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RESUMEN

Se evalud la capacidad del sistema DIRAMIC para detectar cepas productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), mediante la comparacion con dos métodos fenotipicos confirmatorios: doble difusion
con discos y E-test. Noventa y siete aislamientos clinicos de Escherichia coli y Klebsiella spp. previamente
caracterizados, no repetidos, sospechosos de producir BLEE se estudiaron por los tres procedimientos para
determinar sensibilidad, especificidad y concordancia entre los resultados. Para el sistema DIRAMIC se encontré
una sensibilidad de 85,7% y 92,7% y una especificidad de 100% y 92,9% en comparacion con E-test y doble
difusidon con discos, respectivamente. Los valores de concordancia encontrados fueron muy altos (indice kappa
> 0,80). Los resultados obtenidos avalan la utilidad del sistema DIRAMIC como via rapida, factible y confiable,
para alertar al médico acerca de la presencia de cepas productoras de enzimas BLEE, aunque es necesario
profundizar y ampliar el estudio a modo de emitir resultados mas precisos.

Palabras clave: Infecciones por Enterobacteriaceae, farmacorresistencia bacteriana, resistencia.

INTRODUCCION

mundial que dificulta el tratamiento de las infecciones, en particular, las adquiridas en el hospital. Por

su menor nivel de toxicidad y efectos secundarios, los antibiéticos del tipo B-lactdmicos representan el
grupo mas numeroso de farmacos de uso habitual en la terapéutica antinfecciosa (1). Como una consecuencia
de esta practica, surgen y se diversifican a través del tiempo las enzimas B-lactamasas las que se erigen en
la actualidad, como el principal y mas eficiente mecanismo desarrollado por las bacterias para contrarrestar el
efecto de dichas drogas. Se conocen hoy dia, mas de 200 enzimas B-lactamasas con una amplia variedad de
perfiles de sustratos. Las denominadas TEM-1, TEM-2 y SHV-1, predominantes en bacilos gramnegativos, estan
codificadas por plasmidos e hidrolizan fundamentalmente penicilinas y cefalosporinas. Variedades bioquimicas
de estas enzimas originarias, con variados espectros de accién, constituyen las B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) capaces de hidrolizar a todas las penicilinas, cefalosporinas de tercera y cuarta generacion y
monobactamicos. A escala mundial, las cepas productoras de enzimas BLEE estan ampliamente diseminadas en
los hospitales y en la comunidad (2-4).

I a resistencia de las bacterias a los antimicrobianos constituye en la actualidad un problema de salud
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través de una red de centros asistenciales constituida en la actualidad por 36 hospitales entre los que figuran
pediatricos, ginecobstétricos, clinicos quirdrgicos y otros centros médicos especializados del pais. A través del
presente trabajo se evalla la capacidad del sistema DIRAMIC para detectar cepas productoras de enzimas
BLEE en un grupo de aislamientos clinicos de Escherichia coli y Klebsiella spp. multirresistentes, mediante la
comparacion con los métodos E-test y doble difusiéon con discos (DDD).
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MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 97 aislamientos clinicos (58 Escherichia coli, 28 Klebsiella pneumoniae, 7 Klebsiella oxytoca
y 4 Klebsiella ozaenae), no repetidos, colectados durante el periodo junio a diciembre de 2008, obtenidos
de pacientes hospitalizados de las siguientes instituciones participantes en la investigacion: Centro de
Investigaciones Médico-Quirargicas (CIMEQ), Hospital Pediatrico del Cerro y Hospital Pediatrico “Dr. Wiliam
Soler”.

Deteccion fenotipica de BLEE: Se emplearon de modo simultdneo el sistema semiautomatizado DIRAMIC, el
método DDD vy el E-test. Todas las pruebas fueron realizadas por un mismo técnico debidamente entrenado
para estos fines.

Sistema semiautomatizado DIRAMIC: Utiliza como medio de cultivo Caldo de Mueller-Hinton, discos de antibidtico
calidad reactivo (OXOID, Inglaterra) y una concentracién de inéculo ajustado al estandar 0,5 de la escala de
McFarland. Para el trabajo con el equipo, cada tira de antibiograma (compuesta hasta por 24 pocillos) contiene,
por cada pocillo, un disco del antibidtico a evaluar al que se adiciona 200 pL de la suspensiéon de indculo. Cada
tira cuenta con un control positivo (200 uL del medio de cultivo con el microorganismo sin antibidtico) y un
control negativo (200 pL del medio de cultivo solo). La lectura se realiza en las primeras 4 horas después de
realizado el montaje. Para ello, se determinan los valores de densidad del indculo en el pocillo control positivo,
y a partir de este, se calcula el indice de crecimiento. Seguidamente, se realizan las lecturas de las muestras.
El equipo ofrece valores en por cientos de inhibicidn los que son generados a partir del calculo del indice de
crecimiento en cada uno de los controles. De acuerdo a las normas establecidas por el fabricante, cifras iguales
o por debajo de 60% se corresponden con el criterio de “Resistente”, valores de inhibicién entre 60-80% se
corresponden con la categoria “Intermedio” o “Medianamente Susceptible”, y valores de inhibicidn iguales o
superiores a 80, hasta 100%, con la categoria “Sensible”. Cada resultado es chequeado automaticamente por el
equipo para determinar si el indice de crecimiento del microorganismo de prueba se encuentra entre los valores
minimo y maximo admisibles, emitiendo en ese caso la notificacion de “antibiograma satisfactorio”.

En este trabajo, se incluyeron las cefalosporinas, y las combinaciones con acido clavulanico (AC): CAZ (30
Mg), (CAZ + AC) (30 pg/10 pg); CTX (30 pg), (CTX + AC) (30 pg/10 pg). Se considerd que hubo produccion
de BLEE cuando se obtuvieron para CAZ y CTX valores de inhibicion iguales o menores de 60% (Resistente),
y para las correspondientes combinaciones con AC, valores iguales o superiores al 80% (Sensible). Se
consideraron negativos los resultados (no presencia de BLEE), para valores de inhibicion iguales o menores de
60% (Resistente) para los antibidticos solos y del 60-80% (Intermedio) en la combinaciéon con AC, y cuando
se obtuvieron valores entre 60-80% (Intermedio) para los antibidticos solos e iguales o superiores a 80%
(Sensible) en la combinacién con AC.

Doble difusiéon con discos (DDD): Se realizdé por el método de Jarlier y colaboradores recomendado por la
normatica del CLSI (5). Las placas de Agar Mueller-Hinton se inocularon con la suspensidn bacteriana previamente
ajustada al patrén 0,5 de la escala de McFarland. Sobre las placas se colocaron discos (OXOID, Inglaterra) con
carga estandar (30 ug) de CTX, ceftriaxona (CRO), CAZ, cefepima (FEP) y ATM, a una distancia equidistante
aproximada de 20 mm de un disco de amoxacilina/acido clavulanico (20 ug/10 ug) colocado en el centro de la
placa. Las placas se incubaron por 18-24 h. La aparicion de una ampliacion del halo de inhibiciéon para algunas
de las cefalosporinas de espectro amplio, o para ATM, se consideré como evidencia de la presencia de BLEE.
Prueba de E-test: Se emplearon tiras conteniendo las combinaciones: CAZ (0,5 - 32 pg/mL) y CAZ + AC
(0,064 - 4 pg/mL); CTX (0,25 - 16 ug/mL) y CTX + AC (0,016 -1 pg/mL); FEP (0,25 - 16 pug/mL) y FEP +
AC (0,064 - 4 ug /mL) (AB Biodisk, Solna, Suecia). La concentracion minima inhibitoria (CIM) se determiné por
la deteccidn del punto en que la elipse de inhibicidn interceptd la escala de la tira. Se considerd produccion de
BLEE cuando el acido clavulanico causé un decrecimiento de la CMI = 3 diluciones (radio = 8), si se produjo un
halo “fantasma” o una deformacion de la elipse, con independencia de los radios o de la CIM. Un resultado no
determinable (ND) se considerd, cuando la CIM fue mayor que el rango de CIM de la tira de Etest respectiva.
Para la interpretacion de los resultados se siguieron los criterios del fabricante.

Procesamiento estadistico: Se determind la sensibilidad y especificidad del sistema DIRAMIC en comparacion
con la DDD y el E-test por separado, considerando estas Ultimas pruebas como referencias. Se cuantifico el
grado de concordancia entre los resultados por la determinacién del indice Kappa de Cohen (k) para un nivel
de confianza del 95%. Para determinar la significacion de este valor se empled la escala de Landis y Koch en la
que (12): Muy fuerte: k = 0,80; Fuerte: 0,60 < k < 0,80; Moderada: 0,40 < k < 0,60; Escasa: 0,20 < k <0,40
y Nula: k < 0,20. El procesamiento de los datos se efectué empleando el paquete estadistico EPIDAT, 3.0.

RESULTADOS
Por el sistema DIRAMIC se detectaron 42 (43,3%) cepas productoras de BLEE, contra un total de 41 (42,3%)

identificados por DDD y 49 (50,5%) por E-test. Un total de 44 (45,4%) aislamientos fueron negativos por los
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tres métodos. Cuatro (4,1%) resultados indeterminados por E-test fueron negativos por DIRAMIC y DDD. En
la comparacion con el método E-test se observaron para el DIRAMIC siete resultados discrepantes que fueron
positivos por E-test y negativos por DIRAMIC. Ningun caso fue positivo por DIRAMIC y negativo por E-test.
En comparacion con la DDD, se observaron tres resultados negativos por DIRAMIC que fueron positivos por
DDD, y cuatro resultados positivos por DIRAMIC que fueron negativos por DDD. En comparaciéon con la DDD,
la sensibilidad y especificidad obtenidas para el DIRAMIC fue de 92,7% y 92,9%; respectivamente, mientras
gue en comparacion con el Etest, la sensibilidad fue de 85,7% y la especificidad del 100%. En ambos casos, el
indice k obtenido fue superior a 0,80 indicativo de un grado de concordancia muy fuerte entre los resultados
(tablas 1y 2).

DISCUSION

En Cuba, ademas del aporte econémico, uno de los principales beneficios derivados de la creacidén de la Red
Nacional de Laboratorios con equipos DIRAMIC, fue poder garantizar, a nivel nacional, la disponibilidad de
un procedimiento para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos capaz de brindar datos coherentes
y comparables. Estudios previos realizados por los propios autores de este trabajo, asi como por otros
investigadores, muestran la validez de los resultados alcanzados por la implementacion del sistema en esta
direccion (6).

En este estudio, para evaluar la capacidad del sistema DIRAMIC como método para identificar cepas de E.
coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE, se realizd una comparacién con dos procedimientos fenotipicos
manuales, el método de DDD de Jarlier, y el Etest, ambos recomendados por la normativa del CLSI como
pruebas confirmatorias. Idealmente, un equipo automatizado, o semiautomatizado como es el caso, deberia
tener suficiente sensibilidad para poder discriminar este tipo de enzimas y diferenciarlas de otros tipos de
resistencias con el fin de ofrecer al médico, oportunamente, una interpretacion adecuada de los resultados. En
este trabajo, para el sistema DIRAMIC, se encontrd una sensibilidad de 92,7% y una especificidad de 92,9%
en comparacion con la DDD; asi como una sensibilidad de 85,7% y 100% de especificidad en comparaciéon
con E-test. Se comprobd, ademas, que el grado de concordancia entre los procedimientos (DIRAMIC vs. DDD
y DIRAMIC vs. E-test) fue muy alto, partiendo del hecho que fueron debidamente controladas las variables
principales que podian influir en la cuantificacion del indice k (calidad en la ejecucidn de las técnicas y error
atribuible al examinador).

Aunque los resultados encontrado en este trabajo avalan la utilidad del sistema DIRAMIC como via rapida,
factible y confiable, para alertar acerca de la presencia de cepas productoras de BLEE, se hace necesario ampliar
y profundizar en el estudio a modo de emitir resultados mas precisos. La caracterizacion molecular de las cepas
estudiadas aqui, podria constituir un complemento importante a los resultados de la presente investigacion.

Tabla 1. Comparacion de los resultados obtenidos por DIRAMIC con el método de doble difusiéon

con discos
METODO Doble Difusién
— - Sensibilidad Especificidad k p**
DIRAMIC Positivos Negativos TOTAL
Positivos 38 4 42 92,7 92,9 0,852 <0,001
Negativos 3 52 55
TOTAL 41 56 97

Leyenda: k: Indice de concordancia (Kappa de Cohen); **: significativo p<0,05.

Tabla 2. Comparacion de los resultados obtenidos por DIRAMIC con el método E-test

METODO E-test (*) o .

Sensibilidad Especificidad k p**
DIRAMIC Positivos Negativos TOTAL
Positivos 42 0 42 85,7 100,00 0,850 <0,001
Negativos 7 44 51
TOTAL 49 44 93

Leyenda: (*): Se excluyeron cuatro resultados no determinables (ND) por Etest; k: Indice de concordancia (Kappa de Co-
hen) *: significativo p<0,05.
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