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Resumen

e Palabras clave: pruebas de susceptibilidad, antibio-
gramas, E. Coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae.

* Objetivo

Evaluar la eficacia del sistema automatizado MicroS-
can Walkaway 96 (Dade Behring) en su reporte de
susceptibilidad antimicrobiana para bacilos Gram
negativos aislados cotidianamente comparando los
resultados con los de un sistema de referencia de mi-
crodilucién en caldo.

* Material y métodos

Los bacilos gram negativos mas frecuentemente ais-
lados en el laboratorio de microbiologia de pacientes
hospitalizados y obtenidos de sangre, cavidades ce-
rradas estériles y sitios de importancia clinica, fueron
identificados y probada su susceptibilidad antimicro-
biana con el sistema Walkaway 96 (MicroScan Dade
Behring) durante los afos 2006 y 2007. Posterior-
mente, en cada afo del estudio se compararon estos
resultados automatizados con aquéllos obtenidos con
un sistema de referencia de microdilucién en caldo.

e Resultados
Se demuestra que el sistema automatizado no detecta
adecuadamente resistencia en aislamientos clinicos

cotidianos, sobre todo en Ceftazidima, Piperacilina/
Tazobactam, y Ciprofloxacina, y que el tipo de dis-
cordancias fue minima cuando se probaron para imi-
penem o meropenem.

e Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan
con otros similares reportados en la literatura, es ne-
cesario que se continle apegandose a las recomenda-
ciones del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) para el buen funcionamiento de estos sistemas.

Introduccion

De las actividades que efectda el laboratorio de mi-
crobiologia clinica, el determinar la susceptibilidad
de los microorganismos a los antimicrobianos es la
que tiene mayor impacto en el manejo del paciente,
ademds de que estos estudios son fundamentales para
conocer la tendencia de resistencia en los microor-
ganismos de importancia clinica, para asi establecer
politicas de utilizacién de antimicrobianos.

Por ello, la mayoria de los cambios ocurridos en las
dltimas décadas en la microbiologia clinica se rela-
cionan con los estudios in vitro de susceptibilidad
y debido a la preferencia de las técnicas de micro-
dilucién en caldo para llevarlos a cabo, se da lugar
al desarrollo de sistemas automatizados. Uno de
ellos es el MicroScan (Dade Behring) que usa placas
comerciales y aunque pueden leerse visualmente,
cuenta con un lector automatico; el Walkaway usa
substratos fluorogénicos para obtener rapidamente la
identificacion y susceptibilidad de la bacteria, tam-
bién ofrece un sistema para manejo de informacién.
En estos estudios, el reporte de “resistencia” a algtn
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antimicrobiano predice mejor el fracaso terapéutico,
que su contraparte “susceptible” predice el éxito; por
lo que un falso reporte de susceptibilidad tiene peores
consecuencias para el enfermo que uno de falsa resis-
tencia.' Ademas, determinan el valor de la concentra-
cion minima inhibitoria (CMI) del antimicrobiano en
el resultado de la prueba de susceptibilidad, debido
a: 1) hay buena correlacién entre fracaso y valor de
CMI; 2) estudios farmacodindmicos demuestran su
importancia terapéutica, lo que ayuda a una dosifi-
cacion mas eficaz; y 3) la evolucién de los valores
de CMI en una determinada especie bacteriana es de
interés epidemiolégico.??

A pesar de los avances, los sistemas automatizados
no estan exentos de errores, lo que puede tener se-
rias implicaciones en la evolucion del paciente; los
errores mas frecuentemente reportados involucran
Pseudomonas aeruginosa y miembros de la familia
Enterobacteriaceae.*® Por ello, para que los estudios
de susceptibilidad in vitro sean confiables, es nece-
saria la estandarizacion de los métodos empleados
y seguir las normas establecidas, por lo general, del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).%”
Los programas de evaluacién sugieren incluir cepas
de referencia, microorganismos con mecanismos de
resistencia conocidos y cepas clinicas aisladas coti-
dianamente; ademads, se sugiere que es conveniente
desarrollar programas de control encaminados a de-
terminar la fiabilidad de los resultados obtenidos con
estos sistemas, comparandolos con los obtenidos por
otro método de referencia.

En este estudio se evalla la eficacia del sistema au-
tomatizado MicroScan Walkaway 96 (Dade Behring)
en su reporte de susceptibilidad antimicrobiana para
bacilos Gram negativos aislados cotidianamente y se
comparan los resultados con los obtenidos con un
sistema de referencia de microdilucion en caldo.

Material y métodos

Diseio del estudio

Los bacilos Gram negativos mas frecuentemente ais-
lados en el laboratorio de microbiologia de pacientes
hospitalizados y obtenidos de sangre, cavidades ce-
rradas estériles y sitios de importancia clinica, fueron
identificados y probada su susceptibilidad antimicro-
biana con el sistema Walkaway 96 (MicroScan Dade
Behring) durante los afos 2006 y 2007. Posterior-
mente, en cada ano del estudio se compararon estos
resultados automatizados con aquéllos obtenidos con
un sistema de referencia de microdilucién en caldo.
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Métodos de susceptibilidad

Las pruebas de susceptibilidad por MicroScan se rea-
lizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
se usaron los combos NUC35 (para los aislamientos
en orina) y NBPC 30 (para los aislamientos de otras
muestras), los paneles se inocularon usando el sis-
tema PROMPT (Dade Behring Ins. West Scramento
CA, USA). Las pruebas de microdilucion en caldo se
efectuaron de acuerdo a las normas del CLSI®” las
placas de microdilucién se prepararon en el laborato-
rio con las sales de los antimicrobianos a las mismas
concentraciones que el MicroScan; se usaron sélo las
combinaciones antibiético-organismo sugeridas. El
control de calidad se llev6 a cabo en cada prueba de
microdilucion en caldo con las cepas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 y E. coli ATCC 25922, mis-
mas cepas que se usaron como control de calidad en
MicroScan antes de que un nuevo lote de paneles se
usara.

Criterios de evaluacién

Los resultados obtenidos por el MicroScan se consi-
deraron discordantes con los obtenidos por micro-
dilucién (método de referencia) cuando existian > 2
diluciones de diferencia. Para los resultados discor-
dantes observados al comparar las categorias clinicas
obtenidas con ambos métodos establecidos segun los
puntos de corte del CLSI, se definieron los siguientes
tipos de error:

a) Maximo, muy mayor o falsa susceptibilidad (sus-
ceptible por MicroScan vy resistente por microdilu-
cion).

b) Error mayor o falsa resistencia (resistente por Mi-
croScan y susceptible por microdilucion).

¢) Error menor (intermedio por un método y suscepti-
ble o resistente por el otro).

Resultados

Se estudiaron 60 aislamientos de Eschericha coli, 20
de Salmonella spp, 15 de Klebsiella pneumoniae, y 30
de Pseudomonas aeruginosa. Se usaron los siguien-
tes antimicrobianos: meropenem (Mer), ceftazidima
(Caz), ciprofloxacina (Cp), gentamicina (Gm), imipe-
nem (Imp), piperacilina/tazobactam (P/T), tobramici-
na (To), amikacina (Ak), aztreonam (Azt), cefotaxima
(Cft), cefepime (Cpe), cefoxitin (Cfx).

Se detectaron 106 discordancias en los aislamientos
de Eschericha coli, predominando en P/T, Caz, To, Cp
(ver Figura 1), los errores muy mayores predominaron
en CAZ,Cp,To, (ver Tabla 1), los mayores en To, Gm
y Cpe. En el caso de Salmonella spp ocurrieron 32
discordancias en un nimero mayor de antibidticos
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(ver Figura 2), aunque los errores muy mayores sélo
se apreciaron en 3 antibidticos: Caz, Azt,Cp (ver Ta-
bla 2), Ak predominé por la cantidad de errores ma-
yores. Las discordancias (36) fueron mucho mds altas
en el caso de las 15 cepas de Klebsiella pneumoniae
(ver Figura 3), destacé la Cp tanto en errores muy ma-
yores y mayores, y los aminoglucésidos Gmy To en
los mayores (ver Tabla 3). Ningln antibiético estuvo
exento de discordancias en el caso de Pseudomonas
aeruginosa, destacé de nuevo Caz y apareci6 por vez
primera Mer (ver Figura 4); sin embargo, los errores
muy mayores s6lo se observaron en Caz, Gm vy To,
destacé Ak por no existir errores muy mayores o ma-
yores (ver Tabla 4).

Discusion

Los sistemas automatizados representan un avance
importante en la identificacion y determinacion de la
susceptibilidad antimicrobiana de la mayoria de las
bacterias aisladas cotidianamente en muestras clini-
cas. Su uso se ha generalizado debido a que proce-
san mayores volimenes de muestras, disminuye el
tiempo de reporte, demuestra costo-beneficio y tiene
interfases que les permiten conectarse con los siste-
mas de informacién del hospital. Sin embargo, su em-
pleo conlleva una serie de inconvenientes de los que,
quizds, el de mayor importancia sea el obtener datos
falsos de susceptibilidad, como se ha descrito con los
antibidticos - lactamicos, quinolonas , entre otros, en
diversas especies de bacterias,® los que pueden tener
serias implicaciones en la evolucion del paciente.’

Los errores muy mayores y mayores encontrados du-
rante las pruebas de validacién pudieran ser debido a
degradacion del antimicrobiano en los paneles que se
usan en el hospital, como ya es conocido para Imp;°
problemas con los instrumentos automatizados que
interpretan la susceptibilidad, condiciones inadecua-
das en el almacenamiento de las placas, o bien erro-
res técnicos como la sobreinoculacion, tiempos de
incubacion, entre otros, como lo demuestra Steward
et al'' quien encuentra mas de un 70% de estos erro-
res en el reporte de la susceptibilidad cuando se en-
viaron diversas muestras de Enterobacteriaceae a la-
boratorios que contaban con sistemas automatizados
y mas de un 25% en el caso de P. aeruginosa.

Los resultados demuestran que el sistema no detecta
adecuadamente resistencia en aislamientos clinicos
cotidianos sobre todo en Caz, P/T, y Cp con rangos
de error de aproximadamente 20%; Sader, et al'? re-
portan errores de este tipo hasta en el 27% de las

veces cuando se estudia piperacilina-tazobactam en
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa, quiza de-
bido a lo estrecho del punto de corte de resistencia
(MIC > 128 pg/ml) y los resultados mostraban una
dilucién mayor.

Los errores muy mayores y mayores por lo general
se reportan sobre todo en Caz, P/T, y mucho menos
en Ak.*' Resultados semejantes fueron los que se
encontraron en este estudio, destaca, sin embargo,
que el nimero de errores es minimo en el caso de los
carbapenems, sobre todo meropenem.

Desde 1980'° se usan las categorias: muy mayor, ma-
yor o menor para describir los errores encontrados
cuando se evalta la efectividad de un nuevo sistema
automatizado que se compara con los resultados ob-
tenidos generalmente por los métodos de microdilu-
cién en caldo y difusion en disco; ello como requisito
previo para salir al mercado, pero, posteriormente
ya no se repiten. Cuando estos estudios se efectdan
en laboratorios de microbiologia clinica que utilizan
cotidianamente sistemas automatizados, se esta muy
lejos de alcanzar la regla de oro de Thornsberry y
Gavan:'® “las concordancias entre métodos debe ser
mayor del 90% y el total de los errores mayor y muy
mayor debe ser menor del 5%". Sin embargo, no se
debe sacrificar la efectividad por rapidez; por lo que
es necesario apegarse a todas y cada una de las re-
comendaciones que efectGa el CLSI, y asi tratar de
disminuir el nimero de discordancias, y enfatizar en
aquéllas que mayor repercusién podrian tener en el
paciente.

Conclusiones

La discordancia entre los resultados de susceptibili-
dad antimicrobiana efectuados mediante el sistema
automatizado MicroScan al compararlos con los re-
sultados del método de referencia de microdilucién
en caldo en los principales aislamientos cotidianos
de bacilos Gram negativos en el laboratorio de mi-
crobiologia del hospital, es mayor que la usualmente
referida cuando un nuevo sistema va a salir al merca-
do, pero semejante cuando se efectta en laboratorios
de microbiologia que cuentan con estos mismos sis-
temas en uso cotidiano.

Las principales discordancias ocurren con los antibi6-
ticos Caz, P/T. Aunque los resultados de este estudio
concuerdan con los de estudios similares reportados
en la literatura, es necesario que se continlie apegan-
dose a las recomendaciones del CLSI para el buen
funcionamiento de estos sistemas.
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Figura 1. Porcentaje de discordancias por antibiético

E coli n=60

Mer Caz Cp Gm Imp P/T To Ak Azt Cft Cpe Cfx
Antibictico

Tabla 1. Distribucién de discordancias por tipo de error E coli n=60

Meropenem 0 0 0 0 0 0
Ceftazidima 11 18.83 1 1.66 7 11.66
Ciprofloxacina 8 13.33 4 6.66 0 0
Gentamicina 0 0 9 15 2 3.33
Imipenem 0 0 2 3.33 0 0
P/T 1 1.66 4 6.66 5 8.3
Tobramicina 4 6.66 13 21.6 1 1.66
Amikacina 0 0 4 6.66 0 0
Aztreonam 0 0 3 5 0 0
Cefotaxima 3 5 7 11.11 1 1.66
Cefepime 1 1.66 8 13.3 0 0
Cefoxitin 3 5 3 5 1 1.66
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Figura 2. Porcentaje de discordancias por antibiético

Salmonella spp n=20

Mer Caz Cp Gm Imp P/T To Ak Azt Cft Cpe Cix

Antibictico

Tabla 2. Distribucién de discordancias por tipo de error Salmonella spp n=20

Meropenem 0 0 0 0 1 5
Ceftazidima 6 30 0 0 1 5
Ciprofloxacina 2 10 0 0 0 0
Gentamicina 0 0 1 5 1 5
Imipenem 0 0 0 0 0 0
P/T 0 0 1 5 1 5
Tazobactam 0 0 1 5 1 5
Amikacina 0 0 2 10 0 0
Aztreonam 5 25 0 0 2 10
Cefotaxina 0 0 0 0 3 15
Cefepime 0 0 0 0 1 5
Cefoxitin 1 5 0 0 3 15
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Figura 3. Porcentaje de discordancias por antibiético

K pneumoniae n=15

Mer Caz Cp Gm Imp P/T To Ak Azt Cft Cpe Cix

Antibidtico

Tabla 3. Distribucién de discordancias por tipo de error Klebsiella pneumoniae n=15

Meropenem 0 0 0 0 0 0
Ceftazidima 1 6.7 2 13 0 0
Ciprofloxacina 3 20 2 13 1 6.7
Gentamicina 0 0 3 20 3 20
Imipenem 0 0 0 0 0 0
P/T 1 6.7 1 6.7 1 6.7
Tobramicina 0 0 2 13 2 13
Amikacina 0 0 1 6.7 1 6.7
Aztreonam 0 0 0 0 5 33.3
Cefotaxima 2 13 1 6.7 1 6.7
Cefepime 0 0 1 6.7 0 0
Cefotaxima 0 0 0 0 2 13
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Figura 4. Porcentaje de discordancias por antibiético

P aeruginosa n=30

Mer Caz Cp Gm Imp PIT To Ak Azt Cft Cpe Cfx
Antibiético

Tabla 4. Distribucién de discordancias por tipo de error P aeruginosa n=30

Meropenem 0 0 4 13 0 0
Ceftazidima 7 23 0 0 8 26
Ciprofloxacina 0 0 1 3 3 10
Gentamicina 2 7 1 3 0 0
Imipenem 0 0 3 10 1 3
P/T 1 3 3 10 2 7
Tobramicina 2 7 3 10 2 7
Amikacina 0 0 0 0 4 13
Aztreonam 0 0 2 7 9 30
Cefotaxima 0 0 2 7 1 3
Cefepime 0 0 2 7 2 7
Cefoxitin 0 0 9 30 0 0
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