.3 Pabellén Central 1 9.1
Clinica psiquiatrica 1 5.3 Unidad Coronaria 1 9.1
Neurologia 1 5.3 Cirugia 1 9.1
U.N.I. 1 5.3 Pediatria 1 9.1
Intermedio Quirdrgico 1 5.3 Total 11 100
Total 19 100
Tabla 4
Los sitios de aislamiento de estas cepas BLEE  Aislamiento de Klebsiella oxytoca (KLOX) BLEE positiva
(+) fueron variados, pero se concentran en el por servicio
caso de Escherichia coli en orina, Klebsiella
pneumoniae en sangre y orina respectiva- _Sevicio Cepas aisladas % de KLOX
mente (Tabla 5). Pediatria 1 33.3
Intermedio cardiologia 1 33.3
Discusién Intermedio Quirdrgico 1 33.3
Total 3 100

En nuestro estudio, los porcentajes de cepas
BLEE sobre el total de cepas de E. coli y K.
pneumoniae fueron de 10.3% y 28.2% res-
pectivamente, con respecto a K. oxytoca
dado el pequefio nimero de cepas aisladas
el porcentaje encontrado no permite sacar
conclusiones.

La distribucion de estas cepas BLEE (+) en el
Hospital en el caso de E. coli, fue principal-
mente, en los servicios de Cirugia y Medicina;
y para K. pneumoniae es en los servicios criti-
Cos.
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Tabla 5

Sitios de aislamientos de BLEE (+)

Sitios de aislamiento Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae Klebsiella oxytoca

Orina 63%
Herida operatoria 16%
Hemocultivos —
Coleccion intraabdominal 11%
Expectoracion 5%
Exudado de pierna 5%

Exudado uretral —
Contenido vesicular —
Cultivo oseo —
Herida inguinal —

Exudado de gastrostomia —

Desde otro punto de vista el estudio nos per-
mitid no so6lo identificar las cepas BLEE (+),
sino que ademas, implementar la técnica de
determinaciéon de BLEE como rutina en nuestro
laboratorio.

La aparicion de cepas productoras de BLEE
ha constituido uno de los principales proble-
mas de resistencia a los antimicrobianos du-
rante las ultimas dos décadas, dejando pocas
alternativas de tratamiento para los pacientes,
asi como aumentando los costos por hospitali-
zacion, y prolongando las estadias hospitala-
rias.

Los porcentajes encontrados de cepas BLEE
(+) en nuestro Hospital para E.coli (10.1%) co-
inciden con los datos del Programa SENTRY
1997-1999 para Latinoamérica 8.1%. En K.
pneumoniae (28.2%) el porcentaje es un
poco mas alto 41.1%. Teniendo en cuenta
que los datos del estudio SENTRY incluye a pa-
cientes ambulatorios y hospitalizados.

Se puede concluir que los resultados de-
muestran una preocupante incidencia de ce-
pas BLEE (+) en el Hospital Clinico de la Uni-
versidad de Chile.
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25% 33,30%
— 33,30%
25% —_

8,30% —
8,30% —
8,30% —_
8,30% —
8,30% —

Ademas, el trabajo demostré la importancia
del método de identificacion de BLEE como
apoyo al diagnostico clinico, lo que permite
una gran ayuda a los médicos clinicos en la
orientacién de sus terapias diagnésticas, asi
como contribucion del uso racional de los
antimicrobianos.
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