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RESUMEN:

Introduccién: La emergencia y diseminacion de Enterobacterias productoras de
carbapenemasas, como paradigma actual de la resistencia extensa y de la resistencia a
antibiéticos, en nuestro dmbito sanitario es una grave amenaza para la salud de los pacientes y
para la salud publica, esto sumado al hecho de que la mayoria de infecciones producidas por EPC
reduce las opciones terapéuticas y promueve el uso de alternativas terapéuticas combinadas con
antibiéticos que tienden a tener una alta toxicidad (J.A. Reyes-Chacén, 2017) (Jesus Oteo, 2014).
Es por ello que los laboratorios estan siempre en la busqueda de metodologias fiables, precisas y
con mejor oportunidad de respuesta en la buisqueda tanto de pacientes colonizados como

infectados por este tipo de microorganismos.

Objetivo: Determinar la concordancia entre el método modificado de inactivacion de
carbapenémico (mCIM), test de Hodge para la deteccion de carbapenemasas en Enterobacterias
y determinar caracteristicas operativas de la prueba modificada de Inactivacién de
carbapenémico y el test de Hodge respecto a la deteccién molecular de genes de resistencia a

carbapenémicos.

Materiales y métodos: este estudio observacional retrospectivo fue llevado a cabo en el Hospital

Universitario San Ignacio. Se realiz6 con aislamientos de Enterobacterias con resistencia a algtin



carbapenémico comprendidos entre 2014 a diciembre de 2017, conservados en el Cepario del
Hospital Universitario San Ignacio y aislamientos correspondientes a Enterobacterias BLEES
positivas, con sensibilidad a carbapenémicos, en el mismo lapso de tiempo. Se determiné la
sensibilidad (Sn), especificidad (Sp), valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN). Se calculé
un coeficiente Kappa de Cohen nominal y su intervalo de confianza al 95% para conocer la

concordancia entre los métodos en estudio y el estudio molecular por PCR convencional.

Resultados: El método modificado de inactivacién de carbapenemasas obtuvo una Sensibilidad
del 96%, especificidad de 98%, VPP 98%, VPN 95 % al ser comparado con el método molecular
GenXpert parala deteccién de genes de resistencia a carbapenémicos. Asi mismo, el test de Hodge
obtuvo una Sensibilidad del 97% especificidad de 97%, VPP 97%, VPN 97 %. Se detectaron cuatro
casos falsos negativos y un caso falso positivo con respecto a la deteccién de Enterobacterias
productoras de carbapenemasas mediante el método modificado de inactivacion de

carbapenémico. Se detectaron dos casos falsos positivos con el Test de Hodge.

Conclusidn: La emergencia y diseminacion de Enterobacterias productoras de carbapenemasas
son un problema emergente a nivel global y local. Es importante la deteccion rapida y efectiva de
estas Enterobacterias productoras de carbapenemasas para enfrentar esta problematica. El test
de Hodge contintia siendo el mejor método fenotipico para confirmacién de presencia de
carbapenemasas. El test modificado de inactivaciéon al carbapenémico a pesar de tener una
concordancia casi perfecta con Genexpert, al general un mayor nimero de resultados falsos

positivos, puede ser usado como método alterno.

Palabras clave: Enterobacteriaceae, Carbapenemasas, Enterobacterias productoras de

carbapenemasas, Carbapenémico.
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Concordancia entre el método modificado de inactivacion de carbapenémico (mCIM), test
de Hodge y pruebas de sinergismo para la deteccion de carbapenemasas en

Enterobacterias

1. INTRODUCCION

La diseminaciéon de cepas de bacterias resistentes a los antibi6ticos no solo constituye un
problema microbioldgico y epidemiolodgico, sino que conlleva a desenlaces clinicos desfavorables,
traduciéndose en consecuencias econdmicas negativas. Las infecciones por bacterias resistentes
a antibidticos se asocian con retraso en el inicio del tratamiento antibidtico apropiado,
prolongacién de la estancia hospitalaria, incremento de los costos hospitalarios y aumento en las
tasas de mortalidad (Herndndez-Gémez C, 2014), es por esto que se ha desarrollado un nuevo
método fenotipico, llamado Método modificado de inactivacién de carbapenémico (mCIM), el cual
se desarrollé para detectar la actividad carbapenemasa en bacterias Gram negativas. Este método
ha demostrado una alta concordancia con los resultados obtenidos por PCR para detectar genes
que codifican las carbapenemasas KPC, NDM, 0XA-48, VIM, IMP y 0XA-23. (Van Der Zwaluw,
2015)

2. PROBLEMA DE INVESTIGACION Y JUSTIFICACION

Las Enterobacterias estdn entre los microorganismos mas frecuentes en instituciones
hospitalarias de Colombia y en comunidad como causantes de muchas infecciones, pero ademas
de su alta prevalencia, en la tiltima década se ha observado el incremento de Enterobacterias con
varios mecanismos de resistencia que cada vez hacen mas dificil el tratamiento médico a estas
infecciones; tal es el caso de la resistencia que el grupo de Enterobacterias ha logrado adquirir a
los antibioticos carbapenémicos, los cuales son antibiéticos betalactamicos empleados para el
tratamiento de infecciones severas o en particular, para microorganismos que expresan diversos
mecanismos de resistencia a otros antibidticos del grupo, lo que limita su uso clinico,
incrementando asi los costos de la atencidn debido a largas estancias hospitalarias y antibiéticos
de mayor espectro, pero aiin mas preocupante, aumentando los porcentajes de mortalidad en

dichos pacientes. (Maldonado, 2016)

Las Enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC) se caracterizan por generar un amplio
espectro de infecciones, siendo la bacteriemia y la neumonia las mas comunes. Su prevalencia

viene en aumento; en un reporte reciente, los Centros para el Control y Prevenciéon de



Enfermedades (CDC) notificaron que en Estados Unidos la proporcién de ERC fue del 1,2% en el
afio 2001 y aumento al 6.6% para el 2016. La mortalidad atribuible a este tipo de infecciones varia
entre el 18 y el 60%, siendo méas elevada en pacientes con bacteriemia. La emergencia de
resistencia a carbapenémicos puede surgir como una combinacién de mecanismos:
modificaciones de la permeabilidad de la membrana externa, sistemas de expulsién activa con
hiperproducciéon de Beta-lactamasas tipo AmpC o BLEE o produccién de Betalactamasas
especificas que hidrolizan carbapenémico (carbapenemasas). Estas ultimas son una verdadera
amenaza a la salud publica, pues conllevan una alta mortalidad y limitadas opciones de
tratamiento efectivo para pacientes con infecciones graves por bacilos gramnegativos
multiresistentes. ( (Navarro, 2015)) Esta problematica es frecuente en instituciones hospitalarias
de varias regiones del mundo, y Colombia en particular ha sido catalogada como endémica para

Enterobacterias productoras de carbapenemasas. (Maldonado, 2016))

Ahora bien, la deteccién y confirmacién in vitro de las Enterobacterias resistentes a los
carbapenémicos por produccién de carbapenemasas por parte del Laboratorio de Microbiologia,
es un objetivo imperativo en cualquier instituciéon hospitalaria, en el cual se deben analizar
caracteristicas operativas de las pruebas a las cuales se somete el microorganismo para la
deteccién de marcadores de resistencia in vitro, control de calidad de las mismas y oportunidad
de respuesta que facilite y apresure laimplementacion de un abordaje terapéutico adecuado (J.A.
Reyes-Chacon, 2017). Esta deteccion fenotipica, ya sea inicial o confirmatoria entonces, supone
un reto constante para los laboratorios de Microbiologia Clinica, debido a la diversidad de
mecanismos de resistencia adquiridos por las bacterias, las limitaciones propias de las pruebas
in vitro, y la busqueda constante de acortar tiempos de respuesta; es asi como en pocos afnos se
han presentado nuevas pruebas, tales como Test de Hodge en sus comienzos (1945), luego
pruebas de sinergismo como 4acido boronico y EDTA (1988), pruebas bioquimicas con
indicadores de pH como Carba NP (2012), altimamente equipos que utilizan como principio de
deteccidn la turbidimetria laser y pruebas moleculares tanto convencionales, no muy utilizadas
en la rutina del laboratorio, asi como las pruebas moleculares comerciales o cerradas las cuales

poseen la practicidad que se requiere pero con muy altos costos. (Cercenado, 2015)4)

Con el propoésito entonces de detectar las ERC y optimizar el uso de los carbapenémicos a través
de estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos (PK/PD), el Instituto de Estandares Clinicos y
de laboratorio (CLSI) disminuyd los puntos de corte de los carbapenémicos en 2010 y recomend6
realizar pruebas fenotipicas confirmatorias como el test de Hodge modificado (THM) para el
control de la diseminacion de las carbapenemasas. En el afio 2015, la version M100-S25 de los

estandares para pruebas de susceptibilidad, incorporaron el test bioquimico Carba NP para la



deteccidn de carbapenemasas, siendo la primera vez que se recomienda su aplicaciéon ademas de
Enterobacteriaceae en no fermentadores como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp. Los
métodos de deteccidn basados en el uso de discos con inhibidores como acido fenilborénico (APB)
el cual no es recomendado por CLSI, presentan sensibilidad y especificidad cercanas al 100% en
la deteccién de carbapenemasas clase A. Sin embargo, se han reportado resultados falsos
positivos con cepas productoras de Betalactamasas tipo AmpC como Enterobacter spp y Serratia
spp. A pesar de que la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) sigue siendo la metodologia mas
sensible y especifica para la determinacion de este tipo de enzimas, su acceso a los laboratorios
de rutina no se encuentra masificado debido a los costos y el entrenamiento requerido para su

implementacion. (J.A. Reyes-Chacén, 2017)

A partir del afio 2012 se comienza a implementar una nueva prueba llamada Inactivacién de
carbapenémico (mCIM), ( Doyle et al., 2012; Nordmann et al., 2012; van der Zwaluw et al., 2015 )
al parecer una prueba altamente sensible, especifica y econémica para el tamizado de
Enterobacterias productoras de carbapenemasas ( van der Zwaluw et al., 2015 ). (Yamada, 2016)
. Este método esta basado en la capacidad de la enzima carbapenemasas de hidrolizar una
concentracion de 10pg de Meropenem (MEM) contenida en un sensidisco de papel de filtro

mediante la elucidon del mismo en agua destilada estéril.

Hasta el momento no hay suficiente informacién en la literatura sobre las caracteristicas
operativas del método modificado de inactivacién de carbapenémicos y es por ello, que nos
hemos trazado como objetivo, comparar las diferentes herramientas fenotipicas ya instauradas
en el Laboratorio Clinico de una institucion de cuarto nivel de complejidad, Hospital Universitario
San Ignacio, como lo son, test de Hodge, pruebas de sinergismo con acido boronico y EDTA y el
método de inactivacidon de carbapenémicos, aun no utilizado en la institucion, con el método de

deteccién molecular de genes de resistencia a carbapenémicos.

3. MARCO TEORICO

La familia Enterobacteriaceae, que son microorganismos con forma de bastoén, por lo general de
1-3 um de largo y 0,5 um de didmetro. Como en otras bacterias Gram negativas, su envoltura
celular se caracteriza por una estructura multilaminar. La membrana interna (o citoplasmatica)
consiste en una doble capa de fosfolipidos que regula el paso de nutrientes, metabolitos y
macromoléculas. La capa siguiente, o capa externa, consiste en un peptidoglucano delgado junto
con un espacio periplasmico que contiene una elevada concentracion de proteinas. La membrana

externa compleja consiste en otra doble capa de fosfolipidos que incluyen lipopolisacaridos (LPS)


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.javeriana.edu.co/science/article/pii/S0167701216301488?_rdoc=1&_fmt=high&_origin=gateway&_docanchor=&md5=b8429449ccfc9c30159a5f9aeaa92ffb#bb0015
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.javeriana.edu.co/science/article/pii/S0167701216301488?_rdoc=1&_fmt=high&_origin=gateway&_docanchor=&md5=b8429449ccfc9c30159a5f9aeaa92ffb#bb0045

(en la parte mas externa, son un importante factor de virulencia de estas bacterias), lipoproteinas
(que estan fijadas al peptidoglucano), proteinas porinas multiméricas (que facilitan el paso de
diversas sustancias, incluidos los antibi6ticos betalactamicos) y otras proteinas de la membrana
externa. Entre estas proteinas hay algunas organelos complejas que irradian hacia el exterior: los
flagelos, estructuras que se utilizan para la locomocién y que provienen de una estructura basal
localizada en la membrana interna, las fimbrias (o pili comunes), con importante funcién como
adhesinas y los pili sexuales, estructuras presentes en las bacterias que contienen plasmidos
conjugativos y que las bacterias utilizan para mediar la transferencia conjugativa de ADN del
plasmido. El LPS tiene tres dominios principales: el esqueleto de lipido A, el oligosacarido
fosforilado central (core) y las cadenas laterales de oligosacarido de repeticion. El lipido A,
también conocido como endotoxina, es la parte biolégicamente activa de la molécula que el
huésped reconoce. El oligosacarido de repeticién unido al LPS se conoce como antigeno O. Este
antigeno es la base para la clasificacién de los serogrupos. Junto con otros factores, la presencia
del antigeno O media la resistencia bacteriana al efecto bactericida del suero normal, siendo
capaces por tanto de sobrevivir mas tiempo en sangre y causando infecciones hematégenas,

diseminadas y mas graves (Puerta-Garcia, 2010)

El principal mecanismo de resistencia en Enterobacteriaceae esta relacionado con la produccion
de enzimas betalactamasas tales como Betalactamasas de espectro extendido (ESBL),
Betalactamasas AmpC y carbapenemasas (Enterobacteriaceae productora de carbapenemasas
(EPC) Los genes de resistencia a Cefalosporinas y carbapenémicos se encuentran en plasmidos,
que pueden transmitirse entre especies, lo que facilita su propagacién en hospitales y
comunidades. Estos plasmidos generalmente albergan multiples genes de co-resistencia
adicionales, que incluyen trimetoprim-sulfametoxazol, aminoglucdsidos y fluoroquinolonas, lo
que hace que estas infecciones sean dificiles de tratar. (Moxon, 2016)

Las carbapenemasas detectadas en Enterobacteriaceae son en gran parte de los tipos KPC, VIM,
NDM, IMP y OXA-48. Aunque el origen epidemiolégico y la distribuciéon geografica de las
carbapenemasas son claramente diferentes, todos aparecieron por primera vez a fines del siglo
XX. Solo una década mas tarde, estas enzimas ya se han establecido y se han expandido a nivel

mundial. (Oteo, 2014)

Las Enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) son Enterobacterias que han
adquirido genes (generalmente a través de plasmidos) que codifican enzimas beta-lactamasas

que hidrolizan carbapenémicos. (Nordmann, 2012)



La hidrélisis enzimatica de carbapenémicos (es decir, la propiedad definitoria de un EPC) puede
ser conferida por varias enzimas betalactamasa que son estructural y funcionalmente distintas y
atraviesan 3 Ambler diferentes y 2 grupos diferentes de Bush-Jacoby. Dependiendo del tipo
genético, se caracterizan por la capacidad de hidrolizar todas las clases de antimicrobianos
betalactdmicos, incluidas las penicilinas, las cefalosporinas, el aztreonam y los carbapenémicos, y
generalmente no son inhibidas por los inhibidores de la beta-lactamasa actualmente utilizados.
Con frecuencia se asocian con la expresién simultdnea de genes de resistencia para otros
antibiéticos. Dos tipos de EPC de particular importancia clinica: Klebsiella pneumoniae
carbapenemasas (KPC) y Nueva Delhi Metallo-beta-lactamasa-1 (NDM-1). Otro tipo de ECP digno
de mencién son OXA-48 EPC (Ambler clase D), visto originalmente en la cuenca del Mediterraneo

pero que se estd extendiendo lentamente a otras areas. (Moxon, 2016)

En muchas ocasiones es dificil 1a deteccién de EPC en el laboratorio, ya que los puntos de corte
clinicos no son tutiles, y pueden aparecer como sensibles en el antibiograma, ademas pueden
presentar diferentes niveles de expresion y aparecer como heterorresistentes, y esto hace que las
pruebas de sensibilidad tengan una baja reproducibilidad, lo que junto a la presencia frecuente
de otros mecanismos de resistencia (BLEE, AmpC cromosoémico o plasmidico) pueden
enmascarar la presencia de la carbapenemasas. Por tanto, la deteccion de la presencia de una EPC
requiere un andlisis pormenorizado del antibiograma y de la sensibilidad a todos los
betalactamicos, la implementacién con métodos fenotipicos de cribado y la confirmacion
mediante deteccion de la hidrdlisis del carbapenémicos, la inhibicion de la actividad de la enzima
con inhibidores especificos y la diferenciacién del tipo de carbapenemasas mediante métodos

moleculares basados principalmente en técnicas de PCR. (Cercenado, 2015)

La sensibilidad a meropenem ofrece el mejor equilibrio entre sensibilidad y especificidad para la
deteccion de cepas productoras de carbapenemasas. El Ertapenem presenta excelente
sensibilidad, pero baja especificidad, especialmente en especies de Enterobacter spp., debido a su
relativa inestabilidad frente a beta-lactamasas de espectro extendido y Betalactamasas de tipo
AmpC en combinacién con pérdida de porinas. En el caso del imipenem, la separacion entre la
poblacion salvaje y la productora de carbapenemasas estableciendo este punto de corte no esta
bien diferenciada, por tanto, no se recomienda el uso unico de este carbapenémico para realizar
el cribado. Las EPC portadoras de enzimas de tipo KPC suelen presentar valores elevados de CMIs
de carbapenémicos, cefalosporinas y aztreonam, mientras que en las portadoras de enzimas de
tipo metalo-beta-lactamasas, los valores de CMI son inferiores y presentan sensibilidad a
aztreonam. Finalmente, las EPC portadoras de la enzima OXA-48, suelen aparecer como sensibles
en el antibiograma a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, al aztreonam y también a

los carbapenémicos, con la excepcion de ligeras elevaciones de CMI en el caso de Ertapenem, pero



presentan elevada resistencia a amoxicilina-clavulanico o piperacilina-tazobactam. (Cercenado,

2015)

La comprobacién del hidrélisis de las carbapenemasas se puede realizar mediante ensayos
espectrofotométricos, que miden la hidrdlisis del carbapenémico en presencia de la bacteria
presuntamente productora de la carbapenemasas, o bien mediante métodos proteomicas que
comparan el espectro MALDITOF generado por un antibidtico carbapenémico, no hidrolizado, con
el que se obtiene tras la hidrolisis del anillo beta-lactdmico por la carbapenemasas. También se
puede determinar si existe hidrolisis del carbapenémico mediante un ensayo biol6gico como el
test de Hodge modificado. Este test se basa en la inactivacién del carbapenémico por la
carbapenemasas producida por una bacteria, lo que permite a una cepa indicadora y sensible a
las carbapenemasas extender su crecimiento cerca del disco del carbapenémico y a lo largo de la
estria de la cepa productora de la carbapenemasas. Este test no esta recomendado por el EUCAST
por su baja especificidad y por la dificultad en la interpretacién de los resultados en bacterias con

otros mecanismos de resistencia a betalactamicos. (Cercenado, 2015)

Recientemente se ha desarrollado un test colorimétrico rapido (2 horas), denominado Carba NP
test, basado en la deteccidn colorimétrica de la hidroélisis del imipenem. Cuando se produce esta
hidroélisis, hay un cambio de pH y, en consecuencia, un cambio de color rojo a amarillo/naranja
que confirmala produccién de carbapenemasas. Este test tiene una buena especificidad, pero baja
sensibilidad para la deteccidn del enzima 0XA-489. En cuanto a la diferenciacién del tipo de
carbapenemasas, los métodos basados en la inhibicién de la enzima en presencia de compuestos
inhibidores especificos para las beta-lactamasas de clase A, B y C, tienen una buena sensibilidad.
La inhibicién con acido fenilborénico indica la presencia de una carbapenemasas de clase A (KPC
u otras); la inhibiciéon con acido fenilborénico y con cloxacilina indica la presencia de una
Betalactamasas de tipo AmpC; la inhibicién con acido dipicolinico o con EDTA indica la presencia
de una metalo-beta-lactamasa (clase B, tipos VIM, IMP, NDM), y la ausencia de inhibicién con los
inhibidores anteriormente descritos indica la presencia de una betalactamasa de clase D (OXA-
48 y derivados). Los algoritmos recomendados por EUCAST resultan de gran utilidad para la

diferenciacion de los distintos tipos de enzimas. (Cercenado, 2015)

Una nueva prueba fenotipica, llamada Método de inactivacién de Carbapenémico (mCIM), se
desarroll6 para detectar la actividad carbapenemasas en bacterias Gram-negativas dentro de las
ocho horas. Este método mostré una alta concordancia con los resultados obtenidos por PCR para
detectar genes que codifican las carbapenemasas KPC, NDM, 0XA-48, VIM, IMP y OXA-23. Permite
la deteccion confiable de la actividad carbapenemasas codificada por varios genes en especies

de Enterobacteriaceae (p. Ej., Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Enterobacter cloacae), pero



también en no fermentadores Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii. (Van Der

Zwaluw, 2015)

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL: Determinar la concordancia entre el método modificado de
inactivacion de carbapenémicos (mCIM), test de Hodge y pruebas de sinergismo para

la deteccidon de resistencia a carbapenémicos en Enterobacterias.

4.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Comparar el método modificado de inactivaciéon de carbapenémicos (mCIM) y test de

Hodge para la deteccién de resistencia a carbapenémicos en Enterobacterias.

e Determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba modificada de Inactivaciéon de
carbapenémico y el test de Hodge respecto a la deteccion molecular de genes de

resistencia a carbapenémicos.

5. DISENO METODOLOGICO:

5.1. Tipo de estudio: Observacional retrospectivo

5.2.  Criterios de inclusion:

e Aislamientos correspondientes a Enterobacterias con resistencia a algin
carbapenémico comprendidos entre 2014 a diciembre de 2017, conservados en
el Cepario del Hospital Universitario San Ignacio.

e Aislamientos correspondientes a Enterobacterias BLEES positivas, con
sensibilidad a carbapenémicos, comprendidos entre 2014 a diciembre de 2017,

conservados en el Cepario del Hospital Universitario San Ignacio.

5.3.  Criterios de Exclusion
e Aislamientos provenientes de afios diferentes al periodo 2014 y diciembre de
2017.
e Aislamientos de microorganismos diferentes a la familia de las Enterobacterias.
5.4. Tamafio de la muestra: 89 aislamientos de Enterobacterias con resistencia a
algin carbapenémico y 89 Enterobacterias BLEES positivas, con sensibilidad a

carbapenémicos.



5.5. CONTROL DE CALIDAD: Las cepas control usadas para el desarrollo de este
trabajo de investigacion fueron: E.coli ATCC 25922, control positivo K. pneumoniae

ATCC BAA-1705 y control negativo K. pneumoniae ATCC BAA-1706.

6. ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizé estadistica descriptiva a nivel univariado para variables cuantitativas, reportando
media y desviacién estandar. En el presente estudio se determinaron las caracteristicas
operativas del Test de Hodge y el método modificado de inactivaciéon de carbapenémico usando
como estandar de oro la técnica de (PCR) GenXpert. Adicionalmente se determind la concordancia
entre el Test de Hodge y método modificado de inactivacion de carbapenémico; entre el método
modificado de inactivacién de carbapenémico y GenXpert; y la concordancia entre el test de
Hodge y GenXpert. Parala determinacion de las caracteristicas operativas del método modificado
de inactivacion de carbapenémico se calcul6 la sensibilidad (Sn), especificidad (Sp), valor
predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) (caracteristicas receptivas al operador).

Para la comparacion de la metodologia con Test de Hodge y método modificado de inactivacion
de carbapenémico; el método modificado de inactivacién de carbapenémico y GenXpert; y el test
de Hodge y GenXpert, se calcul6 un coeficiente Kappa de Cohen nominal y su intervalo de
confianza al 95%. De acuerdo a los criterios propuestos por Landis y Koch en 1971 (Landis ]J.,

1977) se asumio concordancia entre los métodos si el estadistico fue <0.80. (Tabla 1)

Valor de kappa Fuerza de concordancia
Menor de 0 Pobre

0-0.20 Leve

0.21-0.40 Baja

0.41-0.60 Moderada

0.61-0.80 Buena

0.81-1 Casi perfecta

Tabla 1. Interpretacion de valores de Kappa. Landis y Koch en 1971 (Landis J., 1977)

7. METODOLOGIA:

Viabilidad Aislamientos de Enterobacterias resistentes a carbapenémicos del Cepario de

un Hospital de cuarto nivel de complejidad:

El Cepario del Hospital cuenta con un gran numero de Enterobacterias resistentes a
carbapenémicos, e igualmente cuenta con aislamientos de Enterobacterias BLEES positivas, con
sensibilidad a carbapenémicos. Del cepario fueron escogidos 89 aislamientos BLEES positivos y

89 aislamientos resistentes a algin carbapenémico (meropenem o ertapenem). Las muestras se



encuentran conservadas a una temperatura de -70°C, las cuales seran subcultivadas en cajas con
Agar Nutritivo, proporcionando los nutrientes y fuentes de carbono y nitrégeno necesarios para
su optimo crecimiento; estas seran aisladas en agar Mac conkey y agar sangre e incubadas

durante 48 horas para observar viabilidad y pureza.

En aquellos agares donde se observe crecimiento, indican que hay viabilidad. Aquellas que se
encuentren viables se reconfirmaran en su identificacion por medio de pruebas bioquimicas para

determinar su pureza.

Método modificado de Inactivaciéon de Carbapenemasas (mCIM):

Para cada aislamiento a evaluar, disolver la cantidad correspondiente a 1ul de un cultivo fresco
proveniente de agar sangre, en 2 ml de tripticasa de soja. Después de esto mezclar con vortex 10-
15 segundos, agregar al tubo de tripticasa de soja un disco de meropenem de 10 pg. Asegurarse
que todo el disco quede sumergido en la suspensién. Incubar a 352C + 22C, en aerobiosis, durante
4 hs. + 15 min. Justo antes o inmediatamente a continuacidn de la incubacién de la suspension
con el disco de meropenem, se prepar6 una suspensiéon de 0.5 de Mc Farland de E. coli ATCC
25922 en solucidn salina. Después se inoculd una placa con agar Mueller Hinton con la suspension
de E. coli ATCC 25922. Las placas inoculadas con la suspension se dejaron secar por 3-10 min
antes de agregar el disco de meropenem. Después de esto, se removié el disco de meropenem de
la suspension del aislamiento en estudio utilizando un asa de 10pl. Se presiond contra las paredes
del tubo para remover el exceso de liquido del disco y se puso el disco en la placa de MH
previamente inoculada con la cepa ATCC y se llevé a incubar a 352C + 29C, en aerobiosis, durante
24 horas. Luego de la incubacion, se hizo la lectura e interpretacion de los resultados teniendo en
cuenta que los resultados Negativos tendrian un halo de inhibicién >19 mm, resultados positivos
zonas de inhibicibn 6-15 mm (colonias dentro del halo de inhibicién) y resultados
indeterminados zona de inhibicién entre 16-18 mm sin la presencia de colonias en el halo.

(Testing, 2015)

Test de Modificado de Hodge:

Se prepar6 una suspension estandar de 0,5 Mc Farland (utilizando suspension colonia directa) de
E. coli ATCC 25922 en solucion salina, después se inoculé una placa mueller hinton como para el
procedimiento de difusiéon de disco de rutina. Se dej6 secar el inoculo de la placa de 3 a 10
minutos. Se puso un disco de meropenem de 10 mg en la placa. Usando un asa de 10 pl, se sembro

en linea recta desde el borde del disco hasta el final de la placa tres cepas problema y el control,



sellevo aincubara 35°C + 2 °C durante 18 horas y después de esto se realiz6 la correspondiente
lectura e interpretaciéon de resultados: sabiendo que un resultado positivo se evidencia por el
crecimiento de la cepa de E. coli ATCC 25922 en la parte de interseccidn entre el halo de inhibiciéon
generado por la difusidn del antibiodtico y la estria de la cepa problema formando una hendidura
en la parte proximal al disco. Esto indica la presencia de carbapenemasas en la cepa problema
que son liberadas al medio y permiten el crecimiento de E. coli ATCC 25922 y en un resultado
negativo no se presenta crecimiento de E. coli ATCC 25922 en el punto de interseccion de la estria

de la cepa problema y el halo de inhibicién generado por el carbapenémico. (Cercenado, 2015)

Test de sinergismo con acido boronico y EDTA:

La prueba de sinergismo con EDTA, consistié en realizar una siembra de la cepa problema
mediante el método de Kirby-Bauer con el microorganismo problema (densidad ajustada a 0,5
McFarland) y se inoculd una placa de agar Mueller Hinton, después de esto se agregaron discos
de Imipenem, EDTA, Meropenem y acido boronico (10 ug) en linea recta, dejando 15 mm de
distancia entre disco y disco, se incubaron por 18h a 35°C. Se buscé la sinergia entre los discos en
los que se evidencié una deformidad en los halos de inhibicién y de esta manera el resultado fue

positivo y en los que no se evidencio sinergia fueron reportados como negativos. (Esther, 2017)

Prueba GeneXpert

A los mismos aislamientos que se le realizaron las pruebas fenotipicas confirmatorias de
resistencia a carbapenémicos se le realizo la prueba de carbapenemasas mediante el método de
GeneXpert, utilizando el equipo, PCR en tiempo real GeneXpert Referencia 703896, que se
encuentra en las instalaciones del laboratorio clinico del Hospital Universitario San Ignacio. El Kit
a utilizar es Xpert®Carba-R (Cepheid®) el cual esta estandarizado tanto para muestras de
hisopado rectal como a partir de cultivos. Es capaz de detectar los genes kpc, ndm, vim, imp-1y

oxa-48.



8. RESULTADOS

Se incluyeron 178 cepas de Enterobacterias conservadas en el cepario del Hospital Universitario
San Ignacio, las cuales fueron clasificadas en dos grupos; 89 cepas resistentes al menos un
carbapenémico (Meropenem, Ertapenem) y 89 cepas sensibles a carbapenémicos, pero con test

de BLEES positivo.

8.1. Sensibilidad y especificidad Método modificado de inactivacion comparado

con Gen Xpert,.

En la Tabla 2 se muestran los resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos en la prueba
fenotipica para la deteccidon de carbapenemasas con el Método modificado de inactivacion de
carbapenémico al ser comparado con el Gold Standard PCR (Reaccién en cadena de la

polimerasa). Por el equipo Gen Xpert®© .

Sensibilidad 96%
Especificidad 98%
VPP 98%
VPN 95%

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad del Método modificado de inactivacion comparado con Gen Xpert

8.2. Sensibilidad y especificidad Test de Hodge comparado con Gen Xpert.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos por el método
de Hodge al ser comparado con el Gold Standard PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) por

equipo Gen Xpert.

Sensibilidad 97%
Especificidad 97%
VPP 97%
VPN 97%

Tabla 3. Sensibilidad y especificidad del Test de Hodge comparado con Gen Xpert

8.3. Comparacion de los resultados obtenidos por el Método modificado de

inactivacion de carbapenémico y Test de Hodge con respecto a Gen Xpert



Se realizé indice Kappa de cohen con el fin de observar la concordancia entre el método
modificado de inactivacién de carbapenémico y test de Hodge, el cual arrojé un valor de 0.95
teniendo en cuenta esto, el método en estudio tiene una concordancia “casi perfecta” con respecto

al Gold Standard. (Tabla 4)

Test de Hodge

Método mCIM POSITIVOS NEGATIVOS Total  Indice Kappa
K= (PA-PE)/ (1-PE)
POSITIVOS 88 (A) 2(B) 90(R1) K=095
NEGATIVOS 5(C) 83 (D) 88(R2) PA=A+D/n
Total 93 (L1) 85 (L2) PE= (R1/n)(L1/n)/(R2/n)(L2/n)

Tabla 4. Calculo de indice Kappa para método modificado de inactivaciéon de carbapenémico en comparacion
con Test de Hodge.

También se determind indice Kappa de cohen para observar concordancia entre el agar el Método
modificado de inactivacion de carbapenémico y Gen Xpert, dando como resultado 0.96, lo que nos
lleva a decir que el método modificado de inactivacién de carbapenémico tiene una concordancia

“casi perfecta” con respecto al Gold Standard. (Tabla5)

GenXpert
Método mCIM POSITIVOS NEGATIVOS Total Indice Kappa
K= (PA-PE)/ (1-PE)
POSITIVOS 89(A) 1(B) 90(R1) K=096
NEGATIVOS 4(C) 84(D) 88(R2) PA=A+D/n
Total 93 (L1) 85 (L2) PE= (R1/n)(L1/n)/(R2/n)(L2/n)

Tabla 5. Calculo de indice Kappa para método modificado de inactivacién de carbapenémico en comparacion
con Gen Xpert.

Por ultimo, se realiz6 de igual manera indice de Kappa de cohen para observar la concordancia
entre el test de Hodge y Gen Xpert, dando como resultado 0.97, lo que nos lleva a decir que el Test

de Hodge tiene una concordancia “casi perfecta” con respecto al Gold Standard. (Tabla6)

GenXpert
Test de Hodge POSITIVOS NEGATIVOS Total Indice Kappa
K= (PA-PE)/ (1-PE)
POSITIVOS 91(A) 2(B) 93(R1) K=097
NEGATIVOS 2(C) 83(D) 85(R2) PA=A+D/n
Total 93 (L1) 85 (L1) PE= (R1/n)(L1/n)/(R2/n)(L2/n)

Tabla 6. Calculo de indice Kappa para test de Hodge en comparacion con Gen Xpert.



Se encontraron 4 falsos negativos por el método modificado de inactivacién de carbapenémico ya
que el gold estandar GenXpert detectd la presencia de genes de resistencia KPC y el método en
estudio dio como resultado para estas cepas negativo es decir no detectd la presencia de

carbapenemasas. (Tabla 7)

TEST ACIDO METODO
MICROORGANISMO MEROPENEM ERTAPENEM EDTA GENEXPERT
DE HODGE BORONICO mCIM
K.pneumoniae RESISTENTE RESISTENTE POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO KPC
K.pneumoniae INTERMEDIO = RESISTENTE POSITIVO NEGATIVO  NEGATIVO NEGATIVO KPC
K.pneumoniae RESISTENTE RESISTENTE POSITIVO POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO KPC
K.pneumoniae RESISTENTE RESISTENTE POSITIVO POSITIVO NEGATIVO = NEGATIVO KPC

Tabla 7. Falsos negativos por el Método modificado de inactivacion de carbapenémicos

Se encontr6 1 falso positivo por el método modificado de inactivaciéon de carbapenémico ya que
el gold estdndar GenXpert no detecté la presencia de ninglin gen de resistencia y el método en
estudio dio como resultado para esta cepa positivo es decir detectdé la presencia de

carbapenemasas en la cepa estudiada. (Tabla 8)

TEST DE ACIDO METODO
MICROORGANISMO MEROPENEM = ERTAPENEM HODGE BORONICO EDTA mCIM GENEXPERT
K.pneumoniae SENSIBLE RESISTENTE = POSITIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO DE'II?IEOCTO

Tabla 8. Falso positivo por el Método modificado de inactivaciéon de carbapenémico

Se encontraron 2 falsos positivos por el test de Hodge ya que el gold estandar GenXpert no detect6
ningln tipo de gen de resistencia y el test de Hodge dio como resultado para estas dos cepas
positivo es decir que detect6 la presencia de carbapenemasas en las dos cepas estudiadas. (Tabla

9). El test de Hodge no presento ningin caso de falsos negativos.

MICROORGANISMO MEROPENEM  ERTAPENEM T.HODGE Acido EDTA Método GENEXPERT
Boronico mCIM

K.pneumoniae SENSIBLE RESISTENTE Positivo Positivo Negativo = Positivo NO DETECTO

K.pneumoniae RESISTENTE RESISTENTE Positivo Positivo Negativo  Negativo NO DETECTO

Tabla 9. Falsos positivos por test Hodge

En el estudio molecular GenXpert realizado a las 89 cepas resistentes a carbapenémicos se
detectdé que 84 (94,4%) de cepas tenian el gen KPC, sin embargo, en 2 (2,2%) de las cepas
GenXpert no detecto ningiin gen de resistencia. De igual forma se realiz6 esta prueba para las 89

cepas BLEES positivo sensibles a carbapenémicos encontrando que en 83 cepas (93,3%) la



prueba GenXpert no detecto ningtn tipo de gen que le confiriera resistencia a carbapenémicos,

pero por otro lado, se encontraron 6 (6,7%) casos en los cuales se detecto la presencia del gen

KPC, a pesar de haber resultado en la prueba de microdilucién, sensible a ertapenem y

meropenem. (Tabla10).

N° Cepas Resistentes a
meropenemy/o

ertapenem
Genes GenXpert

NO DETECTO 2
KPC 84
VIM-KPC 3
IMP-1 0
NDM 0
0XA-48 0
0XA-181 0
Total 89

Porcentaje (%)

2,2
94,4
3,4
0
0
0
0
100,0

N° Cepas Sensibles a
meropenem y
ertapenem

Porcentaje
(%)

93,3
6,7

0
0
100,0

Tabla 10. Genes detectados por la prueba molecular GenXpert en las cepas resistentes a carbapenémicos y en
las cepas BLEES positivas sensibles a carbapenémicos.

Las pruebas fenotipicas para la deteccion de carbapenemasas en Enterobacterias realizadas en

las cepas resistentes dieron como resultado positivo en el test de hodge, Sinergia con acido

boronico, sinergia con EDTA y método modificado de inactivaciéon 96,6% ,91%, 3,4% y 94,4%

respectivamente. En cuanto a las cepas sensibles se evidencio que 6 aislamientos sensibles los

carbapenémicos (4 aislamientos de Klebsiella spp. Y 2 aislamientos de E. coli), con MIC tanto para

ertapenem como para meropenem menores a 1 ug/ml. presentaron resultado positivo para test

de Hodge (6/6), acido boronico (1/6), EDTA (0/6) y mCIM (6/6) .(Tabla 11)

Test de Hodge Sinergia con
Positivo Acido Boronico
Positivo
Cepas 96,6 91
Resistentes
3,4 9
Cepas Sensibles 6,7 1,1
93,3 98,9

Sinergia con
EDTA Positivo

3,4

96,6

100

Método mCIM Positivo

94,4

5,6

6,7

93,3

Tabla 11. Porcentaje de resultados positivos y negativos de las pruebas fenotipicas en Enterobacterias

Resistentes a carbapenémicos y Enterobacterias BLEES positivo sensibles a carbapenémicos.



9. DISCUSION

La necesidad de contencidén de la diseminacion de Enterobacterias resistentes a carbapenémicos,
tanto en el ambito intrahospitalario como también en la comunidad, es de interés
interdisciplinario, ya que mientras el clinico se preocupa por el buen manejo de antibi6ticos
evitando presion selectiva de los mismos; el laboratorio de microbiologia, aumenta esfuerzos en
generar herramientas metodolégicas de deteccidn de estos microorganismos tanto como

colonizantes como infectantes. (J.A. Reyes-Chacén, 2017) (Jesus Oteo, 2014)

Es por tal motivo que evitar la propagacién de estas bacterias se ha convertido en un imperativo.
A lo largo del tiempo se ha evaluado la resistencia a carbapenémicos mediante ensayos de
susceptibilidad fenotipica en placas de agar o en sistemas de microbiologia automatizados.
Dentro de los métodos de deteccion actualmente utilizados se incluyen la prueba Carba NP como
método bioquimico de deteccidn, la prueba de Hodge y pruebas de sinergismo que nos acercan a
conocer el tipo de carbapenemasas posiblemente presente en el microorganismo. A partir del afio
2017, CLSI, recomienda una nueva prueba fenotipica llamada método modificado de inactivaciéon
de carbapenémicos, prueba manual, practica de realizar, sin embargo, el tiempo de realizacién y
lectura es aproximadamente 4-5 horas mas que lo que se requiere para el montaje y lectura de

las anteriores pruebas mencionadas. (Kuchibiro, 2018)

En la actualidad, la mayoria de los laboratorios realizan pruebas fenotipicas de confirmacién; es
complicado pensar en tener herramientas moleculares en la rutina; por ello la importancia de
conocer las caracteristicas operativas de cada prueba posible de utilizar, y evaluar en conjunto
con la practicidad, oportunidad y costos que cada una de ellas presenta.En este estudio se
evidencio la alta concordancia entre los métodos fenotipicos de confirmacién de presencia de
Enterobacterias productoras de carbapenemasas, Método modificado de inactivacién e Test de
Hodge con respecto a PCR convencional (GeneXpert) esta ultima considerada como el “Gold

standard” en cuanto a pruebas confirmatorias se refiere.

Una concordancia casi perfecta se observo entre el Método modificado de inactivacién de
carbapenémico y el método molecular de PCR con un indice Kappa cercano a 1, esto acorde con
lo reportado por Reyes, ]. y colaboradores, quienes en el 2017 analizaron 88 aislados clinicos de
K. pneumoniae, K. oxytoca, E.coli, S. marcescens, C. freundii sensibles y 91 resistentes a los
carbapenémicos. aislamientos de Enterobacterias y obtuvieron un indice Kappa de 1 entre la PCR
el método modificado de inactivacién de carbapenémicos. También el resultado obtenido en

nuestro trabajo, es similar a lo reportado por Yamada, K. y Kashiwa, M. En el afio 2016, donde el



método modificado de inactivacién de carbapenémicos tuvo el mayor indice de concordancia con
respecto a la amplificacién por PCR para los genes Ampc, -lactamasa de espectro extendido y
IMP, NDM,0XA-48 y KPC en comparacion test modificado de Hodge, Carba NP y método

modificado de inactivacion.

En cuanto alos 4 casos falsos negativos del método cMIC que se presentaron en nuestro proyecto,
esto resulta diferente a lo poco reportado en la literatura; tal es el caso de Kuchibiro, T y
colaboradores, quienes en el 2018, al trabajar con 207 aislamientos de Enterobacterias no
reportan ningln caso de falso negativo por el contrario mostré excelentes resultados con una
sensibilidad y especificidad del 100% para la detecciéon de Enterobacterias productoras de
carbapenemasas mediante el método modificado de inactivacién de carbapenémico. En la
literatura encontrada al respecto, no se presentan posibles explicaciones a los falsos negativos,
ya que evidencian no presentarse.

En nuestro caso, los 4 falsos negativos para cMIC, fueron positivos para otras pruebas fenotipicas
como Test de Hodge (4/4) y acido boronico (3/4), y fueron repetidas las pruebas, para descartar

falla en el montaje, consiguiendo el mismo resultado negativo en las pruebas.

Con respecto al tUinico caso falso positivo encontrado en la prueba de mCIM, se reconoce la
limitante de la tecnologia utilizada geneXpert, en el sentido de que solo es posible estudiar 5 genes
de resistencia a carbapenémicos, KPC, NDM, VIM, IMP y 0XA-48 (March-Rossell4, 2017), de tal
manera, que es posible que no sea un caso de falso positivo sino que el aislamiento posee un gen
de resistencia a carbapenémicos diferente a los cinco mencionados anteriormente, como por
ejemplo, un gen de clase A como GES, SME,IMP, NCM-A (Yohei Doi, 2015) , no pensamos en la
posibilidad de una metalobetalactamasa ya que la prueba de sinergismo con EDTA resulto
negativa. De no ser esta la explicacion, igualmente puede suceder que los aislamientos sean
resistentes a carbapenémicos, pero no por presencia de carbapenemasas sino por otros
mecanismos como bombas de expulsion o cambios en la permeabilidad de la membrana externa.

(José David Tafur, 2008)

En este estudio el Método modificado de inactivacion de carbapenémico demostré un alto
porcentaje de especificidad (98%) y VPN de 95%, esto acorde con lo reportado por Tamma PD, y
colaboradores en el ano 2017 donde la especificidad general para todas las Enterobacterias
productoras de carbapenemasas fue superior al 98% de especificidad.

Cabe resaltar, que este es el primer estudio que se realiza en Colombia, donde se evaluan las

caracteristicas operativas de pruébala prueba de mCIM, y los resultados permiten recomendar su



uso de manera similar a la del Test de Hodge, arrojando mejores resultados en éste estudio, éste

altimo.

En nuestro estudio la concordancia mostré un comportamiento “casi perfecto” con respecto a la
prueba molecular. Esta informaciéon es un aporte, ya que en la literatura cientifica no se
encuentran datos que hablen sobre la concordancia de este método fenotipico con respecto a las

pruebas moleculares.

Con respecto a la sensibilidad y especificidad del test de Hodge, esta técnica presenta buena
sensibilidad parala deteccién de algunas carbapenemasas, pero no esta exenta de inconvenientes
como son la dificultad en la interpretacion y la ocurrencia de resultados falsos positivos debido a

la produccién de otras -lactamasas como AmpC o BLEE. (Alba Riveraa, 2014)

En nuestro estudio tanto la sensibilidad como la especificidad encontrada fue de 97% lo cual es
contrario segun lo reportado por Carvalhaes CG y colaboradores quienes en el 2017 analizaron
78 aislados de Enterobacterias productoras de carbapenemasas y reportaron baja sensibilidad y
especificidad de esta prueba en la deteccion de carbapenemasas. Contrario a esto y de acuerdo a
nuestros hallazgos Doi Y. y colaboradores en el afio 2015 reportaron la alta sensibilidad y

especificidad del test de Hodge en la deteccién de carbapenemasas en cepas productoras de KPC.

En nuestra prueba de Test de Hodge, se encontraron 2 casos falsos positivos lo cual podria
deberse a la presencia de otro tipo de genes los cuales estan fuera del alcance de deteccion del
método genotipico evaluado (GeneXpert). o de no ser asi, también podria estar relacionado con
la hipdtesis manejada por otros autores sobre la posibilidad de que los aislamientos estén
presentados otros mecanismos de resistencia tales como ESBL o AmpC (Yamada, k., y Kashiwa,
M, 2016)

Colombia es considerada como una regién endémica para carbapenemasas tipo KPC (Maria F.
Mojica, 2012), (Ovalle M.V ,2017)y esto se ve confirmado en nuestro hallazgo de 94.4% de
carbapenemasas tipo KPC encontradas en el grupo de 89 aislamientos con resistencia a algin
carbapenémico; incluso los 6 casos encontrados dentro del grupo de sensibles a carbapenémicos

resultaron ser gen KPC.,

Con respecto a nuestras cepas control BLEES positivo sensibles a carbapenémicos este estudio
detecto gen KPC en 6,7 % de las 89 cepas estudiadas, de igual forma los métodos fenotipicos de

deteccién Test de Hodge y Método modificado de inactivacién detectaron la presencia de



carbapenemasas en un 6,7%. Siendo esta una excelente oportunidad para poner de manifiesto la
necesidad de buscar posibles carbapenemasas con pruebas fenotipicas que han demostrado tener
el poder de hacerlo como test de Hodge y cMIC, en aquellos aislamientos de Enterobacterias que,
aunque muestren sensibilidad a los carbapenémicos, posean mecanismos de resistencia a

betalactamicos tales como las BLEEs.

10. CONCLUSION

Ante la imposibilidad de los laboratorios de rutina de realizar pruebas moleculares para
confirmacién de presencia de carbapenemasas en Enterobacterias, éstos pueden escoger
realizar pruebas fenotipicas de confirmacién tanto para aislamientos con resistencia a
carbapenémicos como en aislamientos con sensibilidad a los mismos, pero con mecanismos

de resistencia a betalactdmicos como es el caso de las enterobacterias BLEEs

El test de Hodge continta siendo el mejor método fenotipico para confirmacién de presencia
de carbapenemasas. El test modificado de inactivacién al carbapenémico puede ser usado

como método alterno, a pesar de generar un mayor ndmero de resultados falsos positivos.

11. RECOMENDACIONES

- Realizar estudios de PCR convencional en biisqueda de otros genes de resistencia
tipo serina diferentes a los que ofrece GeneXpert, al aislamiento falso positivo

presentado por cMIC y por test de Hodge.

- Realizar estudios que revelen las posibles causas de la presencia de falsos
negativos en la prueba de cMIC, resultando positivos para las demas pruebas

fenotipicas de confirmacién como Test de Hodge y Acido Boronico.

- Realizar pruebas fenotipicas de confirmacién de carbapenemasas (test de Hodge
o cMIC) a aquellos aislamientos sensibles a carbapenémicos, pero BLEEs

positivos.
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RESUMEN

Introduccidn: La emergencia y diseminacion de Enterobacterias productoras de
carbapenemasas, en nuestro dmbito sanitario es una grave amenaza para la salud de los
pacientes y para la salud publica (J.A. Reyes-Chacdn, 2017). Es por ello que los laboratorios
estan siempre en la busqueda de metodologias fiables, precisas y con mejor oportunidad de
respuesta en la busqueda tanto de pacientes colonizados como infectados por este tipo de
microorganismos.

Materiales y métodos: Estudio observacional retrospectivo. Aislamientos de Enterobacterias
con resistencia a algun carbapenémico, conservados en el cepario del HUSI y aislamientos de
Enterobacterias BLEES positivas, sensibles a carbapenémicos. Se determind sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo. Se calculd el indice Kappa.

Resultados: Método modificado de inactivacién de carbapenemasas (mCIM) obtuvo:
Sensibilidad del 96%, especificidad 98%, VPP 98%, VPN 95 % en comparacién con GenXpert. El
test de Hodge obtuvo, Sensibilidad, especificidad, VPP, VPN 97 % respectivamente. Se
detectaron cuatro falsos negativos y un falso positivo con respecto a la deteccién de EPC
mediante mCIM. Se detectaron dos casos falsos positivos con el Test de Hodge.

Conclusién: Es importante la deteccion rapida y efectiva de estas Enterobacterias productoras
de carbapenemasas para enfrentar esta problematica. El test de Hodge continda siendo el
mejor método fenotipico para confirmacion de presencia de carbapenemasas. El mCIM a pesar
de tener una concordancia casi perfecta con Genexpert, al generar un mayor nimero de
resultados falsos positivos, puede ser usado como método alterno.



mailto:biblioteca@javeriana.edu.co

SUMMARY

Introduction: The emergence and spread of carbapenemase-producing Enterobacteria, in
public health, is a serious threat to the health of patients and to public health (J.A. Reyes-
Chacén, 2017). That is why laboratories are always searching for reliable, accurate
methodologies with the best response opportunity in the search of both colonized patients
and those infected by this type of microorganisms.

Materials and methods: Retrospective observational study. Isolates of Enterobacteria with
resistance to some carbapenemics, preservatives in the HUSI cemetery and positive BLEES
Enterobacteria isolates, sensitive to carbapenems. Sensitivity, specificity, positive and negative
predictive value were determined. The Kappa index was calculated.

Results: Modified method of inactivation of carbapenemases (mCIM) obtained: 96%
sensitivity, 98% specificity, 98% PPV, 95% NPV compared to GenXpert. The Hodge test
obtained, Sensitivity, specificity, VPP, NPV 97% respectively. Four false negatives and false
positives were detected with respect to the detection of EPC by mCIM. Two cases of false
positives were detected with the Hodge Test.

Conclusion: The possibility of these carbapenemase producing Enterobacteria is important to
face this problem. The Hodge test continues to be the best phenotypic method for the
confirmation of the presence of carbapenemases. The mCIM has an almost perfect match with
Genexpert, generating a greater number of false positive results, it can be used as an
alternative method.




