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Prevalencia de infecciones intrahospitalarias causadas por Enterobacterias productoras de

B- lactamasas de espectro extendido.

Objetivo general: Determinar la prevalencia de infecciones nosocomiales causadas por

enterobacterias generadoras de [3- lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Lugar de estudio: Hospital de Infectologia, Centro Médico La Raza, IMSS, Ciudad de México.

Pacientes y métodos: De octubre del 2003 a enero del 2004 se estudiaron pacientes con
infecciones causadas por enterobacterias productoras de BLEE. Se incluyeron individuos adultos
(edad > a 16 afios), con infecciones nosocomiales definidadas de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana, en quienes se investigaron los padecimientos subyacentes, motivo de hospitalizacion,
estancia hospitalaria y uso previo de antimicrobianos. Las enterobacterias fueron identificadas
mediante el sistema Vitek. Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y la deteccion de

BLEE se evaluaron mediante la prueba E con ceftazidima y cefotaxima.

Resultados: Durante 4 meses se detectaron 105 episodios de infecciones nosocomiales de las
cuales 19 correspondientes a 11 pacientes, fueron causadas por enterobacterias. Entre los
enfermos: seis fueron hombres de 60 anos o mas; siete, diabéticos; todos habian recibido
cefalosporinas previamente; siete, fueron hospitalizados por fascitis necrosante; nueve, tuvieron
una estancia hospitalaria > a 14 dias . Las enterobacterias: representaron el 18% de los
microorganismos causales de IIH (19/105), 11 identificadas como Escherichia coli y 4 como

Klebsiella pneumoniae, de las cuales, 12 fueron identificadas como productoras de BLEE. La



prevalencia de E.coli y K. pneumoniae presuntivamente productoras de BLEE fue 11.4%
(12/105). Todos los aislados fueron sensibles a imipenem y so6lo 3, a ciprofloxacino y

cefatizidima.

Conclusiones: La prevalencia de infecciones nosocomiales causadas por E. Coli y Klebsiella
pneumoniae productoras de BLEE es elevada. Por lo tanto, la deteccion oportuna de tal
fenotipo en los aislados clinicos es necesaria para  propiciar el uso racional de los

antimicrobianos.



Prevalence of nosocomial infections caused by extended spectrum-f-lactamase producing

Enterobacteriacea.

Objective: To determine the prevalence of nosocomial infections caused by extended spectrum

B-lactamase producing Enterobacteriaceae.

Setting: Infectious Diseases Hospital National Medical Center La Raza, Mexico City

Patients and methods: From October 2003 to January 2004, inpatients with nosocomial
infection caused by extended-spectrum-B-lactamase-producing Enterobacteriaceae were studied.
We included adults (> 16 years old) with nosocomial infections, defined according to Norma
Oficial Mexicana. Comorbid conditions, hospitalization cause, prior antibiotic use and hospital
stay were recorded.  Enterobacteriaceae were identified by Vitek system. Antibiotic
susceptibility and B-lactamase production were performed by E-test with ceftazidime and

cefotaxime.

Results: Among 105 episodes of nosocomial infections identified during 4 months, 19 were
caused by Enterobacteriaceae, in 11 patients. Six were male patients older than 60 years old;
seven had diabetes mellitus; all individuals had used cephalosporins previously; seven, were
hospitalized by necrotizing fascitis; Nine, had hospital stay > 14 dias. Among 19

Enterobacteriaceae, 11 were identified as E.coli and 4 as K. pneumoniae (15/19) of which 12,

were presumptively p-lactamase producers giving a prevalence of 11.4% (12/105) for this



phenotype. All isolates were susceptible to imipenem, but only 3, to ciprofloxacin and

ceftazidime.

Conclusion: The prevalence of nosocomial infections caused by extended-spectrum-p-lactamase-
producing Enterobacteriaceae is high. Then, it is necessary the prompt detection of such

phenotype in clinical isolates to support a rational antibiotic use.



ANTECEDENTES

Durante las dos ultimas décadas se han reportado mundialmente varios brotes de
infecciones causadas por microorganismos productores de - lactamasas de espectro extendido
(BLEE). "% Este fenotipo de resistencia a B- lactdmicos existe entre todos los miembros de la
familia Enterobacteriacea; sin embargo Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae han sido los
mas estudiados, con prevalencia variable de 0 a 48%. ) Entre los factores de riesgo especificos
para adquirir infecciones por enterobacterias productoras de BLEE se encuentran los siguientes:
Estancia hospitalaria prolongada, severidad de la enfermedad, permanencia en unidad de
cuidados intensivos, procedimientos invasivos, asistencia mecdnica ventilatoria, dispositivos
externos y la exposicion previa a antibidticos ¥, ya que se ha observado relacién directa entre la
emergencia de dichas infecciones y el uso intrahospitalario de cefotaxima y ceftazidima . ¢ ®

Las  enterobacterias productoras de BLEE pueden ser reportadas sensibles a
cefalosporinas de amplio espectro, por lo que se esperaria que las infecciones por estos
microorganismos tuvieran una respuesta adecuada al emplearlos, sin embargo existe falla
terapéutica en 54 % (15/ 28) de los pacientes con tasas de mortalidad que oscilan entre 42 a
100%. %" Desde el punto de vista clinico es fundamental detectarlas y que sean reportadas como
resistentes a todas las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam.

Las BLEE se caracterizan por lo siguiente: Son mutantes derivadas de las familias de
enzimas TEM (Temoniera), SHV (variable sulfidrilo) y OXA (oxacilina); @ '™V las dos
primeras son mas frecuentes. Usualmente se codifican en plasmidos. '*'*'¥ Tienen substituido
uno o mas aminoacidos lo que se traduce en alteraciéon de su configuracion aumentando el

espectro del substrato. Hidrolizan tanto a monobactamicos (aztreonam) como a cefalosporinas de

amplio espectro que contienen cadenas laterales oximino (ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima ).



(9 Tn vitro, dichas enzimas se inhiben con 4cido clavulanico. ® Finalmente la prevalencia del
tipo de enzima varia segun las areas geograficas; asi se ha descrito que en América Latina las
enzimas prevalentes tienen mayor actividad para cefotaxima que para ceftazidima. !¢

Desde el punto de vista bacteriologico, la presencia de B — lactamasas de espectro extendido en
el laboratorio se pueden identificar tanto fenotipica como genotipicamente. Los métodos
fenotipicos son los siguientes: Difusion en agar, microdilucion, tridimensional, automatizado
(Vitek) e isoelectroenfoque. Los dos primeros pueden realizarse en todo laboratorio de
microbiologia clinica donde se efectlien pruebas de susceptibilidad, pues se fundamentan en
observar un mayor efecto sobre el microorganismo con la combinacion de B — lactamico / 4cido
clavulanico, que el evidente con el B — lactdmico solo. El método de difusion es el mas comun
por lo siguiente: Tiene una sensibilidad del 79 %, la cual se puede incrementar cuando la
distancia interdisco se reduce de 30 a 20 mm, es facil de realizar y tiene bajo costo. " El
método de microdilucién es muy laborioso por lo que la prueba E se ha propuesto como
alternativa. Esta prueba permite combinar la microdilucion con la difusidon en agar; sin embargo
su sensibilidad es controversial. '® ' 22 Los tres ultimos métodos son més sensibles pero
menos factibles. Los métodos genotipicos definen el tipo especifico de BLEE pero no determinan
su estado funcional. Entre los mas utilizados se encuentran, el perfil de pldsmidos, electroforesis
en campos pulsados, ribotipificacion, reaccion en cadena de la polimerasa y amplificacion al azar
de ADN polimérfico. Todos son muy laboriosos y de alto costo, por lo que no son métodos
accesibles para uso rutinario.

| Las enterobacterias productoras de BLEE parecen ser frecuentes en Latino América pues
se reportan prevalencias de 45 % y 8.5 % para Klebsiella pneumoniae y E coli,

respectivamente. *? En Argentina, un 9 % (39 / 427) de las enterobacterias han sido

productoras de BLEE. Si bien, E coli y K pneumoniae comprendieron el 37 %, el resto estuvo
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representado por otros 6 miembros de la familia Enterobacteriacea. ** En México, el
conocimiento de enterobacterias productoras de BLEE es escaso y data de los 90’s; sin embargo,
recientemente se ha informado un brote surgido en una unidad de cuidados intensivos neonatal
causada por K pneumoniae productora de BLEE tipo SHV- 5. %% )

Por todo lo anterior, se consideré ideal que la deteccion de las infecciones causadas por

microorganismos productores de BLEE forme parte del sistema de vigilancia epidemioldgica de

este hospital, de donde surgio el presente estudio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el &mbito mundial, se ha reportado incremento gradual de las infecciones causadas por
enterobacterias productoras de BLEE, lo cual se considera favorecido no so6lo por la ubicuidad
de la familia Enterobacteriaceae, sino también por la presion selectiva del uso frecuente de
cefalosporinas de amplio espectro y por la aplicacion irregular de las medidas para control de las
infecciones. ' En el HICMNR, la presencia de enterobacterias con tal fenotipo de resistencia
es probable, por lo siguiente: primero, las enterobacterias representan el 35 % de las infecciones
intrahospitalarias (55/ 157) y el 53 % (55/ 103) de las causadas por Gram negativos
(Epidemiologia hospitalaria HICMNR, 2003). Segundo, un 31 % (28073 unidades / 90885
unidades) de los antibioticos intravenosos utilizados son cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion (oficina de abastecimientos del HICMNR, 2003). Por tanto, consideramos que el
conocer la prevalencia de las infecciones causadas por enterobacterias productoras de BLEE
tendria las siguientes ventajas:
a.- Clinica, pues dichas bacterias deben reportarse como resistentes a todas las cefalosporinas,
independientemente del patrén de susceptibilidad dado las fallas terapéuticas que surgen, aun
cuando los organismos sean sensibles en el antibiograma. ®
b.- Epidemioldgica, ya que la presencia de tales infecciones debe vigilarse ante el riesgo de un
brote, propiciado por la facil transferencia de los plasmidos codificadores de BLEE, atin dentro

del mismo hospedero. !
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OBIJETIVO
Determinar la prevalencia de infecciones nosocomiales causadas por enterobacterias

productoras de - lactamasas de espectro extendido en pacientes atendidos en el HICMNR.
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PACIENTES Y METODOS:

Se llevo a cabo el estudio en forma prospectiva, transversal, observacional y descriptiva
en el departamento clinico de adultos y laboratorio de microbiologia del HICMNR, en el periodo
de octubre del 2003 a enero del 2004. Se incluyeron a individuos de > 16 afios de edad, con
infecciones intrahospitalarias causadas por bacterias Gram negativas, que aceptaron participar en
el proyecto, eliminandose aquellos cuya informacion clinica o epidemiologica se perdid. Las
fuentes de informacion con que contamos fueron la historia clinica dirigida y el expediente
clinico. Los instrumentos empleados fueron: cuestionario, microscopio de luz, autoclave, cajas de
Petri, medios de cultivo, sensidiscos, tiras para prueba E (Merck & Co., Inc ®), sistema
automatizado Vitek ®.

De las siguientes variables se establecio: Definicion (D), operacionalizacion (O), escala de
(28,29)

medicion (E) e indicador (I).

Infeccidn causada por enterobacterias que producen [-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

D: Sindrome clinico causado por la invasion de miembros de la familia Enterobacteriaceae
caracterizada por fiebre, leucocitosis y datos de localizacion del proceso, los cuales producen
BLEE, como expresion de resistencia a 3 lactamicos

O: Bacteremia: Infeccion por bacterias en el torrente sanguineo. El diagnéstico se establece en un
paciente con fiebre, hipotermia o distermia con hemocultivo positivo en ausencia de focalizacion
infecciosa. Este diagnostico también puede darse aiin en pacientes con menos de 48 horas de
estancia hospitalaria si se les realizan procedimientos invasivos o reciben terapia intravascular.
Un hemocultivo positivo para gramnegativos es suficiente para hacer el diagnostico, si no se

demuestra lo contrario.
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Neumonia: Inflamacion del parénquima pulmonar que incluye consolidacién con una
sustitucion por edema e infiltrado de los alvéolos pulmonares. Cuatro criterios hacen el
diagnéstico: Fiebre, hipotermia o distermia; tos, esputo purulento o drenaje purulento a través de
canula endotraqueal que al examen microscopico (en seco débil) muestra < 10 células epiteliales
y > 20 leucocitos por campo 10 x; signos clinicos de infecciéon de vias aéreas inferiores,
radiografia de torax compatible con neumonia e identificacion de microorganismo patdgeno en
esputo o secrecion endotraqueal.

Infeccién de vias urinarias (IVU): Amplia variedad de condiciones clinicas desde la bacteriuria

asintomatica hasta la pielonefritis aguda con sepsis.

IVU sintomaticas: Con tres o mas de los siguientes criterios se establecerd el diagndstico
independientemente del resultado de urocultivo: Dolor en flancos, percusion dolorosa del angulo
costovertebral, dolor suprapubico, disuria, sensacion de quemadura, urgencia miccional,
polaquiuria, calosfrio, fiebre o distermia, orina turbia. La etiologia se puede apoyar por los
siguientes hallazgos. En chorro medio y cateterismo una cuenta mayor a 50,000 UFC/ ml; en
muestra obtenida por puncion suprapubica cualquier desarrollo es diagndstico. El aislamiento de
un nuevo microorganismo en urocultivo es diagnostico un nuevo episodio de infeccion urinaria.
IVU asintomaticas: Con y sin sonda Foley se requiere evidenciar actividad inflamatoria con 10 o
mas leucocitos por campo en el sedimento urinario. Se considera infeccion relacionada a sonda
Foley cuando el urocultivo basal es negativo y un segundo evidencia mas de 50, 000 UFC/ ml.
Infeccién de tejidos blandos: Afeccion localizada en piel, tejido subcutaneo, fascia o hasta
musculo caracterizada por dolor localizado, hiperemia, inflamacion, calor y salida de material
purulento. Tres o mas de los siguientes criterios deben existir: Dolor localizado, espontaneo o a

la palpacidén, inflamacién, calor, rubor, crepitacion, necrosis de tejidos, trayectos linfangiticos,

15



organismo aislado del sitio afectado, drenaje purulento, absceso o evidencia de infeccion durante
la cirugia o por examen histopatoldgico.

Infeccion de sitio de insercion intravascular: Reaccidon inflamatoria infecciosa en sitio de

insercion de catéter con dos o mas de los siguientes criterios.: calor, edema, rubor, y dolor,
drenaje purulento del sitio de entrada del catéter, Gram del material purulento positivo y /o
cultivo positivo.

E: Nominal.

I: Bacteremia, neumonia, IVU, infeccion de tejidos blandos infeccidon de insercion intravascular.

Produccion de BLEE. ®

D: Incremento en la sensibilidad de un microorganismo al comparar el efecto de las
cefalosporinas de amplio espectro con y sin 4cido clavulanico.

O: Prueba positiva: Difusion en agar > Smm en el didmetro de inhibicion con la combinacion de
cefalosporina + acido clavulanico. Microdilucion: Reduccion > 3 veces la concentracion minima
inhibitoria con cefalosporina + 4cido clavulanico. ®
E: Nominal.

I: Positivo, negativo.

Edad.

D: Tiempo de vida transcurrido desde el nacimiento.
O: Interrogatorio / expediente clinico.

E: Razon.

I: Afios cumplidos.

Género.

D: Fenotipo determinado por el cromosoma Y, reconocido socialmente.

O: Exploracion fisica.
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E: Nominal.
I: Masculino, femenino.

Enfermedad subyacente.

D: Cualquier patologia presente diferente a infecciones.

O: Interrogatorio.

E: Nominal.

I: Diabetes mellitus, hipertension arterial sistémica, insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica,
obesidad.

Estancia hospitalaria:

D: Periodo transcurrido entre el ingreso y el egreso hospitalario.
O: Expediente clinico.

E: Razon.

I: Nimero de dias.

Infecciéon nosocomial: ¢ 2%

D: Condicién localizada o generalizada resultante de la reaccion adversa a la presencia de un
agente infeccioso o su toxina y que no estaba presente o en el periodo de incubaciéon en el
momento del ingreso del paciente al hospital. Ocurren generalmente desde las 48 horas hasta las
72 horas del ingreso del paciente al hospital, o en el que hay evidencia suficiente para definir el
evento infeccioso como inherente al padecimiento base.

O:

Definidas previamente

Neumonia.

Infeccion de vias urinarias.

Bacteremia.

17



Infeccion de tejidos blandos

Infeccion en sitio de insercion intravascular.

E: Nominal

[: Neumonia, IVU, bacteremia, infeccion de tejidos blandos, infeccion en sitio de insercion
intravascular.

Uso previo de antibioticos:

D: Periodo durante el cual se han recibido antibidticos comprendido desde el inicio del
padecimiento hasta que se establece el diagnodstico bacterioldgico.

O: Interrogatorio / Expediente clinico.

E: Razon.

I: Dias.

Antibidticos de uso actual:

D: Tipo de antibioticos recibidos por el paciente durante las 48 horas antes de obtener una
muestra en la que se establece el diagnostico etiologico.

O: Penicilinas, cefalosporinas, aminoglucosidos, carbapenems, quinolonas, trimetoprim con
sulfametoxazol, metronidazol.

E: Razon.

I: Si, no

Las muestras clinicas se obtuvieron de: ©°

Hemocultivos: Se obtuvieron minimo dos en sitios diferentes idealmente durante la bacteremia la
cual puede preceder 30 a 90 minutos a la fiebre pero desde el punto de vista practico sera dificil

predecir este momento por lo que se obtuvieron durante la fiebre o hipotermia. Si se sospechd

bacteremia relacionada a catéter se tomo uno transcatéter. Se requirié un volumen de a 5 a 10 ml.

18



Biopsias de tejido: Si la herida o tejido presentaba material purulento y /o tejido necrotico se

.y, ;. . .y , , 2 .. .
realiz6 lavado enérgico y /o desbridacion del area cruenta. Se coloco 1 cm “ de tejido involucrado
en un tubo con medio Stuart o solucion salina estéril.

Orina con sonda Foley permanente: Se limpio el segmento del catéter urinario proximal a la

conexion con el tubo de drenaje con isodine al 1% o alcohol al 70% y se pinzo el tubo de drenaje,
con una jeringa se puncionod en angulo de 45° en forma oblicua, evitando la puncién del conducto
de agua, se obtuvieron 12 ml de orina y se colectd en un frasco estéril. Esta muestra incluy6 un
estudio de sedimento urinario.

Aspirado endotraqueal: Se efectudé percusion del torax durante 10 minutos para facilitar la

obtencion. Se realizé con técnica estéril, catéter de aspiracion de 12 F y un recipiente colector
estéril. El catéter se introdujo a la canula endotraqueal al menos 30 cm, el primer aspirado se
descartd y el segundo se colect6 (al menos 1 ml).

Todas las muestras se enviaron de inmediato al laboratorio.

El procesamiento se llevo a cabo de acuerdo a la siguiente descripcion: (Ver anexo 2)

Las muestras obtenidas se observaron microscopicamente para diagndstico preliminar, se
inocularon en medios primarios, con un periodo de incubacion de 24 a 48 horas, reconociéndose
los microorganismos Gram negativos con base en tinciéon de Gram, morfologia colonial y medio
primario donde se inoculo.

Identificacion de microorganismos: Sistema automatizado Vitek.

Pruebas de susceptibilidad: Difusion en agar, microdilucion (prueba E). 29 *X

Difusion en agar:

Procedimiento: Se realizaron con base a lo establecido en las guias del NCCLS ®. ®
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Medio: Se utilizé al agar Mueller Hinton porque muestra una reproducibilidad aceptable, tiene
baja cantidad de inhibidores, proporciona un crecimiento satisfactorio de los microorganismos no
fastidiosos.

Preparacion del inéculo: Se selecciond de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco (18 a 24 horas de

incubacidn) de la misma morfologia y bien aisladas. Se transfirieron a un tubo que contenia de 4
a 5 ml de caldo soya tripticasa, se incubd a 35° C durante 2 a 6 horas. Posterior a esto se coloco
solucion salina al 0.9% estéril hasta lograr una turbidez comparable con el estandar 0.5 de
Macfarlan. Esto equivale a 1 a2 x 10 ® UFC / ml para E coli ATCC ® 25922.

Aplicacién del inoculo: Primero el hisopo se humedecid y se liberdé del exceso del caldo

presionandolo giratoriamente sobre la pared interna del tubo por arriba del nivel del caldo.
Segundo, en una placa de agar Mueller Hinton se realiz6 el sembrado uniforme al menos en tres
direcciones, y al final, se pasoé el hisopo sobre el reborde del agar.

Colocacion de discos: Diez minutos después de inocular la placa se colocaron los sensidiscos

previamente equilibrados a la temperatura ambiente, con las siguientes observaciones: Distancia
interdisco de 24 mm. (Ceftazidima 30 mg, cefotaxima 30 mg, ceftriaxona 30 mg, cefepime 30
mg, imipenem 10 mg); distribucion uniforme, para prevenir una sobreposicion de las zonas de
inhibicion y separacion del borde de la caja. Se incluyeron las cepas de referencia para control de
calidad. (Figura 1)

Incubacion: Se incubaron 15 minutos después de colocar los discos, dejandose la caja invertida
durante 16 a 18 horas a 35 ° C.

Lectura: Se midieron los halos de inhibicion en mm con Vernier, por el fondo de la caja.
Interpretacion: Se basaron en los criterios del NCCLS. Con una interpretacion categorica: (S)

Susceptible, (I) Intermedio, (R) Resistente.
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Figura 1. Placa de agar Mueller Hinton con sembrado uniforme de cepa aislada y con sensidiscos
mostrando halo de inhibicion de desarrollo bacteriano.

Prueba E:
Las condiciones del medio y de los antibidticos, manejo del indculo, temperatura, incubaciony
control de calidad son similares al método previo.

Caracteristica de las tiras:

Antibidticos: Imipenem, ceftazidime, pipracilina /tazobactam, ceftriaxona, gentamicina,
ciprofloxacino, amikacina, cefepime, cefotaxima, piperacilina, trimetoprim con sulfametoxazol.
Las concentraciones de estos antibioticos tienen un gradiente que va de 0.06 a 256 mg/ L; se
encuentran en la cara contraria a la escala de la tira, con la marca E en el extremo de mayor
concentracion,

Aplicacion de las tiras: El manejo fue cuidadoso. Se tomaron por el extremo marcado con la letra

E, dirigiendo la mayor concentracion hacia el borde de la caja. Posteriormente se permitio que el

extremo de menor concentracion toque gradualmente la superficie del agar. Después se removid
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las burbujas atrapadas mediante la presion sobre la tira con una pinza partiendo de menor a
mayor concentracion. Se colocaron 6 tiras por caja en forma radiada y equidistante.

Lectura: Solo se realizé cuando el desarrollo bacteriano fue confluente. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) correspondié a la sefialada por el punto de interseccion entre el crecimiento
bacteriano y el borde de la tira E. Si no hay inhibicion, la CMI correspondi6 a la maxima
concentracion de la tira, y si dicha inhibicion se encontraba entre dos concentraciones, la CMI se
tomo la de mayor valor. Figura 2.

Interpretacion: Con control de calidad aceptable, las microdiluciones con la prueba E son
directamente proporcionales a las observadas con el método de dilucion en agar; por lo que los
puntos de corte propuestos por los NCCLS para microdiluciones son apropiados para definir la

categoria de un aislado.

Figura 2. Placa de agar Mueller Hinton con tiras colocadas en forma radiada y equidistante en donde la
concentracion minima inhibitoria corresponde a la sefialada por el punto de interseccion entre el
crecimiento bacteriano y el borde de la tira E.
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Deteccion de BLEE: Prueba E.

Se realizo en todo similar a la prueba E anteriormente descrita excepto en lo siguiente:
Antibidticos: Cefotaxima, cefotaxima / clavulanato, ceftazidima, ceftazidima / clavulanato. Los
rangos de concentracion van de 0.06 a 256 mg /L.

Lectura. Comparacion de la CMI entre el antibidtico solo y su combinacién con el 3 - lactdmico.
Interpretacion: Una reduccion en la CMI > 3 obtenida con la combinacion se interpretd como
prueba positiva para la produccién de BLEE. Figura 3.

Conservacion de antibidticos.

Los antibidticos se mantuvieron en un desecador de humedad a 4 ° C, hasta antes de utilizarlos.

Control de calidad.

Se incluyeron las siguientes cepas de referencia:
E coli ATCC ® 25922:.Aumento del didmetro de inhibicion < 2mm (control negativo de BLEE).
Klebsiella pneumoniae ATCC ® 700603: Incremento > 5 mm el halo de inhibicién (control

positivo de BLEE).

Figura 3. Deteccion de BLEE mediante la prueba E en donde se compara la concentracidon minima
inhibitoria entre el antibiotico solo y su combinacion con el - lactamico.
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ANALISIS ESTADISTICO:

Primero, edicion de los datos verificando que estuvieran completos y que fuesen coherentes.
Después, se realizd andlisis univariado calculando medidas de frecuencia, para las variables
evaluadas con escala nominal, asi como medidas de tendencia central y de dispersion para las
variables evaluadas con escala de razon. Se utilizo el programa Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) version 11.5.
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RESULTADOS:

De octubre del 2003 a enero del 2004 se detectaron 105 infecciones intrahospitalarias
(ITH), de las cudles el 37% (39/105) correspondié a microorganismos gramnegativos. Entre
éstos, se identificaron 11 pacientes con 19 episodios de IIH causados por enterobacterias. Con
respecto a los pacientes: predominaron los hombres (54%), de 60 afios o mas (54%) y con
historia de diabetes mellitus (63%). Todos habian sido tratados con cefalosporinas previamente.
La mayoria (58%) fueron hospitalizados por fascitis necrosante y tuvieron una estancia
hospitalaria de dos semanas o0 mas (83%). Un 41% present6 2 o mas episodios de ITH (cuadros 1
y 2). Con relacion a las enterobacterias: representaron uno de cada dos gramnegativos (19/39) y
el 18% del total de microorganismos causales de IIH (19/105). Las biopsias de tejido fueron el
espécimen predominante (10/19); Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae comprendieron el
78% (15/19) (cuadro 3), de las cuales, 12 fueron identificadas como productoras de BLEE por la
prueba E y solo una por difusion en agar. De acuerdo a lo anterior, la prevalencia de E.coli y K.
pneumoniae presuntivamente productoras de BLEE durante el periodo estudiado fue 11.4%
(12/105). Otras enterobacterias como Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Morganella
morganii y Citrobacter freundii alcanzaron el 22% (cuadros 3,4).

En el patron de susceptibilidad, todos los aislados fueron, sensibles a imipenem; el 86%
(13/15), a gentamicina; un 66.6% (10/15), a piperacilina/tazobactam; el 53 % (8/15), a amikacina;
un 40% (6/15), a cefotaxima; el 33% (5/15), a cefepime y s6lo 20% (3/15), a ciprofloxacino y

ceftazidima (cuadro 6).
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CUADRO 1 Caracteristicas generales de los pacientes que
presentaron infeccion intrahospitalaria por enterobacterias

=11 %

*Edad mayor o igual a 60 afios 6 |54.4
*Género masculino 6 |54.5
*Enfermedades subyacentes

Diabetes mellitus tipo 2 7 163.3
Cardiopatia isquémica 1 [9.0
Céncer de col6n 1 ]19.0
Insuficiencia renal crénica 1 9.0
*Motivo de hospitalizacién

Infeccién de tejidos blandos 7 |63.6
Encefalitis 2 |18.2
Mediastiniitis 1 19.0
Neumonia 1 ]9.0
*Dos episodios de infecciones nosocomiales 4 |36.4
*Tres episodios de infecciones nosocomiales 2 |18.2
*Estancia hospitalaria mayor 6 igual a 14 dias 9 |81.8

CUADRO 2 Antimicrobianos utilizados
previamente por 11 paciente con infeccion
nosocomial por enterobacterias

Nombre No. %
Cefalosporinas 11 100
Cefotaxima 10 90.9
Cefuroxima 1 9.0
Ceftazidima 1 9.0
Ceftriaxona 2 18.2
Cefepime 3 27.3
Amikacina 5 455
Pip/ taz 2 18.2
Meropenem 4 36.4
Ciprofloxacino 4 36.4
Vancomicina 1 9.0
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CUADRO 3 Tipo de muestra obtenida y especies de
enterobacterias aisladas.

Muestras Aislados
N=19 (%) n=19 (%)
E.coli K.Pneumoniae | Otras*
11(57.9%) 4 (21%) 4(21%)
Biopsias 10 6(31.6%) 1 (5.3%) 3
(15.8%)
Aspirado traqueal
4 3 (15.8%) 1(5.3%) -
Hemocultivos 3 1 (5.3%) 1(5.3%) 1 (5.3%)
Sitio de insercion 1 - 1(5.3%) -
del catéter
Orina 1 1(5.3%) - -
Total 19 11 4 4
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CUADRO 4. Pacientes con dos o mas infecciones

Intrahospitalarias: relaciéon del motivo de ingreso con el origen de la

infeccién y las especies de microorganismos aislados

MOTIVO DE INGRESO
n=6

ORIGEN DE LA
MUESTRA

MICROORGANISMOS
AISLADOS

Encefalitis (1)

Insercion de catéter (1)
Hemocultivo Q)

E. cloacae
S. marcensces

Infeccién de tejidos blandos (5)

Aspirado traqueal  (2)

Biopsia de tejido (8)

Hemocultivo (1)
Orina Q)

K. pneumoniae
E.coli

E. coli
E.coli

M. morganii

C.freundii
E.coli
E.coli
E.coli
E.coli

E.coli

E.coli
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CUADRO 5 Concentraciones minimas inhibitorias y produccién de B lactamasas

de espectro extendido en las enterobacterias aisladas

Cepa Aislamiento Imipe | Cipro Amika | Pip/taz | Trim/sulfa Genta Cefe Tobra Pip Ceftaz Ceftaz/clav | Cefo Cefo/clav | BLEE

1 K.pneumoniae 2 >32 >256 24 >256 1.5 256 256 >256 >256 0.5 >16 .38 +

2 E.cloacae 0.38 0.012 2 96 1 0.5 12 >256 >256 192 0.1 16 0.125

3 E.coli 0.38 <32 12 8 0.125 1 24 >256 >256 16 0.094 >16 0.047 +

4 K.pneumoniae 1.5 0.125 3 3 - 1 4 48 38 0.38 <0.064 <0.25 <0.016 -

5 K.pneumoniae - 0.25 64 16 - 0.5 3 32 >256 >256 <0.064 <0.25 <0.016 +

6 E.coli 0.75 0.032 4 2 - 0.25 0.032 0.125 12 0.25 <0.064 <0.25 <0.016 -

7 K.pneumoniae 1.5 1.5 48 128 - 0.75 12 64 >256 >256 <0.064 8 <0.016 +

8 S.marcenscens 0.25 0.19 192 3 >32 0.5 1.5 1.5 4 - 0.125 8 <1

9 E.coli 0.25 >32 12 8 0.125 1.5 48 >256 >256 24 <0.064 >16 0.047 +

10 E.coli 0.38 >32 4 1.5 >32 48 0.064 0.094 | >256 0.19 0.064 2 0.032 +
11 E.coli 0.38 32 12 12 0.125 0.75 24 >256 >256 16 0.125 >16 0.032 +
12 C.freundii 0.38 >32 8 16 >32 64 48 >256 >256 16 0.38 >16 0.125

13 E.coli 0.38 >32 24 16 >32 0.75 48 >256 >256 32 - - <0.016 s/d
14 E.coli 0.5 >32 12 12 >32 0.5 24 >256 >256 32 <0.064 >16 0.016 +
15 E.coli 0.5 <32 32 32 >32 2 192 >256 >256 >256 <0.064 >16 0.064 +
16 E.coli 0.38 <32 6 16 >32 96 128 >256 >256 32 <0.064 >16 <0.016 +
17 E.coli 0.5 >32 256 24 >32 1 24 >256 >256 >256 0.19 >16 0.094 +
18 M.morganii 2 24 3 1.5 >32 3 0.032 0.023 1 0.064 0.069 <0.25 0.75

19 E.coli 0.75 >32 256 32 >32 0.5 8 192 256 256 <0.064 >16 <0.016 +
700603 K.pneumoniae 1 0.5 3 16 - 6 2 128 128 48 0.125 2 0.064 control
25922 E.coli 0.19 0.006 2 1.5 0.19 0.5 0.032 0.023 2 0.38 <0.064 <0.25 <0.016 control
35218 Ecoli 0.38 0.012 3 1 0.125 1.5 0.125 0.032 96 0.125 <0.064 <0.25 <0.016 control

Imipe: imipenem, Cipro: ciprofloxacino, Amik: amikacina, Pip/taz: piperacilina/tazobactam, Trim/ sulf: trimetoprim con sulfametoxazol, Genta: gentamicina, Cefe: cefepime, Cefo: cefotaxima, Tobra:

tobramicina, Ceftaz: ceftazidima, Ceftaz/ clav: ceftazidima/ clavulanato,
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CUADRO 6. Sensibilidades y produccion de B lactamasas de espectro extendido en las

enterobacterias aisladas.

Cepa aislamiento Imipe | Cipro Amikac Pip/taz | Trim/sulfa Gent | Cefe | Cefo | Tobra Pip Ceftaz BLEE
a
1 K.pneumoniae S R R R R S R R R R R positiva
3 E.coli S R S S S S R R R R R positiva
4 K.pneumoniae S S S S S S S R R S negativa
5 K.pneumoniae - S R S - S S S R R R positiva
6 E.coli S S S S - S S S S S S negativa
7 K.pneumoniae S R R R - S R S R R R positiva
9 E.coli S R S S S S R R R R R positiva
10 E.coli S R S S R R S S S R S positiva
11 E.coli S R S S S S R R R R R positiva
13 E.coli S R R S R S R - R R R no determinada
14 E.coli S R S S R S R R R R R positiva
15 E.coli S R R R R S R R R R R positiva
16 E.coli S R S S R R R R R R R positiva
17 E.coli S R R R R S R R R R R positiva
19 E.coli S R R R R S S R R R R positiva

Imipe: imipenem, Cipro: ciprofloxacino, amik: amikacina, pip/taz: piperacilina/tazobactam, Trimp/ sulf: trimetoprim con sulfametoxazol, genta:

gentamicina, cefe: cefepime, cefo: cefotaxima, tobra: tobramicina, ceftaz: ceftazidima, Ceftaz/ clav: ceftazidima/ clavulanato,
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DISCUSION

En el presente estudio, Klebsiella pneumoniae y E. coli productoras de BLEE causaron
el 11% (12/105) de las infecciones nosocomiales observadas durante 4 meses en el HICMNR y
comprendieron el 85% (12/14) de dichas enterobacterias. Si bien la primera tasa se considera
elevada, la informacion al respecto esta limitada por las siguientes razones: Primero, porque la

produccién de BLEE se investiga en solo un 32% de los laboratorios de microbiologia clinica

) segundo, solo en uno de dos laboratorios se generan resultados correctos (307 y tercero, la
variacion en el punto de corte para reporte de resistencia a las cefalosporinas de espectro
extendido, parametro base en la deteccion presuntiva de BLEE, ha oscilado de > 2 a >64pg/ml
(31), La segunda tasa (85%), se asemeja més a lo que ocurre en otros paises de Latinoamérica y
Europa que a lo observado en Estados Unidos y Canadd, ya que la proporcion de
K.pneumoniae y E.coli productoras de BLEE comprenden mas del 80% y 61%, en los
primeros, y s6lo alcanzan el 42% y 27%, en los segundos, respectivamente . Por lo tanto, el
conocimiento de las infecciones nosocomiales causadas por K. pneumoniae y E.coli productoras
de BLEE es parcial. En el presente estudio se ponen de relevancia datos sobre los pacientes y los
agentes causales. Con respecto a los enfermos, se les identificoé como sujetos de riesgo para las
infecciones mencionadas al menos por dos caracteristicas: el uso previo de antimicrobianos y la
estancia hospitalaria prolongada. El primero, porque todos los pacientes recibieron
antimicrobianos durante el mes previo a la infeccion, y aunque predominaron las
cefalosporinas de tercera generacion (9/11, 90%) otros grupos de antimicrobianos también fueron
utilizados. El uso previo de cefalosporinas de tercera generacion, particularmente de ceftazidima,

se ha relacionado directamente con la tasa de infecciones hospitalarias por microorganismos

productores de BLEE ****. Sin embargo, tal relacion también se ha encontrado para otros
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grupos de antibidticos, como quinolonas, trimetoprim-sulfametoxazol, aminoglucésidos y
metronidazol V. La segunda, porque la estancia hospitalaria promedio para el grupo estudiado
fue de 14 dias o mas (9/11, 81%), periodo ubicado dentro del rango relacionado con la
adquisicion de infeccion por E.coli y K. pneumoniae productoras de BLEE el cual oscilade 11 a
67 dias 2037383940 " Con respecto a los agentes causales se puntualizan dos hechos: el
predominio de E. coli y el patrén de susceptibilidad. El primero porque si bien E. coli y K.
pneumoniae representaron el 73% (14/19) de las enterobacterias causantes de IN, E.coli
predominé (10/19, 58%). Este dato contrasta con otros reportes donde K. pneumoniae ha causado
la mayoria de las infecciones (25/33, 75%) ©” o una proporcién equivalente (11/21, 52%) “%.
No se cuenta con explicacion para tal diferencia, pero probablemente se relacione con dos
caracteristicas de K.pneumoniae: sobrevive mas que otras enterobacterias en el ambiente
hospitalario “? y tiene capacidad de transferir plasmidos de resistencia “*. El segundo porque
que se confirmd la frecuente resistencia a PTZ (5/12,40%), amikacina (6/12, 50%), TMSX
(7/10,70%)  cefepime (9/12,75%), ciprofloxacino (11/12,91%), asi como la sensibilidad
uniforme al imipenem. La corresistencia es una hecho observado en uno de cada 5 aislados de
E.coli y Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE “¥, por lo que los carbapenemes han sido
los antibiodticos de eleccion para dichas infecciones ya que su anillo B-lactimico no es
hidrolizado por las BLEE .Sin embargo, durante la tltima década se ha reportado resistencia a
los carbapenemes, con extension geografica gradual y tasas de  resistencia ascendentes, de
a, (24

menos del 1% en el 2000 al 8% en el 2007, entre los aislados nosocomiales de Klebsiell

*) Por lo tanto, se ratifica el reto clinico en el manejo de estas infecciones.
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LIMITACIONES

Las limitantes del presente estudio implican tanto a la poblacién estudiada como a los
aislados bacterianos. De la primera, lo pequefo de la muestra y el haber incluido varios
episodios de infecciones del mismo paciente. Este tltimo aspecto es controversial ya que otros
autores no han encontrado diferencia cuando comparan los datos obtenidos de los sujetos
incluidos sélo una vez con la informacion recabada cuando a los individuos se les capta en mas

43)

de un episodio De los segundos, el realizar la deteccion de BLEE con la prueba E, cuya

sensibilidad es controversial “*

, y el no efectuar el estudio molecular de los microorganismos
para determinar su relacion genética. No obstante, se ha demostrado que entre las infecciones
causadas por E. coli productora de BLEE la relacion clonal o epidémica se observa en el 55%
de los casos de infecciones nosocomiales mientras que dicha proporcion es baja entre las
infecciones  adquiridas en la comunidad “”. En nuestro pais, un estudio molecular de
enterobacterias productoras de BLEE de 7 hospitales sugiere que la diseminacion de la resistencia
a cefalosporinas pudiera deberse a la transmision horizontal de pldsmidos entre cepas sin relacion
clonal *®. De donde, tanto la transmisién horizontal como la presiéon selectiva por el uso de
antimicrobianos son importantes en la génesis de las infecciones nosocomiales causadas por
microorganismos productores de BLEE, por lo que el estudio molecular de los aislados, aunque

conveniente, no resulta indispensable para que las medidas de prevencién y control  sean

reforzadas.
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SUGERENCIAS

Es conveniente efectuar la deteccion y tratar las infecciones  causadas por
microorganismos productores de BLEE, al menos por dos razones. La primera, para limitar la
emergencia de dichos gérmenes, implementando no s6lo la restriccion de antimicrobianos,
particularmente cefalosporinas, sino también hacer efectivas las medidas para el control de la
infeccion, como el lavado de manos y el uso de guantes, ya que se ha documentado la trasmision
horizontal en el analisis molecular. La segunda, porque existe evidencia de una mala evolucion
clinica e incremento en el costo hospitalario cuando los enfermos con infecciones por E. coli y
Klebsiella sp no se tratan con el carbapenem inicialmente. Por lo tanto, la identificacion temprana

y confiable de los gérmenes productores de BLEE resulta necesaria. 47+ 4%
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Anexo 1 CUESTIONARIO DE PROYECTO DE INVESTIGACION

NOMBRE: ENFERMEDAD SUBYACENTE
NSS: DIABETES MELLITUS Sl NO
GENERO: INMUNODEFICIENCIA Sl NO
EDAD: HIPERTENSION ARTERIAL S| NO
ESTANCIA HOSPITALARIA. CARDIOPATIA Sl NO
|siTio DE INFECCION |
SANGRE Sl NO PULMON S| NO
TEJIDOS BLANDOS  SI NO VIA URINARIA Sl NO
HEMOCULTIVO SI NO ASPIRADO TRAQUEAL  SI NO
ORINA S| NO TEJIDOS O FASCIAS Sl NO
Juso PREVIO DE ANTIBIOTICOS |
AMIKACINA SI - NO CEFALOTIN Sl NO CEFPIROM SI NO ERITROMICINA SI NO
AMOX/CLAV SI NO CEFAMEND Sl NO CEFTAZIDIM SI NO FLUCOXAC SI NO
AMPICILINA SI NO CEFAZOLIN Sl NO CEFTRIAXONA SI NO GENTAMICINA SI NO
AMP/SULB Sl NO CEFEPIME SI NO CEFURO>SI SI NO IMIPENEM SI  NO
AZYTROM Sl NO CEFOPERA SI NO CIPROFLOX S| NO MEROPENEM SI  NO
AZTREONA Sl NO CEFOTAXIM SI NO CLINDAMICINA SI NO METRONIDAZOL SI NO
PENI G Sl NO PIPERACILI Sl NO TETRACICLINA SI NO TRIM/SULFA SI  NO
PIP/TAZ S| NO RIFAMPICI S| NO TIC/CLAVUL S| NO VANCOMICINA SI  NO
| GRAM NEGATIVOS AlSLADOS |
Achromobact Sl NO Fluvubacteri N NO Proteus Ni NO
Acinetobact SI NO Haemophilus SI NO Providencia S/ NO
Aeromonas SI NO Hafnia SI NO Pseudomonas S/ NO
Alcaliegienes SI NO Klebsiella SI NO Serratia S/ NO
Chromobact SI NO Kluyvera S/ NO Xanthomonas S/ NO
Citrobacter S NO Moraxella S NO
Edwarsiella Sl NO Pasteurella N NO
Enterobacter Sl NO
E. coli Sl NO Morganella S NO
|PRODUCCION DE B LACTAMASAS S| NO
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Anexo 2.

® Prueba E CMIs. mg/L*

Agente

Codigo

N
[=)}

Imipenem PO 0000 oooQgoooQgo O
Ceftazidime 'O O 0o o0 o0oo0oo0goddooao d
Pip/Tazo 4 Pl O O O O OO O OO O O O O
Ciprofioaxin S A Y Y O Y [ Y Y Y A
Gentamicin MO O OO0O0OO0O000o0QaooOooaog O
;Zeftrlaxone Jn)é O O 0o o odoododo-dogdfdog o o d
Amikacin AKIO O OO 0O 000000 0O0O 4d
Cefepime PMIO O O OO OO OO~OQ-oQ-o o O
Cefotaxime IO O OO o oOo0goo0oo0oQgoQgoOg g O
Piperacilin PO 00O 000000000 o0ooOoaoQg d
Trim/Sulf 1:19 TS
Ceftaz/Clav 4 TZL
<o6] 13 [ 25 ] 50 1 2 | 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 [ 256 [>256
n Optional | Cefotaxime | CT | Record MIC <0.25 Cefotax/Clav | CTL | Record MIC <0.016
T2 <0.50 T2L <0.064

Plate 1

Plate 2

ESBL plate
Klebs. & E. coli
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Anexo 3 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARTICIPACION EN PROYECTOS DE INVESTIGACION

Meéxico D.F.a de del 2003

Por medio del presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado Prevalencia
de infecciones por enterobacterias productoras de [-lactamasas de espectro extendido en
pacientes hospitalizados. Registrado ante el Comité Local de Investigacion Médica del Hospital
de Infectologia del CMNR con el numero 03-16-01-04. El objetivo de este estudio es: Determinar
la prevalencia de infecciones causadas por enterobacterias productoras de (- lactamasas de
espectro extendido en pacientes atendidos en el HICMNR

Se me ha explicado que mi participacion consistird en la realizacion toma de muestras de
sangre, orina, aspirados bronquiales y de sitios donde tenga infecciones como tejidos blandos. Lo
anterior es importante para determinar sistemas integrales de vigilancia epidemiologica y lineas
de tratamiento farmacoldgico alternas que sean benéficas para mi tratamiento. Declaro que se me
ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios
derivados de mi participacion en el estudio. El investigador principal se ha comprometido a
darme informacion oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser
ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder a cualquier pregunta y aclarar cualquier duda
que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaron a cabo, los riesgos, beneficios o
cualquier asunto relacionado con la investigacion o con mi tratamiento. Entiendo que conservo el
derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en lo que lo considere conveniente, sin
que ello afecte la atencion médica que recibo del Instituto.

El investigador me ha dado seguridad de que no se me identificard en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la
informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera hacerme cambiar
de parecer respecto a mi permanencia en el estudio.

Nombre y Firma del paciente MC.Elena Urdez Hernandez
Investigador Principal.

Testigo Roberto Peralta Juarez
Residente 2° de Infectologia.
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Anexo 4

Revision
del caso

FLUJOGRAMA DE TRABAJO

Pacientes hospitalizados
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