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INTRODUCCIÓN

El aumento en la incidencia de resistencia antimicrobiana entre los patógenos nosocomiales ,

así como entre los de adquisición comunitaria, se ha convertido en un reto, por las escasas

opciones terapéuticas y las posibles complicaciones derivadas de las mismas. Las infecciones

causadas por bacterias resistentes se asocian a una mayor tasa de hospitalización, a un

aumento en el tiempo de estancia hospitalaria y a un mayor riesgo de morbilidad y

mortalidad (l). Una estrategia útil para disminuir las complicaciones asociadas a infecciones

causadas por gérmenes resistentes es la selección inicial de un adecuado régimen terapéutico,

frecuentemente empírico. En un estudio realizado en los Estados Unidos se encontró una tasa

de mortalidad de 17.5% en pacientes adultos bacterémicos; sin embargo, la tasa de

mortalidad disminuyó significativamente (13.3%) en pacientes que recibieron un esquema

terapéutico inicial adecuado (2,3). Para ello sería de gran ayuda clínica contar con nuevas

opciones terapéuticas, pruebas diagnósticas rápidas y confiables , así como un mejor control

de la transmisión nosocomial de estos patógenos.

Desde la década de los ochentas, la producción de ~-Iactamasas de espectro extendido

(BLEE) ha surgido como un mecanismo de resistencia importante entre las bacterias

gramnegativas. Las BLEE son ~-Iactamasas que hidrolizan las cefalosporinas de tercera

generación y los monobactámicos como el aztreonam. Son producidas por las bacterias de la

familia Enterobacteriacea, principalmente Escherichia coli y K/ebsiella spp. En 1960 se

describió la primera ~-Iactamasa mediada por plásmidos en microorganismos gramnegativos,

la TEM-l. Esta enzima se encontró originalmente en una cepa de E. coli aislada de un

cultivo de sangre de un paciente llamado Temoiniera en Grecia, del cual tomó su nombre . Su

diseminación hacia otras bacterias se ha facilitado por encontrarse en plásmidos o

transposones y en pocos años se ha diseminado por todo el mundo y ahora se encuentra en
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varios miembros de la familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus

influezae y Neisseria gonorrhoeae. Otra p-Iactamasa mediada por plásmidos encontrada

frecuentemente en K. pneumoniae y E. coli es la SHV-l (sulphydryl variable) . Esta enzima

es codificada a nivel cromosómico en la mayoría de los aislados de K. pneumoniae y por

plásmidos en E. coli . Las oxyimino-cefalosporinas fueron diseñadas para ser resistentes al

efecto hidrolítico de las p-Iactamasas, por lo cual se popularizó su uso en la década de los

ochentas, sobre todo para las infecciones graves causadas por bacilos gramnegativos. Debido

al uso indiscriminado de estos antibióticos rápidamente emergieron bacterias resistentes a

estos antibióticos de espectro amplio, por lo que a esta nueva clase de p-Iactamasas se le

denominó BLEE. La primera enzima capaz de hidrolizar a las oxyimino-cefalosporinas fue

una SHV-2 y se encontró en una cepa de K. ozaenae aislada en Alemania (4,5).

La prevalencia del tipo de BLEE varía de acuerdo a la región geográfica, siendo las enzimas

más prevalentes en México las SHV-5 y TEM-l (6-13). La capacidad para hidrolizar los

diferentes antibióticos varía de acuerdo al tipo de enzima prevalerte en cada región: en

Estados Unidos la ceftazidima y el aztreonam son los antibióticos más susceptibles a la

hidrólisis por las BLEE, mientras que en Latinoamérica la cefotaxima parece ser más

susceptible. Esta es una de las razones por las cuales siempre se recomienda utilizar al menos

dos clases de antibióticos para las pruebas de detección de BLEE.

De acuerdo al programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY, entre 1997 y el 2002, la

incidencia de K. pneumoniae productora de BLEE en Latinoamérica fue de 42.7%, en

contraste con la incidencia descrita para Europa y Estados Unidos y Canada, de 21.7% y

5.8% respectivamente (1,2). En un estudio realizado en el Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ), se encontró una prevalencia de 14% de

producción de BLEE en cepas de K. pneumoniae recuperadas de hemocultivos (13). Así

mismo el porcentaje de colonización gastrointestinal por enterobacterias productoras de
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BLEE en la unidad de terapia intensiva de este mismo centro hospitalario es de hasta 26%

durante los primeros 15 días de estancia hospitalaria (27) .

Las bacteriemias causadas por cepas de E. coli o K. pneum onie productoras de BLEE se han

asociado a una mayor mortalidad que las bacteriemias causadas por cepas no productoras de

BLEE (14). Se cree que esta elevación en la tasa de mortalidad se asocia a un retraso en el

inicio de una terapia apropiada (15). Por otro lado este retraso se ha asociado claramente a un

incremento en los días de estancia hospitalaria y en el costo. En un estudio multicéntrico

realizado por Paterson et al., se encontró que la tasa de falla terapéutica excedió el 50%

cuando se utilizaron cefalosporinas para tratar infecciones serias causadas por Klebsiella spp.

productoras de BLEE que in vitro eran aparentemente susceptibles a éstas (16).

Una estrategia importante en el tratamiento de infecciones graves, tales como bacteriemias ,

es el desarrollo de un método que le permita al laboratorio reducir el tiempo de detección de

microorganismos productores de BLEE de manera confiable. In vi/ro las enterobacterias

productoras de BLEE suelen ser susceptibles a inhibidores de p-Iactamasas , como son el

ácido c1avulánico, sulbactam y tazobactam , lo cual permite su detección en el laboratorio.

Sin embargo, otros mecanismos de resistencia a los p-Iactámicos , como enzimas tipo AmpC,

cambios en las porinas y variantes de las BLEE originales pueden interferir con los

resultados de las pruebas (5).

Tradicionalmente en áreas de baja prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE y

con el fin de disminuir la carga de trabajo de los laboratorios, el Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI) ha recomendado el realizar pruebas de detección de BLEE

únicamente en las enterobacterias con una concentración mínima inhibitoria para

ceftazidima, cefotaxima y cefpodoxima 2: 2ug/mL( 19). Las pruebas fenotípicas

confirmatorias recomendadas son el método de difusión de disco, microdilución en caldo y la

prueba E. La detección molecular de estas enzimas solo debe realizarse en aquellos casos en
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que existan resultados discordantes. Ya que no todas las bacterias tienen la misma capacidad

de hidrolizar a los antibióticos , se recomienda siempre utilizar al menos dos clases de

antibióticos para las pruebas confirmatorias fenotípicas. El proceso de aislamiento , pruebas

de microdilución y prueba confirmatoria tarda 4 días en promedio. Como ya se mencionó ,

existen varios estudios que han demostrado que el tratamiento adecuado de una bacteriemia

durante las primeras 48 horas disminuye significativamente el riesgo de mortalidad (25).

Actualmente el único grupo de fármacos recomendados para el tratamiento de infecciones

graves causadas por microorganismos productores de BLEE son los carbapenémicos, ya que

estos componentes son resistentes a la hidrólisis por ~-Iactamasas. 'El amplio uso de estos

fármacos favorece la emergencia de gérmenes resistentes, además de ser caros. Existen

reportes de bacterias portadoras de carbapenemasas mediadas por plásmidos. Aun cuando

estos son reportes esporádicos, la posibilidad de bacterias gramnegativas portadoras de

plásmidos con diferentes mecanismos de resistencia como BLEE, Amp C y Carbapenemasas

son ya una realidad, lo que a largo plazo podría alterar importantemente la ecología

bacteriana (20).

Navon-Venezia et al., describieron un método de detección rápida de cepas productoras de

BLEE en hemocultivos (21). En ese estudio los investigadores inocularon 40 botellas de

hemocultivo con 10 UFC de bacterias, con cepas productoras y no productoras de BLEE.

Después de 24 horas de incubación en el sistema BacT/Alert y una vez emitida la señal de

desarrollo, se tomó sangre de la botella y se inoculó directamente en medio de cultivo

Mueller-Hinton. Se determinó la presencia de BLEE de acuerdo al método de difusión de

discos . Los autores describen una sensibilidad y especificidad para este método de 95% y

100%, respectivamente. Este mismo grupo de investigadores posteriormente probó su técnica

en aislados clínicos de hemocultivos. Obtuvieron una sensibilidad y especificidad para el

método de 100% y 98%, respectivamente, al compararlo con el método de difusión de disco
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convencional. Así mismo, reportan una diferencia promedio entre el tiempo de reporte de la

prueba acelerada y la prueba convencional de 2.3 ± 0.47 días (p <0.0001)(15).

Este estudio tiene como objetivo el evaluar el desempeño del método de detección acelerada

de BLEE en bacilos gramnegativos de aislados clínicos de hemocultivos descrita por Navon­

Venezia y determinar el impacto sobre el tiempo de detección al compararla con el método

usado por el laboratorio, concentraciones mínimas inhibitorias (MIC) para escrutinio y

prueba E en los sospechosos, así como prueba de difusión de disco convencional.
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JUSTIFICACIÓN

Las infecciones por bacilos gramnegativos productores de BLEE representan

internacionalmente un problema grande , lo que conduce a una notable limitación en las

opciones terapéuticas. Latinoamérica es una de las regiones con mayor prevalencia de

enterobacterias productoras de BLEE y en México este es un problema creciente. La

detección de enterobacterias productoras de BLEE en forma oportuna puede traducirse en

una mejoría en el pronóstíco y menor estancia hospitalaria, lo que reduce el costo de la

atención.

Una estrategia importante en el tratamíento de infecciones graves -bacteriemias y

neumonías- es la detección temprana de BLEE en organismos gramnegativos a través de un

método confiable y de bajo costo. Ello cobra relevancia en sitios donde se ha reportado una

prevalencia elevada de gérmenes resistentes.
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HIPÓTESIS

La prueba de detección rápida de BLEE en bacilos gramnegativos aislados de hemocultivos

revela la presencia de BLEE por lo menos en la misma proporción que la pruebas de difusión

de discos y prueba E recomendadas por la CLSI y reduce el tiempo de reporte.
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OBJETIVOS

Determinar BLEE en bacilos gramnegativos aislados de hemocultivos a través de una

prueba fenotípica de lectura rápida.

Objetivos secundarios

l . Evaluar la sensibilidad y la especificidad de la prueba de detección rápida de BLEE

en bacilos gramnegativos en aislados clínicos de hemocultivos.

2. Comparar el tiempo de ejecución de las pruebas de detección BLEE rápida y las

pruebas convencionales.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Criterios de inclusión

l . Botellas de hemocultivos enviadas al laboratorio de microbiología clínica de nuestro

Instituto entre el 29 de julio del 2005 al 23 de septiembre del 2005.

2. Botellas de hemocultivo en la cuales se detecte crecimiento .

3. Botellas en las que se observe, mediante la tinción de Gram de la muestra, la

presencia de bacilos gramnegativos.

4. Un hemocultivo positivo por cada paciente.

Criterios de exclusión

l. Muestras por duplicado del mismo paciente.

2. Que se observen cocos grampositivos en la tinción de Gram.

Procedimientos microbiológicos

Las botellas se incubaron en la consola BACTEC 9240 (Becton Dickinson, Cockesville, Ma,

EE.UU.) y una vez que el aparato emitía la señal de desarrollo, se realizó la tinción de Gram

de la sangre de la botella. En caso de observarse bacilos gramnegativos se identificaron con

la tarjeta GNI-604 del sistema VITEK (bioMérieux, Lyon, Francia). La susceptibilidad

antimicrobiana se realizó inicialmente por el sistema VITEK con la tarjeta GNS +

(bioMérieux, Lyon, Francia) y mediante microdilución en caldo. Se realizó el protocolo de

detección rápida de BLEE, la prueba de detección de BLEE por difusión de discos

convencional , que de ahora en adelante se denominará método convencional 1, Y el método

utilizado rutinariamente en el laboratorio, que de ahora en adelante se denominará método

convencional 2 (Figura 1).
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Método de detección rápida de BLEE: Una vez que el sistema BACTEC 9240 emitía la

señal de desarrollo del hemocultivo y que se corroboraba la presencia de bacilos

gramnegativos mediante la tinción de Gram, se extrajeron 0.2ml de sangre de cada botella de

hemocultivo utilizando una jeringa estéril (15). La sangre se inoculó con un hisopo en placas

de agar Mueller-Hinton y se utilizaron discos de ceftazidima con y sin ácido c1avulánico y de

cefotaxima con y sin ácido c1avulánico. Las placas se incubaron a 31'C durante 24 horas. Se

denominó como positiva a una prueba cuando el diámetro del halo de inhibición de la

combinación de ceftazidimalácido c1avulánico fue 2':5mm que el diámetro del halo de

inhibición del disco de la cefalosporina sola (19).

Método convencional I de detección de BLEE: De cada botella se extrajo sangre y se inoculó

en placas de agar sangre de carnero, Mac Conkey y chocolate. A partir de cultivos puros se

hizo la identificación microbiológica y la sensibilidad utilizando el sistema VITEK. Del

cultivo puro también se obtuvo una suspens ión ajustada a una turbidez semejante al estándar

0.5 McFarland , para detección de BLEE, utilizando los mismos discos con antibiótico que en

la prueba rápida y con la misma interpretación.

Método convencional 2 de detección de BLEE: De cada botella se extrajo sangre y se inoculó

en placas de agar sangre de carnero , Mac Conkey y chocolate , hasta que se obten ía un

cultivo puro, para la identificación con el sistema VITEK. La susceptib ilidad antimicrob iana

se determinó por microdilución en caldo. A todos aquellos aislados con una CMI 2':2 ug/rnl,

para ceftazidima o aztreonam se les consideró como probables productores de BLEE y se les

realizó la prueba E de ceftazidima con y sin ácido c1avulánico. Aquellos con una CMI <2

ug/rnl, se reportaron como sensibles. Aquellos con una CMI 2':2 ug/ml, ó :::; 8 ug/rnl, y con

una prueba E negativa se consideraron sensibles. Aquellos con una CMI 2':2 ug/ml, y con
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prueba E positiva se consideraron resistentes. Todos aquellos con CMI >8 ug/mL se

reportaron como intermedios o resistentes (19) .

La prueba E se consideró positiva para BLEE cuando se observó una disminución mayor a 8

logaritmos en la combinación de cefalosporina/ácido clavulánico al compararla con la

cefalosporina sola . Se consideró como un verdadero resistente a aquel microorganismo que

mediante pruebas de microdilución en caldo resultara resistente de acuerdo con los

lineamientos de la CLSI. En todos los casos discordantes se realizó una segunda prueba E

con ceftazidima sola y ceftazidima/ácido clavulánico, y con cefotaxima sola y

cefotaxima/ácido clavúlanico; se consideraron como verdaderos productores de BLEE

aquellos organismos con resultado positivo en esta segunda prueba.. Se utilizaron como

controles positivo y negativo las cepas de referencia K. pneumoniae ATCC 700603 y E. coli

ATCC 25922, respectivamente.

Análisis Estadístico

Para la descripción de los datos construimos tablas de contingencia expresando las

proporciones en forma de porcentaje. En base a ellas se calcularon los valores de

sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo

(VPN) de cada una de las pruebas. Para estimar la diferencia entre estos valores se aplicó una

prueba de Chi-cuadrada o exacta de Fisher, de acuerdo a la distribución de los valores. Para

la variable tiempo de reporte evaluamos la normalidad de la distribución con una prueba de

Kolmogorov-Smimoffy para comparar la diferencia ente los métodos se utilizó una prueba t

de Student. Se tomaron como significativos los valores de p<0.05 (26) .
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RESULTADOS

Población de Estudio

Se analizaron 1182 botellas de hemocultivos de 432 pacientes. De las cuales 160 (13.5%)

mostraron desarrollo que pertenecían a 79 pacientes (tabla 1). A todas las botellas positivas

se les realizó tinción de Gram. En 89 (55.6%) de las botellas positivas se observaron bacilos

gramnegativos, en 58 (36.3%) cocos grampositivos, en 4 (2.5%) bacilos gramnegativos y

cocos grampositivos , en 6 (3.8%) levaduras, en 2 (1.3%) bacilos grampositivos y en una

(0.6%) no se observaron microorganismos, aunque el cultivo desarrolló Mycobacterium

tuberculosis. Las 89 botellas con bacilos gramnegativos pertenecían a 48 pacientes y sólo se

incluyó una botella por paciente (Tabla 2). De los 48 casos de bacteriemia incluidos, 7

(14.6%) fueron bacteriemias polimicrobianas y 41 (85.4%) monomicrobianas. Se aislaron 55

bacilos gramnegativos: 36 enterobacterias y 19 bacilos gramnegativos no-fermentadores . Los

gérmenes más frecuentemente aislados fueron E. coli [27 (49.1%)] Y P. aeruginosa [13

(23.6%)] (Tabla 2). De los 55 gérmenes aislados, 15 (27.3%) fueron productores de BLEE,

provenientes de 14 episodios de bacteriemias, para una prevalencia de bacteriemias con

gérmenes productores de BLEE de 29.2% (14/48) Y de bacteriemias por bacilos

gramnegativos resistentes a las cefalosporinas de 3° y 4° generación de 41.6% (20/48) (Tabla

2).

Sensibilidad y Especificidad

Con la prueba rápida de detección de BLEE se detectaron correctamente 13/14 bacteriemias

con microorganismos productores de BLEE, lo que se traduce en una sensibilidad del 92.8%

(I.C.95%, 66-97.7%) (Tabla 3). La única bacteriemia en que no se detectó BLEE, fue un

hemocultivo polimicrobiano en el que se aisló Serratia marscecens y P. aeruginosa. La S.

marscecens fue productora de BLEE, sin embargo la P. aeruginosa fue resistente a todas las
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cefalosporinas y no productora de BLEE, por lo cual la prueba directa se interpretó como

germen resistente. La especificidad de la prueba fue de 100% (Le.95%, 87.8-100%). El VPP

fue de 100% (LC.95%, 73.2-100%) y el VPN 97.1% (Le.95%, 83.8-99%).

En cuanto a bacteriemias causadas por gérmenes resistentes a cefalosporinas (BLEE y no-

BLEE), se identificaron correctamente con la prueba rápida 20/20 bacteriemias. Tres

episodios más de bacteriemia mostraron sensibilidad intermedia en la prueba rápida, pero en

realidad fueron sensibles. La sensibilidad y especificidad para detección de gérmenes

resistentes fue de 100% (Le.95%, 80.8-100%) y 89.2% (LC.95%, 71.5-95.5%)

respectivamente . El VPP y el VPN fueron de 86.8% (Le.95%, 66.5-94.2%) y de 100%

(LC.95%, 84-100%) (Tabla 3).

Con el método 1 se identificaron correctamente 15/15 (100%) bacilos grarnnegativos

productores de BLEE provenientes de 14 episodios de bacteriemia y no hubo falsos

positivos. La sensibilidad, la especificidad , el VPP y el VPN de la prueba fueron de 100%

(Tabla 3). Por este método se identificaron correctamente 20/21 (95.2%) gérmenes

resistentes a las cefalosporinas. El microorganismo discrepante fue P. aeruginosa cuyos

resultados fueron sensible a ceftazidima por el método convencional 1 y sensible a las

cefalosporinas con efecto anti-pseudomonas por el sistema VITEK, mientras que por CMI

resultó con sensibilidad intermedia (16 ug/ml.), Dos aislados clínicos, una

Stenotrophomonas maltophilia y un Acinetobacter calcoaceticus-baumanii, tuvieron

sensibilidad intermedia por esta prueba, pero fueron sensibles por CMI (Tabla 3 y 4). La

sensibilidad y especificidad de la prueba para la detección de gérmenes resistentes fue de

95.4% (Le. 95%, 78.2-99.8%) Yde 93.9% (Le. 95%, 80.4-98.3%), respectivamente. El VPP

fue de 91.3% (Le. 95%, 73.2-97.6%) Yel VPN 96.8% (Le. 95%, 84.4-99.8%).

Cuando se utilizó el método 2 se identificaron correctamente 13/15 (86.6%) gérmenes

productores de BLEE y 12/14 (85.7%) bacteriemias causadas por microorganismos
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productores de BLEE. La sensibilidad y especificidad del método fueron de 85.7% (LC.

95%, 58.4-94.7) Y de 100% (Le. 95%, 87.7-100%), respect ivamente ; el VPP y el VPN

fueron de 100% (Le. 95% , 71.7-100%) Y de 94.4% (LC. 95%, 80.5-97 .9%),

respectivamente. Los casos discordantes fueron un aislado de E. coli y otro de K.

pneumoniae. El aislado de E. coli mostró una CMI fue de 16 ug/ml. para ceftazidima y 32

ug/ml, para ceftriaxona; sin embargo la prueba E de ceftazidima y ceftazidima/ácido

clavulánico resultó en 0.5/0 .125 ug/ml, (no productora). Se repitieron las pruebas de los

métodos I y 2 Y el resultado fue positivo. Ello indica un problema de densidad del inóculo

empleado en la primera prueba. El aislado de K. pneumoniae mostró una CMI para

ceftazidima de I ug/ml, y para ceftriaxona de 2 ug/rnl, por lo cual , siguiendo los

lineamientos de la CLSI, de inicio no se realizó la prueba E y se consideró sensible. Por ser

un resultado discordante se realizó prueba E con ceftazidima y ceftazidima/ácido clavulánico

y prueba E con cefotaxima y cefotaxima/ ácido clavulánico; la prueba con ceftazidima

resultó negativa y la de cefotaxima fue positiva, al igual que en los métodos de difusión de

discos (método rápido y método 1). Este aislado muy probablemente hidroliza cefotaxima

pero no ceftazidima, es decir puede ser productor de cefotaximasa.

Al comparar la sensibilidad de las pruebas para la detección de BLEE, no existió diferencia

significativa entre el método de detección rápida y el método 2 (p=0.16), entre el método I y

la prueba de detección rápida si existió diferencia significativa (p=O.O 18).

Tiempos de detección

El tiempo promedio desde la tinción de Gram hasta la detección de BLEE por el método 2

fue de 4.48 ± 1.35 días , por el método I fue de 3.17 ± 0.43 días y por el método de detección

rápida fue de l ± O día. La diferencia promedio de detección fue de 3.48 y 2.17 para el

método I y el método 2. La diferencia en el tiempo de detección al comparar el método de
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detección rápida con los otros dos métodos fue estadísticamente significativa (método 1,

p<O.OOI y Método 2, p<O.OOI).

Resistencia asociada a BLEE

En este estudio observamos una alta proporción de gérmenes resistentes a diversos

antibióticos. De las 27 E. coli. aisladas el 48.1% fue resistente a las cefalosporinas, el 55.5%

a las quinolonas y el 11.1% a piperacilina/tazobactam; de las K. pneumoniae el 16.6% fue

resistente a las cefalosporinas y a las quinolonas . La proporción aislados de P. aeruginosa

resistente a cefalosporinas, meropenem y piperacilina/tazobactam fue de 30.7% (Tabla 4).

Los gérmenes productores de BLEE, presentaron con mayor frecuencia resistencia a las

quinolonas (p<O.OO 1) Y se mantienen susceptibles a los aminoglucósidos, meropenem y

parcialmente a piperacilina/tazobactam (Tabla 5)1 . El aumento en la resistencia a las

quinolonas se ha observado ya en otros estudios, sin embargo la prevalencia de resistencia a

quinolonas en gérmenes productores de BLEE (93.4%) en este estudio fue mayor que la

observada en este mismo Instituto (23%) en un estudio previo y a la reportada en la literatura

(17). La resistencia en general a meropenem y piperacilina/tazobactan no esta mediada por

BLEE, esto se debe a que en nuestro estudio encontramos una alta proporción de P.

aeruginosa multirresistente (Tabla 4).
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DISCUSIÓN

La resistencia antimicrob iana es un problema creciente a nivel mundial, que repercute

directamente en la sobrevida de los pacientes infectados por estos gérmenes, así como en la

estancia hospitalaria y el costo de atención (3,14). Los programas de vigilancia de resistencia

antimicrobiana cada vez más reportan regiones donde la tasa de infecciones por gérmenes

resistentes son mayores a 50% (1). La producción de BLEE es el mecanismo de resistencia

más frecuente a las cefalosporinas de amplio espectro entre las enterobacterias; éstas a su vez

son los gérmenes más frecuentemente aislados en pacientes bacterémicos fuera del contexto

de un brote (4,5). Latinoamérica es uno de las regiones con prevalencia de gérmenes

productores de BLEE más elevada (hasta 45%) (1). En México, hasta hace unos años la

prevalencia de microorganismos productores de BLEE era menor al 20% y en nuestro

Instituto dicha prevalencia ha aumentado en forma preocupante.

En este estudio la prevalencia de las bacteriemias causadas por gérmenes resistentes a las

cefalosporinas, independientemente del mecanismo de resistencia , fue de 41.6% mientras

que la proporción de bacteriemias causadas por microorganismos productores de BLEE fue

de casi 30%. Nosotros encontramos que E. eoli es responsable de casi la mitad de las

bacteriemias en el Instituto, y de todas las E. eoli, 48.1% son productoras de BLEE. De

hecho, E. eoli representa 86.6% de los gérmenes productores de BLEE en bacteriemias.

Esto limita de manera importante las opciones terapéuticas , pero además tiene un alto costo

económico y ecológico. El uso de antibióticos no adecuados, además de repercutir

directamente sobre el pronóstico de los pacientes, promueve el surgimiento de más gérmenes

resistentes. Como se mencionó anteriormente, los carbapenémicos son el único grupo de

fármacos recomendados en infecciones graves causadas por gérmenes productores de BLEE.

Es probable que dada esta alta incidencia de gérmenes resistentes en bacteriemias, sea
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necesario el utilizarlos como terapia empirica inicial en bacteriemias por gramnegativos. Sin

embargo, esta maniobra terapéutica lleva consigo otros problemas como son la selección de

cepas inherentemente resistentes a estos medicamentos. Entonces , es necesario poder

distinguir rápidamente aquellos pacientes que requieren carbapenémicos de aquellos que

pueden ser tratados exitosamente con otro grupo de drogas.

Las pruebas de rutina de detección de BLEE son una herramienta indispensable en el

tratamiento de los pacientes infectados. Sin embargo el tiempo de detección de BLEE de

estas pruebas es muy largo, tomando en cuenta que las primeras 48 hrs de tratamiento son las

que más repercuten sobre el pronóstico de los pacientes (25). En este estudio se encontró que

la prueba de detección rápida acorta significativamente el tiempo de detección de BLEE que

los métodos recomendados por la CLSI, con una diferencia promedio en el tiempo de

detección de BLEE de 3.48 Y2.17 días.

La sensibilidad de la prueba de detección rápida de BLEE fue de 92.8%, ya que en una

. bacteriemia polimicrobiana además de haberse aislado un germen productor de BLEE, se

aisló una P. aeruginosa resistente a todas las cefalosporinas. Así pues, se detectaron

correctamente 13/14 bacteriemias con bacterias productoras de BLEE; la que no se detectó

correctamente no representó una falla, ya que se detectó un germen resistente a las dos

cefalosporinas. La especificidad de nuestra prueba fue de 100%. Si analizamos la prueba en

cuanto a su capacidad de detectar gérmenes resistentes a las cefalosporinas, la sensibilidad

fue de 100%. Navon-Venezia et al. describen una sensibilidad y especificidad para el método

de detección rápida de BLEE de 100% Y 98%, respectivamente. Sin embargo, ellos

excluyeron del análisis las bacteriemias causadas por más de un germen. En nuestro estudio

casi 15% de las bacteriemias fueron causadas por dos bacilos gramnegativos, es decir el

riesgo de bacteriemia mixta es elevado como se ha descrito en otros estudios recientes (28).

Por ello, el beneficio de esta prueba rápida como método de escrutinio para la detección de
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BLEE es la detección de la resistencia a las cefalosporinas de amplio espectro más que la

definición de los propios mecanismos de resistencia.

El método 2 identificó correctamente sólo 86% de las cepas productoras de BLEE: esto

probablemente se deba a que únicamente se utilizó un antibiótico en la prueba de detección

fenotípica . Existen varios estudios que han evaluado la efectividad de las pruebas

recomendadas por la CLSI. En éstos se ha demostrado que la combinación de al menos dos

antibióticos en las pruebas de detección mejora de manera importante la sensibilidad y

especificidad de la prueba (18-20). Por otro lado, el escrutinio mediante CMI recomendado

actualmente por la CLSI probablemente sea adecuado para países con baja prevalencia de

BLEE; sin embargo en hospitales como nuestro Instituto, donde 30% de todos los aislados de

sangre causados por bacilos gramnegativos son productores de BLEE, es necesario emplear

un método de escrutinio rápido y eficaz.

El método l(de difusión de discos) es una prueba altamente sensible y específica, la cual

tiene el inconveniente de tardar entre 3 a 5 días para su detección.

Nuestro estudio tiene las limitantes de que a pesar de la elevada prevalencia de gérmenes

resistentes , el tamaño de la muestra es pequeño, y por otro lado que no confirmamos la

presencia de BLEE con una prueba genómica.

En conclusión , la detección rápida de BLEE en bacteriemias por bacilos gramnegativos es

una herramienta de gran utilidad porque además de acortar el tiempo para definir el

tratamiento por 2 a 3 días en promedio, es muy sensible y específico, lo que sin duda alguna

redundará en el pronóstico de los pacientes con sepsis y eventualmente podría reducir el

costo de la atención médica.
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Figura 1. Diagrama de Flujo del Estudio: Detección Rápida de BLEE
en bacilos gramnegativos de hemocultivos.
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Tabla 1. Hemocultivos analizados y distribución de
microorganismos identificados por tinc ión de G ra m

Hemocultivos Frascos n (%) Pacientes n (%)
Total 1182 432
Positivo 160 (13.5) 79 (18.2%)
Tinción de Gram
Bacilos gramnegativos 89 48
Cocos grampositivos 58 25
Levaduras 6 2
~~ 4 2
Bacilos grampositivos 2 1
No microorganismos* 1 1

* EstehemocuJtivodesarrolJoMycoba cterium tuberculosis

ESTA TESIS NO sAU.
UE LA BIBIJOTECA
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Tabla 2. Frecuencia de microorganismos productores de BLEE y
resistentes a cefalosporinas en 48 bacteriemias por gramnegativos

Pacientes con Bacteremia

Un aislamiento

Polimicrobianas

Bacilos gramnegativos
aislados
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Otros no fermentadores

Otras enterobacterias

Total de aislamientos

Total
48

41

7

27

13

6
6

3

55

BLEE n(%)
14 (29.2)

13 (48.1)

O
1 (16-6)

O
1 (33.3)

15 (27.2)

Resistente a Cef," n(%)
20(41.7)

13 (48.1)

5 (38.4)

1(16.6)

O
2 (66.6)

21 (38 .1)

30



Tabla 3. Sensibilidad y especificidad de la prueba rápida para detección de microorganismos
productores de BLEE y resistentes a cefalosporinas en bacteriemias por bacilos gramnegativos

Pos/n eg. Sensibilidad Especificidad VPP VPN
% (I.C . 95'Yo ) % (I.e. 95% ) % (I.e. 95%) % u.e, 95% )

BLEE+*
Prueba rápida 13/34 92.8 (66-97.7) 100 (87.8-100) 100 (73.2-100) 97.1 (83.8-99)

Método 1 15/40 100 100 100 100

Método 2 13142 85.7 (58.4-94 .7) 100 (87.7-100) 100 (71.7-100) 94.4 (80.5-97.9)

Resistent e a Cefalosporinas**
Prueba rápida 23/25 100 (8.8-100) 89.2 (7 1.5-95.5) 86.8 (66.5-94.2) 100 (84-100)

Método 1 20/35 95.4 (78.2-99.8) 93.9 (80.4-98.3) 91.3 (73.2-97.6) 96.8 (84.4-99.8)

'Ir Se consideraron BlEE + a todos aquellos aislado s que fueron positivos por los tres métodos. En los casos discordantes se repitierón
nuevamente el método 1 y 2.y se consideraron los resultados de esta segu nda evaluación.
** El método 2 es el método referente para la comparación con los otros 2 métodos.
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Tabla 4. Porcentaje de Gérmenes Resistentes a diversos antibióticos
Gérmenes Total Resistentes Resistentes Resistentes Resistentes Resistentes

n=55 Cefalosporinas Amikac ina Ciprofloxacina l\1eropenem Piperacilinal
n (%) n (%) n (%) n (%) Tazobactan n ("l.)

Esch erichia coli 27 13(48.14) O 15 (55.5) O 3 (11.1)
Klebsiella pneumoniae 6 1 (16.6) O 1 (16.6) O O
Otras Enterobacterias' 3 2 (66.6) 1 (33.3) O O 2 (66.6)
Pseudomonas aeruglnosa 13 4 (30.7) 3 (23) 3 (23) 4 (30.7) 4 (30.7)
Otros No-fermentadores" 6 1 (16.6) 2 (33.3) 1 (16.6) 2 (33.3) 2 (33.3)

"Otr as enterebacterias: 1Serrana marcec ens. 1 Proteus mirabilts , 1 Enterob acter c/oacae . " Otros ne-Iermenrederes: 3 SJenotroph omonas maltophilia,
2 Pseudomonas sp., I Actnetobacte r calcoaceticus-baumamt ' ·' Se excluyero n gérmenes inherentemente resistentes a Cefalospo rinas (S. ma/tophilia).
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Tabla 5. Perfil de susceptibilidad a diversos antibióticos
en gérmenes productores de BLEE

BLEE + (n=15)
Sensibles Resistentes

n (%) n (%)

Amikacina
Cefalo sporinas 3° Ó 4°
Ciprofloxacina
Meropenem
Piperacilina/tazobactan

14 (93 .4)
O

1 (6.6)
15 (100)
II (73.3)

1 (6.6)
15 (100)
14 (93.4)

O
4 (26 .7)
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