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Resumen

Objetivo: Comparar la prueba fenotipica para la deteccion de carbapenemasas (Prueba Tridimensional -THT), con la prueba de biologia molecular, reaccion de
polimerasa en cadena (PCR mdltiple), para la deteccion de genes de resistencia.

Materiales y métodos: De un total de 118 aislamientos de cepas de bacterias Gram negativas, del programa de vigilancia de multirresistencia en un hospital de
tercer nivel, fueron evaluadas para la deteccion de carbapenemasas por Test de Hodge tridimensional (THT) y PCR Muiltiple. Se hicieron célculos de sensibilidad,
especificidad, VPP, VPN, indice de validez e indice de Youden (IY), con sus intervalos de confianza.

Resultados: Se observo que la prueba THT en comparacion con PCR, presentd una sensibilidad de 98,41% (IC 95% 94,53 - 100), la especificidad fue de 83,64%
(IC 95% 72,95 — 94,32) y los valores predictivos positivo y negativo fueron respectivamente 87,32 (IC 95% 78,88 — 95,77) y 97,87 (IC 95% 92,68 - 100). El indice de
Youden fue 0,82 (IC 95% 0,72 - 0,92) y el indice de validez 91,53% (IC 95% 86,08 — 96,97)

Conclusion: La prueba tridimensional de Hodge (THT), para deteccién de resistencia a carbapenémicos, puede ser una prueba de rutina Util en el laboratorio para
sugerir resistencia por carbapenemasas

Palabras clave: Carbapenémicos, beta-lactamasas, Reaccién en Cadena de la Polimerasa, diagnostico

Comparison of tridimensional test with multiplex PCR for detecction of carbapenemases

Abstract

Objective: To compare the phenotypic test for detection of carbapenemases (Three-dimensional Test - THT), with molecular biology test (Multiplex PCR), for the
detection of resistance genes.

Methods: A total of 118 isolates of Gram-negative bacteria strains from the multiresistant surveillance program at a third-level hospital were evaluated for the
detection of carbapenemases by three-dimensional test (THT) and the molecular biology PCR Multiple method . We calculated sensitivity, specificity, PPV, NPV,
validity index and Youden index (IY), with their confidence intervals.

Results: THT test compared to the multiple PCR test had a sensitivity of 98.41% (95% Cl 94.53 - 100), specificity was 83.64% (95% Cl 72.95 - 94, 32) and positive
and negative predictive values were respectively 87.32 (95% Cl 78.88 - 95.77) and 97.87 (95% Cl 92.68 - 100).

Conclusion: The Hodge three-dimensional test (THT), for detection of carbapenem resistance, may be a useful routine laboratory test to suggest resistance by
carbapenemases.

Key words: Carbapenems, beta-lactamases, Polymerase Chain Reaction, diagnostic test

Introduccion en aumento; y reporta que la resistencia de enterobacterias

al tratamiento con carbapenémicos se ha diseminado mun-
dialmente; lo que ha llevado a que en algunos paises este
grupo de antibioticos ya no sean eficaces en mas de la mitad

En 2015 la Asamblea Mundial de la Salud aprobd el plan de
accion global para enfrentar la resistencia a los antimicrobia-

nos (RAM), que tiene entre sus objetivos fortalecer los co-
nocimientos y la base de evidencia cientifica a través de la
vigilancia y la investigacion.! Segun la Organizacion Mundial
de Salud (OMS), la resistencia a antibiéticos es un problema

de los pacientes con infecciones por Klebsiella pneumoniae.?
Por ello, las infecciones bacterianas a causa de enterobacte-
rias resistentes a carbapenémicos, son de interés tanto des-
de el punto de vista clinico como en salud publica, debido
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a que actualmente los carbapenémicos hacen parte de los
antibioticos de primera linea de tratamiento para infecciones
severas por enterobacterias productoras de betalactamasas
de espectro extendido (BLEES).?

Dada la relevancia del problema para la salud publica, la vigi-
lancia de la RAM es una prioridad a nivel mundial, puesto que
permite establecer las medidas de intervencion de manera
oportuna, asi como orientar el tratamiento de los pacientes
y definir estrategias para el control de la resistencia; por lo
tanto el aumento de infecciones por microorganismos multi-
rresistentes conlleva un reto en la rapida identificacion de ce-
pas resistentes, mediante métodos costo efectivos, como las
pruebas fenotipicas; que permitan tomar decisiones seguras
para los pacientes* y que sean una alternativa frente al mayor
costo que demandan las pruebas de biologia molecular.

Por ello, Colombia en el Plan Decenal de Salud Publica
(PDSP), propone entre sus metas la disminucion de la morbi-
lidad, mortalidad y discapacidad general por enfermedades
transmisibles, y entre sus objetivos plantea la vigilancia de las
mismas, asi como reducir la carga de Infecciones Asociadas
a la Atencion en Salud (IAAS), y contener la resistencia a los
antimicrobianos.®

En la Vigilancia de la RAM, el Instituto Nacional de Salud (INS)
reporté que en Colombia en el primer semestre de 2016 en
los servicios de hospitalizacién diferentes a cuidados inten-
sivos (no UCI), hubo aumento en la resistencia a carbapené-
micos para Klebsiella pneumoniae en comparacién con 2015;
mientras que para Escherichia coli y Enterobacter cloacae la
resistencia aumentoé tanto en los servicios no UCI como en
los UCI. Con base en estos hallazgos, el INS recomienda rea-
lizar pruebas de tamizaje como el test de Hodge Modificado
(MHT por su sigla en inglés), asi como las pruebas de siner-
gismo con &cido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) y aci-
do fenil-borénico (PBA), para fortalecer la capacidad de los
laboratorios en la deteccion de mecanismos de resistencia.b

Aunque las pruebas de biologia molecular son los métodos
de referencia para la deteccion de genes de resistencia, las
pruebas fendtipicas para el tamizaje como el Test de Hodge
Modificado (MHT)” pueden ser Utiles en lugares de recursos
limitados, para la identificacion de microorganismos produc-
tores de carbepenemasas (CPM), los cuales tienen capacidad
de hidrolizar dichos antibidticos y casi todos los betalacta-
micos de uso clinico.® Entre las pruebas fenotipicas, se en-
cuentra el THT, que permite la deteccién de bacterias Gram
negativas (Enterobacterias y/o bacilos Gram negativos no
fermentadores - BGNNF) productoras de carbapenemasas, y
se ha utilizado en Colombia, por su bajo costo y facilidad de
implementacién.®™

La prueba THT, es una variante del Test de Hodge, propues-
ta para la confirmacion de betalactamasas de tipo AmpC en
enterobacterias, con 2 variantes segun la forma de obtencion
de las enzimas: En el método directo se aplica la suspension

de bacterias mientras que en el método indirecto se hace
previamente la extraccién de las betalactamasas a partir de la
cepa, mediante 5 a 7 ciclos de congelacion-descongelacion,
seguido de centrifugacién para obtener el sedimento.'2 En
ambos casos se puede aplicar la preparacion de las colonias
o el extracto enzimatico sobre la superficie del agar o en una
zona de incision a partir del disco con antibidtico.'>™1>

Con el tiempo se han incorporado otras variaciones para la
deteccién de CPM, tales como la utilizacion de un carbape-
némico en lugar de Cefoxitina y utilizacion de otros méto-
dos de lisis bacteriana de tipo mecanico o fisico, tales como
sonicacion, ciclos de congelacion - descongelacién o el uso
de buffer de lisis. Diferentes autores han utilizado la prueba
THT para la deteccion de CPM en BGNNF, con resultados de
sensibildad en Acinetobacter baumannii del 99,1% (IC 95%
94,6%-100,0%) en la deteccidn de enzimas tipo OXA-23-like.
Del mismo modo, en Pseudomonas aeruginosa se han des-
crito resultados de sensibilidad del 75,0 al 100,0% y de es-
pecificidad desde 71,4% a 98,4%, ademas en este germen se
ha reportado buena concordancia en comparacion con PCR
mdltiple, para la deteccion de bla,,,."°

El objetivo de este trabajo fue comparar la prueba THT para
deteccién de carbapenemasas, con la prueba PCR multiple
(prueba de referencia), en cepas de bacterias Gram negativas,
del programa de vigilancia de multirresistencia en un hospi-
tal de tercer nivel, con el propésito de aportar evidencia de
la posible utilidad de este método como prueba de tamizaje,
en la deteccién de resistencia a carbapenémicos.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo para comparar la pruebas THT
y PCR mudltiple en la deteccion de resistencia a antibioticos
carbapenémicos, en bacterias Gram negativas de la colec-
cion de cepas del programa de vigilancia de multiresistencia
bacteriana de un Hospital de tercel nivel de la cuidad de Me-
dellin, aisladas de pacientes infectados entre 2012 y 2014. El
estudio fue considerado sin riesgo, con base en lo estableci-
do en la resolucion 8430/1993 del Ministerio de salud.

Las cepas de bacterias fueron previamente caracterizadas por
PCR mudltiple, para deteccion de genes de resistencia bla,,,,
bla,,,, bla,, bla,, . bla,, ., y bla,, .. segin la técnica
descrita por Poirel.’®En la reaccion de amplificacién se utilizd
un termociclador C1000Touch™ (BIO-RAD Laboratories, Inc.,
Francia). Los productos de PCR fueron visualizados en gel de
agarosa al 1,5%, tefidos con bromuro de etidio. El patron
de Bandas fue analizado con Fotodocumentador (BIO-RAD

Laboratories, Inc., Francia).

Procedimientos: A partir de las cepas previamente caracte-
rizadas por PCR multiple, para deteccion de genes de resis-
tencia a carbapenémicos (método de referencia), el personal
del laboratorio sin conocimiento de dichos resultados y pre-
viamente estandarizados en la prueba THT (prueba a eva-
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luar), proceso las cepas como se describe a continuacion: Se
prepard una suspension 0,5 McFarland de la cepa indicadora
(Escherichia coli ATCC® 25922™) y se sembrd en una caja
de Muller-Hinton Agar™(Becton Dickinson®), se adiciond un
disco de Imipenem con concentracion de 10ug (bioMérieux
Clinical DiagnosticsM® - Marcy L’Etoile France) en el centro
de la caja. A continuacién se hizo una incision de 5mm de
profundidad a partir del disco, hasta el borde del medio de
cultivo. De cada cepa en estudio, se tomaron 2 porciones de
la colonia con asa calibrada de 10uL y re-suspendieron en
un vial con 200 pL de buffer de lisis (B-PER™ Bacterial Pro-
tein Extraction Reagent -Thermo Scientific Rockford, Il USA),
la mezcla se agitd con vortex por 1 minuto y luego se incubd
a temperatura ambiente durante 30 minutos y se centrifugd
a 13.000 g por cuatro minutos. A partir de la suspensién se
dispensaron 15 a 20 pL en la incisién del agar y se incub¢ la
caja a 37°C por 18 a 22 horas. Se utilizaron como controles
de la prueba las siguientes cepas de referencia de la "Ame-
rican Type Culture Collection” (ATCC): Klebsiella pneumoniae
ATCC® BAA-1705™ (expresa gen bla,,), como control po-
sitivo, y Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC®
700603™ (expresa blag,, ,, no productora de carbapenema-
sas), como control negativo.

En la identificacion de los aislamientos y las pruebas de sen-
sibilidad a carbapenémicos, se utilizo6 el Sistema Automati-
zado Vitek® Compact 2 (bioMérieux Clinical Diagnostics™
- Marcy L’Etoile France), segun las recomendaciones del fa-
bricante y acorde con estandares internacionales de control
de calidad, del Instituto de estandares clinicos y de laborato-
rio - CLSI M100-S24.7 En la interpretacién de los resultados
para el método de referencia, se consideraron positivos los
aislamientos con presencia de al menos uno de los genes
de resistencia evaluados; mientras que en la prueba THT, los
resultados fueron positivos cuando se observé deformacion
del halo de inhibicién en la interseccion con la cepa en estu-
dioy la observacion del halo de inhibicion sin deformidad fue
interpretado como negativo.

En el analsis de los datos se utilizaron el programa SPSS®
Stadistics 19,0 para el analisis univariado, y el Programa EPI-
DAT 3.1 para célculos de sensibilidad y especificidad, el indice
de Youden y los valores predictivos.

Resultados

Las cepas evaluadas provenian de aislamientos de pacientes
infectados o colonizados, identificados como sospechosos
de resistencia a antibidticos betalactdmicos del grupo de los
carbapenémicos, con base en los criterios CLSI M100-S24. La
mayoria de los aislamientos provenian de hombres (66,1%),
y por tipo de ubicacion del paciente al momento de toma de
la muestra, el 44,8% estaban en servicios de hospitalizacion
diferentes de UCI/UCE, el 28,4% en UCI/UCE y el 26,7% en
urgencias. El tipo de muestra y la edad de los pacientes se
presentan en la tabla 1.
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Tabla 1. Distribucion del grupo de estudio segtin procedencia de los
aislamientos.

Variable Categoria
<15 17 14,4
15a24 11 93
Edad (afios) 25-44 23 19,5
45-64 51 43,2
65y mas 16 13,6
Orina 27 229
Sangre 21 17,8
Abdominales 19 16,1
Tipo de muestra Piel y tej blandos 19 16,1
Tejido osteomuscular 14 11,9
Respiratorias 10 85
Frotis rectal 8 6,8
Total 118 100

Las cepas aisladas correspondieron a Klebsiella pneumoniae en
53 casos (44,9%); Pseudomonas aeruginosa, en 46 (39,0%); Ente-
robacter cloacae complex, en 12 (10,2%); Acinetobacter bauman-
nii, en 5 (4,2%) y de otros aislamientos se presentaron 2 (1,7%).

En la evaluacion de resultados de sensibilidad antibidtica de
los aislamientos de bacterias portadoras de genes de resis-
tencia para carbapenémicos, se observé sensibilidad redu-
cida en comparacién con aquellas sin produccion de CPM.

En general los porcentajes de sensibilidad fueron mas altos
en los aislamientos sin CPM, excepto en Ceftazidima (CAZ),
cuyo comportamiento fue igual en aquellos con'y sin CPM. La
mayor diferencia en sensibilidad se observé en trimetroprim
sulfametoxazol, con alta sensibilidad en enterobacterias no
productoras de CPM; mientras que la menor diferencia se
encontro en colistina, figura 1.

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras de CPM
no mostraron sensibilidad a ninguno de los betalactdmicos
evaluados, ademas en las otras clases de antibidticos la sen-
sibilidad fue baja; excepto en el caso de colistina, figura 2.

En la prueba PCR multiple, se observé que en 55 de los aisla-
mientos (46,6%) no estaban presentes los genes de resistencia
evaluados y en 63 (53,4%) si se detectaron; de estos Ultimos, la
mayoria fue bla,, (79,4%), seguido de bla,,, (11,1%)y bla,,,
23e0xas1 (1:9%). Se present6 un caso de Pseudomonas aerugi-
nosa con genes tipo bla, .y bla,,, simultaneamente (1,5%). No
se detectaron genes de resistencia tipo bla,,, ni bla,,, .
Por otro lado, los valores de concentracion inhibitoria mini-
ma (MIC) mas altos para imipenem y meropenem se encon-
traron en Klebsiella pneumoniae y en Enterobacter cloacae, en

los portadores de genes bla,,; mientras que en los negativos
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Figura 1. Distribucién de la sensibilidad a los antibioticos, en los aislamientos
de enterobacterias con y sin carbapenemasas (CPM)

CPM: carbapenemasa, SZX: Trimetoprim Sulfametoxazol, COL: Colistina, MEM:
Meropenem, AMK: Amikacina, GEN: Gentamicina, CIP: Ciprofloxacina, FEP:
Cefepime, DOR: Doripenen, IMI: Imipenem, FOX: Cefoxitina, ERT: Ertapenen,
CAZ: Ceftazidima, CRO: Ceftriaxona, PTZ: Piperacilina-Tazobactam

para carbapenemasas se observaron MICs mas bajos, tabla 2.
De los 118 aislamientos, 63 fueron positivos para los genes
de resistencia evaluados con la prueba PCR multiple, de los
cuales 62 también fueron positivos por la prueba THT y uno
resultd negativo (falso negativo), que correspondia a un ais-
lamiento de hemocultivo identificado como Pseudomonas
aeruginosa con carbapenemasa tipo VIM. Ademas, 9 casos
que fueron negativos con prueba de biologia molecular, pre-
sentaron resultado positivo con la prueba THT (probables fal-
sos positivos), todos enterobacterias (6 Enterobacter cloacae
complex y 3 d e Klebsiella pneumoniae), figuras 3, 4y tabla 2.

Los hallazgos de la prueba THT, en comparacion con la prue-
ba PCR mudltiple, mostraron una sensibilidad de 98,41% (IC
95% 94,53% - 100,00%), y la especificidad fue del 83,64 % (IC
95 %: 72,95% - 94,32%). Adicionalmente el indice de validez
fue 91,53 (IC 95 %: 86,08 - 96,97), el indice de Youden 0,82 (IC
95 %: 0,72 - 0,92) y el coeficiente de Kappa de Cohen 0,828
(IC 95 %: 0,727 - 0,929), tabla 3.

Figura 2. Distribucién de la sensibilidad a los antibioticos, en los aislamientos
de Pseudomonas aeruginosa cony sin carbapenemasas

CPM: carbapenemasa, COL: Colistina, AMK: Amikacina, GEN: Gentamicina,
FEP: Cefepime, CIP: Ciprofloxacina, CAZ: Ceftazidima, PTZ: Piperacilina-
Tazobactam, IMI: Imipenen, MEM: Meropenen, DOR: Doripenen

Discusion

El mecanismo de accion de los carbapenémicos es similar al
de otros betalactdmicos, con algunas particularidades que
les permiten un espectro mas amplio y mayor estabilidad a
la actividad hidrolitica en bacterias Gram negativas. En en-
terobacterias la resistencia se debe con mas frecuencia a la
produccién de carbapenemasas y en menor proporcion a
la modificacion en la afinidad de la PBPs, disminucién de
la permeabilidad de la membrana externa y/o la presencia
de bombas de expulsion.’® En Pseudomonas aeruginosa son
mas frecuentes los mecanismos intrinsecos por disminucién
de la permeabilidad, presencia de bombas de expulsién y
sobre-expresién de enzimas modificadoras. La resistencia
adquirida ocurre por carbapenemasas y/o betalactamasas
de espectro extendido.” En Acinetobacter baumannii pre-
senta con mayor frecuenta betalactamasas de la Clase D
(oxacilinasas), seguido de bombas de expulsion y modifica-
cién de porinas.?®

Tabla 2. Resultados de pruebas y concentracion inhibitoria minima (MIC) para Imipenem y Meropenem, segiin germen

THT PCR Rango MIC
Germen i i
Positiva Negativa TI.PO de. Imipenem Meropenem
resistencia (ng/mL (ng/mL)

KPN 46 7 KPC 43 364 <0.25a>8 <0.25a>8

Sin CPM 10 8.5 05a2 <0.25a >4
ECL 10 2 KPC 5 42 8a>8 >8

Sin CPM 5.9 <025a4 <0.25a>8
PAE 8 38 KPC y/o VIM 9 7.6 >8 >8

Sin CPM 37 314 <1a>8 1a>8
ABA 5 0 OXA-23/0XA-51 5 4.2 8a>8 >8

Sin CPM 0.0 0 0
Otros 2 0 KPC 1 0.8 4 1

Sin CPM 1 0.8 <0.25 <0.25
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Figura 3. Hallazgos de la prueba Tridimensional en procedimientos de
laboratorio en hospital de tercer nivel

A) Prueba THT con Resultado negativo: sin produccion de
carbapenemasas, no se observa deformacién del halo de inhibicion

B) Prueba THT con Resultado positivo: con produccién de
carbapenemasas, se observa deformacion del halo de inhibicién

Los métodos fenotipicos para deteccion de resistencia son
los mas utilizados de rutina en los laboratorios, entre ellos el
test de Hodge modificado (THM), debido a su bajo costo y
facil montaje, ademas posee buena concordancia en entero-
bacterias, aunque presenta falsos positivos en aislamientos
con enzimas tipo BLEES y AmpC; sin embargo no ha sido re-
comendado para BGNNF." En los Ultimos afos la atencion se
ha centrado en las pruebas de hidrdlisis de carbapenémicos
tales como Carba NP y su versién comercial mas reciente:
Rapidec Carba NP™ (bioMérieux Clinical Diagnostics - Marcy
L’Etoile France), cuyos resultados dependientes del cambio
de color de la reaccion, pueden generar dificultades en la
interpretacion, ademas se han reportado limitaciones para
deteccién de enzimas tipo OXA 'y GES.?!

El mayor potencial para pruebas como THT puede estar en
la deteccidn de carbapenemasas en BGNNF. Este tipo de
bacterias representan una creciente amenaza en la region,
en especial Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeru-
ginosa. En el primero el INS report6 una alta proporcion de
aislamientos no sensibles a carbapenémicos, de los cuales en
185 de 189 (98,4%) se detectaron genes de resistencia, iden-
tificados en su mayoria: 155 (82,8%) como productores de
enzimas del grupo D de Ambler, y en alta proporcion (75,5%)
mediadas por genes tipo bla,, ,......,*° En este estudio el
100% de los aislamientos de Acinetobacter baumanii presen-
t6 resistencia a carbapenémicos, mediada por carbapena-
masas tipo bla,,, ,.....s; Desde el 2000 se ha reportado la
produccién de oxacilinasas (enzimas del grupo D de Ambler)
como principal responsable de la resistencia a los carbapené-
micos en Acinetobacter baumanii, desafortunadamente una
limitacion de diferentes métodos fenotipicos es su baja sen-
sibilidad para la detecciéon de enzimas de este tipo,? lo cual
aumenta el riesgo de diseminacién y presentacién de brotes.
En el presente estudio en método THT detecto6 todos los ais-
lamientos de Acinetobacter baumanii que eran portadores de
genes tipo bIGOXA—23+OXA—57.
La presencia de carbapenemasas en Colombia, en Pseudomo-
nas aeruginosa, segun los resultados de diferentes estudios
se debe en primer lugar a genes tipo bla,,,. El INS report6
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este mecanismo en 527 de 1274 (41,4%), seguido de KPC en
276 (21,7%) y en tercer lugar la combinacion de VIM+KPC en
81 (6,4%) y en un estudio de Ocampoy col encontraron bla,,,,
en 14 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa de los cuales
9 fueron positivas por THT, con 5 resultados falsos negativos.
En este estudio, la prueba THT presenté concordancia del
0,91 (IC95% 0,78 a 1,00) frente a PCR multiple en BGNNF al
detectar 13 de 14 cepas productoras de CPM y un resultado
falso negativo. En contraste en el estudio de Ocampo-Rios,
realizado en aislamientos de Pseudomonas aeruginosa: de 20
productoras de CPM confirmadas por PCR mdltiple, la prue-
ba THT fue positiva en 15, con resultados de concordancia
moderada. En otro estudio realizado en aislamientos clinicos
provenientes de 14 hospitales de Colombia, Correa Ay cola-
boradores, de un total de 151 aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa detectaron genes de resistencia bla,,. o bla,,, en
28, de los cuales 26 fueron positivos con la prueba THT, con
resultados de Sensibilidad del 100% (1IC95% 84-100), y Espe-
cificidad del 98,4 (1C95%: 93,8 a 99,7).91022

Aunque en la literatura se han evaluado diferentes métodos
fenotipicos en comparacion con la deteccién de genes de
resistencia y técnicas de secuenciacién (métodos molecula-
res) para BGN, tanto enterobacterias como BGNNF, con el
proposito de formular recomendaciones; los resultados su-
gieren que no existe un método fenotipico con potencial
para detectar todos los tipos de CPM documentadas hasta
el momento.?42>

En el caso particular de las enterobacterias el reto mas im-
portante es el riesgo de presencia de carbapenemasas en
cepas con MICs en los rangos de sensibilidad con los puntos
de corte actuales; en este estudio en 6 de 42 (9,5%) los MICs
para meropenem en Klebsiella pneumoniae fueron menores
o iguales a 2, este tipo de germen podria pasar inadverti-
do en los programas de vigilancia y ser la fuente de dise-
minacioén, incluso si se contara con pruebas moleculares en
formato de PCR muiltiple, cuya limitacion es la incapacidad
de detectar bacterias con nuevas mutaciones® Este hallaz-
go también se ha observado en Escherichia coli productora
de KPC y OXA-48, segun lo reportado por investigadores del
Laboratorio de Salud Publica de Ontario (Canada), entre 14 a
20% de enterobacterias productoras de carbapenemasas se
observan resultados con MIC clinico en el rango sensible.?’

Tabla 3. Resultados de la comparacion entre prueba tridimensional (THT) y
PCR multiple

Valor (%)

Parametro Intervalo de confianza 95%

Sensibilidad 98,41 94,53 - 100,00
Especificidad 83,64 72,95 - 94,32
VPP 87,32 78,88 - 95,77
VPN 97,87 92,68 - 100,00




Comparacion de la prueba tridimensional con PCR mdiltiple, para deteccion de carbapenemasas

Total muestra
118

Positivos para
carbapenemasa

63

Verdaderos
Positivos
62

Negativos para
carbapenemasa
55

Verdaderos
Negativos
46

Figura 4. Resultados de la prueba de biologia molecular (PCR mdltiple) y la prueba

Tridimensional (THT)

El panorama de la deteccion de resistencia en los bacilos
Gram negativos no fermentadores presenta dificultades ain
no resueltas, en primer lugar porque la mayoria de métodos
fenotipicos disponibles no han sido recomendados en forma
explicita en las guias CLSI para deteccion de carbapenemasas,
en segundo lugar porque incluso métodos comerciales mas
recientes, tales como Rapidec-Carba pueden presentar falsos
negativos en aislamientos de Acinetobacter baumannii con en-
zimas tipo OXA-48, OXA-23 y OXA-24,% o el método Carba NP,
en el que también se reportan falsos negativos en carbapene-
masas tipo VIM y KPC en cepas con fenotipo hipermucoide de
Pseudomonas aeruginosa.®® En este Ultimo germen se ha docu-
mentado también la amplia diversidad de mecanismos de re-
sistencia diferentes a la produccién de carbapenemasas como
causa de resultados discrepantes frente a pruebas moleculares.

Lo antes expuesto, sugiere falta de acuerdo en los métodos
de rutina a implementar en los laboratorios, especialmente
en paises como Colombia, en los que se dispone de pruebas
moleculares para confirmacién de carbapenemasas solo en
laboratorios especializados, debido a su mayor costo y a las
dificultades del sistema de salud vigente. En este contexto las
pruebas fenotipicas con buen desempefio frente a los méto-
dos moleculares, y con caracteristicas como el costo menor e
implementacién simple, pueden ser una opcién para la con-
tencion de la diseminacién de resistencia.

En conclusion, dado que la prueba THT presenté buen des-
empefo para deteccion de CPM, tanto en enterobacterias
como en BGNNF, en comparacién con la prueba PCR multi-
ple; puede ser una alternativa en laboratorios de microbiolo-
gia no especializados, dado su bajo costo y facil implemen-
tacién por la similitud técnica con el test de Hodge modifi-
cado utilizado de rutina por la mayoria de laboratorios, con
la diferencia de la inoculacién del extracto bacteriano en vez
de la siembra directa de las colonias. En el presente estu-
dio se preparé el extracto con el mismo buffer de extraccion
recomendado por CLSI para la prueba Carba NP, pero se
pueden utilizar otros métodos, de tipo mecanico y/o fisicos
seguidos de centrifugacion, utilizados en otras pruebas de

rutina en microbiologia. Los medios de cultivo, los materia-
les e instrumentos necesarios para esta prueba hacen parte
de los elementos minimos requeridos para implementacion
de Laboratorios de Microbiologia en Colombia y como todo
procedimiento de laboratorio, se requiere entrenamiento y
estandarizacion de la técnica.
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