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Maria Elena Vasquéz Margarita Corred, Johana Estradalaura Castafieday Maria Néifer Morend

Resumen

Klebsiellaspp, en particuldflebsiella pneumoniges causa importante de infeccién nosocomial. Este microorganismo

es con frecuencia resistente a numerosos antibiéticos, incluyendo las recientes oxy-imino-cefalosporinas, mediante la
produccién dg- lactamasas de espectro extendido (BLEE). Se recolectaron 32 aislamig¢htpeelemoniagesistentes

por lo menos a tres grupos diferentes de antibiéticos, en cuatro hospitales de tercer nivel de complejidad de la ciudad de
Medellin, con el fin de biotipificarlos, establecer su perfil de sensibilidad y determinar la produdgilaci@enasas de

espectro extendido (BLEE) y su patron de bandas plasmidicas. La identificacién bioquimica y las pruebas de sensibilidad

se determinaron en el sistema Micro Scan. La produccion de BLEE se detect6 por el método de sinergismo de doble disco,
y el perfil de bandas plasmidicas se determind con el kit plasmid minipreparation de QIAgen y se observo por electroforesis.

Los resultados demostraron ddepneumonia@osocomial es mas frecuente en salas pediatricas (48.8%, 14/32). Las
pruebas de susceptibilidad mostraron que 100% de los aislamientos son resistentes a piperacilina y ampicilina y sensibles
a ciprofloxacina, ofloxacina, cefotetan e imipenem. La sensibilidad para los demas antibiéticos probados fue variable. El
18.8% de los aislamientos present6é sensibilidad a las cefalosporinas de tercera generacion. Se identificaron nueve biotipos
diferentes, aunque 81% de los 32 aislamientos pertenecieron sélo a tres biotipos. Se observé alto porcentaje de aislamientos
productores de BLEE (65.6%). El perfil de bandas plasmidicas mostré ocho patrones diferentes y una banda comun. Estos
resultados hacen necesario incrementar politicas de control en el uso de antibiéticos para limitar la presién selectiva en la
flora intrahospitalaria en las instituciones estudiadas.

Palabras claveKlebsiella pneumoniaenultirresistencia3-lactamasas de espectro extendido, biotipo, perfil de bandas
plasmidicas.

Abstract

Klebsiellaspp, and in particula€. pneumoniagis an important cause of nosocomial infection. In many occasions this
microorganism is resistant to several antibiotics, including the new oxy-imino-cephalosporins, by means of extended-
spectrumB-lactamase’s production (ESBL). Thirty-two isolatekofpneumoniaeresistant at least to three different
groups of antibiotics, were collected in four hospitals of high level complexity in Medellin (Colombia). The isolates were
bio-typed, their susceptibility profile and productiorfefactamase of extended spectrum, as well as the plasmid band
pattern determined. The biochemical identification and the susceptibility test were done in the Micro Scan system. The
productions of ESBL was done using the QIAgen micro-preparation plasmid kit, and evaluated by agarosa gel
electrophoresis.

The results showed that nosocomial infectioikbgneumoniaés having a higher frecuency in pediatric wards (48.8%,
14/32). The susceptibility test showed that all the isolates were resistant to piperacillin and ampicillin and susceptible to
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ciprofloxacin, ofloxacin, cefotetan and imipenem. The susceptibility to the other tested antibiotics was variable. The
isolates showed a susceptibility of 18.8% to the cephalosporins of third generation. Several new bio-types were identified,
although 81% of the 32 analyze isolates belonged to only three bio-types. A high percentage of isolates expressing ESBL
was observed (65.6%). The plasmid band profile showed eight different patterns and one common band. These results
show the necessity of increasing the regulations for the control and use of antibiotics, so the selective pressure of the intra
hospital flora would be restricted.

Key wordsKlebsiella pneumoniaenultiresistentextended spectruffitlactamase, biotype, plasmidic band profiles.

INTRODUCCION

Klebsiellaspp, en particulaKlebsiella pneumo- 1997; Georgeet al, 1995; Goubyet al, 1994; Li
niae, es causa importante de infeccién nosoco- y Lin, 2000; Parasakthét al., 1999; Sirotet al,
mial (Abott, 1999). Las infecciones p. 1991, 1992; Yaget al, 2000; Yung-Fong Liet
pneumoniaese presentan en cualquier parte del al.,, 1998). La primera fase del proyecto Artemis,
cuerpo, pero la mayor incidencia ocurre en los un estudio global de vigilancia in vitro de la re-
tractos urinario y respiratorio. La poblacion de sistencia, con la participacién de diez paises lati-
alto riesgo para adquirir estas infecciones son los noamericanos, reporté que entre 40 y 60% de las
pacientes inmunocomprometidos, los neonatos, cepas d&. pneumoniaeson resistentes a las nue-
los pacientes con cirugia previa, y con diabetes y vas penicilinas, a las cefalosporinas de segunda
cancer, presentandose mayor riesgo en aquellosy tercera generacion, asi como también a los in-
con hospitalizacion prolongada que reciben tera- hibidores de lag-lactamasas (Orrantiat al.,
pia antimicrobiana con antibiéticos de amplio 1998). En nuestro pais, la sensibilidad reportada
espectro y tratamiento en unidades de cuidados paraK. pneumoniaees muy variable para cefa-
intensivos (UCI) (Hansest al, 1999; Podschun losporinas de tercera generacion (62 a 77%),
y Ullmann, 1998). amikacina (65 a 95%) y aztreonan (60 a 74%)
(Castafiedat al, 2000; Crespo y Vélez, 1998,
Este microorganismo es con frecuencia resistente 2000; Robledo y Robledo, 1999). Estos datos
a numerosos antibioticos, incluyendo las recien- sugieren la presencia en nuestro mediokde
tes oxy-imino-cefalosporinas (ceftazidima, cef- pneumoniagesistente a miltiples antibiéticos, lo
triaxona, cefpirome y cefepime) y aztreonam, por cual es el reflejo local del problema creciente en
adquisicién de plasmidos que codifican la produc- el ambito mundial.
cion def-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
(Chevalieret al., 2000; Drusano, 1998; Li y Lin,  La resistencia a los antibiétic@lactamicos en
2000; Kokleret al, 1999; Nordmann, 1998; Pi- K. pneumoniaees mediada principalmente por
tout et al, 1998). Entre los bacilos gramnegativos plasmidos, casi todos agrupados cofatacta-
entéricos, las especies Héebsiellason las que masas TEM o SHV, que portan adicionalmente
con mayor frecuencia exhiben resistencia mdlti- genes de resistencia a otros medicamentos tales
ple a antibioticos (Sirogt al, 1991). como aminoglicésidos, cloranfenicol, sulfamidas,
trimetoprim y tetraciclinas, hecho que limita la
En 1990 mas de 90% de los aislamientoXde  eleccion de terapias alternativas.
pneumoniaesn el mundo fueron resistentes a ce-
falosporinas y aminoglicésidos (Li y Lin, 2000). K. pneumoniaees, entre los gramnegativos, la
En Europa, Norteamérica, Asia, region del Paci- especie que con mayor frecuencia se reporta
fico, Africa y Oceania se han descrito muchos como productora de BLEE (Eltahawy, 1997; Ho-
patrones de resistencia mditiple a antibidticos en rii et al, 1993; Jacoby y Han, 1996; Jacoby y
K. pneumoniagasi como también la produccion Medeiros, 1991). La colonizacién por cepas de
de BLEE (Arakawaet al, 2000; Arletet al, 1994; K. pneumoniaenultirresistente productoras de
Bradfordet al, 1994; Brangeet al, 1998; Brun- BLEE es un fenémeno complejo que involucra
Buissonet al, 1987; Decreet al, 1998; Eltahawy, diferentes mecanismos, tales como diseminacion
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de varias cepas epidémicas, de plasmidos o deportamiento del fenomeno de multirresistencia de
genes de resistencia, o diseminacion concurrente €ste importante patégeno nosocomial (Castafe-
de cepas, plasmidos y genes (Eis¢ral, 1995; daet al, 2000; Crespo y Vélez, 1998, 2000; Ro-
Goubyet al, 1994; Jacoby y Han, 1996; Jacoby bledo y Robledo, 1999; Sanchez al, 1998).
y Medeiros, 1991; Litet al, 1998; Papanicolaou = Como hemos visto, durante las Ultimas décadas
et al, 1990; Shannomt al, 1998; Yung-Fong han emergido en el mundo cepaskdepneumo-
Urbanet al, 1994). niae multirresistentes que producen BLEE, y la
emergencia de dichas cepas tiene importantes
La deteccion in vitro de la expresion de BLEE es implicaciones clinicas y terapéuticas. Por lo an-
dificil con la utilizacion de métodos convencio- terior nos propusimos caracterizar fenotipicamen-
nales de susceptibilidad, porque muchas de laste y determinar el perfil de bandas plasmidicas
cepas resistentes a I@slactamicos mas utiliza-  de aislamientos d&. pneumoniaenultirresisten-
dos como cefotaxime y ceftriaxona son reporta- te€s provenientes de diferentes centros hospitala-
das como sensibles (Emery y Weymouth, 1997; rios de Medellin, mediante la biotipificacion de
Katsaniset al, 1994), por lo que es necesario 10s aislamientos, el establecimiento del patron de
utilizar métodos especificos para la deteccion de susceptibilidad, la determinacion de la produc-
estas enzimas, tales como la prueba de sinergis-Cion dep-lactamasas de espectro extendido y la
mo de doble disco, el E-test o la prueba de terce- definicion del perfil de bandas plasmidicas.
ra dimension (Horiet al, 1993; Livermore, 1995; i
Vercautereret al, 1997). MATERIALES Y METODOS

La habilidad para rastrear o invo|ucraKapneu- Aislamientos bacterianos.Entre octubre de 1999

moniaeen brotes nosocomiales se ha convertido Y agosto de 2000 se recolectaron 32 aislamientos
en un problema para los laboratorios clinicos. La de K. pneumoniagesistentes por lo menos a tres
utilizacién de varios métodos de tipificacién para 9rupos diferentes de antibioticos, no duplicados
establecer si una serie de aislamientos bacteria-(UN aislamiento por cada paciente), en cuatro
nos estan relacionados es de utilidad para estu-Nospitales de tercer nivel de complejidad de la
dios epidemiolégicos de brotes y dispersién ciudad de Medellin: Universitario San Vicente de
nosocomial de cepas. La tipificacién con siste- Paull((;iUSV(I;)iI,Pablo Toboanrlbe (HPTU), Ge-
mas de identificacion fenotipicos, disponibles nglr_‘; eS_Me cej |r; (HG.NII) y Clinica LasbAm_erlcas
comercialmente, tales como el perfil de sensibili- (CLA)- Siete de os aislamientos se obtuvieron a
dad a antibioticos y los patrones de actividad partir _de sangre, diez de orina, dos de cateter, uno
metabolicos, no son satisfactorios para discrimi- de bilis, tres de esputo, dos de lavado bronqma_l,
nar entre los aislamientos, a menos que un mar- ¢"¢° de material purulento, uno de sonda gastri-
cador o perfil poco comun esté presente; por lo cay uno _de lavado peritoneal. De los aislamien-

: L ' . __tos estudiados no fueron considerados, para el
que se hace necesaria la utilizacion de técnicas

basadas en el estudio aenético. El analisis del presente estudio, la informacion clinica ni su in-

orfil de bandas Iasmigicas s ' en estos Casos terpretacion como infeccion, colonizacion o con-
P as pi ’ : taminacion. Los aislamientos se obtuvieron a
de mucha aplicabilidad, ya que permite obtener

luacid idemiolaica. dtil determi partir de pacientes que se encontraban en dife-
una evaluacion epidemiologica util para determi- onieq salas: dos en unidad renal, catorce en sala

nar diferencias o semejanzas entre los aislamien- 4o pediatria (lactantes), uno en unidad de tras-

tos sometidos a estudio; sin embargo, NinguUNO piantes, dos en sala de cirugia, tres en unidad de
de estos metodos permite determinar origen clo- ¢igados intensivos (UCI), siete en sala de medi-
nal (Arbeit, 1999; Jalaluddiat al, 1998; Liu Yue cina interna y tres en unidad de cuidados espe-
et al, 1997; Podschun y Ullmann, 1998). ciales (UCE) (tablal).

En Colombia, y en particular en Medellin, son |dentificacion bioquimica. La identificacion bio-
pocos los trabajos realizados para estudiar el com- qyimica de los aislamientos se realiz6 en el siste-
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Tabla 1. Origen, procedencia, biotipos, produccion de BLEE y perfil de bandas plasmidicas de 32 aislamiergnsut@oniae
resistentes a antibioticos, provenientes de cuatro centros hospitalarios de Medellin

N.° de Origen Hospital/sala Sexo Biotipo BLEE Perfil
aislamiento plasmidico

2 Material purulento HUSVP/un. renal F 7774437-0 Negatiyo 3
36 Material purulento HUSVP/med. interna M 6774437-2 Positivio * 5
21 Sangre HGM/med. interna M 7654437-2 Positivo 3
17 Orina HUSW/un. de transplantgs F 7754427-0 Negativyo * 4
13 Sangre HPTU/UCI F 7754437-2 Negativo 3
22 Sangre HGM/pediatria M 7754437-2 Positivo 3
37 Lavado peritoneal HUSVP/un. renal M 7754437-2 Positivo 3
19 Esputo HUSVP/UCI M 7754437-2 Positivo 6
32 Orina CLA /pediatria M 7754437-2 Negativo 8
33 Orina CLA/pediatria F 7754437-2 Negativo 5
7 Catéter HUSVP/pediatria ND 7754437-2 positivo *5
41 Sangre CLA/pediatria F 7754437-2 negativo 3
28 Bilis HPTU/UCE ND 7770437-2 positivo o
18 Esputo HUSVP/cirugia F 7774427-2 negativo 2
14 Sangre HGM/cirugia F 7774435-2 positivo 2
15 Aspirado gastrico HGM/pediatria M 7774435-2 positivo 2
20 Sangre HGM/pediatria ND 7774435-2 positivo 2
23 Orina HGM/pediatria ND T7774435-2 positivo 2
24 Orina HPTU/med. interna M 7774435-2 positivo 2
38 Material purulento HPTU/med. interna F 7774435-2 positivp * 9
27 Orina HPTU/med. interna M T774437-2 negativo 3
30 Lavado bronquial HPTU/med. interna M T774437-2 positivo k!
35 Esputo HUSVP/UCE M 7774437-2 negativo 4
11 Sangre HUSVP/pediatria F T774437-2 positivo 7
26 Orina HPTU/UCE F 7774437-2 positivo &
25 Lavado bronquial HPTU/UCI M T774437-2 positivo &
31 Orina HPTU/med. interna M 7774437-2 positivo *7
3 Catéter HUSVP/pediatria ND 7774437-2 negativo 7
8 Material purulento HPTU/pediatria ND T774437-2 positivo 4
12 Material purulento HUSVP/pediatria F 7774437-2 negativo 8
34 Orina HUSVP/pediatria M T774437-2 positivo )
40 Orina HPTU/pediatria M T774437-2 positivo )

ND: no determinadd;: perfil Gnico.

ma automatizado MicroScan (Dade International
Inc., West Sacramento, CA, USA). Se utilizé el
Combo 20 (Neg Combo Type 20 B 1017-119),

que analiza veinticuatro pruebas de identificacion.

Pruebas de sensibilidad.a sensibilidad a vein-
tiln antibiodticos se determind en el sistema Mi-
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croScan (Dade International Inc., West Sacramen-
to, CA, USA). Se utilizo el Neg Combo Type 20
B 1017-119. Los antibidticos que se analizaron
fueron: cefazolina, cefalotina, cefotetan, cefuroxi-
ma, ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, cefpo-
doxima, cefepime, piperacilina, ampicilina,
ampicilina/sulbactam, ticarcilina/clavulanato,
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piperacilina/tazobactam, tobramicina, amikacina, gelacién (-70 °C) se realiz6 un repique en agar
gentamicina, ciprofloxacina, ofloxacina, imipenem, Luria Bertani (LB) y se incubd 24 horas a 37 °C.
trimetoprim/sulfa. Para determinar la sensibilidad o Se tomé una colonia y se sembr6é en 5 ml de cal-
resistencia a estos agentes antimicrobianos se utili-do LB, con incubacion a 37 °C toda la noche en
zan los criterios de punto de corte recomendados agitacion a 280 rpm. EI DNA plasmidico se ex-
por el Comité Nacional para Estandares de Labora- trajo utilizando el kit plasmid minipreparation
torio (NCCLS) (National Committee for Clinical (QIlAgen, Crawley, UK). La concentracion de
Laboratory Standards, 2000). DNA plasmidico se determin6 en un espectrofo-
tdbmetro Spectronic Génesis 5. Las bandas plas-
Determinacion de B-lactamasas de espectro  midicas fueron analizadas utilizandqgl de DNA
extendido. La produccion de BLEE se detect6é por plasmidico de cada uno de los aislamientos por
el método de sinergismo de doble disco segun electroforesis en gel horizontal de agarosa al 0.8%
Thomson y Sanders (Thomson y Sanders, 1992). sumergida en buffer Tris-Borato-EDTA 0.5%, a
A partir del aislamiento primario se tomé una 75V, 300 mA por 3 horas. El gel fue teflido con
colonia y se sembr6é en 5 ml de caldo Mueller- bromuro de etidio y las bandas se visualizaron en
Hinton. El medio se incub6 a 37 °C hasta alcan- un transiluminador con luz ultravioleta. Para esti-
zar una turbidez igual a la del tubo®N.5 de la mar el peso molecular de las bandas plasmidicas
escala de MacFarland y luego se sembr6 en for- se utilizé como patréie. coli V517 (Macrinaet
ma uniforme sobre una caja de petri que contenia al., 1978).
agar Mueller-Hinton. Se pusieron dos discos, uno
que contenia 30 pg de ceftazidima y otro que con- RESULTADOS
tenia 20:10 ug de amoxacilina:clavulanato, sepa-
rados por una distancia de 20 mm, y se incub6 24 Patrén bioquimico. Los 32 aislamientos estudia-
horas a 37 °C. La presencia de BLEE se determinados correspondieron a quince hombres, once mu-
por el aunento de la zona de inhibicién alrede- jeres y seis no determinados (neonatos). El 43.8%
dor del disco de la cefalosporina hacia el disco (14/32) de los aislamientos se obtuvo a partir de
que contiene el clavulanato (figura 1). salas pediatricas, 21.9% (7/32) de salas de medici-
na interna, 9.4% (3/32) de UCI, 9.4% (3/32) de
Determinacion del perfil plasmidico.A partir de UCE, 6.2% de la unidad renal (2/32), 6.2% (2/32)
cada uno de los aislamientos conservados en con-de los aislamientos a partir de salas de cirugia y
3.1% (1/32) de la unidad de trasplantes.

La biotipificacion demostré6 que 100% de los ais-
lamientos fueron positivos para glucosa, rafino-
sa, lisina, citrato, sucrosa, esculina, melobiosa e
inositol, y negativos para triptofano deaminasa,
acido sulfhidrico, indol, arginina, colistina y oxi-
dasa, lo que permitié identificar claramente los
aislamientos comd. pneumoniae.

Los biotipos se determinaron por variaciones en
urea, adonitol, malonato, sorbitol, arabinosa, or-

nitina, voges-proskauer y beta galactosidasa. Se
identificaron nueve biotipos diferentes entre los

Figura 1. Prueba positiva de sinergismo de doble disco. EI 32 aislamientos (tabla 1).

disco de la derecha contiene amoxacilina:clavulanato y el de la

izquierda contiene ceftazidima. Se observa un aumento en la . P
zona de inhibicion alrededor del disco de la cefalosporina hacia Con respecto al numero de biotipos, el HUSVP

el que contiene el clavulanato presenté seis, seguido del HPTU con cuatro, el
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HGM con tres y la CLA con uno. Los biotipos e imipenem. La sensibilidad para los demés anti-
més frecuentes fueron: el 7774437-2 en 37.5% bidticos probados fue variable. Entre 18.75 y

(12/32) de los aislamientos, en dos de las institu- 34.4% de los aislamientos presentaron sensibili-
ciones (siete aislamientos del HPTU y cinco del dad a las cefalosporinas de tercera generacion,
HUSVP; 50% provenia de salas pediatricas); el mientras que a las cefalosporinas de segunda y
7754437-2, encontrado en ocho aislamientos primera generacion sélo fueron sensibles 18.75
(25%) en las cuatro instituciones (sin embargo, y 9.4%, respectivamente. El 50% de los aislamien-
fue el Unico biotipo hallado en CLA; 62.5% pro- tos fueron sensibles a los inhibidores ticarcilina/

venia de salas pediatricas); y el 7774435-2 en clavulanato y piperacilina/tazobactam, mientras

18.8% (6/32), hallado en el HGM (4) y en el HPTU que a ampicilina/sulbactam sélo lo fue 15.6%. La

(2) (50% provenia de salas pediatricas). Los ca- sensibilidad a los aminoglicosidos fue de 18.7%

torce aislamientos provenientes de salas pediatri- para tobramicina, 56.3% para gentamicina y

cas correspondieron a estos tres biotipos mas43.7% para amikacina. La sensibilidad a trimeto-

frecuentes. prim/sulfa fue 34.4% (tabla 2).

Patrén de susceptibilidad.Las pruebas de sensi- Al relacionar el perfil de sensibilidad con los bio-
bilidad mostraron que 100% de los aislamientos tipos se encontr6 que los biotipos mas sensibles
fueron resistentes a piperacilina y ampicilina y fueron el 7774437-0 (17/21 antibi6ticos) y el
sensibles a ciprofloxacina, ofloxacina, cefotetan 7754427-0 (16/21), que corresponden a un ais-

Tabla 2. Susceptibilidad in vitro a diferentes antibiéticos de 32 aislamientogm®umoniaenultirresistente
provenientes de cuatro centros hospitalarios de Medellin

Antimicrobiano Resistente Sensible Sensibilidad
intermedia
# % # % # %
Cefazolina 29 90.60 3 9.40 _ _
Cefalotina 28 87.50 2 6.25 2 6.25
Cefotetan _ _ 32 100.00 _ _
Cefuroxima 26 81.25 6 18.75 _ _
Ceftazidime 4 12.50 10 31.25 18 56.25
Cefotaxime 3 9.40 9 28.10 20 62.5(
Ceftriaxona 5 15.60 11 34.40 16 50.00
Cefpodoxima 7 21.80 6 18.80 19 59.40
Cefepime 3 9.40 21 65.60 8 25.0(
Tobramicina 24 75.00 6 18.70 2 6.30
Amikacina 14 43.70 14 43.70 4 12.50
Gentamicina 14 43.70 18 56.30 _ _
Ciprofloxacina _ _ 32 100.00 _ _
Ofloxacina _ _ 32 100.00 _ _
Ticarcilina/clavulanato 15 46.90 17 53.10 _ _
Ampicilina/sulbactam 25 78.10 5 15.60 2 6.30
Piperacilina/tazobactam 16 50.00 16 50.00 _ _
Imipenem _ _ 32 100.00 _ _
Piperacilina 32 100.00 _ _ _ _
Ampicilina 32 100.00 _ _ _ _
Trimetoprim/sulfa 21 65.60 11 34.40 _ _
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lamiento en cada uno de estos biotipos. El 100% HPTU son productores de BLEE, 50% (6/12) en
de los aislamientos pertenecientes al biotipo el HUSVP y 100% (6/6) en el HGM, mientras que
7754437-2 mostro resistencia a cefalosporinas de en la CLA todos los aislamientos son negativos
primera generacion. Los tres aislamientos prove- para BLEE.
nientes de la CLA pertenecientes a este biotipo
muestran un perfil de sensibilidad idéntico, con Determinacion del perfil de bandas plasmidicas.
resistencia no sélo a cefalosporina de primera La determinacion del perfil de bandas plasmidi-
generacion sino a tobramicina, gentamicina y to- cas demostré que los 32 aislamientos tienen ocho
dos los inhibidores, con sensibilidad a cefalos- perfiles diferentes en cuanto al niumero de ban-
porinas de segunda, tercera y cuarta generaciéndas, distribuidos entre dos y nueve bandas plas-
y sensibilidad intermedia a amikacina. midicas (figura 2). Al analizar estos hallazgos se
observo que en los perfiles de dos y tres bandas
Cuatro de los seis aislamientos provenientes del éstas siempre presentan el mismo corrido elec-
HGM, pertenecientes al biotipo 7774435-2, pre- troforético, mientras que los de cuatro a nueve
sentaron el mismo perfil de sensibilidad a los an- presentaron patrones de migracion diferentes (Uni-
tibi6ticos analizados: resistentes a cefalosporinas cos). Los perfiles se distribuyeron asi: seis aisla-
de primera y segunda generacion, tobramicina, mientos (18.8%), dos bandas; siete (21.9%), tres
amikacina y trimetoprim/sulfa, sensibles a genta- bandas; cinco (15.6%), cuatro bandas; tres
micina y con sensibilidad intermedia del 100% a (9.4%), cinco bandas; tres (9.4%), seis bandas;
cefalosporinas de tercera generacion y del 83.3% tres (9.4%), siete bandas; uno (3.1%), ocho ban-
a cefepime. das; cuatro (12.5%), nueve bandas. Todos los ais-
lamientos mostraron una banda comuin que corre
Seis biotipos fueron resistentes a cefazolina, cin- a la altura de la banda de 5.5 Kb del marcador de
co a cefalotina, cinco a cefuroxima, cuatro a to- peso molecular.
bramicina, cuatro a ampicilina/sulbactam y tres a
trimetoprim/sulfa. No se encontré ninguna rela-
cion entre los biotipos y el tipo de muestra a par-
tir de la cual se obtuvieron los aislamientos. - S = -

. — —

Determinacién de la produccién de BLEEEN la =
determinacion de BLEE (tabla 1) se encontr6 que "'""""""-"“"? %
65.6% (21/32) de los aislamientos son positivos y ; '
34.4% (11/32) negativos. En los aislamientos pro-
venientes de pediatria se vio que 64.6% (9/14) pro-
ducen estas enzimas, asi como 85.7% (6/7) de los
provenientes de medicina interna, 66.6% (2/3) de
los de UCE y 66.6% (2/3) de los de UCI. De los
provenientes tanto de la unidad renal como de ci-
rugia, 50% son productores de BLEE.

Figura 2. Perfil de bandas plasmidicas. Carril 1y 14: marcador

Al relacionar estos datos con los biotipos se en- d€Pes0 moleculag( coliv517). Carriles 2-13: aislamientos de
K. pneumoniaenultirresistentes; carriles 2 y 3: aislamientos 14

contré que en el biotipo 7774_43_7'2 producen es- y 15 con dos bandas plasmidicas; 4 y 5: aislamientos 2 y 21 con
tas enzimas el 66.6%, en el biotipo 7754437-2 |as tres bandas; 6 y 7: aislamientos 35y 11 con cuatro bandas, dos

produce el 50% y en el biotipo 7774435-2 el 100%. perfiles diferentes; 8y 9: aislamientos 33y 36 con cinco bandas,
dos perfiles diferentes; 10: aislamientos 25 y 6 con seis bandas,

‘2 TR ‘ dos perfiles diferentes, 11: aislamientos 3y 7 con siete bandas,
En relacion con las instituciones se observé que dos perfiles diferentes; 12: aislamiento 32 con ocho bandas; 13:

81.8% (9/11) de los aislamientos provenientes del gisjamiento 40 con nueve bandas
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Con respecto a la distribucion de los perfiles de (dos bandas) y todos son productores de BLEE.
bandas plasmidicas por institucion, el HUSVP Es posible, a pesar del bajo numero de cepas es-
presento siete, el HPTU seis, la CLAtresy el HGM tudiadas en este lugar, que en esta institucién se
dos. Al relacionar el perfil de bandas con la pro- presente dispersién de cepas y de pladsmidos que
duccién de BLEE, se encontré que todos los ais- portan genes para la produccién de estas enzi-
lamientos que presentaron el perfil de nueve mas. Es necesario hacer el andlisis de las bandas
bandas (4/32) producen estas enzimas, y en losplasmidicas por medio de cortes con enzimas de
restantes siete perfiles se encontraron aislamien-restriccion y realizar ensayos de transformacion
tos que producen o no estas enzimas. para determinar si en los aislamientos analizados

se presentan mecanismos de diseminacion de re-
Se destaca que los cuatro aislamientos provenien-sistencia por dispersion de plasmidos y estudiar
tes del HGM que tienen el mismo biotipo el perfil genético para determinar posible origen
(7774435-2), el mismo patron de sensibilidad y clonal. Comparando un biotipo dado que se pre-
producen BLEE, poseen el mismo perfil de ban- senta en diferentes instituciones, se encontré que
das plasmidicas (dos bandas). Con excepciéon deel mismo biotipo puede presentar o no produc-
este caso, no se encontré ninguna relacién entrecion de BLEE, excepto el 7774435-2, en el que
el perfil de bandas plasmidicas con el patron de todos producen BLEE. Los tres biotipos detecta-
susceptibilidad, con los biotipos, con el tipo de dos en el HGM producen estas enzimas.
muestra, ni con las instituciones de las que pro-

venian los aislamientos. Teniendo en cuenta que en esta investigacion se
partio de aislamientos d€. pneumoniaenulti-
DISCUSION rresistente, fue imposible hacer comparaciones

con los diferentes estudios de sensibilidad repor-
Nuestros resultados muestran dliepneumoniae  tados para este microorganismo (Arakastaal,
nosocomial multirresistente es mas frecuente en 2000; Arletet al, 1994; Bradfordet al., 1994;
salas pediatricas (43.8%, 14/32) y que entre los Brangeret al, 1998; Brun-Buissort al, 1987;
biotipos determinados el 7774437-2 es el mas Castafiedat al, 2000; Crespo y Vélez, 1998,
comun. Estos resultados son similares a los re- 2000; Decréet al, 1998; Eltahawy, 1997; Geor-
portados por Sanchez (Sancletzal., 1998), pero ge et al, 1995; Goubyet al, 1994; Li y Lin,
a diferencia de ellos este trabajo muestra que el 2000; Orrantiaet al, 1998; Parasakthet al.,
biotipo 7774437-2 es mas frecuente en salas pe-1999; Robledo y Robledo, 1999; Siret al,,
diatricas (50%) que en quirurgicas. El hecho de 1991, 1992; Yaget al, 2000; Yung-Fong Liet
encontrar que los aislamientos provenientes de al., 1998). Sin embargo, es importante destacar
la CLA pertenecen al mismo biotipo (7754437- en este estudio que entre 18.75 y 34.4% de los
2), todos aislados a partir de salas pediatricas, conaislamientos son sensibles a las cefalosporinas de
un patron de sensibilidad idéntico y no produc- tercera generacion. No obstante, considerando
tores de BLEE, a pesar del bajo nimero de cepasque entre estas cefalosporinas, cefpodoxima es
estudiadas en este lugar, hace suponer la posibi-la que presenta mayor susceptibilidad in vitro a
lidad de un brote por la dispersion de una cepa la hidrélisis por BLEE, ésta representa la verda-
epidémica en esta institucion (los aislamientos se dera sensibilidad para este grupo de antibidticos
obtuvieron en un lapso de quince dias). Es nece-(18.8%). También se observa una disminucién de
sario estudiar el perfil genético de estos aislamien- la sensibilidad a los inhibidores de las a-lactama-
tos para determinar su posible origen clonal. sas y a los aminoglicésidos. El 100% de los aisla-

mientos es sensible a ciprofloxacina, ofloxacina,
Se observa que cuatro de los seis aislamientoscefotetan e imipenem, y resistentes a piperacilina
provenientes del HGM, pertenecientes al biotipo y ampicilina. La sensibilidad observada para ce-
7774435-2, presentaron el mismo patron de sen- fotetan se debe probablemente a la estabilidad de
sibilidad y el mismo perfil de bandas plasmidicas las cefamicinas a la hidrélisis por BLEE.
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El uso excesivo de cefalosporinas de espectro necesario hacer el andlisis de las bandas plasmi-
extendido en la practica médica es el principal dicas por medio de cortes con enzimas de restric-
factor responsable de la aparicion de BLEE en cion, para poder determinar si cada bandas
bacterias entéricas (Lakaseti al, 2000; Liver- corresponde a un plasmido diferente, y realizar
more, 1995; Podschun y Ullmann, 1998). Estu- ensayos de transformacion para evaluar el papel
dios recientes en Europa de aislamientos de estos plasmidos en el fendmeno de la resisten-
hospitalarios de&k. pneumoniaemuestran que  cia en los aislamientos estudiados.
entre 14 y 16% son productores de BLEE (Burwen
et al, 1994; Liuet al, 1992; Podschun y Ull-  La prueba de sinergismo de doble disco (Essack,
mann, 1998). No obstante, el porcentaje de estas2000) podria ser implementada como prueba ta-
cepas puede ser mucho mayor, porque la pruebamiz en los laboratorios clinicos, para la deteccién
convencional de difusion de disco usada de ruti- de BLEE. Esta es una técnica (til, de facil realiza-
na en el laboratorio no detecta la produccion de cion y bajo costo. Sin embargo, seria conveniente
BLEE debido a que aunque los MIC se incremen- realizar estudios que permitan la clasificacion y
tan y la zona de inhibicion decrece, el punto de caracterizacion de estas enzimas.
corte para resistencia no se alcanza (Ematml,
1997; Essack, 2000; Ferraro, 2001; Livermore, En Colombia, el estudio de aislamientos Kle
1995; Vercauterert al, 1997). Con la aplica- pneumoniaeen ambientes hospitalarios, en don-
cion de la prueba de sinergismo de doble disco de tiene mayor impacto el uso indiscriminado de
para la deteccion de BLEE se encontr6 que 65.6% los antibiéticos, es poco (Castafieztaal, 2000;
de los aislamientos son productores de estas en-Crespo y Vélez, 1998, 2000; Robledo y Roble-
zimas. En concordancia con Tzelepi (Tzelepi do, 1999; Sancheeat al, 1998). Los resultados
al., 2000), se encontr6 que colocando el disco de de este trabajo muestran un panorama de lo que
cefalosporina a una distancia de 20 mm del disco actualmente esta sucediendo en las instituciones
gue contiene clavulanato, se obtienen resultados estudiadas. Llama la atencion la circulacion de
més reproducibles que los discos puestos a unacepas deK. pneumoniaecon alta disminucion de
distancia de 30 mm. la sensibilidad a las cefalosporinas, a los inhibi-
dores de lag-lactamasas y a los aminoglicési-
Los resultados de este estudio demuestran altodos, y la abundante producciéon de BLEE. Estos
porcentaje de cepas multirresistentes producto- resultados demandan la necesidad de implemen-
ras de BLEE (65.6%), aun teniendo en cuenta que tar, en estas instituciones, politicas de control en
esta investigacion partio de aislamientos multi- el uso de antibidticos para limitar la presién se-
rresistentes. lectiva en la flora intrahospitalaria, vigilar la emer-
gencia de nuevos fenotipos resistentes o la
Se encontraron ocho perfiles de bandas plasmi- dispersion de nuevas cepas, para lo que se re-
dicas diferentes (entre dos y nueve bandas). To- quiere la conformacién y el fortalecimiento de
dos los aislamientos tienen una banda comun quelos comités de infecciones hospitalarias o de los
corre a la altura de la banda de 5.5 Kb del marca- comités de vigilancia epidemiolégica que lleven
dor de peso molecular. Es posible que esta bandaa cabo dicho control.
plasmidica porte los genes de resistencia para
piperacilina y ampicilina ya que todos los aisla- AGRADECIMIENTOS
mientos son resistentes a estos antibioticos. En
este estudio se observa alta variabilidad tanto en A los hospitales: Universitario San Vicente de
los patrones de sensibilidad como en los perfiles Paul, Pablo Tobén Uribe, General de Medellin y
de bandas plasmidicas. Segun Macrina (Macrina Clinica Las Ameéricas por su colaboracion para la
et al, 1978), cada una de las bandas observadasobtencion de los aislamientos. A los doctores Pa-
en el marcador de peso molecular corresponde atricia Sierra V., Edwin Patifio G. y Omar Triana
diferentes plasmidos. Sin embargo, consideramos Ch. por su apoyo académico. A las auxiliares de
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laboratorio Alba Lucia Gomez y Luz Maria Gue-
rra por su apoyo logistico. A la ingeniera quimica
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