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Resumen

Objetivo. Analizar la resistencia de Escherichia coli a los antibi6ticos de acuerdo con la presencia de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE).
Materiales y métodos. Estudio descriptivo y de corte transversal, en el Hospital Departamental de Villavicencio, centro de atencion de mediana y
alta complejidad. La poblacién de estudio fueron los pacientes con cultivos positivos para E. coli. La variable de estudio fue la resistencia a ceftazi-
dima, cefotaxima y clavulanato. Se confirmé la presencia de BLEE y la resistencia a otros antibioticos.

Resultados. Se tamizaron 29.451 estudios de microbiologia, de los cuales 26,7 % fueron positivos. Se identificaron 77,6 % como Gram negativos
y 2.551 (41,8 %) como E. coli. De los cultivos, 65,1 % se obtuvieron de orina; 9,5 % fueron resistentes a ceftazidima y 8,7 % a cefotaxime. En los
aislamientos de orina, la resistencia de E. coli a ceftazidima fue de 6,5 %, mientras que, en aspirados traqueales, fue de 35,0 % (OR=7,98; p<0,05).
Se hicieron 315 pruebas confirmatorias para BLEE con equipo Vitek® y 506 con AutoScan®. La mayor cantidad de muestras se obtuvieron de la
consulta externa (34,0 %) y, aunque alli se encontré un nimero significativo de BLEE (6,9 %), hubo mayor resistencia en la unidad neonatal (16,9 %).
La resistencia a ampicilina, cefalotina, ciprofloxacina, gentamicina y trimetoprim-sulfametoxazol, fue alta. El 7,1 % de las pruebas confirmatorias con
clavulanato fueron positivas para BLEE.

Conclusiones. El estudio demostré una frecuencia de 7,1 % de BLEE en esta institucion. Hubo servicios con mayor riesgo, como el de neonatos,
aunque el fenémeno no se limitaba al ambiente hospitalario. También, se encontré un pequefio porcentaje que fue resistente a carbapenem.
Palabras clave: pruebas de sensibilidad microbiana, Escherichia coli, humanos, fenotipo, beta-lactamasas, Colombia.

Abstract

Objective: To analyze antimicrobial resistance of Escherichia coli according to the presence of extended spectrum beta-lactamase.

Design: A cross sectional descriptive study.

Setting: Hospital Departamental de Villavicencio, a State center of second and tertiary care.

Study population: Positive cultures for E. coli were analyzed between September 2005 and November 2009.

Interventions: None.

Study variable: Ceftazidime and cefotaxime resistance with and without clavulanate.

Outcomes: Confirmation of ESBL test and resistance to other antimicrobials.

Results: From the 29,451 microbiological samples that were screened, 26.7% were positive. 77.6% were identified as Gram negative and 2,551 (41.8%) were
typified as E. coli. 65.1% isolations were from urine samples and 9.5 and 8.7% of them were resistant to ceftazidime and cefotaxime, respectively. 6.5% of uri-
ne samples were resistant to ceftazidime, but it raised to 35% for tracheal aspirate (OR 7.98 p<0.05). Three hundred and fifteen confirmatory tests for ESBL
were performed with Vitek® and 506 with AutoScan®. Most samples were ambulatory patients (34.0%) and a significant number of them were positive
for ESBL (6.9%), but it was higher at the newborn ward (16.9%). Resistance was high for antimicrobials commonly used for infections by this microorganism
such as ampicillin, cephalothin, ciprofloxacin, gentamycin and trimethoprim-sulfamethoxazole. Confirmatory ESBL test was 7.1%.

Conclusions: The study demonstrates a 7.1% frequency of ESBL at this hospital but the samples from newborn ward showed a higher frequency of
ESBL; nevertheless, the issue is not restricted to hospitalized patients. We also found a small number of isolations resistant to carbapenem.

Key words: Microbial sensitivity tests, Escherichia coli, humans, phenotype, beta-lactamases, Colombia.

Introducciéon cientes infectados @2 3. La produccién de beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) en las
El aumento de la resistencia bacteriana a los an- enterobacterias se ha encontrado asociada a la
tibidticos es motivo de gran preocupacion ya capacidad de hidrolizar varios antimicrobianos,
que dificulta el enfoque terapéutico de los pa- incluso de familias diferentes a los betalactami-
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cos ®. También, se ha observado un aumento de
la mortalidad en presencia de BLEE, aunque es
menos frecuente en infecciones por Escherichia
coli que con otras enterobacterias ©9.

Las propiedades fenotipicas de las bacterias con
capacidad de produccion de BLEE son de gran
importancia para su estudio en el laboratorio
de microbiologia y su aproximacion terapéutica
(7891011) Se requiere conocer los mecanismos de
resistencia, como la produccion de BLEE, en cada
institucion, a fin de establecer estrategias y po-
liticas para su control, entre ellas el uso racional
de los antimicrobianos @12,

Varios investigadores en Colombia y América La-
tina han publicado sus hallazgos (*314151617.1819.20
222 que reflejan la magnitud creciente de este
problema, que ha pasado de 9 % en 2003 a 26 %
en 2007 (23,24,25,26,27).

El Hospital Departamental de Villavicencio, don-
de se llevé a cabo este estudio, es un centro que
ofrece servicios de atencidn en salud de media-
nay alta complejidad a la poblacién de la Orino-
quia colombiana y ha hecho esfuerzos para ra-
cionalizar el uso de antibi6ticos @29, E| objetivo
del estudio fue analizar la resistencia de E. coli a
los antibidticos de acuerdo con la presencia de
beta-lactamasas de espectro extendido, identifi-
cada con pruebas de resistencia a la ceftazidima
y cefotaxime o con pruebas confirmatorias en el
equipo automatizado.

Materiales y métodos

Diserio del estudio. Se trata de un estudio de cor-
te transversal llevado a cabo desde septiembre
de 2005 hasta noviembre de 2009.

Poblacién de estudio. Se tomaron las muestras
enviadas para cultivo de los pacientes hospitali-
zados y ambulatorios del Hospital Departamen-
tal de Villavicencio, un centro de alta compleji-
dad del sector publico.
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Se tamizaron todas las muestras de los estudios
microbioldgicos en el periodo, a fin de recolec-
tar las que cumplian con el criterio de inclusion.
El criterio de inclusidn fue la identificacion de los
aislamientos como E. coli. El criterio de exclusion
fue que no se les hubiera realizado a los cultivos
el antibiograma o que no estuviera registrada
ninguna de las concentraciones inhibitorias mi-
nimas (CIM).

Recoleccion de datos. Se tomé la informacion de
la base de datos del Laboratorio de Microbio-
logia desde septiembre de 2005 hasta noviem-
bre de 2009 y se buscaron los aislamientos que
habian sido positivos para el microorganismo
estudiado.

Las muestras se procesaron segun los requisi-
tos del Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI) ©o31 en equipo Vitek® (Biomerieux,
Inc., Hazelwood, MO) y en equipo AutoScan-4
Walkaway® (Siemens Healthcare Diagnostics
Inc., West Sacramento, CA) durante el periodo
del estudio.

El punto de corte para la sensibilidad de cefta-
zidima fue 8 pug/ml y para resistencia de 32 ug/
ml, y para cefotaxima, de 8 ug/mly 64 pug/ml,
respectivamente. Todos los aislamientos en la
zona intermedia fueron incluidos en el grupo de
resistentes.

La determinacion de beta-lactamasa de espectro
extendido se hizo mediante la prueba de resisten-
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Figura 1. Frecuencia de BLEE segun el servicio
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cia a cefalosporina de tercera generacién (ceftazi-
dima o cefotaxime) y, la prueba confirmatoria en
microcaldo con asociacion de cefalosporina de
tercera generacion y clavulanato, con el equipo Vi-
tek® en 2005 y con el AutoScan® desde 2009 con
el panel Combo 50 y 51® ©2,

Andlisis estadistico. Los datos recolectados du-
rante el periodo de estudio fueron exportados al
programa Whonet, version 5.5 ©3 Los analisis de
estadistica descriptiva se hicieron en este pro-
grama y, el analisis univariado y bivariado, en el
programa Episet, versién 1.1, segun la resisten-
cia a la ceftazidima como prueba de tamizacién
para BLEE ©%, La variable de estudio fue la re-
sistencia a las cefalosporinas de tercera genera-
cion, ceftazidima o cefotaxime.

Para efectos del estudio, se definieron como “am-
bulatorias” las muestras tomadas en el servicio de
consulta externa y urgencias. Las muestras de los
servicios hospitalarios y de la unidad de cuidados
intensivos se analizaron como “hospitalarias”.

Los desenlaces estudiados fueron: el resultado
positivo de la prueba confirmatoria de BLEE con
ceftazidima-clavulanato o cefotaxime-clavula-
nato, cuando fue realizada, y la resistencia aso-
ciada a otros antibidticos. También, se analiza-
ron los resultados por servicio y tipo de muestra.
Los aislamientos de la unidad de cuidados inter-
medios y de la unidad de cuidados intensivos
de adultos, se analizaron como uno solo, debido
a su funcionamiento conjunto en la institucién.
Para la comparacion estadistica, se uso la prueba
de x? con el test de Fisher segun correspondiera
y se definié como significativa cuando p era me-
nor o igual a 0,05.

Aspectos éticos. Debido a que se trataba de un es-
tudio retrospectivo, sin intervencion y sin riesgo
para los pacientes, ya que sélo se usaron los datos
del Laboratorio de Microbiologia, no se requirid
del consentimiento informado ©. El estudio fue
aprobado por la institucién y se mantuvo la confi-
dencialidad de la identidad de los pacientes.
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Resultados

Durante este periodo de estudio, se tamizaron
29.451 muestras, de las cuales, 26,7 % resulta-
ron positivas. El 77,6 % fueron Gram negativas y
2.551 (41,8 %) se tipificaron como E. coli. De es-
tas Ultimas, 95,5 % tuvieron reporte de concen-
tracion inhibitoria minima (CIM) para la mayoria
de los antibioticos. El 9,5y el 8,7 % de las mues-
tras con E. coli fueron resistentes a la prueba
con ceftazidima y cefotaxime, respectivamente.
Durante los aflos 2005 y 2006, se hicieron 108
y 207 pruebas confirmatorias de BLEE, respecti-
vamente, en el equipo Vitek®. Durante el 2009,
se uso el panel confirmatorio de BLEE con acido
clavulanico en el equipo AutoScan®, en 499 pa-
cientes, pero solo en siete en el 2008 (tabla 1).

Las muestras se recolectaron, principalmente, de
orina mediante miccion espontanea (65,1 %), se-
guida por liquido peritoneal y otras secreciones
8,2y 81 %, respectivamente) y de los servicios de
consulta externa, hospitalizacion y urgencias (34,0,
30,7 y 25,7 %, respectivamente). El 35,0 % de las
muestras de aspirado traqueal, 16,7% de sangre,
14,5% de otras secreciones y 6,3% de las orinas,
se evaluaron con la prueba confirmatoria de BLEE,
mientras que por servicios, fueron 16,9 % en neo-
natos y menos de 10 % en los otros servicios. Los

Tabla 1. Resultados de la tamizacion de los estudios microbioldgicos
en el Hospital Departamental de Villavicencio, entre 2005 y 2009

I

Estudios 29.451 100,0
Positivos 7.856 26,7
Gram negativos 6.100 77,6
Escherichia coli 2.551 41,8
CIM 2437 95,5
Test confirmatorio de BLEE 814- 334
BLEE positivo 58 71

Ceftazidime R 232 9,5

Cefotaxime R 212 87

Ceftazidime/clavulanato 506 20,8
Cefotaxime/clavulanato 506 20,8

CIM: concentracion inhibitoria minima; R: resistente; BLEE:
betalactamasa de espectro extendido.
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aislamientos de aspirado traqueal fueron mas fre-
cuentemente resistentes a la ceftazidima que los
de orina (35,0 V5. 6,3 %; OR=7,98; p<0,001) al igual
que los hemocultivos (16,7 %; OR=2,96; p<0,001)
y otras muestras que fueron rotuladas como se-
crecion sin mayor especificacion (14,1 %; OR=2,23;
p<0,001), mientras que las de liquido peritoneal
fueron de 5,7 % (tabla 2).

La resistencia de E. coli a la ceftazidima fue sig-
nificativamente mayor en la unidad neonatal
que en otros servicios (16,9 Vs. 6,9 %; OR: 2,27;
p<0,01) (tabla 3). La resistencia concomitante a
otros antibidticos, incluso diferente a los beta-
lactamicos, cefamicinas y carbapenemicos, fue
mayor en los casos sospechosos de ser produc-
tores de BLEE (OR=4,1-23,6).

En la tabla 6 se muestran los aislamientos segun
los puntos de corte de 2009 y llama la atencidn la
alta resistencia a antibidticos que aun son usados
con frecuencia en algunos servicios en infeccion
por E. coli, como la ampicilina (68,7 %), la cefalotina
(37,7 %), la ciprofloxacina (33,5 %), la gentamicina
(23,6 %) y el trimetoprim-sulfametoxazol (55 %), asi
como el buen comportamiento de la nitrofurantoi-
na (4,5 %). El 7,1 % de las pruebas confirmatorias
para BLEE fueron positivas. Como era de esperarse,

Tabla 2. Riesgo de BLEE por tipo de muestra

se encontré que, a mayor CIM, la prueba confirma-
toria para BLEE fue positiva con mayor frecuencia;
fue de 100 % con 32 ug/ml (41/41), 33,3 % con 16
pg/ml (3/9), 12,5 % con 8 ug/ml (1/8), 66,7 % con
4 ug/ml (6/9) y 0,0 % con 2 pg/ml.

Al discriminar las muestras de orina, se observo
gue la resistencia fue mas frecuente en pacientes
ambulatorios (urgencias y consulta externa) que
en hospitalizados, para ampicilina (70,7 Vs. 63,9
%), ciprofloxacina (41,0 Vs. 24,1 %), gentamicina
(20,7 Vs. 154 %) y trimetoprim-sulfametoxazol
(60,0 Vs. 50,2 %) (tabla 6).

Discusion

La resistencia bacteriana es variable entre regio-
nes geograficas, inclusive dentro de un mismo
pais y entre instituciones en una misma ciudad
8 La vigilancia de estos patrones permite cono-
cer los mecanismos de resistencia predominan-
tes aun por servicios, lo cual, a su vez, facilitaria
la toma de decisiones terapéuticas 7.

El presente estudio demostré una baja frecuen-
cia de resistencia mediada por BLEE en E. coli, en
contraste con otros paises ©®, pero, aln asi, tam-
bién se encontré que hay servicios con mayor

| om [ e |
Tipo de muestra
I T T B L min | max |

Orina espontanea 1.661 65,1 105 6,3 2,23 1,56 3,77 <0,001
Secrecion 206 81 29 141 0,89 0,49 1,66 >0,7
Liquido peritoneal 210 8,2 12 57 2,96 1,67 5,25 <0,001
Sangre 96 38 16 16,7 123 0,37 4,08 <0,01*
Absceso 39 15 3 77 7,98 3,12 20,42 <0,01*
Traquea 20 0.8 7 35,0 0,93 0,22 3,92 <0,01*
Herida quirdrgica 34 13 2 5,9 ND

Liquido 7 03 0 0,0 ND

cefalorraquideo

Catéter central 7 03 0 0,0 ND

Orina, catéter 16 0,6 0 0,0 0,63 0,15 2,63 <0,01*
Otros 49 19 2 4,1 1,42 0,84 2,39 >0,1
SD 206 81 18 87 2,23 1,56 3,77 <0,001
Total 2.551 100,0 194 7,6

BLEE: presuntivamente por resistencia a la prueba con ceftazidime; SD: sin datos; *: prueba de Fisher
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Tabla 3. Riesgo de BLEE por tipo de servicio

| Total | BLEE 1 [ p |
“-“- | win | Max ||
Consulta externa 34,0 6,9
Hospitalizacion 782 30,7 58 74 1,08 0,74 1,57 >0,5
Urgencias 655 25,7 51 7.8 114 0,77 1,67 >0,5
UCI adultos 122 4,8 9 74 1,07 0,52 2,22 >0,7
Neonatos 65 2,5 11 16,9 2,27 1,14 4,54 <0,01*
SD 60 24 5 83 1,22 0,47 3,17 <0,01*
Total 2551 194 7,6 1,08 0,74 1,57 >0,5

BLEE: presuntivamente por resistencia a la prueba con ceftazidime; SD: sin datos;

riesgo de presentar BLEE, como la unidad neo-
natal. El aislamiento de 6,9 % de E. coli con pa-
trén de BLEE en la consulta externa, sugiere que
probablemente este fenédmeno no esta limitado
al ambiente hospitalario, como ya se ha reporta-
do en otras regiones de América Latina y fuera
del continente (94041424344 1o cual debe tenerse
en cuenta por sus implicaciones terapéuticas,
aun en pacientes con infecciones extrahospita-
larias #>49. Tal es el caso de las peritonitis, cuyo
microorganismo mas frecuente es precisamente

*: prueba de Fisher

E. coli y cuya evaluacion microbiolégica no se
hace rutinariamente “”, iniciando antibidticos
de forma empirica que, frente a estos resultados,
podrian tener una posibilidad de fracaso tera-
péutico (5,7 %).

Otras causas que alteran los resultados de la
prueba confirmatoria de BLEE deben tenerse en
cuenta para el estudio y en el abordaje clinico,
como la presencia de bacterias con capacidad
de produccién exagerada de enzimas codifica-

Tabla 4. Puntos de corte de las cepas aisladas en 2009. Entre las lineas se sefiala en sombreado gris los puntos de corte del CLSIL. El trimetoprim-
sulfametoxazol no tiene zona intermedia.

CIM
Amikacina 953 187
Ampicilina 953 78 82
Ampicilina- 865
sulbactam
Cefalotina 361
Cefazolina 953 140
Ceftazidime 953 813 853 24
Cefoptaxime 953 829 870
Cefoxitin 63
Cefepime 953 212 22,2 245
Piperacilina- 953
tazobactam
Ciprofloxacina 953 610 640 | 23 24 | 232
Gentamicina 953 341 358 98 103 278
Trimetoprim- 952 164 17,2 264 27,7 524
sulfametoxazol
Nitrofurantoina | 624
Imipenem 953 336 353 4 04 594
Meropenem 592 342 57,8 1 02 236

14,7 555

243 88 92
29,2| 11 12 | 225

62,3
399

26,3 | 136
582 | 50 52 | 208
18 19|22 23|76 80
35 37|15 16 11 12| 63 66
56 839 | 3 4,8 4 6,3
448 | 7 07 | 62 65
527 553 328 344 | 13 14 39 41

46 48

23,6

557 893 | 39 62 | 28 45

3 03| 16 17
2 03| 11 19

Entre las lineas se sefiala en sombreado gris los puntos de corte del CLSL El trimetoprim-sulfametoxazol no tiene zona intermedia.

CIM: concentracion inhibitoria minima.
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Tabla 5. Resistencia asociada a los antibi6ticos en caso de BLEE presuntivo por resistencia a ceftazidima

> 32

o,
“

“

Amikacina 2313 60 2,6 124 24 194 9,0 54 17,1 <0,01
Ampicilina 2.239 1498 66,9 124 124 100,0 ND

Ampicilina/ 2.162 1325 61,3 113 102 90,3 59 31 11,0 <0,001
sulbactam

Cefalotina 1.429 775 54,2 49 49 100,0 ND

Cefazolina 1.874 380 20,3 123 123 100,0 ND

Cefoxitin 56 3 54 7 4 57,2 23,6 3,5 156,8 <0,05*
Cefepime 2.239 69 31 124 124 100,0 ND

Piperacilina/ 2.239 110 49 124 26 20,6 41 2,6 6,6 <0,001
tazobactam

Ciprofloxacina 2312 779 33,7 124 95 76,6 6,5 4,2 9,9 <0,001
Gentamicina 2313 456 19,7 124 86 69,3 9.2 6,2 13,7 <0,001
Trimetoprim/ 2.309 1256 54,4 124 90 72,6 2,2 15 33 <0,001
sulfametoxazol

Nitrofurantoina 1.674 72 4,3 67 21 313 10,2 58 17,9 <0,001
Imipenem 2.306 18 08 124 18 14,5 21,6 10,9 42,7 <0,001
Meropenem 1.248 10 0,8 76 10 131 18,8 75 46,6 <0,001

BLEE: beta-lactamasa de espectro extendido; ND: sin dato; *: prueba de Fisher

das por medio de los cromosomas, asi como la
presencia de otras enzimas hidroliticas que no
fueron analizadas en el presente estudio, ya que
la resistencia encontrada a las cefamicinas (ce-
foxitin) y a los carbapenems, pudiera deberse a
otros mecanismos, como AmpC o carbapene-
masas, y estos alteran la prueba para BLEE en los
métodos automatizados usados en el estudio
(tabla 4), 4849505152,53)

Aunque el 100 % de las muestras con CIM ma-
yor o igual a 32 pg/ml fueron confirmadas para
BLEE, el hallazgo de pruebas positivas en puntos
de corte menores debe alertar a los médicos en
las decisiones terapéuticas, ya que las bacterias
en rangos sensibles pueden ser portadoras de
BLEE, lo cual hace indispensable la prueba con-
firmatoria en forma sistematica (tabla 5) ©%. La
decisién de disminuir los puntos de corte de las
cefalosporinas, propuesto recientemente por el
CLSI, ha generado gran discusiéon académica y
sera un proceso que tomara tiempo para su im-
plementacién, lo que nos obliga a seguir utili-
zando todavia esta prueba confirmatoria como
una herramienta indispensable para establecer
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la presencia de BLEE y la adecuada seleccion an-
tibidtica ©%. Por Ultimo, debe llamar la atencién
el hallazgo de una alta resistencia en pacientes
ambulatorios para antimicrobianos frecuente-
mente usados en ellos.

El estudio tiene limitaciones al no poder asociar
los resultados con los desenlaces clinicos ni dis-
criminar entre los aislamientos de los pacientes
colonizados de los verdaderamente infectados,
y por aspectos ligados a su disefio (retrospec-
tivo, falta de control de variables). Otra limita-
cion es la falta de confirmacion de todos los
aislamientos sospechosos para BLEE durante los
afios 2007, 2008, y aun en el 2009, debido al tipo
de panel que se us6 en esa época y a la limita-
cion para confirmar con métodos mas especifi-
cos, como PCR, los hallazgos con un estandar.
Estos resultados, sin embargo, permiten conocer
el comportamiento de la epidemiologia micro-
biana local y es una herramienta que permitira
determinar guias de manejo propias para el uso
racional de antimicrobianos en la institucion,
optimizando los tratamientos y disminuyendo el
dafio colateral.
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Tabla 6. Eficiencia segun el punto de corte de la CIM para
ceftazidima contrastado con el test confirmatorio de BLEE

I N S T T
4 100 99 67 100

8 15 98 13 99
16 30 99 & 98
32 80 100 100 98

CIM. concentracion inhibitoria minima; Sens: sensibilidad; Esp:
especificidad; VPP: valor pronéstico positivo; VPN: valor pronéstico
negativo.
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