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RESUMEN. En los ultimos anos, se ha incrementado el interés por las enterobacterias productoras de pB-lactamasas de
espectro extendido (BLEE). Las cepas que expresan este fenotipo son capaces de hidrolizar un amplio grupo de antibio-
ticos, incluidas las cefalosporinas de tercera generaciéon y aztreonam, por lo que constituyen un reto terapéutico de dificil
abordaje. Este mecanismo les confiere a las bacterias un grado de resistencia variable a los oximino-betalactadmicos, se
manifiesta en un aumento de la concentracién minima inhibitoria, que permanece en el intervalo de sensibilidad. Puede
pasar inadvertido en el laboratorio, pero se manifiesta en el paciente, en el que no hay actividad de la droga y por lo tanto,
se presenta una falla terapéutica. De ahi, la gran importancia de perfeccionar su deteccién a nivel del laboratorio de
microbiologia. En este trabajo, se comparé el sistema DIRAMIC con el método de sinergia de doble disco modificado
(DDD) para la deteccién fenotipica de BLEE. Se estudiaron 175 aislados clinicos, 132 Escherichia coli y 43 Klebsiella spp.,
provenientes de tres hospitales de Ciudad de La Habana, recolectados de junio de 2008 a junio de 2009. De un total de
42 (24 %) aislados que presentaron fenotipo de BLEE por el método de DDD, el sistema DIRAMIC fue capaz de detectar
39 (22,3 %). En tres aislados, el fenotipo de BLEE solo fue detectado por DDD, los cuales resultaron falsos negativos
por DIRAMIC. El 72,6 % de los aislados (127) fueron negativos por ambos métodos. Los métodos empleados tuvieron un
desempeno similar, para un 92,85 % de correspondencia. El DIRAMIC mostré una sensibilidad del 92,85 % y una especi-
ficidad del 95,48 % con respecto al método de DDD.

ABSTRACT. In the past few years there has been an increasing interest about extended-spectrum betalactamase
(ESBL) producing Enterobacteriaceae. The organisms of this phenotype develop the ability to hydrolyze many classes
of antibiotics, including third generation cephalosporins and aztreonam. They confer variable level of resistance to
oxyimino-betalactams, it is shown to increase in minimum inhibitory concentration (MIC) value, remaining sensitive
in vitro. These enzymes could be undetected in the laboratory, but it does affect the patient, because there is no activity
of the drug and therefore, can cause therapeutic failure. Hence, the accurate laboratory detection is very important. For
this research the DIRAMIC system was compared with the modified double-disc synergy test (DDD) for the detection of
ESBL. A total of 175 clinical isolates, 132 Escherichia coli and 43 Klebsiella spp., from three hospitals of the Havana city,
during the period June 2008 - June 2009, were studied. In 42 (24 %) positive isolates for ESBL detected by DDD, 39 (22.3
%) isolates were identified by the DIRAMIC system. In three isolates, the ESBL phenotype was only detected by DDD,
DIRAMIC reported as false negative. The 72.6 % of the isolates (127) were negative for both methods. Both tests had the
similar performance, shown in 92.85 % of correspondence. The DIRAMIC system exhibited 92.85 % sensitivity and 95.48
% specificity for ESBL detection compared to DDD.

INTRODUCCION Mutaciones puntuales en la secuencia de aminoacidos en

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), son
enzimas codificadas por plasmidos, capaces de hidrolizar
una amplia variedad de penicilinas, cefalosporinas
de primera y segunda generacién, cefalosporinas de
espectro extendido y el aztreonam.! Estas enzimas
estan presentes en la mayor parte de las enterobacterias
y se encuentran con mayor frecuencia en Klebsiella
prneumoniae y en Escherichia coli,>® aunque se han
identificado también en otras especies de bacilos Gram
negativos como Proteus, Serratia o Salmonella spp.

los genes que codifican las B-lactamasas clasicas (TEM-1,
TEM-2, SHV-1) dieron lugar a las BLEE. Actualmente
se conocen més de 200 variantes diferentes y otros
tipos de beta-lactamasas: OXA, PER, AmpC, CTX-M.!?
La actividad hidrolitica de las BLEE es inactivada
por los inhibidores de B-lactamasas, como el acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam, por cefamicinas
y carbapenémicos.*

Las BLEE le confieren a la bacteria una resistencia
de bajo nivel en cuanto a la concentracién minima
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inhibitoria (CMI), que puede pasar inadvertida en el
laboratorio, pero que se manifiesta en el paciente, en
el que no hay actividad de la droga y por lo tanto, se
presenta un fallo terapéutico.’ Su deteccién constituye
un reto, ya que su presencia confiere resistencia a
todos los B-lactdmicos incluyendo aztreonam, aunque
sean susceptibles in vitro, debido a las diferencias
cuantitativas en la actividad de ciertas BLEE frente a
determinados sustratos.

Las cepas bacterianas capaces de producir BLEE
son multirresistentes, portan simultaneamente genes
que confieren resistencia a otras familias de agentes
antimicrobianos como los aminoglucésidos, cloranfenicol,
tetraciclinas, cotrimoxazol y fluoroquinolonas.f
Representan un importante problema de salud que se
ha incrementado y diseminado rapidamente en todo el
mundo.” La mortalidad asociada a infecciones causadas
por microorganismos productores de BLEE se considera
entre el 6 y el 70 %.8

Los laboratorios clinicos de muchos paises en el
mundo tienen dificultades para su deteccién.” Debido
al gran volumen de muestras que se procesan en dichos
laboratorios es necesaria la implementacion de sistemas
automatizados y otros métodos rapidos,”'’ 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.!!

Los métodos confirmatorios fenotipicos de deteccién
de BLEE se basan en la capacidad del acido clavulanico
para inhibir las p-lactamasas. También se han descrito
otros métodos confirmatorios fenotipicos como el Etest
ESBL (AB Biodisk, Solna, Sweden) en el que se emplean
tiras de papel impregnadas con antibiéticos. Una mitad
contiene el antibiético (ceftazidima, cefotaxima o cefe-
pima) en concentraciéon decreciente y la otra mitad el
mismo antibiético mas el 4cido clavulénico, también en
concentracién decreciente.!? Varios sistemas automatiza-
dos como Vitek (BioMerieux, Hazelwood, Mo), MicroS-
can (Dade Behring) y BD Phoenix (Becton Dickinson
Biosciences) disponen de paneles o tarjetas de pocillos
especificamente disehados para el reconocimiento de
enterobacterias productoras de BLEE. Estos pocillos
contienen diluciones estandarizadas de cefalosporina
sola y cefalosporina mas acido clavulénico,'® pero son
sistemas muy costosos para ser utilizados en la rutina.

Los métodos moleculares permiten la caracterizacién
especifica del tipo de BLEE. Estos brindan una valiosa
informacién epidemioldgica adicional que hace posible
conocer cémo se realiza la diseminacion de los diferentes
microorganismos y disenar estrategias efectivas para el
control de las infecciones.?

El sistema para el Diagnéstico Rapido Microbiolégico
(DIRAMIC) detecta el crecimiento bacteriano utilizando
principios fotométricos. Permite determinar la sensibi-
lidad antimicrobiana en cuatro horas y diagnosticar a
partir de la muestra directa la infecciéon urinaria e iden-
tificar a Escherichia coli si fuera este el agente causal
con una sensibilidad y especificidad superior al 85 %.41®

El propésito de este trabajo fue la evaluacion del desem-
peno del sistema DIRAMIC en la deteccién de cepas de
Escherichia coli y Klebsiella spp. productoras de BLEE,
en comparacién con el método de deteccién fenotipica
de referencia, el de sinergia de doble disco modificado.'

MATERIALES Y METODOS
Diseno del estudio

Se estudiaron 175 aislados clinicos de Escherichia
coli y Klebsiella spp., provenientes de muestras clini-

cas de pacientes del Centro de Investigaciones Médico
Quirurgicas y los hospitales William Soler y Pediatrico
del Cerro, desde junio de 2008 hasta junio de 2009. Las
muestras fueron obtenidas de pacientes con infecciones
de heridas quirurgicas, secreciones vaginales, hemocul-
tivos e infecciones del tracto urinario.

Cepas controles

Se utilizé como control negativo la cepa Escherichia
coli ATCC 25922 y como control positivo la cepa Klebsie-
lla pneumoneae ATCC 700603.

Se utilizaron los discos de antibiéticos de ceftazidima
(30 ng), cefotaxima (30 ug), ceftazidima y acido clavulénico
(30 y 10 pg), cefotaxima y acido clavulanico (30 y 10 pg),
ceftriaxona (30 pg), cefoxitina (30 pg), cefepima (30 ug),
aztreonam (30 pg) y amoxicilina y &cido clavulanico (20 y
10 pg) (OXOID). Se incluyeron los antibidticos cefepima y
cefoxitina con el objetivo de detectar la posible presencia
de B-lactamasas tipo AmpC.! El criterio utilizado para de-
tectar la posible presencia de la enzima AmpC fue que el
aislado fuera sensible a cefepima y resistente a cefoxitina.'¢

Laidentificacién de las cepas incluidas en el estudio,
se realizé mediante el sistema estandarizado para la
identificacion de enterobacterias, API 20E (API Bioche-
mical Identification Kits, bioMérieux).

Métodos fenotipicos para la deteccion de BLEE

Se emplearon simultdneamente el método de doble
difusién con discos y el sistema DIRAMIC.

Meétodo de sinergia de doble disco modificado

Se basa en la modificacién del método descrito origi-
nalmente por Jarlier y cols. en 1988.17 Se utilizaron placas
de agar Mieller-Hinton, previamente inoculadas con una
suspension bacteriana. Sobre la placa se colocaron discos
que contenian ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg),
ceftriaxona (30 pg), cefoxitina (30 pg), cefepima (30 ug) y
aztreonam (30 pg) a una distancia de 25 mm del centro,
donde se dispuso un disco convencional de amoxicilina
con acido clavulanico (20 y 10 pg). Las placas se incuba-
ron de 18 a 24 h a 37 °C . Los aislados donde se observo
un ensanchamiento en el halo de inhibicién en la zona
comprendida entre los discos de las cefalosporinas y la
amoxicilina-acido clavulanico se consideraron positivos
para la presencia de BLEE.!® Se utiliz6é un in6culo de 0,5
McFarland y los resultados se evaluaron de acuerdo con
los criterios establecidos por el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI).*

Sistema DIRAMIC

Esta constituido por un sensor a microflujo continuo
y una bomba peristaltica que detecta los cambios turbi-
dimétricos en el medio. Esta integrado por un médulo de
medicién y un software, que se encarga de la medicién e
interpretacién del urocultivo y del antibiograma, maneja
los datos y realiza el control de todos los procesos. Se cal-
culan los porcentajes de inhibiciéon para cada antibiético
y de acuerdo con el nivel obtenido, se adjudica el criterio
de sensible, resistente o intermedio, para inhibiciénes
comprendidas entre el 60 y el 100 %.!* Se consider6 que
hubo produccién de BLEE solo cuando se detecté resis-
tencia y sensibilidad a la cefalosporina con el inhibidor.

RESULTADOS

Del total de aislados clinicos (175), 132 correspondieron
a Escherichia coli (75,4 %) y 43 a Klebsiella spp. (24,6 %).
Elmétodo de DDD detectd 42 (24 %) aislados con feno-
tipo de BLEE; 35 Escherichia coli (83,3 %) y 7 Klebsiella
spp. (16,6 %). De ellos, el DIRAMIC detecté 39 (22,3 %)
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aislados con fenotipo de BLEE; 32 Escherichia coli (76,2 %)
y 7 Klebsiella spp. (16,6 %).

Un total de 127 (72,6 %) aislados fueron negativos por
ambos métodos.

Se detectaron en general 9 resultados discordantes.
Se observaron tres resultados negativos por DIRAMIC
que fueron positivos por DDD y seis resultados positivos
por DIRAMIC que fueron negativos por DDD (Tabla 1).

Se determiné la sensibilidad y especificidad del siste-
ma DIRAMIC en la detecciéon de BLEE, en comparacién
con la DDD, en general y por gérmenes (Tabla 2).

El método de DDD detecto la posible presencia de
B-lactamasas tipo AmpC en nueve aislados (siete Esche-
richia coliy dos Klebsiella spp.). Estos fueron sensibles a
cefepima y resistentes a cefoxitina. Este comportamiento
el sistema DIRAMIC lo detect6 solo en cuatro aislados
(dos Escherichia coli y dos Klebsiella spp.).

DISCUSION

En los ultimos anos, se aprecia un aumento en el
numero de bacterias con resistencia a varios grupos de
antibiéticos. Entre ellas resaltan por su frecuencia de ais-
lamiento, Escherichia coli y Klebsiella spp., productoras
de B-lactamasas de espectro extendido.!112021

Se hace muy necesaria la identificacién correcta en el
laboratorio de las enterobacterias productoras de BLEE
con el objetivo de brindar una adecuada atencién al pa-
ciente y tomar medidas para el control de la infeccién
con el fin de evitar la diseminacion de estos gérmenes.?

La estrategia mas comunmente utilizada en los
laboratorios de microbiologia clinica para la identifi-
cacién de estas enzimas son las pruebas fenotipicas,
sin embargo, estas pueden ser probleméticas porque,
en muchos casos, no se alcanzan los puntos de corte de
sensibilidad o resistencia establecidos para las cefalos-
porinas de tercera y cuarta generacién.'' Debido a sus
diferentes propiedades enziméticas, los productores de
BLEE se diferencian en sus capacidades para hidrolizar
especificamente los antibiéticos betalactamicos.?® Otro
factor que dificulta su deteccién puede ser la produc-
ci6n de diferentes tipos de B-lactamasas por parte de
un mismo organismo.!’

La sensibilidad y la especificidad del sistema DIRA-
MIC, en comparacion con el método de referencia emplea-
do, fue de 92,85 y 95,48 % respectivamente. Estos resultados
pueden considerarse satisfactorios al confrontarlos con
otros trabajos en los que se comparan diferentes métodos
automatizados usando DDD como referencia.!1213

Wiegand y cols.,!® estudiaron 150 cepas de E. coli
y Klebsiella spp. y compararon los métodos Phoenix,
VITEK 2 y MicroScan para la deteccién de BLEE. Ellos
encontraron una sensibilidad del 99, 86 y 84 %, respec-
tivamente para dichos sistemas automatizados.

Las discrepancias entre el DIRAMIC y el método de
referencia se manifestaron en nueve aislados (Tabla 1).
Tres de ellos fueron negativos por DIRAMIC y positivos
por DDD. En uno de los aislados, el resultado fue inter-
medio (medianamente susceptible) para cefotaxima y

Tabla 1. Resultados discrepantes obtenidos con el DIRAMIC en comparacién con la DDD.

DDD DIRAMIC
Organismo AMC CRO CAZ CTX ATM CRO CTX CTX+AC CAZ CAZ+AC
1 Escherichia coli - R R R R R + R R S R S
9 Klebsiella pneu- R R R R R n R R S R S
moneae
3 Klebsiella pneu- R R R R R + R R R I
moneae
4  Escherichia coli - R R R R R + R R R
5 Klebsiella pneu- R R R R R + R R S I S
moneae
6 Klebsiella pneu- R R R R R n R R S R S
moneae
7  Escherichia coli + I R I R R - R S S S S
8 Escherichia coli + R R R R R - R S S S S
9 Escherichia coli + R R S R R — R I S S S

AMC Amoxicilina y 4cido clavulanico. CRO Ceftriaxona. CAZ Ceftazidima. CTX Cefotaxima. CAZ + AC Ceftazidimay
acido clavulanico. CTX + AC Cefotaxima y acido clavuldnico. R Resistente. S Sensible. I Intermedio. + BLEE positivo.

— BLEE negativo.

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad del sistema DIRAMIC en la deteccién fenotipica de BLEE,
segun los microorganismos estudiados, en comparacién con la DDD.

Sensibilidad Especificidad
DIRAMIC P N FN FP (%) (%)
Escherichia coli 32 95 3 2 91,4 % 97,9 %
Klebsiella spp. 7 32 0 4 100 % 88,9 %
Total 39 127 3 6 92,85 % 95,48 %

P Positivos. N Negativos. FN Falsos negativos. FP Falsos positivos.
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sensible para la combinacién con el acido clavulénico.
Otro elemento a tener en cuenta es que los tres aislados
fueron resistentes a ceftriaxona, lo que pudiera conside-
rarse como un indicio de la posible presencia de BLEE.
Teniendo en cuenta este comportamiento, resultados
como estos pudieran considerarse no concluyentes por
lo que deben ser comprobados.

También se detectaron seis aislados positivos por
DIRAMIC y negativos por DDD (dos Escherichia coliy
cuatro Klebsiella spp.). En todos los casos, estos aislados
fueron resistentes a cefalosporinas de espectro extendido
por DDD, (Tabla 1) sin embargo, no expresaron el feno-
tipo de BLEE por este método. Por el DIRAMIC los seis
aislados fueron resistentes al menos a una de las cefalos-
porinas empleadas y sensibles a la combinacién con el
acido clavulanico, cumpliendo el criterio empleado por
el DIRAMIC para detectar que hay presencia de BLEE.

La capacidad de las técnicas fenotipicas empleadas
puede haberse afectado por la presencia de BLEE junto
a otras B-lactamasas, enmascarando el efecto del acido
clavulénico, o por la coexistencia de otros mecanismos
de resistencia, como la disminucién de la permeabilidad
de la membrana al paso del antibiético.?

Segun lo establecido por la normativa del CLSI, la
combinacién simultidnea de varias cefalosporinas au-
menta la sensibilidad de deteccién de cualquier sistema.
Seria recomendable en estudios futuros la incorporacién
de mas cefalosporinas de tercera generacién a los pane-
les de antibiograma del sistema DIRAMIC.

A su vez, la incorporaciéon de cefepima mas acido
clavulanico'?podria aumentar la sensibilidad en la detec-
ci6n de BLEE en los casos de aislados en que coexistan
otras pB-lactamasas que hidrolicen otras cefalosporinas
de tercera generacién, pero no cefepima, como puede
ser el caso de AmpC. En el caso de las enterobacterias
productoras de AmpC, la cefepima constituye el subs-
trato que mejor detecta la presencia de estas enzimas.

En Cuba, se han realizado diferentes investigaciones,
que aunque con caracter local, evidencian la presencia
en los hospitales de bacterias productoras de BLEE,
especificamente Escherichia coli y Klebsiella spp.?>?* En
un estudio multicéntrico, realizado en la Ciudad de La
Habana por Gonzalez y cols., en el que intervinieron fun-
damentalmente hospitales pediatricos, fueron colectadas
326 cepas, de las cuales 298 correspondieron a Escheri-
chia coli y 28 a Klebsiella spp. Se observo el fenotipo de
BLEE en 31 aislados de Escherichia coli (10 %) y 10 de
Klebsiella spp. (36 %).22 Otro estudio de Fernédndez y cols.
confirmoé la presencia del fenotipo BLEE en 17 cepas de
Escherichia coli para un 40,4 % y 11 cepas de Klebstiella
spp. para un 35,4 % del total de cepas aisladas.?

Las cepas productoras de BLEE son multiresistentes,
puede que expresen una resistencia constitutiva, ademas
de la adquirida, o que sean hiperproductoras de otras
B-lactamasas cromosémicas o plasmidicas, muestran
pequenas diferencias entre si a escala molecular que
sin embargo, se traducen en cambios importantes en su
actividad sobre los distintos sustratos. Estos procesos no
se manifiestan a la vez, ya que también dependen de la
velocidad de hidrélisis sobre los antibiéticos. Todas estas
circunstancias tienen consecuencias directas sobre la
deteccién fenotipica por parte del laboratorio y es posible
que en cuatro horas haya procesos que aun no se hayan
expresado y por tanto, se requiera extender el tiempo
de medicién del sistema DIRAMIC, en estudios futuros,
para aumentar su capacidad de deteccion.

Los resultados alcanzados en este trabajo constituyen
una evidencia de que el sistema DIRAMIC puede ser

utilizado para alertar al médico acerca de la presencia
de cepas portadoras de BLEE, de forma rapida, sencilla
y confiable. No obstante, sera necesario utilizar como
referencia otros métodos més exactos. Como las enzimas
BLEE confieren grados variables de actividad contra
las cefalosporinas de tercera generacién,® los autores
consideran que es necesario determinar el tipo de BLEE
presente, por lo que sera recomendable realizar la ca-
racterizaciéon molecular de las cepas estudiadas, con el
objetivo de complementar esta investigacion.
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