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Resumen: Los antimicrobianos betalactdimicos se emplean habitualmente en el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias gramnegativas. No obstante, el
incremento de la resistencia antimicrobiana, ha limitado su empleo en pacientes con
estos tratamientos. El propésito de este trabajo fue evaluar la capacidad del sistema
DIRAMIC en la deteccidn cepas productoras de betalactamasa de espectro extendido
y su comparacién con el método fenotipico confirmatorio de doble difusién con
discos (DDD). Se analizaron 97 cepas previamente caracterizados ¢ identificadas
como Escherichiacoli y Klebsiella spp, y se determiné la sensibilidad, especificidad
y concordancia entre los resultados. Mediante el empleo del método de DDD se
detectaron 41 (42,3%) aislados productores de BLEE, y 42 (43,3%) por sistema
DIRAMIC-10, obteniéndose para el sistema DIRAMIC una sensibilidad de 92,7% y
una especificidad 92,9% en comparacion con el método de doble difusién con discos.
Los valores de concordancia encontrados resultaron adecuados con una indice kappa
0.852, demostrando la capacidad del sistema para la deteccién de betalactamasas. Los
resultados obtenidos en el estudio avalan la utilidad del sistema DIRAMIC como via
rdpida, para alertar al médico acerca de la presencia de cepas productoras de BLEE, en
la mejor adecuacion de los tratamientos antimicrobianos y en la mejora de la calidad y
la gestion de los resultados.

Palabras clave: Betalactamasas de espectro extendido, Escherichia coli, Klebsiella spp,
resistencia, sensibilidad.

Abstract: Beta-lactam antimicrobials are commonly used in the treatment of infections
caused by gram-negative bacteria. However, the increase in antimicrobial resistance
has limited its use in patients with these treatments. The purpose of this work
was to evaluate the capacity of the DIRAMIC system in the detection of strains
producing extended-spectrum betalactamase and its comparison with the double-
diffusion confirmatory phenotypic method with discs (DDD). 97 strains previously
characterized and identified as Escherichia coli and Klebsiella spp were analyzed, and
the sensitivity, specificity and concordance between the results were determined. By
using the DDD method, 41 (42.3%) ESBL-producing isolates were detected, and 42
(43.3%) by DIRAMIC-10 system, obtaining a sensitivity of 92.7% and a specificity for
the DIRAMIC system 92.9% compared to the double diffusion method with discs. The
concordance values found were adequate with a kappa index 0.852, demonstrating the
ability of the system to detect betalactamases. The results obtained in the study guarantee
the usefulness of the DIRAMIC system as a fast route, to alert the doctor about the
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presence of ESBL-producing strains, in the best adaptation of antimicrobial treatments
and in the improvement of the quality and management of results.

Keywords: Extended spectrum betalactamases, Escherichia coli, Klebsiella spp,
resistance, sensitivity.

INTRODUCCION

La elevada resistencia antibidtica representa en la actualidad un gran
desafio terapéutico, y constituye un serio problema en salud publica
a nivel mundial, pues a pesar de disponer de un gran numero
de antimicrobianos, el surgimiento de resistencia a los mismos se
mantiene constante en los microorganismos patégenos, siendo una de
las principales causas el inadecuado uso empirico de los antibiéticos de
amplio espectro (De La Rosa e a/., 2018).

La produccién de [-lactamasas es el mecanismo de resistencia
antibidtica mds frecuente e importante en microorganismos Gram
negativos. Existe una amplia variedad de enzimas (- lactamasas, algunas
son de espectro reducido como las penicilinasas y cefalosporinasas, otras
poseen un espectro ampliado, y son capaces de inactivar a la mayoria de
los antibidticos B- lactdmicos incluyendo a monobactdmicos, pero no a
cefamicinas ni carbapenémicos (Padmini ez 4/., 2017).

Este tltimo grupo de enzimas se conoce como B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y derivaron de las B-lactamasas de espectro reducido a
partir de unaserie de mutaciones puntuales, que alteraron su centro activo
permitiéndoles modificar su perfil de sustrato y mejorar su capacidad de
hidrélisis frente a los -lactamicos (Peroso er al., 2017).

Actualmente las BLEE comprenden uno de los mecanismos de
resistencia mds frecuentemente encontrados en los microorganismos
patdgenos y son reportadas en elevado porcentaje en varios paises (Castro
et al., 2014; Mazzario et al., 2017). La importancia que implica la
presencia de este mecanismo en aislados clinicos de enterobacterias
se debe principalmente a la dificultad que representa el tratamiento
antibidtico, ya que ademds de resistir al efecto de los B-lactémicos estos
microorganismos tienden a ser resistentes a otros antibidticos como
aminoglucdsidos o fluoroquinolonas llevando con frecuencia a fallas
terapéuticas que pueden ser fatales (Shaikh ez /., 2015).

CLSI 2017 ha normalizado procedimientos técnicos, entre los que se
encuentra los discos combinados y la concentracién minima inhibitoria
(CMI) para detectar y confirmar la presencia de BLEE en aislados
de bacterias como E. coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca y
Proteus mirabilis (Muthupandian ez al., 2018). Paralelamente a través
de diferentes estudios han sido avalados otros métodos para estos fines
como Doble Difusién en Disco (DDD), tiras de E-test y algunos
sistemas automatizados como Vitek y Phoenix (Thomson et 4/., 2007),
desarrollados para dar respuesta al gran volumen de muestras que se
procesan en los laboratorios.

Por lo que, debido a este aumento de muestras en los centros
de asistencia médica se hizo necesario la implementacién de sistemas
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automatizados y otros métodos répidos, que permitan un reconocimiento
de la presencia de estos mecanismos de resistencia, e iniciar un plan
racional para el control de las infecciones que pudieran producirse.

El sistema DIRAMIC-10 permite diagnosticar la infeccién urinaria
por Escherichia coli directamente a partir de una muestra de orina
y determinar la sensibilidad antimicrobiana en 4 horas. Al sistema
DIRAMIC-10 se le reconoce como uno de los productos autdctonos de la
biotecnologia en Cuba (Contreras ez al., 2003; Alvarez et al., 2005). Por
lo anterior, fue de interés en el laboratorio de microbiologia del Centro
Nacional de Investigaciones Cientificas demostrar la capacidad que tiene
el sistema DIRAMIC en la deteccidn cepas productoras de betalactamasa
de espectro extendido.

Se analizaron 97 cepas aisladas de diferentes tipos de muestras de
pacientes con infeccién asociada a la asistencia sanitaria durante un
periodo de un ano procedentes de dos hospitales de la provincia
La Habana, se les realizaron la prueba de DDD vy se comparé con
DIRAMIC-10.

Se calculd del porcentaje (medida de coincidencia entre los métodos), la
sensibilidad (capacidad del equipo para detectar alos aislados productores
de BLEE) y especificidad (capacidad del equipo para detectar a los
no productores de BLEE); asi como, los valores predictivos positivo
(probabilidad de que un resultado positivo indique la presencia de BLEE)
y negativo (probabilidad de que un resultado negativo indique la ausencia

de BLEE)
Determinacion de las BLEE

Mediante el empleo del método de DDD se detectaron 41 (42,3%)
aislados productores de BLEE, y 42 (43,3%) por sistema DIRAMIC-10.
En cuanto a las muestras negativas, por DDD se obtuvieron 56 aislados
para un 57,7 % y con el sistema DIRAMIC-10 se detectaron 55
muestras lo que representa el 56.7% del total de muestras analizadas. Esto
demuestra que tanto en la deteccién de aislados productores de BLEE
como de muestras negativas ambos métodos tienen una alta coincidencia

(TablaT).

Evaluacién del DIRAMIC-10 en la deteccién de BLEE

En el DIRAMIC-10, se observaron tres resultados negativos que
resultaron positivos por DDD, y cuatro resultados positivos por
DIRAMIC-10 que fueron negativos por DDD (Tabla II). La
discrepancia que se observa en los resultados obtenidos, puede explicarse
teniendo en cuenta que: los aislados de E. coli que fueron negativos
por DIRAMIC-10 y positivos por DDD se comportaron como
"medianamente susceptibles” para cefotaxima (CTX) y "sensibles" para
la combinacién cefotaxima+ 4cido clavulanico (CTX+AC) resultado
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que pudo interpretarse interpreté como negativo segin los criterios
establecidos para el sistema DIRAMIC-10 en estas determinaciones.

Segun lo establecido por la normativa del CLSI, la combinacién
simultdnea de varias cefalosporinas aumenta la sensibilidad de deteccién
de cualquier sistema, lo que significa de que un numero importante
de cepas productoras de BLEE, se puedan identificar por la presencia
de varias cefalosporinas, ratifica, el incremento de la sensibilidad de
deteccién cuando se conjugan varios de estos compuestos, y que la
expresion enzimdtica puede variar en correspondencia con el sustrato
utilizado y el método empleado, tal y como se observé en el presente
trabajo, aspecto éste que fuera sefialado antes por otros autores (Castro
et al.,2014).

Los resultados de sensibilidad y la especificidad del sistema
DIRAMIC-10, en comparacién con los reportes de los métodos
empleados usualmente en la prictica clinica, pueden considerarse
satisfactorios, ya que al confrontarlos con los métodos Phoenix, VITEK®
y MicroScan para la deteccién de BLEE, se encontré una sensibilidad
del 99, 86 y 84 % respectivamente para dichos sistemas automatizados
(Wiegand ez al., 2007), lo que coincide con los niveles de sensibilidad
alcanzados por el sistema DIRAMIC-10 que es 92,7% (Tabla III).

Tabla. I

Deteccion de las BLEE en los aislamientos clinicos por los métodos DDD, y el DIRAMIC-10.

Aislamiento/meétodos DDD DIRAMIC-10
Positivas 41 (42,3) 42 (43,3)
Negativas 56.(57.7) 35 (56,7)

DDD: doble difusién de disco; DIRAMIC: Diagnéstico rapido microbiolégico ND: no determinable.
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Tabla. II
Resultados discrepantes obtenidos con el DIRAMIC-10 en comparacién con la DDD.
O, s : DIRAMIC-10
TEM2 Escherichia coli ;
623 Escherichia cali :
$4U (a) Escherichia coli ;
879U Escherichia coli +
845M Escherichia colé 2
B44-M Escherichia coli ;
1100 Elebsiclla oxytoca :
3¢TH Flebzielln oxaenae 5
5911 Klebsiella prcwmonize §
1-v Kieksielln presmonice +
100-M Elebsiclla presnronize +

+ positivo; - negativo. (a): Cepa para la que se obtuvo por DIRAMIC un resultado “intermedio” para cefotaxima
(valor de inhibicién entre 60-80%) y “sensible” (mas de 80%) para la combinacién cefotaxima/4cido clavuldnico.
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Tabla III.
Comparacién de los resultados obtenidos por DIRAMIC-10 con el DDD.
Método DDD Sensibilidad Especificidad k pr*

| %) (%)
DIRAMIC Positivo Negativo Total

Positivo 38 4 42 92,7 92,9 0,852 <0,001
Negativo 3 52 53
TOTAL 41 36 97

CONCLUSIONES

Con este estudio el sistema DIRAMIC 10 es posible disponer en 4 horas
de los resultados del antibiograma a partir de cultivo de diferentes tipo de
muestras clinicas y la rapidez de este reporte permite el establecimiento
en menor tiempo de un tratamiento con el antibidtico més efectivo
ventaja que se fortalece con su potencial para detectar, interpretar y
corregir racional y adecuadamente este mecanismo de resistencia y en el
conocimiento de la epidemiologia de la resistencia, en la mejor adecuacion
de los tratamientos antimicrobianos y en la mejora de la calidad y la
gestion de los resultados.
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