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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas causan la muerte de millones de seres humanos en todas las
regiones del planeta, y aunque se realizan grandes esfuerzos para la introducciéon de nuevos
agentes quimioterapéuticos, las bacterias demuestran una notable capacidad para desarrollar
resistencia a estos agentes antimicrobianos. El objetivo de este trabajo fue avalar el empleo del
sistema semi-automatizado DIRAMIC 10 para la deteccion especifica de SARM. El estudio se
dividié en dos etapas: 1) Introduccion de modificaciones en el sistemasemi-automatizado
DIRAMIC 10, 2) Validacion del sistema para la deteccion de SARM. Se analizaron 113
aislamientos clinicos de Staphylococcus spp procedentes de cuatro hospitales de la provincia de
La Habana. EIl desempefio del sistema se compar6 con el método de Kirby Bauer con los discos
de oxacilina (1 pg) y de cefoxitina (30 pg). Se determino la sensibilidad, especificidad, asi como
el indice de kappa. Alternativamente se utilizaron el método Oxacillin Agar Screening Plate y la
aglutinacion con particulas de latex PBP2a. A través de estos metodos se informaron 76
aislamientos de SARM, mientras que en el DIRAMIC se detectaron 75 utilizando el disco de
oxacilina (sensibilidad del 98 %, especificidad del 100 % y un indice de kappa 0.896) y con el
disco de cefoxitina solo ocho aislamientos (sensibilidad del 31.6 % y indice kappa casi nulo). Los
resultados alcanzados del DIRAMIC 10 en este estudio, constituyen una evidencia de las
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potencialidades para ser utilizado en el diagnostico de infecciones por SARM. Esto refuerza o
avala sus prestaciones y fundamentan la recomendacion de extender su uso en la red nacional de

laboratorios como una herramienta para contribuir al uso mas adecuado de los antibiéticos.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente meticilina; DIRAMIC; susceptibilidad

antimicrobiana.
ABSTRACT

Las enfermedades infecciosas causan la muerte de millones de seres humanos en todas las
regiones del planeta, y aunque se realizan grandes esfuerzos para la introduccion de nuevos
agentes quimioterapéuticos, las bacterias demuestran una notable capacidad para desarrollar
resistencia a estos agentes antimicrobianos. El objetivo de este trabajo fue avalar el empleo del
sistema semi-automatizado DIRAMIC 10 para la deteccién especifica de SARM. El estudio se
dividio en dos etapas: 1) Introduccion de modificaciones en el sistemasemi-automatizado
DIRAMIC 10, 2) Validacion del sistema para la deteccion de SARM. Se analizaron 113
aislamientos clinicos de Staphylococcus spp procedentes de cuatro hospitales de la provincia de
La Habana. EIl desempefio del sistema se compar6 con el método de Kirby Bauer con los discos
de oxacilina (1 pg) y de cefoxitina (30 pg). Se determind la sensibilidad, especificidad, asi como
el indice de kappa. Alternativamente se utilizaron el método Oxacillin Agar Screening Plate y la
aglutinacion con particulas de latex PBP2a. A través de estos métodos se informaron 76
aislamientos de SARM, mientras que en el DIRAMIC se detectaron 75 utilizando el disco de
oxacilina (sensibilidad del 98 %, especificidad del 100 % y un indice de kappa 0.896) y con el
disco de cefoxitina solo ocho aislamientos (sensibilidad del 31.6 % Yy indice kappa casi nulo). Los
resultados alcanzados del DIRAMIC 10 en este estudio, constituyen una evidencia de las
potencialidades para ser utilizado en el diagnostico de infecciones por SARM. Esto refuerza o
avala sus prestaciones y fundamentan la recomendacion de extender su uso en la red nacional de

laboratorios como una herramienta para contribuir al uso mas adecuado de los antibiéticos.
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM) se sitla entre las bacterias con mayor
resistencia a los antimicrobianos a través de mdltiples mecanismos intrinsecos o adquiridos. La
deteccion temprana de infecciones de SARM en pacientes hospitalizados es de vital importancia
para reducir la tasa de morbilidad, mortalidad y costos hospitalariosl.

En la practica médica actual la imposicién del tratamiento adecuado, resulta complicado pues es
dificil predecir los patrones de resistencia de cada agente etiologico. Consecuentemente la terapia
empirica se inicia generalmente con antimicrobianos de amplio espectro, alto costo y que
provocan numerosos efectos adversos. Si el laboratorio de Microbiologia no emite resultados
oportunos, la terapia inicial se prolonga por méas tiempo del necesario, incrementando los riesgos
para el paciente, los costos hospitalarios y la resistencia antimicrobiana2. Los métodos
convencionales para la identificacion y el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana, aunque
resulta especifico y sensible para este proposito son mas demorado. En cambio, los sistemas
automatizados para el diagnostico de enfermedades infecciosas y estudio de la susceptibilidad

acortan el tiempo.

En Cuba, el DIRAMIC 10 es un sistema que permite diagnosticar la infeccidén urinaria por
Escherichia coli directamente a partir de una muestra de orina y determinar la sensibilidad
antimicrobiana en 4 horas, a su vez garantiza la disponibilidad de un procedimiento

semiautomatico mas barato para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos3.
RESULTADOS Y DISCUSION

Introduccion de modificaciones en el sistema DIRAMIC 10 para extender su uso al estudio

de susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de Staphylococcus spp

El impacto clinico de la resistencia antimicrobiana exige del estudio de los mecanismos
implicados con el fin de contribuir a una adecuacion rapida y especifica del tratamiento, asi como
para el seguimiento y el control epidemiologico de las enfermedades infecciosas. Asi, por
ejemplo, una terapia antimicrobiana inapropiada ante casos de bacteriemia por SARM se

considera el un factor asociado a la mortalidad4,5.
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Considerando que las bacterias han desarrollado en el proceso evolutivo formas cada vez méas
eficaces para evadir la accion de los antibioticos, uno de los retos mas importantes que encaran los
laboratorios de Microbiologia es la capacidad de detectar la resistencia a tiempo. Para la seleccién
de antimicrobianos en el estudio de la sensibilidad in vitro con sistemas automaticos y
semiautomaticos es necesaria la inclusion de un gran nimero de antibidticos y poder inferir

adecuadamente los mecanismos de resistencia implicados6.

De este modo se propuso que para el estudio de la susceptibilidad de aislamientos de de
Staphylococcus spp a través del sistema DIRAMIC 10 debian incluirse en la tira los siguientes
antimicrobianos: cefoxitina (30ug), oxacilina (1 pg), eritromicina (15 pg), clindamicina (2
Mg), gentamicina (10 pg), amikacina (30 pg), tetraciclina (30 pg), vancomicina (30 pg),
penincilina (1 unidad), ciprofloxacina (5 ug), levofloxacina (5 pg), sulfametozaxol/trimetropin
(25 pg), kanamicina (30 ug), cefazolina (30 pg), nitrofurantoina (300 pg), considerando las
normas internacionales y las recomendaciones derivadas de las encuestas a los expertos

nacionales?.
Validacion del sistema DIRAMIC 10 para la deteccion de SARM.

El sistema detectd correctamente a la cepa de referencia S. aureus ATCC 25923 como sensible a
meticilina 'y a la cepa S. aureus USA 300 como SARM, tanto para la oxacilina como la cefoxitina.
De igual forma, la interpretacion de la prueba de susceptibilidad a partir de la lectura de los halos
de inhibicion obtenidos para la primera concordd con lo referido por el CLSI y coincidié con la
interpretacion a través del DIRAMIC 10. La correspondencia entre los resultados obtenidos por
ambos métodos avald las modificaciones introducidas al sistema y permitid pasar a su evaluacion

frente a aislamientos clinicos de S. aureus.

Se analizaron 113 aislamientos clinicos de Staphylococcus spp procedentes de cuatro hospitales
de la provincia de La Habana. De ellos 13 se clasificaron como estafilococos coagulasa negativa y
100 se confirmaron como S. aureus. Entre estas Gltima, 76 se identificaron como SARM tanto en
el ensayo de susceptibilidad por el método de difusion con los discos de oxacilina como de
cefoxitina y se corrobord al emplear el método del Oxacillin Agar Screening Plate y el método de
aglutinacion con particulas de latex PBP2a. La gran mayoria de ellos (84.07%) se recuperaron de

pacientes que acudieron a consulta externa; solo el 15.92% procedio6 de pacientes hospitalizados.
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La evaluacién del sistema se ejecutd a través del estudio de los 100 aislamientos confirmados
como S. aureus: 76 clasificados SARM y 24 restantes SASM. A través del sistema automatizado
DIRAMIC 10 solo se detectaron ocho SARM utilizando el disco de cefoxitina. En cambio, con el
disco de oxacilina los resultados se aproximaron méas a lo obtenido al emplear los métodos

fenotipicos de referencia: 75 SARM y 25 SASM. Es decir, frente solo un aislamiento se obtuvo un

resultado discrepante (Figura 1).

mFOX
mOX
aMF

Total muestras analizadas

Figura 1. Deteccion de aislamientos de SARM y SASM empleando el sistema DIRAMIC vs

resultados de la deteccion fenotipicas.

Leyenda: FOX: DIRAMIC - Cefotina, OX: DIRAMIC - Oxacilina, MF: Resultados por métodos
fenotipicos (KB, ORSA y aglutinacion por latex)

De acuerdo con estos resultados se obtuvo una sensibilidad del 98 % y especificidad 100% para la
deteccién de SARM con el Sistema DIRAMIC 10 empleando el disco de oxacilina, al comparar
con el método de KB. El grado de coorcondancia segun el indice k obtenido fue superior a 0,80
indicativo de un grado de concordancia muy fuerte (Tabla 1). En cambio, la evaluacion con el
disco de cefoxitina demostrd solo un 31.6 % de sensibilidad y un indice de kappa cerca de 0 lo

que indico6 un grado de coorcondancia nulo (Tabla 2).
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Tabla 1. Comparacién entre los resultados obtenidos para la deteccion de SARM a través
del DIRAMIC 10y el método de difusidén en agar empleando el disco de oxacilina.

DIRAMIC  Difusién disco OX Total Sensibilidad Especificidad k

10 . .
Positivos Negativos

Positivos 75 0 75 98% 100% 0.896
Negativos 1 24 25
Total 76 24 100

Tabla 2. Comparacion entre los resultados obtenidos para la deteccion de SARM a traveés

del DIRAMIC 10y el método de difusién en agar empleando el disco de cefoxitina.

DIRAMIC Difusion disco FOX  Total Sensibilidad Especificidad k

10
Positivos Negativos

Positivos 8 0 8 31.6% 100% 0.05
Negativos 68 24 92
Total 76 24 100

FOX: cefoxitina, k: indice de kappa

La utilidad del disco de la oxacilina para la deteccion de SARM se documenta para otros sistemas
automatizados como el Phoenix y el Vitek 2, que como el DIRAMIC 10 utilizan un indicador
redox para detectar el crecimiento del microorganismo en presencia del antibiotico, pero difieren
de este en que son una version reducida de la técnica de microdilucién en caldo. Asi mismo,
trabajando en el perfeccionamiento de estos sistemas, otros autores también han evaluado
paralelamente la utilizacion de discos cefoxitina y oxacilina y han demostrado un aumento de la

sensibilidad al utilizar cefoxitina8,9. Sin embrago, es evidente que los resultados de la evaluacion
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del DIRAMIC 10 empleando el disco de cefoxitina no avalan en este estudio la factibilidad de su
uso para la deteccion de aislamientos de SARM. Este es un hallazgo contradictorio y dificil de
justificar en los momentos actuales en los que el empleo de la cefoxitina constituye la
recomendacion internacional para la identificacion de este tipo de cepas. Una posible explicacion
a este comportamiento frente a la cefoxitina podria estar relacionada con la concentracion de la
droga en el disco (30 pg), segiin experiencias previas con otros antibioticos utilizados en el
sistema ya que esta condicionado que el DIRAMIC 10 es un sistema cuyo principio de
funcionamiento es similar al del KB, pero en el que se hace una disolucion de la droga sin llegar a

variar su concentracion.

Por otra parte, el estudio preliminar de estimacion del costo del empleo del DIRAMIC 10 para la
deteccion de SARM con respecto al metodo convencional de KB fue factible ya que para la
realizacion del KB es evidente que el costo por concepto de materiales e insumos es superior que
para el DIRAMIC 10. A esto se impone afiadir que la adquisicién de los mismos esta sujeta a la
ejecucion de los planes anuales de presupuesto del sistema de salud, por lo que no siempre se
dispone de ellos de manera oportuna y en buen estado de preservacion. Por otro lado, el tiempo de
incubacion en esta prueba es también superior (24 h) lo que conlleva a un consumo energetico

mayor.

Los resultados alcanzados del DIRAMIC 10 en este estudio, no obstante, a las llamadas a la
necesidad de perfeccionamiento, constituyen una evidencia de las potencialidades para ser
utilizado en el diagnéstico de infecciones por SARM. Esto refuerza o avala sus prestaciones y
fundamentan la recomendacion de extender su uso en la red nacional de laboratorios como una

herramienta para contribuir al uso més adecuado de los antibi6ticos10.
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