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Resumen

Objetivo: Evaluar al método de inactivacion del carbapenémico (MIC*) frente a técnicas como el Test de Hodge modificado (THM), &cido 3-aminofenilborénico
(APB) y la reaccién en cadena de la polimerasa en enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) tipo KPC.

Materiales y métodos: Se seleccionaron 88 aislados clinicos de K. pneumoniae, K. oxytoca, E.coli, S. marcescens, C. freundii sensibles y 91 resistentes a los carba-
penémicos. El APB y el método MIC* se realizaron siguiendo las publicaciones originales. El THM se realizé de acuerdo al CLSI 100S Edicion 26-2016. El gen blakKPC
se identificé por multiplex PCR.

Resultados: El MIC* en EPC tipo KPC presenté una sensibilidad/especificidad cercana al 100% y kappa de 1 comparado con la PCR; se observo la ausencia de halo
en todas los aislados EPC tipo KPC a diferencia de los aislados sensibles a los cabapenémicos que presentaron halo > 19mm. Se observé el 3 % de resultados falsos
positivos y el 5 % de falsos negativos en THM y ABP respectivamente.

Discusién y conclusiones: El MIC* y la PCR demuestran superioridad al THM y ABP para identificar carbapenemasas tipo KPC en EPC. Se recomienda su uso de forma
rutinaria dentro del algoritmo para la contencién de infecciones por este tipo de patégenos.
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Carbapenem inactivation, an alternative method to detect carbapenemase type KPC in Enterobacteriacea

Abstract

Objective: To compare the carbapenem inactivation method (CIM *) with the Modified Hodge Test (MHT), the acid 3-aminophenylboronic test(APB) and the po-
lymerase chain reaction (PCR) detection of the blaKPC gene for the identification of KPC carbapenemase producing Enterobacteriaceae (ECP).

Materials and Methods: We selected 88 susceptible and 91 carbapenems resistant clinical isolates of Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Se-
rratia marcescens and Citrobacter freundii. We performed APB and CIM* according to previously published methods and the MHT according to CLSI 100S Edition
26-2016. The blaKPC gene was identified by PCR multiplex.

Results: The CIM* had a sensitivity and specificity close to 100% and a kappa score of 1 compared with gold standard PCR. The absence of zone diameter was obser-
ved in all isolated KPC producers, unlike in isolates susceptible to carbapenems, where a zone diameter >19mm was observed. Three percent of false positive and
five percent of false negative was observed in THM and ABP respectively.

Discussion and conclusions: The CIM* and the PCR were better than MHT and ABP at identifying carbapenemases in ECP. We recommend the routine use of the
CIM* within the algorithm for ECP infection control.
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Introduccién atencién relacionados con estancias hospitalarias prolonga-
das y uso de antibioticos de amplio espectro®2. La deteccion

La emergencia de enterobacterias resistentes a los carba- ' o
y diferenciacién de las ERC productoras de carbapenemasas

penémicos (ERC) es un problema de salud publica a nivel
mundial, con un alto impacto tanto en la morbimortalidad ~ (EPC) facilita la implementacion de precauciones de contacto
de los pacientes como en el incremento de los costos en la y permite un abordaje terapéutico adecuado?.
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Con el proposito 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 por sus siglas en inglés ) disminuyd
los puntos de corte en 2010, y recomendod realizar pruebas
fenotipicas confirmatorias como el test de Hodge modificado
(THM) para el control de la diseminacién de las carbapene-
masas. En el aflo 2015, la versién M100-S25 de los estandares
para pruebas de susceptibilidad, incorporaron el test bioqui-
mico Carba NP para la deteccién de carbapenemasas, siendo
la primera vez que se recomienda su aplicacion ademas de
Enterobacteriacea en no fermentadores como Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter spp.4. Los métodos de deteccion
basados en el uso de discos con inhibidores como acido fe-
nilborénico (APB) presentan sensibilidad y especificidad cer-
canas al 100% en la deteccion de carbapenemasas clase A de
Ambler 5, grupo funcional 2b. Sin embargo, se han reportado
resultados falsos positivos con cepas productoras de beta-
lactamasa tipo AmpC como Enterobacter spp y Serratia spp.
A pesar de que la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
sigue siendo la metodologia maés sensible y especifica para
la determinacion de este tipo de enzimas, su acceso a los la-
boratorios de rutina no se encuentra masificado debido a los
costos y el entrenamiento requerido para su implementacion.

Recientemente Zwaluw y col. (2015) y Melano R. y col. (2016),
han reportado buenos resultados al evaluar un nuevo méto-
do de inactivacion de carbapenémico (MIC*) como alterna-
tiva costo efectiva para la deteccién de carbapenemasas en
EPC 6,7 al compararlo con métodos colorimétricos y la PCR.
Este método esta basado en la capacidad de la enzima carba-
penemasa de hidrolizar la concentracion de 10ug de Mero-
penem (MEM) contenida en un sensidisco de papel de filtro
mediante la eluciéon del mismo en agua destilada estéril. En
el presente estudio se pretende evaluar al MIC* en EPC tipo
KPC frente a técnicas como el APB, THM y la PCR.

Metodologia

Aislados clinicos: Se tomaron 179 aislados procedentes de
muestras clinicas de diferentes instituciones de salud y que
se encuentran dentro del sistema de vigilancia de resisten-
cia bacteriana del Ecuador. 88 cepas entre K. pneumoniae, K.
oxytoca, E.coli, S. marcescens, C. freundii con CMI < 1 pug/mL
para imipenem (IMI) y meropenem (MER) y negativas para el
gen blaKPC por PCR y 91 cepas de las mismas especies con
CMI 24 pg/mL para imipenem (IMIl) y meropenem (MER) y
positivas para blaKPC por reaccion en cadena de la polimera-
sa. (Tabla 1) Todas las cepas fueron debidamente caracteriza-
das mediante el Vitek2 compact® (BioMerieux Inc.).

Pruebas moleculares: En todas las cepas sensibles y resis-
tentes a los carbapenémicos se buscd la amplificacion del
gen blakKPC por medio de una PCR multiplex siguiendo los
protocolos previamente reportados por Poirel y col. 8 e
implementados en el sistema de vigilancia de resistencia an-
timicrobiana del Ecuador.
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Ensayos de susceptibilidad y pruebas fenotipicas: Todas
las cepas fueron sometidas a Concentracién Minima Inhibi-
toria (CMI) por microdilucién a los carbapenémicos tomando
como referencia normas CLSI 2016 utilizando Vitek2 (BioMe-
rieux Inc.). Discos de IMI 10ug (Oxoid) fueron utilizados
para todas las pruebas fenotipicas realizados agar Mueller
Hinton (Oxoid). Para el test de Hodge modificado (THM) se
siguid el protocolo recomendado por el CLSI M100S-26th.
Para la prueba de la sinergia de carbapenémicos con éacido
3- aminofenilbordnico (APB), se aproximaron a una distancia
de 20-mm los discos de Imipenem (IMl) y de papel filtro sin
antibidtico impregnados con 300ug de (APB) (Sigma, Chemi-
cals) siguiendo las recomendaciones de Pasteran y col®.

Método de inactivacion de los carbapenémicos (MIC¥).-
Se siguié el protocolo descrito por Zwalow y col. 2015. Con
un asa de 10 pL se tomd el aislado previamente cultivado
en agar Mueller-Hinton e incubadas durante 24 horas a 35°C
y se resuspendid en 400 pL agua destilada estéril; de forma
inmediata se sumergié un disco de Meropenem (MEM) 10ug
(Oxo0id®) dentro de la suspensién y se incubo durante 2 horas
a 35°C. Luego se retird el disco con pinza estéril para ser co-
locado sobre una placa de agar Mueller-Hinton previamente
sembrada de forma masiva con la cepa E.coli ATCC 25922 a
una turbidez de 0,5 McFarland. Se utilizaron Klebsiella pneu-
moniae ATCC BAA-1705y Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-
1706 como controles positivo y negativo respectivamente.
Se incubd a 35°C durante 6 horas. La interpretacién se basé
en la presencia (negativo para carbapenemasas) o ausencia
de halo de inhibicion (positivo para carbapenemasas)

Resultados

El 100% de los aislamientos incluidos en el estudio, tuvieron
una relaciéon directa entre la presencia o ausencia del gen
blaKPC con las pruebas de susceptibilidad a los carbapené-
micos. Los resultados del THM mostraron falsos positivos, K.
pneumoniae (n=2) y S. marcescens (n=1), y falsos negativos
E. coli (n=1) y S. marcescens (n=1). Resultados similares fue-
ron encontrados con el APB y no se observaron resultados
falsos positivos o negativos en el MIC* en EPC (Tabla 1). El
MIC* demostrd una concordancia kappa de 1 con las prue-
bas moleculares y con sensibilidad - especificidad que supe-
ra el 99% (Tablas 1y 2).

El punto de corte utilizado (>19mm) para interpretar una
prueba como positiva o negativa fue capaz de separar 100%
las ERC-PC blaKPC (+) de aquellas blakKPC (-), se notd ausen-
cia de halo en todas las cepas blaKPC (+) (Figura 1y 2)

Discusion

Enterobacterias productoras de carbapenemasas y en especial
aquellas que producen carbapenemasas tipo KPC son cada
vez mas frecuentes en muchos paises a nivel mundial®'. El
hallazgo de un paciente con infecciones producidas por EPC
reduce las opciones terapéuticas y promueve el inicio de com-
binaciones de antibioticos, algunos de alta toxicidad y la apli-
cacion de medidas de prevencién y contencién, por lo cual su
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Tabla 1. Comparacién de pruebas moleculares y fenotipicas en ERC-PC tipo KPC.

Especie N CMI ug/mL blaKPC THM + N (%) APB + N (%) MIC* + N (%)

Susceptible MEM 1M1

Klebsiella pneumoniae 63 <1 <1 - 2/63 (3) 3/63 (5) 0/63
Klebsiella oxytoca 2 <1 <1 = 0/2 2/2 0/2
Escherichia coli 14 <1 <1 - 0/14 0/14 0/14
Serratia marcescens 8 <1 <1 = 1/8 0/8 0/8
Citrobacter freundii 1 <1 <1 - 0/1 0/1 0/1
Resistente MEM IMI

Klebsiella pneumoniae 64 >4 >4 + 64/64 64/64 64/64
Klebsiella oxytoca 6 >4 >4 + 6/6 6/6 6/6
Escherichia coli 13 >4 >4 + 12/13 (93) 13/13 13/13
Serratia marcescens 7 >4 >4 + 6/7 (93) 7/7 /7
Citrobacter freundii 1 >4 >4 + 11 11 11

APB: acido fenilborénico, CMI Concentracidon minima inhibitoria. MIC*: método de

Inactivacion de carbapenémicos THM: Test de Hodge modificado

Tabla 2. Rendimiento de las pruebas fenotipicas en ERC-PC tipo KPC

THM APB MIC*
Sensibilidad 98% >99% >99%
Especificidad 97% 94% >99%
VPP 97% 95% >99%
VPN 98% >99% >99%

APB: acido fenilbordnico, MIC*: método de inactivacion de carbapenémicos, THM
Test de Hodge modificado, VPP: Valor predictivo positivo, VPN: valor
predictivo negativo.

sospecha y confirmacion son fundamentales para reducir la
mortalidad y la expansion de estos microorganismos'2.

La descripcion del MIC* por Zwaluw y col. (2015) para la detec-
cién de carabapenemasas en bacilos gram negativos, ha des-
pertado mucho interés por la serie de ventajas que presenta,
como reactivos de facil disponibilidad en laboratorios de baja
complejidad, su bajo costo y su alta reproducibilidad®. En nues-
tro estudio se demostré un factor adicional en EPC tipo KPC,
que fue la alta concordancia entre el MIC* y la PCR, esta Ultima
considerada como el “gold standard”, pero que presenta incon-
venientes como su costo elevado, la necesidad de equiposy re-
activos de dificil acceso especialmente en los laboratorios asis-
tenciales de paises en vias de desarrollo'. La sospecha de EPC
se realiza en las pruebas de susceptibilidad rutinarias, observan-
do la CMI a los carbapanémicos por encima de los puntos de
corte establecidos por CLSI o los puntos de corte epidemiologi-
cos establecidos por EUCAST, junto con la presencia de multi o
inclusive pan resistencia a los antibiéticos. De forma inmediata
es necesaria la intervencion mediante medidas de contencion
epidemiolégica y sumando evidencia que se trate de una car-
bapenemasa™. Para la confirmacion de que han demostrado
ser muy Utiles en la deteccion de serin - carbapemasas, sin em-
bargo en nuestro estudio como en otros reportes, la presencia
de resultados falsos positivos producidos por la presencia de
balactamasas de espectro extendido (BLEE) o cefalosporinasas

tipo AmpC con impermeabilidad contindan siendo un incon-
veniente'®'”>. Por su parte el MIC*, en nuestro estudio no se
demostrd este tipo de resultados, presentando una sensibilidad
y especificidad muy cercana al 100% para detectar carbapene-
masas blakKPC en enterobacterias. Ensayos colorimétricos como
el Carba NP, ya sea de cultivo puro 18 o directamente de hemo-
cultivos™ han demostrado buenos resultados con sensibilidad
superior al 90% y recomendados en enterobacterias, Pseudo-
monas aeruginosa y Acinetobacter spp. Sin embargo también
presentan varias dificultades como la deteccion de carbapene-
masas tipo OXA-48 20 junto con su accesibilidad al método y
los costos en ciertos paises en vias de desarrollo.

La interpretaciéon de los resultados del MIC* es un tema pen-
diente por resolver, se demostrd que el 100% de las EPC blakPC
(+) no presentaban halo de inhibicién, mientras que las cepas
blakKPC (-) presentan halos superiores a los 20mm, resultados

Metodo de inactivacion al carbanenémico
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1. Ausencia de una zona de inhibicién indica hidrélisis enziméatica de
meropenem. 2. Zona clara de inhibicion aparece en una cepa que no expresa
actividad carbapenemasa. 3. A: Control positivo Klebsiella pneumoniae ATCC
BAA-1705, B: Control negativo Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706, C:
Disco en Blanco, D-J: Cepas productoras de carbapenemasa

Figura 2. Halos de inhibicion en el MIC*

que concuerdan con los reportados por Tijet 2016; no se evi-
denciaron resultados entre 6-20mm, sin embargo de ocurrir
este evento se recomienda el uso de otra técnica disponible.

En conclusion, el test MIC* es una técnica que puede reempla-
zar al THM y APB empleados para determinar la presencia de
carbapenemasas tipo KPC en EPC, por su bajo costo, disponibi-
lidad de reactivo y su rendimiento frente a pruebas moleculares.
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