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RESUMEN

La presencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) es uno de los mecanismos de resistencia a anti-
microbianos mas importantes y en el Per( se han reportado frecuencias altas en microorganismos patégenos.
El presente trabajo tuvo como objetivo informar sobre la deteccién fenotipica de BLEE en cultivos de Esche-
richia coli y Klebsiella peumoniae aislados de urocultivos, proporcionados por dos centros de salud de nuestra
region durante el periodo marzo-mayo del 2018. La metodologia de trabajo e interpretacion de resultados fue
realizada en base a los criterios del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio - CLSI, para ello se utiliz6
discos de ceftazidime (CAZ-30 ug) y de ceftazidime/acido clavulanico (30/10 ug), separados a 25 mm sobre
placas de Petri conteniendo agar Mueller-Hinton. Los resultados mostraron que la frecuencia de E. coli y K.
pneumoniae BLEE positivo fue 43,2% y 47,4% respectivamente en el Laboratorio de Referencia Regional en
Salud Publica. Mientras que en el Hospital Distrital Jerusalén-La Esperanza, la frecuencia de E. coli y K.
pneumoniae fue 15,4% y 29,2% respectivamente. Por lo que se concluye que, en los centros de salud de Truijillo,
durante el tiempo estudiado, es frecuente la presencia de E. coli y K. peumoniae BLEE positivo.
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ABSTRACT

The presence of extended spectrum betalactamase (BLEE) is one of the most important antimicrobial resistance
mechanisms and in Peru high frequencies have been reported in pathogenic microorganisms. The present in-
vestigation aimed to inform about the phenotypic detection of BLEE in uroculture-isolated Escherichia coli
and Klebsiella peumoniae crops, provided by two health centers in our region during the March-May 2018
period. The methodology of work and interpretation of results was carried out according to the criteria of the
Institute of Clinical and Laboratory Standards - CLSI, for this purpose ceftazidime discs (CAZ-30 ug) and
ceftazidime/clavulanic acid (30/10 ug), separated to 25 mm on Petri dish containing Agar M.C.V. Results
showed that the frequency of E. coli and K. pneumoniae BLEE positive was 43.2% and 47.4% respectively in
the Regional Reference Laboratory in Public Health. While in the Jerusalem - La Esperanza District Hospital,
the frequency of E. coli and K. pneumoniae was 15.4% and 29.2% respectively. It is therefore concluded that,
in the health centers of Trujillo, during the time studied, the presence of E. coli and K. peumoniae BLEE
positive is frequent.
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1. INTRODUCCION

El estudio, manejo y control de las infecciones es un problema comin y grave en todo el mundo asociado con
una significativa morbimortalidad, asi como un rapido incremento de la resistencia de los microorganismos
hacia los antibiéticos considerados BLEE positivo. La alta incidencia de microorganismos farmaco-resistentes
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es atribuible a multiples factores, como el antecedente de prescripcion innecesaria de antibiéticos de amplio
espectro por indicaciones incorrectas o pautas inadecuadas; mayor nimero de procedimientos invasivos, como
ventilacién mecanica y catéteres, estancia hospitalaria prolongada y mayor riesgo de transmisién cruzada entre
los microorganismos. La prevalencia mundial de infecciones intrahospitalarias oscila entre el 3,8 y el 18,6%.
Segun estudios del “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC), al menos dos millones de personas
se infectan anualmente por microorganismos multi-resistentes, de los cuales al menos 23 000 mueren, se estima
que para el 2050 la resistencia a los antimicrobianos matara 10 millones de habitantes cada afio. Por ello es
importante e imprescindible monitorear los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos del que hoy ain
se aplica en tratamiento uno betalactamico y uno no betalactdmico y se inicia con el uso de fArmacos de me-
diano espectro (Maguifia, 2016; Gémez y Sanchez, 2018).

Los medicamentos han salvado millones de vidas en infecciones que anteriormente habrian sido fatales, y mas
tarde, permitieron la introduccion de intervenciones quirdrgicas, trasplantes de érganos, cuidado de bebés pre-
maturos, etc. Sin embargo, la terapia de infecciones bacterianas se esta volviendo cada vez menos eficaz debido
a la aparicion de BLEE positivos de resistencia a multiples farmacos y muchos en farmacos eficaces a trata-
miento actual. En base a sus niveles de resistencia y significacion clinica, los denominados patégenos "ES-
KAPE" reciben la maxima atencién del estudio de nuevos antimicrobianos, siendo asi que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) declarara un estado de emergencia a estos microorganismos como patdégenos prio-
ritarios para las compafiias farmacéuticas (Gajdacs y Ibericio, 2019).

Factores de riesgo asociados a la estancia en unidades de cuidados intensivos, tratamientos prolongados con
antibioticoterapia de amplio espectro, inmunosupresion y cirugias, son razones para la aparicién de microor-
ganismos multirresistentes (Salgado, 2015; Zilberberg, 2017; Maseda, 2017). Esto propicio que, en la Asam-
blea de la OMS realizada en 2015, se llegé a consensuar la necesidad de un plan de accion global para combatir
la resistencia a antimicrobianos y cuyos objetivos principales sean optimizar el uso de los antimicrobianos,
iniciando en el tratamiento antibidticos de mediano espectro, reducir la incidencia de la infeccién hospitalaria
y evitar la diseminacion de los microorganismos resistentes aplicando normas de bioseguridad y en el trata-
miento de residuos sélidos contaminados por microorganismos dentro de centros de salud (World Health Or-
ganization, 2015).

Actualmente existen numerosos tipos de p-lactamasas. Las que tienen resistencia a bencilpenilina, aminopeni-
cilina, carboxipenicilina y ureidopenicilina, pero no hidrolizan de forma significativa las cefalosporinas son [3-
lactamasas clasicas (penicilinasas); y las que tienen un espectro amplio de actividad son B-lactamasas de es-
pectro ampliado (BLEAS), dentro de las cuales encontramos los tipos TEM-1, TEM-2 y SHV-1, cuyo perfil
hidrolitico se basa en la actividad contra la bencilpenicilina y la cefaloridina (Livermore; 2008). Actualmente,
el uso frecuente de las cefalosporinas de tercera generacion ha propiciado la determinacion y seleccién positiva
de microorganismos a antibidticos que producen nuevas variedades de betalactamasas de los tipos TEM y SHV,
las cuales son denominadas B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) (Ruiz-Roldéan et al., 2018).

La propagacion de las enzimas TEM y SHV, mediadas por plasmidos, proporcioné un impulso importante para
el desarrollo de 'B-lactamasas estables' contra oximino-cefalosporinas, cefamicinas, temocilina, aztreonam y
algunos carbapenems. Pronto, la palabra "amplio" se perdié para surgir el término de "betalactamasas de es-
pectro extendido" (BLEE). El término BLEE, se aplica entonces, a las variedades de enzimas TEM y SHV que
hidrolizan oxiimino-cefalosporinas (cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y cefepima), algunos
monobactamicos como el aztreonam, pero sensibles al imipenem y clavulanato. Recientemente, el término
BLEE se ha ampliado para incluir: (i) enzimas con espectros similares a los mutantes TEM y SHV, pero deri-
vados de los tipos CTX-M y VEB; (ii) mutantes TEM, por ejemplo, TEM-12; (iii) varias B-lactamasas que
confieren resistencia mas amplia que sus tipos parentales, por ejemplo, derivados de OXAy (iv) tipos de AmpC
mutantes con mayor actividad contra la cefepima. (Livermore, 2008).

Storberg (2014) hizo una revision de las investigaciones en el mundo acerca de las BLEE y otras bacterias
multirresistentes, en Europa, América del Norte y Asia para comprender su alcance. En Europa, en la primera
década del siglo XXI, se registrd un aumento en las infecciones invasivas causadas por Klebsiella pneumoniae
y Escherichia coli, debido a la diseminacién de BLEE en hospitales y comunidades. También se ha observado
un aumento en la produccién de carbapenemasas entre los aislados que plantea problemas con respecto al
tratamiento antimicrobiano futuro. En esta época, en Europa, los aislamientos del tracto digestivo concluyeron
que la prevalencia de BLEE para el caso de E. coli fue 17.6%, mientras que para K. pneumoniae 38.9%, res-
pectivamente. En América del Norte, de 8,5y 8,8%, respectivamente, en Asia, varia entre 5y 0%, respectiva-
mente y en Nueva Zelanda, entre 67 y 61%, respectivamente.

Las Enterobacteriaceae productoras de BLEE han aumentado en prevalencia y se han convertido en importan-
tes patogenos resistentes a los antimicrobianos en el mundo desarrollado. La amplia gama de este grupo de
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microbios y la variabilidad en el aumento de BLEE positivos conduce a un creciente y de diferentes tipos de
BLEE (de TEM y SHV al grupo CTX-M) y la propagacién de cepas de E. coli productora de BLEE a la
comunidad. Y de preocupacion epidemiolégica la diseminacion de cultivos de E. coli, productoras de BLEE
que adquieren resistencia multiple como el BLEEST131, que se caracteriza por la resistencia conjunta a las
fluoroquinolonas y otras clases de agentes. La rapida diseminacién de organismos productores de BLEE es
probablemente ser multifactorial, pero las posibles fuentes contribuyentes incluyen animales (tanto de alimen-
tos como de compafiia), el medio ambiente, importacion a través de viajes y transmision directa dentro de los
hogares y la comunidad. La respuesta de resistencia microbiana en aumento y constante y continuo de infec-
ciones por Enterobacteriaceae productoras de BLEE y el uso de antimicrobianos asociados tiene el potencial
de seleccionar patégenos alin mas resistentes, como Enterobacteriaceae resistentes a carbapenem (Doi et al.,
2017).

En Perd, la resistencia a antibioticos reporta datos extremadamente altos (Palma et al., 2017), sin embargo, las
investigaciones especificas en BLEE son escasas y es halagador que algunos de ellos, reportados en tesis y
revistas sean de la experiencia recibida en nuestro Laboratorio que esta preparando un articulo de revision de
todas sus tesis asesoradas sobre betalactamasas. El presente trabajo forma parte del Programa de Estudio Fe-
notipico y Genotipico sobre BLEE y Carbapenemasas, implementado por el Laboratorio de Fisiologia y Gené-
tica Bacteriana de la Universidad Nacional de Trujillo, junto con el Laboratorio de Genética, Reproduccion
Asistida y Biologia Molecular (GENERBIM), de la Universidad Privada Antenor Orrego. Este como primer
objetivo cumplido del proyecto es el de informar sobre la deteccidn fenotipica de Betalactamasas de espectro
Extendido (BLEE), en cultivos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, proporcionados por dos institu-
ciones de salud de nuestra region: Laboratorio de Referencia Regional en Salud Publica- La Libertad y Hospital
Distrital Jerusalén. La Esperanza - Trujillo, durante el periodo marzo - mayo del 2018.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biolégico:

Se utiliz6 81 cultivos de Escherichia coli y 19 cultivos de Klebsiella pneumoniae, proporcionados por el La-
boratorio de Referencia Regional en Salud Publica - La Libertad; y 117 cultivos de E. coli y 24 de K. pneumo-
niae proporcionados por el Hospital Distrital Jerusalén. La Esperanza, Trujillo, Perd; aislados de urocultivos
comprendidos entre marzo-mayo del 2018. Como cepas controles se utilizaron, K. pneumoniae ATCC® 700603
positivo para BLEE y E. coli ATCC® 25922 negativo para BLEE.

2.2 Reactivacion y preparacion de los inoculos bacterianos

Los cultivos bacterianos fueron reactivados en Agar MacConkey, e incubando a 37 °C por 18 a 24 horas. En
el caso de las cepas usadas como controles se restituyd con 1 mL de Caldo Soya Tripticasa. Para obtener
cultivos puros requeridos para el estudio se tomé 0,1 mL de las suspensiones bacterianas y se inoculé en una
placa conteniendo Agar Mac Conkey, la cual fue incubada a 37 °C por 24 horas. De los cultivos bacterianos se
prepararon indculos mediante suspensiones hasta obtener la turbidez equivalente al tubo N° 0,5 de McFarland.

2.3 Prueba confirmatoria de doble disco con acido clavulanico

Los in6culos puros preparados con turbidez equivalente al tubo N° 0,5 de McFarland fueron extendidos sobre
la superficie de placas que contenian agar Mueller-Hinton, luego se colocaron discos de ceftazidime (CAZ-30
ug) y de ceftazidime/acido clavulanico (30/10 ug), separados a 25 mm. También se colocd un disco de cefota-
xime (CTX-30 ug) y de cefotaxime/acido clavulanico (30/10 ug), también separados a 25mm. Se llevé a incu-
bar a 37 °C durante 16-18 horas. EI mismo procedimiento se realiz6 con las cepas usadas como controles
positivo y negativo. La interpretacion de resultados se realizé después de 16 horas de incubacién y evaluados
segun criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI (2016).

2.4 Andlisis estadistico

Los resultados determinados fueron evaluados las frecuencias comparativas con la prueba no paramétrica de
Ji-cuadrada, con un nivel de significancia menor a 0,05 y un nivel de confidencialidad de 0,95, para determinar
si existe relacion directa a la distribucion de frecuencias esperadas por hallazgos reportados. Se utiliz6 el soft-
ware RStudio-1.2.5033 (Devore, 2016).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
La aparicion cada vez mas frecuente de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de Betalacta-

masas de espectro extendido (BLEE) constituyen un grave problema a nivel de salud publica, y en la Region
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La Libertad - Per(i también se evidencia esta realidad. Se encontr6 que en el Laboratorio de Referencia Regio-
nal en Salud Publica-La Libertad, la frecuencia de E. coli productoras de BLEE fue de 43,2% (35/81) y de K.
pneumoniae de 47,4 (9/19); en cambio, en el Hospital Distrital Jerusalén-La Esperanza, la frecuencia de BLEE
para E. coli fue de 15,4% (18/117), mientras que para K. pneumoniae fue de 29,2% (7/24) (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Frecuencia Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) procedentes del Laboratorio de Referencia Regional en Salud Publica- La Libertad — Perd, entre marzo y junio
del 2018.

Frecuencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Bacterias Negativos Positivos
Total
N % N %
Escherichia coli 46 56,8 35 43,2 81
Klebsiella pneumoniae 10 52,6 9 474 19
p > 0,05

Tabla 2. Frecuencia Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) aislados de urocultivos, procedentes del Hospital Distrital Jerusalén. La Esperanza-Trujillo — Peru, entre marzo y
junio del 2018.

Frecuencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Bacterias Negativos Positivos
Total
N % N %
Escherichia coli 99 84,6 18 15,4 81
Klebsiella pneumoniae 17 70,8 7 29,2 19
p > 0,05

Si bien no hay similitud en las frecuencias entre ambos establecimientos de salud, a pesar de pertenecer a una
misma region, estos resultados estan dentro de los rangos reportados por otros investigadores, tanto a nivel
internacional como del Perd. Hay que considerar también los multiples factores diferentes que condicionan la
contaminacion con estas bacterias y las condiciones sanitarias empleadas en ambos centros de salud y sobre
todo aln existe diferencia entre ambas poblaciones en estudio y en calidad de determinacidn en estos resultados
de laboratorio. Sobre todo, considerar que al Laboratorio Referencial llegan cultivos sospechosos positivos de
distintas zonas de la region para confirmacion; mientras que, en el Hospital Distrital Jerusalén las muestras de
urocultivos son obtenidas de pacientes que acuden a consulta externa por problemas de infecciones del tracto
urinario, es decir, pertenecientes a la comunidad, por tanto, la probabilidad de encontrar BLEE es menor.

También hay que considerar el hallazgo de BLEE positivo entre dos poblaciones en estudio y la no uniformidad
encontrada, en cuanto a frecuencia de aislamientos, pese a ser de la misma region, se contrasta con lo reportado
por Storberg (2014), quien hizo una revision bibliogréfica de articulos que informaron resultados de bacterias
productoras de BLEE diferentes determinados por la diferencia de distribucion geograficas y a muchos factores
tal como lo encontrado en Africa. En Argelia, entre 16,4 - 31,4%. En Egipto, entre 11-42,9%. En Guinea-
Bissau y Libia, entre 16-32,6%. En Morocco, entre 1.3-7.5% (estudio en comunidades). En Tunisia, entre11.7-
77.8% en hospitales y de 0,7-7,3% en comunidades. Por otro lado, Kurz et al. (2017) hizo un estudio en Butare
— Ruanda, comparando la frecuencia de BLEE en pacientes y sus cuidadores que ingresan a un hospital (co-
munitarios), con la frecuencia de pacientes y sus cuidadores que salen; encontrd que, al ingreso el 50% de los
pacientes mostraron BLEE intestinal (E. coli, 51%; K. pneumoniae, 39%; E. cloacae, 19%) y el 37% de sus
cuidadores. Al alta, el porcentaje de pacientes, con estas caracteristicas, aumento al 65% y en los cuidadores a
47%.

Betran et al. (2015) reporta que E. coli es una de las bacterias més frecuentes causantes de infecciones urinarias,
presentandose en un 61,08% en muestras de urocultivos, siguiendo K. pneumoniae con un porcentaje menor al
8%. La presencia de la enzima betalactamasas se debe a que es el mecanismo de resistencia mas comudn a los
antibioticos; seguln estos investigadores, es el riesgo de toda bacteria por tener la capacidad de sintetizar esta
enzima, la pueden poseer de forma nativa (cromosomal) o de adquirir la capacidad de hacerlo por transferencia
del ADN desde otros microorganismos.
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En Per(, la frecuencia de estas dos bacterias productoras de BLEE sigue una linea creciente. En 2013 la inves-
tigacion realizada en el Instituto Nacional de Salud del Nifio-Lima, report6 una frecuencia de 64,2% (42/151)
de enterobacterias BLEE, (E. coli 86,1%, K. pneumoniae 7,9%, Salmonella sp. 2,6%, E. cloacae 2,0% y P.
mirabilis 1,3%) (Falconi et al., 2018; Colquechagua et al., 2015), a su vez, Rivera et al. (2015) realizaron en
Cajamarca-Per( un estudio de BLEE en ambientes hospitalarios (lavatorios, mesas, camas y otras superficies
de distintas areas); de un total de 43 cultivos identificados BLEE entre E. coli y Klebsiella, en una frecuencia
de 34,9% (15/43). También en el Hospital Cayetano Heredia, se encontr6 el fenotipo BLEE en el 28,6%
(101/353) de la muestra, donde, el 63,3% (64/101) provino de pacientes en el servicio de Emergencias (Yéabar
etal., 2017).

Las investigaciones de resistencia en microorganismos en la interfaz humano-animal-ambiente, que aportaria
al conocimiento de las rutas de transmision, asi como los genes de resistencia circulantes y el impacto de las
presiones selectivas en varios reservorios (animales, humanos y el entorno), para ello Ruiz-Roldan et al. (2018)
realizaron un estudio de aislamiento de BLEE en muestras de pollo y carne de res, provenientes de mercados
de Lima; los resultados mostraron la presencia de E. coli productor de BLEE en 59,4% (19/32) de muestras de
pollo, y no se detect6 la presencia de BLEE en las muestras de carne de vacuno.

Aguilar et al. (2016) realizaron un estudio de muestras fecales humanas y de mascotas, de origen comunitario,
en la Region Lambayeque-Per, y reportaron un 61,0% (36/59) de bacterias productoras de BLEE en humanos,
mientras que en mascotas 65,4% (17/26), en dicha investigacidn se sugirié que la alta frecuencia de enteroba-
cterias productoras de BLEE de procedencia comunitaria, revela la circulacién de este tipo de mecanismo de
resistencia en bacterias extrahospitalarias. Estudios en la Republica Checa, reportaron el 3,2% de portadores
fecales de enterobacterias productoras de BLEE, pero provenientes de la comunidad.

4. CONCLUSIONES

La presencia de E. coli y K. pneumoniae que fenotipicamente portan Betalactamasas de Espectro Extendido
(BLEE) es frecuente en los dos Centros de Salud durante el tiempo estudiado, ademas, se encuentran dentro de
los rangos reportados por otros estudios.

Hay que resaltar que mientras las muestras procedentes del Laboratorio de Referencia Regional en Salud Pu-
blica — La Libertad, proceden de los distintos centros de salud de la regién para su confirmacion y de diferentes
zonas geogréaficas que hacen unas zonas de mas riesgo que otras, las muestras del Hospital Distrital Jerusalén
solo son de una zona homogénea de origen comunitario y, de acuerdo con algunas referencias revisadas, se
observa diferencias con las de origen hospitalario. Sin embargo, es necesario que las investigaciones también
tengan en cuenta la diferencia del origen de los microorganismos a investigar, hospitalarias heterogéneas, ho-
mogeneas de origen comunitario y de poco riesgo. Ademas, hay que tener en cuenta las recomendaciones
hechas por algunos autores mencionados, el que se tenga en cuenta los factores de riesgo que inciden en el
aumento de las BLEEs.
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