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Susceptibilidad a betalactamicos y resistencia por
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en
Enterobacteriaceae aisladas de reservorios
ambientales de un hospital general en
Cajamarca, Peru.*

Beta-lactam susceptibility and resistance by extended spectrum beta-lactamases (ESBL) in
Enterobacteriaceae environmental isolations at a general hospital in Cajamarca, Peru.

Marco Rivera-Jacinto?, Claudia Rodriguez-Ulloa?, Gladys Huayan-Davila®, Pedro Mercado-Martinez *

RESUMEN

Obijetivos: Identificar enterobacterias en reservorios intrahospitalarios, evaluar su sensibilidad a betalactamicos y
determinar su capacidad de producir betalactamasas de espectro extendido (BLEE), en el Hospital Regional de
Cajamarca. Material y métodos: Se obtuvieron muestras mediante hisopado de grifos, lavatorios, mesas, camas y
tablillas de historia clinica en las areas de cirugia y pediatria; se recuperaron, aislaron e identificaron 45 cultivos de
importancia clinica: 14 Enterobacter cloacae, 11 Escherichia coli, 5 Citrobacter freundii, 4 Klebsiella pneumoniae
y 11 de otros géneros. Se determind la sensibilidad antimicrobiana a los antibidticos betalactdmicos: ampicilina,
cefalotina, cefoxitina, ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, amoxicilina-clavulanato, aztreonam e imipenem. Teniendo
en cuenta los didmetros criticos de tamizaje, se realiz6 el test confirmatorio para BLEE. Para el andlisis estadistico
se utilizo el programa estadistico SPSS v15. Resultados: De los 45 cultivos aislados 34 fueron resistentes a ampicilina,
34 a cefalotina, 14 a cefoxitina, 12 a cefotaxima, 11 a ceftriaxona, 5 a ceftazidima, 19 a amoxicilina-clavulanatoy 15
a aztreonam. Doce cultivos presentaron resistencia por BLEE a cefalosporinas de tercera generacion y/o
monobactamicos, cuatro E. coli y cuatro E. cloacae fueron los mas relevantes. Todos fueron sensibles a imipenem.
Conclusiones: Dada la capacidad de algunos de estos cultivos de producir BLEE existe el riesgo de brotes
intrahospitalarios que pueden complicarse cuando son originados por microorganismos multirresistentes. La
produccion de BLEE como mecanismo de resistencia en los cultivos hallados debe ser motivo de preocupacion por
las implicancias que tiene.(Rev Med Hered 2011;22:69-75).
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SUMMARY

Objectives: To identify enterobacteria cultures in nosocomial reservoirs, assess their sensitivity to beta-lactams and
their ability to produce extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) at the Hospital Regional de Cajamarca. Material
and methods: Samples were collected by cotton swab in faucets, sinks, tables, beds and patients’ medical charts in
the areas of surgery and pediatrics, 45 cultures clinically important were recovered, isolated and identified: 14
Enterobacter cloacae, 11 Escherichia coli, 5 Citrobacter freundii, 4 Klebsiella pneumoniae and 11 the other genres.
An antimicrobial susceptibility test was performed for beta-lactamic antibiotics: ampicillin, cephalothin, cefoxitin,
ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone, amoxicillin-clavulanate, aztreonam and imipenem. Given the critical diameters
of screening, the confirmatory test for ESBL was performed. For statistical analysis, were used SPSS v15. Results:
Of the 45 cultures isolate, 34 were resistant to ampicillin, 34 to cephalothin, 14 to cefoxitin, 12 to cefotaxime, 11 to
ceftriaxone, 5 to ceftazidime, 19 to amoxicillin-clavulanate and 15 to aztreonam. Twelve cultures were resistant to
third-generation cephalosporins and monobactams for ESBLs, four E. coli and four E. cloacae were the most
relevant. All were sensitive to imipenem. Conclusions: Given the ability of some of these cultures to produce ESBL,
there is a risk of nosocomial outbreaks that can be complicated when are caused by multiresistant organisms. ESBL

production as a resistance mechanism in cultures found cause concern.(Rev Med Hered 2011;22:69-75).

KEYWORDS: Enterobacteriaceae, Beta-lactamases, drug resistance, cross infection.

INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae constituye el grupo
mas grande y heterogéneo de bacilos gramnegativos
de importancia médica y son las bacterias que se
recuperan con mayor frecuencia en muestras clinicas
humanas (1). En las ultimas décadas, estos bacilos han
adquirido mayor importancia como agentes causantes
de infecciones intrahospitalarias (IIH), debido a que
han desarrollado fenotipos de resistencia bastante
amplios frente a los antimicrobianos (2); situacion que
ha sido reportada en practicamente todo el mundo
(3.4).

Los betalactamicos son los antimicrobianos de
mayor prescripcién a nivel intrahospitalario,
paralelamente hay un incesante aumento de la resistencia
bacteriana (5). La prevalencia de resistencia entre las
enterobacterias es alta en todo el mundo y la produccion
de betalactamasa de espectro extendido (BLEE)
constituye el mecanismo mas importante y un serio
problema que afecta el uso de varios betalactamicos
incluyendo cefalosporinas de tercera generacion (C3G)
(4). Ademas, los genes que codifican estas enzimas
pueden ser trasmisibles por plasmidos y por lo general
se acompafian de co-resistencias frente a otros
antibioticos, limitando las opciones terapéuticas.

Multiples estudios indican que el amplio, inadecuado
y muchas veces irracional uso de antimicrobianos, asi
como la falta de programas integrales de vigilancia y
control, son causas de la secleccidén de bacterias
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resistentes siendo las personas mas expuestas las que
estan en los hospitales, lo que puede empeorar su
prondstico e incrementar los costos de atencion
incluyendo un mayor tiempo de estancia hospitalaria
(6). Estas bacterias bien pueden estar contenidas en
reservorios hospitalarios, contribuyendo al aumento de
las TIH.

Puesto que la mayor parte de investigaciones de
resistencia bacteriana se realizan en cultivos de fluidos
corporales, las bacterias contenidas en reservorios
intrahospitalarios (fomites, dispositivos de uso comun
o superficies ambientales) son subestimadas en su
posible papel de patogenos (7), subestimando su
capacidad de portar genes de resistencia y su capacidad
de trasmision. Sin embargo, algunas superficies y
elementos de uso hospitalario comun han sido
reconocidos como reservorios bacterianos con
importante potencial de infeccidon: sabanas, camas,
barandas de camas, manijas de puertas, mesas, tablillas
de historia clinica y otras superficies del entorno
inmediato de los pacientes (8,9), sustentando la tesis
de que estas bacterias juegan un papel importante en la
diseminacién de la resistencia y pueden ser
determinantes en las ITH, sobre todo porque muchas
especies sobreviven por meses sobre superficies
inanimadas (10) y porque las manos colonizadas del
personal también pueden diseminar estas bacterias, luego
del contacto con superficies contaminadas (8,11). Esto
nos hace reflexionar sobre la importancia de conocer
la epidemiologia de estas bacterias para plantear
estrategias encaminadas a disminuir y controlar la



Susceptibilidad a betalactamicos y resistencia por betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en Enterobacteriaceae.

resistencia intrahospitalaria.

En nuestro pais, pese a la alta incidencia de IIH,
practicamente no existen reportes de mecanismos de
resistencia en bacterias de origen ambiental salvo los
hechos anteriormente por nosotros (12,13).
Considerando el impacto que tienen las IIH en la
economia de los pacientes y sus familias, sobre todo
cuando son producidas por organismos resistentes a
antimicrobianos, y teniendo en cuenta que el adecuado
seguimiento de estos gérmenes puede contribuir a
controlar y disminuir la incidencia, se realizé el estudio
con el objetivo de identificar enterobacterias contenidas
en reservorios intrahospitalarios del Hospital Regional
de Cajamarca, evaluandose su sensibilidad frente a
antibioticos betalactamicos y su capacidad para
producir BLEE como mecanismo de resistencia.

MATERIALY METODOS
Toma de Muestras

Durante el ultimo trimestre del afno 2009 se
obtuvieron un total de 55 muestras a partir de potenciales
reservorios bacterianos (lavatorios, grifos, mesas,
camas y tablillas de historia clinica), en salas con
pacientes o vacias, incluyendo servicios higiénicos,
pasillos y salas de vestir del personal, de las areas
hospitalarias de cirugia y pediatria del Hospital Regional
de Cajamarca. Para la toma de muestra se humedecieron
hisopos estériles en solucion salina estéril; luego por el
método de hisopado de superficies fueron rotandose
sobre la superficie a muestrear; luego fueron
introducidos en tubos con caldo infusién-cerebro—
corazon para ser transportados en cadena de frio al
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional
de Cajamarca para su procesamiento inmediato.

Aislamiento e identificacion de Enterobacteriacea

En el laboratorio, se retird el hisopo y se incub¢ el
caldo durante 24h a 37°C. Cumplido el tiempo, se
sembr6 por estrias en agar sangre y McConkey y se
incubd por 24h a 37°C. Se confirmo el crecimiento y
se realizd coloracion de Gram para verificar la
morfologia y pureza de los cultivos. En caso de
encontrar mas de un tipo de colonia se procedi6 a
verificar si habia 0 no contaminantes (gérmenes que
no correspondan a la muestra), si se concluia que no
habia contaminantes se proces6 como otro cultivo.
Determinada la morfologia y pureza de los cultivos, se
realiz6 la prueba de oxidasa (Oxoid) para diferenciar

Enterobacteriaceae (negativos) de bacilos gram
negativos no fermentadores (positivos), luego se
continu6 con la identificacion bioquimica por métodos
convencionales (1).

Prueba de sensibilidad a antibiéticos betalactamicos

La prueba de sensibilidad a betalactamicos se realizo
con el método de disco difusion y su interpretacion
con los puntos de corte del comité europeo para
pruebas de susceptibilidad (14). Los betalactamicos
probados (Oxoid) fueron: ampicilina (AMP), cefalotina
(KF), cefoxitina (FOX), amoxicilina/acido clavulanico
(AMC), aztreonam (ATM), imipenem (IPM),
ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX) y ceftriazone
(CRO). Las cepas resistentes a una o varias C3G y
positivas al tamizaje (4), pasaron a la prueba
confirmatoria para BLEE.

Determinacion de produccion de BLEE

Se empled el método del doble disco descrito por
Drieux (15); para ello, se prepararon suspensiones
bacterianas en solucion salina fisiologica estéril al 0,85%
con turbidez comparada al tubo 0,5 MacFarland y luego
se inocularon en agar Mueller-Hinton (Merck). La
prueba consistié en colocar un disco de AMC (20/10
ug) en el centro de las placas, y alrededor de éste se
colocaron, a una distancia de 20 mm, discos de CAZ
(30 pg), CTX (30 pg), CRO (30 pug) y ATM (30 pg).
Las placas fueron luego incubadas por 24 horas a 37°C.
La presencia de BLEE se confirmé por el efecto
sinérgico del inhibidor (efecto tapon de corcho en la
figura 1), en la forma de ampliacion del halo en uno o
varios de los betalactamicos incluidos en la prueba (2).

Control de calidad

Para el control de calidad de las pruebas se utilizaron
las cepas ATCC 700603 de K. pneumoniae productora
de BLEE y la cepa no productora ATCC 25922 de E.
coli.

Analisis estadistico

En el analisis estadistico, para determinar la
frecuencia de positividad de enterobacterias en los
reservorios y de BLEE en los cultivos, se empled el
programa SPSS v15. Se empled el chi cuadrado para
estimar la asociacion entre las areas hospitalarias y los
cultivos productores de BLEE, considerandose
estadisticamente significativo un p<0,05.
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Figura 1. Efecto sinérgico de CAZ, ATM, CTX y CRO

Rivera-Jacinto M.. et al.

RESULTADOS

A partir de las muestras se recuperaron, aislaron e
identificaron 45 cultivos de enterobacterias de
importancia clinica: 14 E. cloacae, 11 E. coli, 5 C.
freundii, 4 K. pneumoniae y 11 de otros géneros (Tabla
1). En veinte muestras no se obtuvo aislamiento; de
los 45 aislamientos obtenidos, 25 fueron hallados como
unicos en el respectivo reservorio, y diez reservorios
presentaron hasta dos cultivos de enterobacterias
diferentes (Tabla 2).

La susceptibilidad de las enterobacterias aisladas

con AMC en la prueba confirmatoria de produccién de a los betalactamicos, se muestra en el grafico 1.

BLEE en una cepa de Enterobacter cloacae.

Tabla 1. Distribucion de cultivos de Enterobacteriaceae segtin reservorio y BLEE positivos.

Microorganismo

Grifo

Reservorios o superficie muestreada Totales BLEE+

Lavatorio Cama Mesa Tablilla

Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Citrobacter freundii
Klebsiella pneumoniae
Hafnia alvei

Serratia marcescens
Yersinia sp.
Providencia stuartii
Enterobacter aerogenes
Proteus vulgaris
Salmonella sp.

Totales

1
1
1

—_ 1

1 4 7 2 14 4
1 5 4 - 11 4
1 - 2 1 5 -
- - 3 - 4

- 2 1 - 3 -
- - 1 1 2 -
- - 1 1 2 1
- - 1 - 1 -
1 - - - 1 1
- - - - 1 1
- - 1 - 1 -
4 11 21 5 45 12

Tabla 2. Frecuencia de reservorios con Enterobacteriaceae

segun areas estudiadas.

Variable Cirugia Pediatria
(n=33) (n=22)

Total de aislamientos 22 23

1 aislamiento por reservorio 12 13

2 aislamientos por reservorio 05 05

Reservorios con cultivo negativo 16 04

Aislamientos BLEE positivos* 07 05

n: numero de muestras por area hospitalaria.

* p>0.05
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Gréfico 1. Sensibilidad a betalactamicos en Enterobacteriaceae aisladas.
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Doce cultivos (Tabla 1) fueron productores de
BLEE, 4 de E. coli y 4 E. cloacae fueron los mas
resaltantes, lo que implica que son resistentes a C3G o
monobactamicos; sin embargo, como es caracteristico
también de las BLEE, todos estos cultivos fueron
sensibles a carbapenémicos (IPM). No se encontro
diferencia en el numero de cultivos productores de
BLEE entre las areas hospitalarias estudiadas (p>0.05).

DISCUSION

La aparicion de cepas resistentes y multirresistentes
constituye uno de los mayores problemas en los
hospitales de todo el mundo, ya que dificultan el
tratamiento de las enfermedades infecciosas y deterioran
la economia y la calidad de vida de las personas (2).
En ese sentido, las altas frecuencias de resistencia a
los diferentes tipos de betalactamicos, significarian la
presencia de uno o varios mecanismos de resistencia
en las bacterias aisladas, cuyos fenotipos se evaltian
mejor sobre la base de una adecuada interpretacion del
antibiograma, asi por ejemplo, la resistencia a FOX
esta fuertemente relacionada con la presencia de
betalactamasas cromosémicas tipo AmpC y la
resistencia a C3G o monobactamicos (CAZ, CTX, CRO
0o ATM respectivamente) con la presencia de BLEE

(16).

Todas las especies listadas en la tabla 1 han sido
reportadas en multiples trabajos de investigacion como
causas de IIH, con alta incidencia sobre todo de E.
coli, Enterobacter sp. y K. pneumoniae (2,6); aunque
pocos estudios proveen evidencia convincente de que
los organismos del ambiente sean fuente importante de
trasmision entre los pacientes, Bhalla et al. demostraron
que algunos pueden ser adquiridos desde superficies
contaminadas (8).

Las BLEE, que derivan principalmente de las clasicas
enzimas TEM y SHYV, no s6lo son enzimas capaces de
hidrolizar penicilinas, C3G y monobactamicos sino que
localizadas en plasmidos son transferibles entre diversas
especies bacterianas, lo cual agrava la situacion. La
prevalencia de Enterobacteriaceae resistentes esta en
aumento en muchos hospitales del mundo,
principalmente E. coli y K. pneumoniae (16), pero esta
resistencia se convierte en un problema mayor si
originan brotes intrahospitalarios de identificacion tardia
y si desencadena multirresistencia antibiotica (17).

Los dispositivos y superficies de las areas
hospitalarias, pese a que se les ha subestimado como
reservorios microbianos, se han visto afectados por la
propagacion de microorganismos ubicuos, y pueden
ser origen de brotes importantes de ITH (7, 8, 11). Segin
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el tipo de reservorio, hallamos que la mayor proporcion
de cultivos BLEE (+) provenia de camas y lavatorios
sugiriendo una constante ya que antes habiamos
reportado la presencia de otras bacterias de importancia
patogena, también con capacidad de producir algin
tipo de betalactamasa en estos mismos reservorios
(12,13). Teng et al. (9) refuerzan la teoria de los
reservorios de enterobacterias multidrogorresistentes
al demostrar que aislamientos de K. pneumoniae de
tablillas de historia clinica presentaban el mismo
fenotipo de sensibilidad en el antibiograma que cultivos
de la misma especie aislados de los pacientes.

El hallazgo de bacterias resistentes en superficies y
reservorios intrahospitalarios podria reportarse de
forma creciente en los proximos afios, gracias a que
muchas tienen la propiedad de unirse avidamente a
superficies y objetos hospitalarios (12), convirtiendo
los ambientes hospitalarios en un sistema de
contaminacién bacteriana que puede llegar a
desencadenar IIH, cuyo principal vehiculo de
trasmision serian las manos del personal que trabaja en
el hospital (9,11). De las especies halladas, E. coli, K.
pneumoniae, dos de las principales especies
productoras de BLEE, y E. cloacae han sido asociadas
con brotes intrahospitalarios por cepas resistentes, lo
cual justificaria una asociacion causal de ITH que puede
complicarse cuando es originada por microorganismos
multirresistentes. Ademas C. freundii, S. marcescens y
E. aerogenes también pueden producir BLEE, y algunas
cepas pueden generar mas de un tipo de enzima (15,18).

Aunque esta investigacion no provea evidencia de
trasmision a los pacientes, nuestros datos sugieren que
el ambiente puede contribuir significativamente a la
contaminacion de las manos con microorganismos
multirresistentes, donde por obvias razones los
trabajadores de salud podrian jugar un papel importante
como vehiculos de trasmision de éstos potenciales
patogenos. Exponemos también como una necesidad
el seguimiento de estas bacterias, de origen no clinico,
productoras de BLEE, basado en cuatro razones
principales: el potencial de trasmision de estas cepas,
los brotes intrahospitalarios que pueden desencadenar,
el uso excesivo de antibidticos de amplio espectro que
su hallazgo significa y el reto de limitar los brotes
epidémicos controlando las resistencias y
multirresistencias.

Estos resultados, ademas, refuerzan la importancia
de una apropiada limpieza y desinfeccion de las
superficies y sobre todo del lavado de manos, sobre
todo después del contacto con reservorios
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potencialmente contaminados. Este es probablemente,
en nuestro pais, el primer reporte de enterobacterias
aisladas de superficies o reservorios intrahospitalarios
con demostrada capacidad de producir BLEE.

Es necesario indicar algunas de las limitaciones mas
importantes de este trabajo. No se determind la densidad
de las bacterias halladas en los reservorios, dato
importante porque con densidades pequefias o bajas de
los gérmenes se podria reducir significativamente el
potencial de trasmision. Por otro lado, la comparacion
con cepas de origen clinico podria habernos permitido
establecer una relacion mas fuerte con las ITH, estudio
que se debe implementar en el futuro. La prueba de
screening empleada para la deteccion de BLEE
productores tiene sus limitaciones, por lo que se
pudieron haber perdido aislamientos positivos.
Finalmente, no determinamos los fenotipos especificos
de las cepas BLEE positivas, por la diversidad de estas
enzimas, que en la actualidad es muy amplia y ademas,
la tarea es logisticamente muy costosa, ya que muchos
de estos mecanismos de resistencia so6lo son detectables
por procedimientos de tipificacion molecular.
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