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INTRODUCCION

El aumento en la incidencia de resistencia antimicrobiana entre los patégenos nosocomiales,
asi como entre los de adquisicién 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 hospitalizacién, a un
aumento en el tiempo de estancia hospitalaria y a un mayor riesgo de morbilidad y
mortalidad (1). Una estrategia util para disminuir las complicaciones asociadas a infecciones
causadas por gérmenes resistentes es la seleccién inicial de un adecuado régimen terapéutico,
frecuentemente empirico. En un estudio realizado en los Estados Unidos se encontr6 una tasa
de mortalidad de 17.5% en pacientes adultos bacterémicos; sin embargo, la tasa de
mortalidad disminuyd significativamente (13.3%) en pacientes que recibieron un esquema
terapéutico inicial adecuado (2,3). Para ello seria de gran ayuda clinica contar con nuevas
opciones terapéuticas, pruebas diagnésticas rapidas y confiables, asi como un mejor control
de la transmision nosocomial de estos patégenos.

Desde la década de los ochentas, la produccién de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) ha surgido como un mecanismo de resistencia importante entre las bacterias
gramnegativas. Las BLEE son B-lactamasas que hidrolizan las cefalosporinas de tercera
generacion y los monobactamicos como el aztreonam. Son producidas por las bacterias de la
familia Enterobacteriacea, principalmente Escherichia coli y Klebsiella spp. En 1960 se
describid la primera B-lactamasa mediada por plasmidos en microorganismos gramnegativos,
la TEM-1. Esta enzima se encontrd originalmente en una cepa de E. coli aislada de un
cultivo de sangre de un paciente llamado Temoiniera en Grecia, del cual tomé su nombre. Su
diseminaciéon hacia otras bacterias se ha facilitado por encontrarse en plasmidos o

transposones y en pocos afios 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 B-lactamasa mediada por plasmidos encontrada
frecuentemente en K. prneumoniae y E. coli es la SHV-1 (sulphydryl variable). Esta enzima
es codificada a nivel cromosémico en la mayoria de los aislados de K. pneumoniae y por
plasmidos en E. coli. Las oxyimino-cefalosporinas fueron disefiadas para ser resistentes al
efecto hidrolitico de las B-lactamasas, por lo cual se popularizé su uso en la década de los
ochentas, sobre todo para las infecciones graves causadas por bacilos gramnegativos. Debido
al uso indiscriminado de estos antibidticos rapidamente emergieron bacterias resistentes a
estos antibioticos de espectro amplio, por lo que a esta nueva clase de B-lactamasas se le
denominé BLEE. La primera enzima capaz de hidrolizar a las oxyimino-cefalosporinas fue
una SHV-2 y se encontr6 en una cepa de K. ozaenae aislada en Alemania (4,5).

La prevalencia del tipo de BLEE varia de acuerdo a la region geografica, siendo las enzimas
mas prevalentes en México las SHV-5 y TEM-1 (6-13). La capacidad para hidrolizar los
diferentes antibi6ticos varia de acuerdo al tipo de enzima prevalerte en cada region: en
Estados Unidos la ceftazidima y el aztreonam son los antibiéticos mas susceptibles a la
hidrélisis por las BLEE, mientras que en Latinoamérica la cefotaxima parece ser mas
susceptible. Esta es una de las razones por las cuales siempre se recomienda utilizar al menos
dos clases de antibidticos para las pruebas de deteccion 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 Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), se encontré una prevalencia de 14% de
produccién de BLEE en cepas de K. pneumoniae recuperadas de hemocultivos (13). Asi

mismo el porcentaje de colonizacién 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 dias de estancia hospitalaria (27).

Las bacteriemias causadas por cepas de E. coli o K. pneumonie 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 elevacion 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 dias de estancia hospitalaria y en el costo. En un estudio multicéntrico
realizado por Paterson et al., se encontré que la tasa de falla terapéutica excedio 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 deteccion de
microorganismos productores de BLEE de manera confiable. In vitro las enterobacterias
productoras de BLEE suelen ser susceptibles a inhibidores de B-lactamasas, como son el
acido clavulanico, sulbactam y tazobactam, lo cual permite su deteccion en el laboratorio.
Sin embargo, otros mecanismos de resistencia a los B-lactamicos, 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 areas 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 deteccion de BLEE
Unicamente en las enterobacterias con una concentracion minima inhibitoria para
ceftazidima, cefotaxima y cefpodoxima > 2ug/mL(19). Las pruebas fenotipicas
confirmatorias recomendadas son el método de difusidn de disco, microdilucién en caldo y la

prueba E. La deteccion 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 antibiticos, se recomienda siempre utilizar al menos dos clases de
antibidticos para las pruebas confirmatorias fenotipicas. El proceso de aislamiento, pruebas
de microdilucién y prueba confirmatoria tarda 4 dias en promedio. Como ya se menciono,
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 tnico grupo de farmacos recomendados para el tratamiento de infecciones
graves causadas por microorganismos productores de BLEE son los carbapenémicos, ya que
estos componentes son resistentes a la hidrélisis por B-lactamasas. El amplio uso de estos
farmacos favorece la emergencia de gérmenes resistentes, ademas de ser caros. Existen
reportes de bacterias portadoras de carbapenemasas mediadas por plasmidos. Aun cuando
estos son reportes esporadicos, la posibilidad de bacterias gramnegativas portadoras de
plasmidos con diferentes mecanismos de resistencia como BLEE, Amp C y Carbapenemasas
son ya una realidad, lo que a largo plazo podria alterar importantemente la ecologia
bacteriana (20).

Navon-Venezia et al., describieron un método de deteccion rapida 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 incubacion en el sistema BacT/Alert y una vez emitida la sefial de
desarrollo, se tomd sangre de la botella y se inoculé directamente en medio de cultivo
Mueller-Hinton. Se determiné la presencia de BLEE de acuerdo al método de difusién de
discos. Los autores describen una sensibilidad y especificidad para este método de 95% y
100%, respectivamente. Este mismo grupo de investigadores posteriormente probd su técnica
en aislados clinicos de hemocultivos. Obtuvieron una sensibilidad y especificidad para el

método de 100% y 98%, respectivamente, al compararlo con el método de difusion de disco
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convencional. Asi mismo, reportan una diferencia promedio entre el tiempo de reporte de la
prueba acelerada y la prueba convencional de 2.3 + 0.47 dias (p <0.0001)(15).

Este estudio tiene como objetivo el evaluar el desempefio del método de deteccion acelerada
de BLEE en bacilos gramnegativos de aislados clinicos de hemocultivos descrita por Navon-
Venezia y determinar el impacto sobre el tiempo de deteccion al compararla con el método
usado por el laboratorio, concentraciones minimas inhibitorias (MIC) para escrutinio y

prueba E en los sospechosos, asi como prueba de difusion de disco convencional.
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JUSTIFICACION

Las infecciones por bacilos gramnegativos productores de BLEE representan
internacionalmente un problema grande, lo que conduce a una notable limitacion 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
deteccion de enterobacterias productoras de BLEE en forma oportuna puede traducirse en
una mejoria en el prondstico y menor estancia hospitalaria, lo que reduce el costo de la
atencion.

Una estrategia importante en el tratamiento de infecciones graves —bacteriemias y
neumonias- es la deteccion 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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HIPOTESIS

La prueba de deteccion rapida de BLEE en bacilos gramnegativos aislados de hemocultivos

revela la presencia de BLEE por lo menos en la misma proporcion que la pruebas de difusion

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 fenotipica de lectura rapida.

Objetivos secundarios
1. Evaluar la sensibilidad y la especificidad de la prueba de deteccion rapida de BLEE
en bacilos gramnegativos en aislados clinicos de hemocultivos.
2. Comparar el tiempo de ejecucién de las pruebas de deteccion BLEE rapida y las

pruebas convencionales.
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MATERIALES Y METODOS

Criterios de inclusion
1. Botellas de hemocultivos enviadas al laboratorio de microbiologia clinica 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 tincion de Gram de la muestra, la
presencia de bacilos gramnegativos.
4. Un hemocultivo positivo por cada paciente.
Criterios de exclusién
1. Muestras por duplicado del mismo paciente.

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

Procedimientos microbiolégicos

Las botellas se incubaron en la consola BACTEC 9240 (Becton Dickinson, Cockesville, Ma,
EE.UU.) y una vez que el aparato emitia la sefial de desarrollo, se realizo la tincion 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 realiz6 inicialmente por el sistema VITEK con la tarjeta GNS +
(bioMérieux, Lyon, Francia) y mediante microdilucién en caldo. Se realizé el protocolo de
deteccion rapida de BLEE, la prueba de deteccion de BLEE por difusién de discos
convencional, que de ahora en adelante se denominara método convencional 1, y el método
utilizado rutinariamente en el laboratorio, que de ahora en adelante se denominard método

convencional 2 (Figura 1).
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Meétodo de deteccion rdpida de BLEE: Una vez que el sistema BACTEC 9240 emitia la
sefial de desarrollo del hemocultivo y que se corroboraba la presencia de bacilos
gramnegativos mediante la tincion de Gram, se extrajeron 0.2ml de sangre de cada botella de
hemocultivo utilizando una jeringa estéril (15). La sangre se inocul6 con un hisopo en placas
de agar Mueller-Hinton y se utilizaron discos de ceftazidima con y sin 4cido clavulanico y de
cefotaxima con y sin 4cido clavulanico. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Se
denomin6 como positiva a una prueba cuando el diametro del halo de inhibicion de la
combinacion de ceftazidima/acido clavulanico fue >5mm que el didmetro del halo de
inhibicion del disco de la cefalosporina sola (19).

Método convencional 1 de deteccion de BLEE: De cada botella se extrajo sangre y se inoculd
en placas de agar sangre de carnero, Mac Conkey y chocolate. A partir de cultivos puros se
hizo la identificacion microbioldgica y la sensibilidad utilizando el sistema VITEK. Del
cultivo puro también se obtuvo una suspension ajustada a una turbidez semejante al estandar
0.5 McFarland, para deteccién de BLEE, utilizando los mismos discos con antibiético que en
la prueba rapida y con la misma interpretacion.

Meétodo convencional 2 de deteccion de BLEE: De cada botella se extrajo sangre y se inoculd
en placas de agar sangre de carnero, Mac Conkey y chocolate, hasta que se obtenia un
cultivo puro, para la identificacién con el sistema VITEK. La susceptibilidad antimicrobiana
se determind por microdilucién en caldo. A todos aquellos aislados con una CMI >2 pg/mL
para ceftazidima o aztreonam se les consideré como probables productores de BLEE y se les
realizé la prueba E de ceftazidima con y sin 4cido clavulanico. Aquellos con una CMI <2
ug/mL se reportaron como sensibles. Aquellos con una CMI >2 pg/mL 6 < 8 pg/mL y con

una prueba E negativa se consideraron sensibles. Aquellos con una CMI >2 pg/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 consider6 positiva para BLEE cuando se observé una disminucién mayor a 8
logaritmos en la combinacién de cefalosporina/acido clavulanico al compararla con la
cefalosporina sola. Se consider6 como un verdadero resistente a aquel microorganismo que
mediante pruebas de microdilucién en caldo resultara resistente de acuerdo con los
lineamientos de la CLSI. En todos los casos discordantes se realiz6 una segunda prueba E
con ceftazidima sola y ceftazidima/4cido clavulanico, y con cefotaxima sola y
cefotaxima/acido clavulanico; 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.

Analisis Estadistico

Para la descripcion 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 aplic6 una
prueba de Chi-cuadrada o exacta de Fisher, de acuerdo a la distribucion de los valores. Para
la variable tiempo de reporte evaluamos la normalidad de la distribucién con una prueba de
Kolmogorov-Smirnoff y para comparar la diferencia ente los métodos se utiliz6 una prueba t

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

Poblacién de Estudio

Se analizaron 1182 botellas de hemocultivos de 432 pacientes. De las cuales 160 (13.5%)
mostraron desarrollo que pertenecian a 79 pacientes (tabla 1). A todas las botellas positivas
se les realizo tincion 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 desarrollé Mycobacterium
tuberculosis. Las 89 botellas con bacilos gramnegativos pertenecian a 48 pacientes y sélo se
incluy6 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 mas 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° generacion de 41.6% (20/48) (Tabla
2).

Sensibilidad y Especificidad

Con la prueba rapida de deteccion de BLEE se detectaron correctamente 13/14 bacteriemias
con microorganismos productores de BLEE, lo que se traduce en una sensibilidad del 92.8%
(1.C.95%, 66-97.7%) (Tabla 3). La tnica bacteriemia en que no se detecté BLEE, fue un
hemocultivo polimicrobiano en el que se aislo 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 interpret6 como
germen resistente. La especificidad de la prueba fue de 100% (1.C.95%, 87.8-100%). El VPP
fue de 100% (1.C.95%, 73.2-100%) y el VPN 97.1% (1.C.95%, 83.8-99%).

En cuanto a bacteriemias causadas por gérmenes resistentes a cefalosporinas (BLEE y no-
BLEE), se identificaron correctamente con la prueba rapida 20/20 bacteriemias. Tres
episodios mas de bacteriemia mostraron sensibilidad intermedia en la prueba rapida, pero en
realidad fueron sensibles. La sensibilidad y especificidad para deteccion de gérmenes
resistentes fue de 100% (1.C.95%, 80.8-100%) y 89.2% (1.C.95%, 71.5-95.5%)
respectivamente. El VPP y el VPN fueron de 86.8% (1.C.95%, 66.5-94.2%) y de 100%
(1.C.95%, 84-100%) (Tabla 3).

Con el método 1 se identificaron correctamente 15/15 (100%) bacilos gramnegativos
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
resulté con sensibilidad intermedia (16 pg/mL). Dos aislados clinicos, 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 deteccion de gérmenes resistentes fue de
95.4% (1.C. 95%, 78.2-99.8%) y de 93.9% (1.C. 95%, 80.4-98.3%), respectivamente. El VPP
fue de 91.3% (1.C. 95%, 73.2-97.6%) y el VPN 96.8% (I.C. 95%, 84.4-99.8%).

Cuando se utilizd 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% (I.C.
95%, 58.4-94.7) y de 100% (I.C. 95%, 87.7-100%), respectivamente; el VPP y el VPN
fueron de 100% (I.C. 95%, 71.7-100%) y de 94.4% (1.C. 95%, 80.5-97.9%),
respectivamente. Los casos discordantes fueron un aislado de E. coli y otro de K
preumoniae. El aislado de E. coli mostré una CMI fue de 16 pg/mL para ceftazidima y 32
pg/mL para ceftriaxona; sin embargo la prueba E de ceftazidima y ceftazidima/acido
clavulanico resulté en 0.5/0.125 pg/mL (no productora). Se repitieron las pruebas de los
métodos 1 y 2 y el resultado fue positivo. Ello indica un problema de densidad del in6culo
empleado en la primera prueba. El aislado de K. pneumoniae mostr6 una CMI para
ceftazidima de 1 pg/mL y para ceftriaxona de 2 pg/mL por lo cual, siguiendo los
lineamientos de la CLSI, de inicio no se realizé la prueba E y se considerd sensible. Por ser
un resultado discordante se realizé prueba E con ceftazidima y ceftazidima/acido clavulanico
y prueba E con cefotaxima y cefotaxima/ acido clavulanico; la prueba con ceftazidima
resulté negativa y la de cefotaxima fue positiva, al igual que en los métodos de difusion de
discos (método rapido 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 deteccién de BLEE, no existié diferencia
significativa entre el método de deteccion rapida y el método 2 (p=0.16), entre el método 1 y
la prueba de deteccion rapida si existi6 diferencia significativa (p=0.018).

Tiempos de deteccién

El tiempo promedio desde la tincion de Gram hasta la detecciéon de BLEE por el método 2
fue de 4.48 + 1.35 dias, por el método 1 fue de 3.17 + 0.43 dias y por el método de deteccién
rapida fue de 1 + 0 dia. La diferencia promedio de deteccion fue de 3.48 y 2.17 para el

método 1 y el método 2. La diferencia en el tiempo de deteccion al comparar el método de
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deteccion rapida con los otros dos métodos fue estadisticamente significativa (método 1,
p<0.001 y Método 2, p<0.001).

Resistencia asociada a BLEE

En este estudio observamos una alta proporcion de gérmenes resistentes a diversos
antibioticos. 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 proporcion 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<0.001) y se mantienen susceptibles a los aminoglucésidos, meropenem y
parcialmente a piperacilina/tazobactam (Tabla 5). 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 proporcién de P.

aeruginosa multirresistente (Tabla 4).
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DISCUSION

La resistencia antimicrobiana es un problema creciente a nivel mundial, que repercute
directamente en la sobrevida de los pacientes infectados por estos gérmenes, asi como en la
estancia hospitalaria y el costo de atencion (3,14). Los programas de vigilancia de resistencia
antimicrobiana cada vez mas reportan regiones donde la tasa de infecciones por gérmenes
resistentes son mayores a 50% (1). La producciéon de BLEE es el mecanismo de resistencia
mas frecuente a las cefalosporinas de amplio espectro entre las enterobacterias; éstas a su vez
son los gérmenes mas 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 maés elevada (hasta 45%) (1). En México, hasta hace unos afios 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 proporcién de bacteriemias causadas por microorganismos productores de BLEE fue
de casi 30%. Nosotros encontramos que E. coli es responsable de casi la mitad de las
bacteriemias en el Instituto, y de todas las E. coli, 48.1% son productoras de BLEE. De
hecho, E. coli representa 86.6% de los gérmenes productores de BLEE en bacteriemias.

Esto limita de manera importante las opciones terapéuticas, pero ademas tiene un alto costo
econémico y ecoldgico. El uso de antibidticos no adecuados, ademas de repercutir
directamente sobre el prondstico de los pacientes, promueve el surgimiento de mas gérmenes
resistentes. Como se menciond anteriormente, los carbapenémicos son el Gnico grupo de
farmacos 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 seleccion de
cepas inherentemente resistentes a estos medicamentos. Entonces, es necesario poder
distinguir rapidamente aquellos pacientes que requieren carbapenémicos de aquellos que
pueden ser tratados exitosamente con otro grupo de drogas.

Las pruebas de rutina de deteccién de BLEE son una herramienta indispensable en el
tratamiento de los pacientes infectados. Sin embargo el tiempo de deteccion de BLEE de
estas pruebas es muy largo, tomando en cuenta que las primeras 48 hrs de tratamiento son las
que mas repercuten sobre el pronéstico de los pacientes (25). En este estudio se encontr6 que
la prueba de deteccion rapida acorta significativamente el tiempo de deteccion de BLEE que
los métodos recomendados por la CLSI, con una diferencia promedio en el tiempo de
deteccion de BLEE de 3.48 y 2.17 dias.

La sensibilidad de la prueba de deteccion rapida de BLEE fue de 92.8%, ya que en una
bacteriemia polimicrobiana ademas de haberse aislado un germen productor de BLEE, se
aislé una P. aeruginosa resistente a todas las cefalosporinas. Asi pues, se detectaron
correctamente 13/14 bacteriemias con bacterias productoras de BLEE; la que no se detect6
correctamente no representd una falla, ya que se detecté 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 deteccion rapida de BLEE de 100% y 98%, respectivamente. Sin embargo, ellos
excluyeron del analisis las bacteriemias causadas por mas 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 rapida como método de escrutinio para la deteccion de
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BLEE es la deteccion de la resistencia a las cefalosporinas de amplio espectro mas que la
definicion de los propios mecanismos de resistencia.

El método 2 identificé correctamente sélo 86% de las cepas productoras de BLEE: esto
probablemente se deba a que Ginicamente se utilizé un antibidtico en la prueba de deteccion
fenotipica. Existen varios estudios que han evaluado la efectividad de las pruebas
recomendadas por la CLSI. En éstos se ha demostrado que la combinacién de al menos dos
antibidticos en las pruebas de deteccion 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 paises 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 rapido y eficaz.

El método 1(de difusion de discos) es una prueba altamente sensible y especifica, la cual
tiene el inconveniente de tardar entre 3 a 5 dias para su deteccion.

Nuestro estudio tiene las limitantes de que a pesar de la elevada prevalencia de gérmenes
resistentes, el tamafio de la muestra es pequefio, y por otro lado que no confirmamos la
presencia de BLEE con una prueba gendmica.

En conclusién, la deteccion rapida de BLEE en bacteriemias por bacilos gramnegativos es
una herramienta de gran utilidad porque ademas de acortar el tiempo para definir el
tratamiento por 2 a 3 dias en promedio, es muy sensible y especifico, lo que sin duda alguna
redundara en el prondstico de los pacientes con sepsis y eventualmente podria reducir el

costo de la atencion médica.
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Método Rapido

Figura 1. Diagrama de Flujo del Estudio: Deteccion Ripida de BLEE
en bacilos gramnegativos de hemocultivos.

Hemocultivos (+)

Bacilos Gram (-)

Método 1

0.2 mL sangre en agar
MH

Agregar discos de CAZ y
CAZICl y CTX y CTX/CI

Interpretacion de la
prueba

Se inoculd en agar
sangre, MC y
Chocaolate

Cultivo puro

Método 2

Se inoculé en agar
sangre, MC y
Chocolate

I Cultivo puro |

Identificacién y
sensibilidad (Vitek)

Identificacion y

sensibilidad (Vitek)

I

Solucidn al 0.5 de
Mc Farland.
Inocular en MH

Agregar discos de CAZ y

CAZ/Cl y CTX y CTX/CI

18 a 24 hrs de incubacion l

Interpretacidn de la
prueba

r

Prueba de
microdilucidn en
caldo

l CMI > 2ugimL

Solucién al 0.5 de
McFarland. Inocular
en MH

|

Prueba E CAZ y
CAZCI

| 18 a 24 hrs de incubacion

Interpretacion de
la prueba*

*En casos discordantes se repitié la prueba E
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Tabla 1. Hemocultivos analizados y distribucién de
microorganismos identificados por tincion de Gram

Hemocultivos Frascos n (%) Pacientes n (%)
Total 1182 432
Positivo 160 (13.5) 79 (18.2%)
Tincién de Gram

Bacilos gramnegativos 89 48

Cocos grampositivos 58 25
Levaduras 6 2

Mixtos 4 2
Bacilos grampositivos 2 1

No microorganismos* 1 1

* Este hemocultivo desarrollo Mycobacterium tuberculosis

ESTA TESIS NO SA}JL
OE LA BIBLIOTECA
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Tabla 2. Frecuencia de microorganismos productores de BLEE y
resistentes a cefalosporinas en 48 bacteriemias por gramnegativos

Total BLEE n(%) Resistente a Cef.* n(%)
Pacientes con Bacteremia 48 14 (29.2) 20 (41.7)
Un aislamiento 41 - -
Polimicrobianas 7 - -—
Bacilos gramnegativos
aislados
Escherichia coli 27 13 (48.1) 13 (48.1)
Pseudomonas aeruginosa 13 0 5(384)
Klebsiella pneumoniae 6 1 (16-6) 1(16.6)
Otros no fermentadores 6 0 0
Otras enterobacterias 3 1(33.3) 2 (66.6)
Total de aislamientos 55 15 (27.2) 21 (38.1)
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Tabla 3. Sensibilidad y especificidad de la prueba rapida para deteccién de microorganismos
productores de BLEE y resistentes a cefalosporinas en bacteriemias por bacilos gramnegativos

Pos/neg. Sensibilidad Especificidad VPP VPN
Y% (I.C. 95%) % (1.C. 95%) % (I.C. 95%) % (I.C. 95%)

BLEE +*
Prueba rapida 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
Meétodo 2 13/42 85.7(58.4-94.7) 100 (87.7-100) 100 (71.7-100)  94.4 (80.5-97.9)
Resistente a Cefalosporinas**
Prueba rapida 23/25 100 (8.8-100) 89.2(71.5-95.5)  86.8(66.5-94.2) 100 (84-100)
Meétodo 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)

* Se consideraron BLEE + a todos aquellos aislados que fueron positivos por los tres métodos. En los casos discordantes se repitieron

nuevamente el método 1 y 2.y se consideraron los Itados de esta d:
** El método 2 es el método referente para la comparacién con los otros 2 métodos.
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Tabla 4. Porcentaje de Gérmenes Resistentes a diversos antibiéticos

Gérmenes Total Resistentes Resistentes Resistentes Resistentes Resistentes
n=55 Cefalosporinas Amikacina Ciprofloxacina Meropenem Piperacilina/
n (%) n (%) n (%) n (%) Tazobactan n (%)

Escherichia coli 27 13 (48.14) 0 15 (55.5) 0 3(1L1)
Klebsiella pneumoniae 6 1(16.6) 0 1(16.6) 0 0
Otras Enterobacterias” 3 2 (66.6) 1(33.3) 0 0 2 (66.6)
Pseudomonas aeruginosa 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)

“Otras enterobacterias: | Serratia marcecens, | Proteus mirabilis, | Enterobacter cloacae. " Otros no-fer dores: 3 Si ph ltophili

2 Pseud. sp., 1 Aci b /! icus-b i """Se excluy gé inh i a Cefalosporinas (S.
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Tabla 5. Perfil de susceptibilidad a diversos antibiéticos
en gérmenes productores de BLEE

BLEE + (n=15)

Sensibles Resistentes
n (%) n (%)
Amikacina 14 (93.4) 1 (6.6)
Cefalosporinas 3° 6 4° 0 15 (100)
Ciprofloxacina 1 (6.6) 14 (93.4)
Meropenem 15 (100) 0
Piperacilina/tazobactan 11(73.3) 4 (26.7)
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