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RESUMEN

Se prevé que en pocos afios la resistencia a los antibioticos se convierta en la segunda causa
de mortalidad a nivel mundial. Per( conoce esta realidad, y el laboratorio clinico juega un papel
crucial en la deteccion temprana del perfil de resistencia de los hemocultivos para un tratamiento
rapido y exitoso. Actualmente se dispone de ensayos rapidos para la identificacion de
carbapenemasas en quince minutos. Nuestro objetivo es utilizar metodologias que proporcionen
resultados fiables. Esta investigacion es descriptiva, retrospectiva y correlacional; cuyo objetivo
principal fue evaluar la prueba rapida modificada, determinando la concordancia general del
método rapido modificado frente al método convencional para evaluar los perfiles de resistencia
tipo carbapenemasa (NDM, KPC, OXA, VIM e IMP) , comparacion de la sensibilidad y la
especificidad con la biologia molecular (GeneXpert) en muestras de pacientes con cancer. Se
utilizaron 75 muestras, lo que arrojé un resultado de concordancia de 0,94 para el enfoque rapido
modificado. El enfoque rapido modificado presenta una concordancia excelente (kappa 0,8 <k <
1), con unos valores de sensibilidad y especificidad diagnosticas del 95,6% y el 100%,
respectivamente. El enfoque rapido es eficaz para detectar la resistencia a los perfiles de
carbapenemasas mas prevalentes, con lo que se ahorra un tiempo importante en comparacién con
los métodos mas antiguos.

Palabras clave: prueba rapida, hemocultivos, carbapenemasas



ABSTRACT

Antibiotic resistance is expected to become the second leading cause of mortality
worldwide within a few years. Peru is aware of this reality, and the clinical laboratory plays a
crucial role in the early detection of the resistance profile of blood cultures for rapid and successful
treatment. Rapid assays are currently available for the identification of carbapenemases in fifteen
minutes. Our aim is to use methodologies that provide reliable results. This research is descriptive,
retrospective and correlational; whose main objective was to evaluate the modified rapid test,
determining the overall concordance of the modified rapid method versus the conventional method
for assessing carbapenemase-type resistance profiles (NDM, KPC, OXA, VIM and IMP),
comparing sensitivity and specificity with molecular biology (GeneXpert) in samples from cancer
patients. Seventy-five samples were used, resulting in a concordance score of 0.94 for the modified
rapid approach. The modified rapid approach has excellent concordance (kappa 0.8 <k < 1), with
diagnostic sensitivity and specificity values of 95.6% and 100%, respectively. The rapid approach
is effective in detecting resistance to the most prevalent carbapenemase profiles, saving significant

time compared to older methods.

Key Words: rapid test, blood cultures, carbapenemases



I. INTRODUCCION

Escribir acerca de la resistencia bacteriana no es nuevo, siempre ha sido un tema
preocupante ya que se caracteriza por la capacidad adquirida o natural de que una cepa bacteriana
no se vea afectada por bactericidas o bacteriostaticos. Actualmente no hay control sobre el uso
indiscriminado de antibidticos, lo que ha generado una respuesta de parte de los microorganismos,
lo que se evidencia en una respuesta por parte de estos, que se traduce en la capacidad de evasion
a la accion bactericida de los antibidticos (Daza, 1998). La Organizaciéon Mundial de la Salud,
declar6 que durante la pandemia de COVID-19 se notifico la presencia de bacterias catalogadas
como extremadamente resistentes, también se registro la aparicion de resistencia a carbapenémicos
e incluso combinaciones de tipos de resistencia en Latinoamérica y el Caribe. La asociacion entre
la forma de como fueron tratados los pacientes con COVID-19 recibiendo cefalosporinas de tercera
generacion podria haber aumentado también su resistencia y aumento de registros a

carbapenemasas (OMS, 2021).

Existe una considerable probabilidad de que se produzcan errores en el tratamiento
empirico debido al creciente nimero de enfermedades graves causadas por bacterias resistentes a
los antibidticos, lo que esta impulsando la demanda de procedimientos de diagndstico rapido (Vila
et al., 2017). EIl laboratorio desempefia un papel vital en la rapida deteccidon de resistencias,
facilitando el diagndstico y el tratamiento precoces, lo que contribuye significativamente a la
recuperacion del paciente y reduce la morbilidad y la mortalidad. Por ejemplo, en casos de sepsis,
la identificacion preliminar de un bacilo gramnegativo en un hemocultivo se considera

fundamental.



Los laboratorios de microbiologia clinica estdn experimentando una drastica
transformacion como consecuencia de la automatizacion. Avances tecnoldgicos como la
espectrometria de masas, la microbiologia digital y el diagndstico molecular coinciden con esta
tendencia. Gracias a estos avances, la eficiencia de los laboratorios se disparara, la excelencia
operativa alcanzara nuevas cotas y los resultados se estandarizaran de forma mas coherente. No
cabe duda de que estas innovaciones en el diagnostico microbioldgico repercuten en la atencion al

paciente, ya que acortan el tiempo necesario para obtener los resultados (Vila et al., 2017).

1.1. Descripcion y formulacion del problema

Por lo expuesto, es importante mejorar las técnicas de diagndstico y reducir tiempos.
Existen diferentes tipos de carbapenemasas, pero estas son las mas conocidas alrededor del mundo
OXA-48, KPC, VIM, IMP y NDM. La deteccion fenotipica de carbapenemasas es buena pero no
siempre las detecta. La deteccion de este tipo de cepas de un hemocultivo puede tardar entre 16 y
72 horas, después de que el equipo automatizado detecte la botella como positiva. En el caso de
otras pruebas en el medio como son las colorimétricas Carba NP requieren de 2 a 24 horas después
del primer resultado de sensibilidad. Las pruebas moleculares son consideradas como Gold

estandar, pero son costosas y muchos laboratorios no cuentan con el equipamiento.

La técnica de flujo laminar, inmunocromatografia, se desarroll6 hace algunos afios para
muestras aisladas en medios sélidos, detectando epitopos especificos para las carbapenemasas en
un tiempo muy corto, menos de 15 minutos y con excelentes resultados de sensibilidad y

especificidad para las diferentes variantes y especies de carbapenemasas.



Por lo expuesto contar con pruebas rapidas en el area de microbiologia, beneficiaria al
diagnostico precoz y tratamiento oportuno de personas con bacteriemias en sangre, causadas por

bacilos Gram negativos ya conocidos.

1.1.1. Formulacién del problema
Pregunta general
¢ Cudl es la evaluacion del método rapido modificado para la deteccion de carbapenemasas
en hemocultivos?
Preguntas especificas
— ¢Cudl es la concordancia del método rapido modificado con el método convencional de
deteccidn de carbapenemasas en hemocultivos?
— ¢Cudl es la sensibilidad diagnostica del método rapido modificado para la deteccion de
carbapenemasas en hemocultivos?
— ¢Cudl es la especificidad diagnostica del método rapido modificado para la deteccion de

carbapenemasas en hemocultivos?

1.2. Antecedentes
1.2.1. Antecedentes internacionales

Hamprecht et al. (2018), con el titulo, Deteccion rapida de carbapenemasas tipo NDM,
KPC y OXA-48 directamente de hemocultivos positivos usando el ensayo de
inmunocromatografia. Lo realizo en el hospital de Cologne en Alemania. Estudio descriptivo, de
corte transversal. Se usaron 170 cultivos caracterizados por biologia molecular. 126 de ellos eran
carbapenemasas positivas y el resto negativas. Tipo OXA 48 (79), KPC (18), NDM (29) En el cual

se tratd la muestra de hemocultivos inoculados con 0.5 Mc farland y con una dilucién de 1:1000



insertando 10 ul a los 5ml de sangre que se devuelve a las botellas de hemocultivos para probar la
prueba de inmunocromatogafia una vez que estas suenen en el equipo automatizado. Concluyendo
con resultados del 100% para la sensibilidad y 100% de especificidad comparado con biologia

molecular.

Bodendoerfer et al. (2019), con el titulo, Identificacion rapida de carbapenemasas tipo
NDM, KPC, IMP, VIM y OXA 48 de hemocultivos usando la prueba de flujo lateral. Realizo el
estudio en la universidad de Zdurich, estudio descriptivo de corte transversal, con el objetivo de
demostrar la identificacion rapida de cepas productoras de carbapenemasa usando la sangre de los
hemocultivos positivos con la técnica de flujo lateral. Se usaron 127 cepas las cuales ya estaban
identificadas por biologia molecular KPC (43), NDM (29), OXA (56), VIM (11), IMP (3), y
contaron con 31 cepas que no tenian carbapenemasa. Se trabajoé bajo el protocolo inicial que
Hamprecht publico en el 2018. Donde se da la centrifugacion y posteriormente se hizo un lavado
con agua destilada. Usa el sedimento para poder usarlo con la solucion de buffer que trae el reactivo
y asi poder usarlo con el cassette de flujo lateral. Concluyendo que una vez tratada la muestra
Resultando una sensibilidad del 100% y una especificidad del 100% comparada con la biologia

molecular.

Han et al. (2021), en el Hospital de Huashan China se realizé una evaluacion de tres marcas
de inmunocromatografia. NG-test Carba 5, RESIST-5 O.0.K.N.Vy IMP K-SeT. Identificando asi
los 5 tipos mas importantes de carbapenemasas como son OXA 48, KPC, NDM, IMP, VIM. Se
emplearon 186 cepas, las cuales tenian identificacién previa molecular. Los resultados

concluyeron que las tres marcas tenian valores de casi el 100% de sensibilidad y especificidad.



Wonkeun Song et al. (2019). El estudio llamado Identificacion rapida de carbapenemas
productoras de OXA 48, KPC, NDM y VIM. Fue realizado en el hospital sagrado corazén de
Seoul. Evaluaron el desempefio del RESIST-4 O.K.N.V. (OKNV) (Coris BioConcept, Gembloux,
Bélgica) para la identificacion de OXA-48, KPC, NDM y VIM cultivadas en agar sangre de oveja
y el medio CHROMagar KPC. Sesenta y cinco aislados de enterobacterias resistentes a
carbapenémicos con contenido de carbapenemasa caracterizado se utilizaron para evaluar el
ensayo de OKNV. El ensayo identifico correctamente los 30 aislamientos que produjeron una de
las cuatro familias de carbapenemasas diana. Ademas, identificd correctamente 15 aislamientos
que coprodujeron KPC y NDM, VIM y NDM o similar a OXA-48 y NDM, pero no pudieron
identificar un aislado de Klebsiella pneumoniae coproductor de NDM-1 y OXA232. Los 16 no
productores de carbapenemasas y cuatro aislados de carbapenemasas mostraron resultados
negativos y no se observaron reacciones cruzadas. En general, la sensibilidad y la especificidad

del ensayo fueron del 97,8% y el 100%, respectivamente.

Cointe et al. (2018) se realizo en el Hoépital Robert-Debré, AP-HP, Paris. Publicacion con
el titulo de Evaluacion de desempefio del RESIST-4 O.K.N.V. ensayo (Coris) con 98 aislados
para detectar carbapenemasas de tipo OXA-48 y KPC, NDM y VIM directamente en hemocultivos
humanos positivos. Los aislamientos de tipo OXA-48 y KPC se detectaron correctamente, pero la
deteccién de carbapenemasas de tipo NDM y VIM fue débil y variable. Concluyeron que la
repeticion de la prueba en un subcultivo de 4 h mejora la deteccion de carbapenemasas de tipo

NDMy VIM al 100%.



1.2.1. Antecedentes nacionales

Angles-Yanqui et al. (2020). Panorama de las carbapenemasas en Per(. La literatura
biomédica publicada entre el 1 de enero de 2000 y el 15 de septiembre de 2019 fue objeto de una
busqueda exhaustiva. Se caracterizaron genotipicamente 313 carbapenemasas en catorce
investigaciones. De ellas, 103 estaban relacionadas con investigaciones sobre Enterobacteriaceae;
74 trataban sobre Klebsiella pneumoniae, 11 sobre Proteus mirabilis, 7 sobre Enterobacter cloacae
y 11 sobre otras especies. Hubo un total de 61 casos de blaNDM, 39 de blaKPC y 3 de blalMP.
Del ndmero total de enzimas, 64 son metalobetalactamasas y 39 son betalactamasas de serina en
funcion de su estructura molecular. Se incluyé un total de 84 informes para Pseudomonas
aeruginosa, de los que 79 correspondian a blaIMP, 4 a blaVIM y 1 a blaGES. En resumen, las
carbapenemasas reportadas por pacientes peruanos son escasas y la mayoria de los hallazgos

genotipicos provienen de hospitales de la capital del pais.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general
Evaluar el método rapido modificado para la deteccion de las carbapenemasas en
hemocultivos.

1.3.2. Objetivos especificos

a. Determinar la concordancia del método répido modificado con el método
convencional de deteccidn de carbapenemasas en hemocultivos.
b. Determinar la sensibilidad diagnostica del método rapido modificado para la

deteccidn de carbapenemasas en hemocultivos.



c. Determinar la especificidad diagnostica del método rapido modificado para la

deteccion de carbapenemasas en hemocultivos.

1.4. Justificacion
1.4.1. Justificacion teorica

El Centro de Control y Prevencién de Enfermedades clasifica la aparicion de
Enterobacterias productoras de carbapenemasa como una de nuestras amenazas de resistencia mas
urgentes en la actualidad. Aunque la epidemiologia de las carbapenemasas varia segin la
geografia, el problema es casi siempre el mismo. Una vez que un organismo productor de
carbapenemasa ha surgido en un area como KPC, NDM, VIM, IMP u OXA-48 — casi siempre
conduce a un alto nivel de resistencia a los Carbapenémicos. Cuando la infeccién es causada por
un productor de carbapenemasa, se necesita instaurar un tratamiento lo mas pronto posible. La
produccion de Carbapenemasa en una cepa podria significar que el monotratamiento a base de
Carbapenémicos, muy probablemente fallara. Por lo que se propone con esta investigacion es
evaluar la concordancia el método rapido en hemocultivos usando la muestra directamente en el
ensayo de inmunocromatografia. Este protocolo ya ha sido probado dando resultados

satisfactorios.

1.4.2. Justificacion préctica

Por lo tanto, una Unica cepa puede ser una fuente de propagacion de una cepa a otra y de
una especie bacteriana a otra cuando hablamos de resistencia e infecciones intrahospitalarias. En
tanto la deteccion temprana es importante para evitar una mayor propagacion, especialmente en
entornos nosocomiales. Una prueba rapida es la clave para la lucha contra la resistencia a los

Carbapenémicos. En este estudio se empleara la prueba répida de inmunocromatografia de la



marca RESIST-5 O.K.N.V. K-SeT (Coris BioConcept, Gembloux, Belgium). Y bajo este método
rapido, se propone determinar la sensibilidad, especificidad y concordancia frente a la forma
convencional que se usa la inmunocromatografia en las muestras de los hemocultivos positivos a

bacilos gram negativos.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. Bacteriemia y hemocultivos

El concepto de la bacteriemia es la presencia de microorganismos en la sangre y que estos
se puedan evidenciar mediante alguna técnica de reconocimiento en los hemocultivos. Como se
origina la bacteriemia, pues esta es una interrogante que tiene que ver con la condicién del paciente

(Rodriguez, 2019).

Por consiguiente, la bacteriemia es una infeccion que puede traer graves complicaciones.
Esta se manifiesta cuando las bacterias ingresan a torrente sanguineo y van multiplicAndose,
dejando sin efecto el poder inmunoldgico del sistema reticuloendotelial para su eliminacion. El
origen de esta multiplicacién de microorganismos sin limites se puede producir desde un foco
extravascular o de uno intravascular como una infeccion en los dispositivos usados (Doern et al.,

2019)

Debemos saber que la escasa cantidad de bacterias encontradas en el torrente sanguineo
durante un caso de bacteremia, puede estar entre las 10 ufc/ml y 104 ufc/ml. Y en un 20%de casos

de bacteremia podria estar entre 10 ufc/ml (Fazzeli et al., 2013).

Esta condicion permite que solo las pruebas de laboratorio altamente sensibles puedan ser
utilizadas en el reporte precoz de los microorganismos involucrados y que mas alla de utilizar el

examen directo de la sangre usando la famosa tincion Gram para un reporte preliminar donde
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podamos diferenciar bacilos de cocos, no podriamos adelantar alguna pista relevante para el

tratamiento del paciente.

Por consiguiente, el uso de las botellas de hemocultivo sigue siendo una préactica aun
irremplazable para determinar la etiologia de una bacteriemia. Es de facil implementacion y para
hospitales con gran nimero de hospitalizados es Util su seguimiento, es hasta el momento una
metodologia que permite el aislamiento del microorganismo viable y recuperable para realizar la
prueba de sensibilidad. El protocolo de la buena toma de los hemocultivos y de las metodologias

en el reporte y recuperacion de bacterias hace exitoso el tratamiento del paciente.

A. BD BACTEC™ . En los Ultimos afios, este método de deteccion de bacteriemias en
hemocultivos se ha hecho cada vez mas popular. Forma parte del sistema BD BACTEC™ FX, un
sistema modular con una gran capacidad de almacenamiento y agitacion continua que mejora el
rendimiento del microorganismo. Los sensores de gas del bacteridmetro del sistema miden la
cantidad de fluorescencia emitida por cada botella, lo que indica la liberacion de CO2 por parte de
las bacterias. Asi, es como esta técnica puede detectar bacteriemias en sangre e identificar al

microbio responsable.

B. Resistencia a los antimicrobianos. En 2019, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) revel6 que estaban creando antibidticos para hacer frente a las infecciones mas
apremiantes; sin embargo, solo seis de estos medicamentos tenian buenas posibilidades de
combatir con éxito la resistencia. EI hecho de que los medicamentos de alta calidad son dificiles
de conseguir y mucho mas problematico es que no estan facilmente disponibles. Se necesitan

urgentemente politicas para mejorar la gestion, ya que los sistemas sanitarios son los mas afectados
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en general, independientemente del grado de desarrollo de un pais. El desarrollo de
farmacorresistencia en los microbios es el resultado de alteraciones adaptativas provocadas por el
tratamiento antibiotico. Esto hace que los antimicrobianos sean inutiles, lo que significa que las
enfermedades persisten en los seres humanos y pueden transmitirse facilmente a otros individuos
(Wattal y Goel, 2020).

La resistencia a los antimicrobianos supone un peligro para la sociedad y repercutira de un
modo u otro en el crecimiento econdmico de los paises, como saben la salud publica, la sanidad

mundial y los gobiernos.

C. Carbapenemasas. La resistencia al grupo de los carbapenems se denomina
carbapenemasas. Se trata de enzimas producidas por bacilos Gram negativos que hidrolizan los
carbapenems, lo que provoca resistencia a los carbapenems y, en la mayoria de los casos, a todos
los betalactamicos. Las enterobacterias se clasifican como resistentes a los carbapenems cuando
presentan concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de >2pg/ml para ertapenem y >4 pg/ml
para doripenem, meropenem o imipenem (Acosta y Vargas, 2018). Las carbapenemasas se
clasifican en muchas categorias, incluidas las carbapenemasas de serina, que se definen por la
presencia de serina en la posicion 70 de su sitio activo, a saber, las de clase Ay D (Garcia, 2018).

Clase A: Existen cinco categorias basadas en su filogenia: SME, NMC e IMI, codificadas
en su estructura genética, y GES y KPC, codificadas en plasmidos. Las carbapenemasas de tipo
KPC representan la categoria mas importante desde el punto de vista terapéutico, ya que estos
gérmenes suelen desarrollar betalactamasas adicionales, lo que complica una terapia eficaz, y

también son los mas prevalentes (Garcia, 2018).
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Clase D: el miembro mas significativo de este grupo es el OXA-48, que tiene una actividad
superior en comparacion con los demas, hidrolizando el imipenem casi diez veces mas
eficazmente, y es el mas ampliamente descrito. Ademas, existen OXA-23, OXA-58, OXA-72 y
OXA-245 (Bush y Bradford, 2020)

Las metalobeta-lactamasas (MBL) se distinguen por la presencia de uno o varios iones
Zn2+ en su sitio activo, que sustituyen a la serina y facilitan el ataque nucleofilico al anillo
betalactamico. Las carbapenemasas de clase B se incluyen en esta categoria de carbapenemasas
(Bush y Bradford, 2020)

La clase B incluye los tipos mas representativos: VIM, NDM e IMP. Las carbapenemasas
hidrolizan todos los betalactdmicos excepto el aztreonam, un monobactamico por el que muestran
una afinidad minima. Las cepas serina y metallo suelen producir varios tipos de carbapenemasas

(Cercenado, 2015).

D. Métodos de deteccion de las carbapenemasas. Segun el Instituto de Normas Clinicas
y de Laboratorios (CLSI, 2019) consigna la necesidad de implementar pruebas rapidas como
método de screening. Para este propoésito el Carba NP que, en menos de un par horas, nos puede
predecir la presencia de carbapenemasas. En nuestra region es mas comun una variante de esta
metodologia, llamada Blue Carba®, cual procedimiento es mas simple de realizar. Cabe mencionar
que estas técnicas no tienen buen desempefio cuando estan frente a carbapenemasas tipo OXA,
pues puede demorar el viraje de color o, lo que seria peor, dar un resultado negativo.

Por lo tanto, hay que tener mucho cuidado cuando, por el perfil de resistencia del
antibiograma o por el estudio de cepas de la bacteria Acinetobacter baumannii, se sospeche la

presencia de carbapenemasas tipo OXA. ElI CLSI recomienda complementar el Carba NP con un
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método de inactivacion de carbapenemicos (MCIM), y luego, frente a un resultado positivo, se
complemente con discos de sinergia como son acido borénico o EDTA, para poder determinar la
clase de la enzima.

La inmunocromatografia detecta la identidad de la enzima; de esta manera, termina el flujo

de estudio de la carbapenemasa con los métodos fenotipicos en el mercado.

E. Prueba de flujo lateral O.K.N.V.l. RESIST-5. Conocido como prueba
inmunocromatografica y es la que se usa en el presente trabajo, esta metodologia esta basada en el
uso de particulas de oro coloidal sobre tiras de nitrocelulosa con anticuerpos monoclonales
especificos para los epitopos presentes en las carbapenemasas tipo OXA-48, KPC, NDM y VIM.
Las pruebas estan preparadas para su aplicacion inmediata y utilizan tecnologia de membrana que
incorpora nanoparticulas de oro coloidal. El kit esta disefiado para la deteccion de carbapenemasas
a partir de una sola colonia bacteriana aislada de Enterobacteriaceae 0 BGN NF cultivada en una
placa de agar. Cada bolsa incluye dos casetes de flujo lateral disefiados para la identificacion de
(1) OXA-48, KPC, NDM y (2) VIM e IMP.

Para identificar las carbapenemasas OXA-48, KPC y NDM se sensibiliza una membrana
de nitrocelulosa con un anticuerpo monoclonal dirigido a las carbapenemasas OXA-48 y sus
variaciones, excepto OXA-163, KPC y NDM, junto con un reactivo de captura de control en el
primer casete.

Con respecto al casete separado. La membrana de nitrocelulosa también se sensibiliza
utilizando cuatro conjugados distintos de nanoparticulas de oro coloidal: uno dirigido a un segundo

epitopo de carbapenemasa OXA48, otro dirigido a un segundo epitopo de KPC, un cuarto dirigido
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a la carbapenemasa NDM y un cuarto que sirve de control para garantizar la precision de las
pruebas.

Para la identificacion de VIM y IMP Se sensibiliza una membrana de nitrocelulosa con un
anticuerpo monoclonales de los tipos de carbapenemasas de tipo VIM e IMP, ademas de un
reactivo de captura para la line de control. Las particulas de oro coloidal se fijan a las membranas
del ensayo de flujo lateral. Un conjugado dirigido a las carbapenemasas VIM, un conjugado
dirigido a las carbapenemasas IMP y un conjugado de control.

Tras la resuspension, las bacterias ascenderan al entrar en contacto con la tira, lo que dara
lugar a la formacion de una linea roja a través de la interaccidn de sus diversos anticuerpos. Esto
indicara una prueba positiva. Por consiguiente, las diversas presentaciones incluirian IMP, VIM,
KPC, OXA-48 y NDM.

La migracién procede por difusion pasiva, y los conjugados y el material de la muestra
entran en contacto con el reactivo de control de la linea (superior), que se une al conjugado de
control (linea «C»), creando una linea roja. Las lineas rojas de la tira aparecen al cabo de 15
minutos.

El limite de deteccion determinado mediante proteinas recombinantes purificadas de OXA-
48, KPC, NDM, VIM e IMP es de 0,125 ng/ml, 0,625 ng/ml, 0,25 ng/ml, 0,23 ng/ml y 1,56 ng/ml,
respectivamente.

La sensibilidad y especificidad del método segun el fabricante es del 100% para las
carbapenemasas de tipo KPC Y OXA 48. Mientras que para las NDM la sensibilidad es de 91.2%
y especificidad del 100%. En cuanto a las de tipo VIM la sensibilidad es de un 90% y especificidad
de un 100% finalmente las de tipo IMP tiene una sensibilidad de 84.2% y una especificidad del

100%.
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Las ventajas de las pruebas inmunocromatograficas es su rapidez y como podemos
observar la especificidad en todas las clases de carbapenemasas es de un 100% (MacDonald y

Chibabhai, 2019).

F. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Puede identificar genes que codifican
carbapenemasas. Es bastante especifico, pero no puede encontrar nuevos genes de resistencia, por
lo que no es muy util. Una metodologia cualitativa automatizada en tiempo real desarrollada para
la deteccidén de los genes carbapenemasa blaVIM/blaIMP blakKPC, blaNDM, y blaOXA-48
utilizando cepas previamente aisladas, la version en cartucho Xpert® Carba-R es una version

simplificada de la PCR convencional.
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I11. METODO

3.1. Tipo de investigacion

La investigacion era un estudio transversal que utilizaba un método cuantitativo y un disefio
no experimental, retrospectivo y descriptivo; esto significaba que solo analizariamos los factores

ambientales una vez (Hernandez, 2018).

3.2. Ambito temporal y espacial
La presente investigacion se realizé en octubre y noviembre de 2023 en el Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

(INEN). La institucion esté ubicada en la Avenida Angamos 2520 en la zona de Surquillo de Lima.

3.3. Variables
Tabla 1l

Operacionalizacion de variables

Variables Definicion conceptual Definicion operacional Dimensioén Indicador Escala de
medicion
- Método Técnica de Técnica de deteccién de Presencia/Ausencia categorico
rapi ién rbapenemasas a partir .
ap dp_ deteccio de  carbap P Concordancia
modificado carbapenemasas que de botellas de
para la utiliza un enfoque hemocultivos. Sensibilidad
deteccion de  modificado para Especificidad
carbapenema obtener resultados
sas rapidos.
Proceso de

identificacion  de

enzimas Resultados positivo o Tipo de

carbapenemasas negativo para la presencia carbapenemasa
- Deteccién  responsables de la de carbapenemasas.
de resistencia a NDM, VIM,
carbapenema antibi6ticos OXA48, IMP

Sas

carbapenemicos.

KPC
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3.4. Poblacién y muestra

3.4.1. Poblacion

La poblacion estuvo compuesta por cepas bacilos Gram negativos con mecanismos de
resistencia a Carbapenémicos del cepario del laboratorio de microbiologia, ubicado en la
conservadora de -20 °C, estan fueron recolectadas de cultivos positivos de pacientes atendidos por
la institucidon en el periodo 2018 al 2022. Estas cepas cuya resistencia fueron confirmadas por los
algoritmos que el laboratorio posee como es una sensibilidad el automatizada en el equipo BD
Phoenix 100TM bajo criterios CLSI y sus genes de resistencia fueron confirmados por el método

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando los cartuchos de genxpert.

3.4.2. Muestra
La muestra fue de 75 cepas, 45 productoras de carbapenemasas (2 fueron IMP, 13 fueron
del tipo KPC, 2 del tipo OXA - 48, 1 del tipo VIM y 27 del tipo NDM). Los otros 30 aislamientos

no eran poseedores de ninguno de estos genes.

3.4.3. Muestreo

Se realiz6 un muestreo de tipo no probabilistico por conveniencia.

A. Criterios de inclusién. Aislamientos del cepario del laboratorio de microbiologia del
INEN en el periodo 2018 al 2022 de bacilos Gram negativos con mecanismo de resistencia a
carbapenemicos confirmados por PCR y que tengan resultados de prueba inmunocromatografica.

B. Criterios de exclusion. Aislamientos que no tenian viabilidad , otros aislamientos que

no posean resultados de genexpert y de la prueba inmunocromatogréafica.
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3.5. Instrumentos
La técnica de estudio fue la observacion mientras que el instrumento que se utilizé fue una

FICHA AD HOC de recoleccion de datos (Anexo A).

3.6. Procedimientos

Se recolectaron 75 muestras, 45 cepas con presencia de mecanismos de resistencia tipo
OXA-48, NDM, KPC, VIM, IMP y 30 cepas negativas a este tipo de resistencia los cuales se
encuentran a -80 C en la congeladora del laboratorio de microbiologia del INEN. Para la
confirmacion del tipo de carbapenemasa estas cepas ya tenian la informacion
inmunocromatografica y de PCR a tiempo real utilizando el sistema comercial Xpert® Carba-R
(Cepheid).

El procedimiento que se realizd en el presente estudio fue el de reactivacion en agar sangre
e incubados a 37 °C por 24 horas. El siguiente paso sera hacer una suspension 0.5 Mac Farland en
solucion salina, este paso es leido por el nefelometro BD PhoenixSpec. Después se hace la
inoculacion de botellas de hemocultivos haciendo una dilucién de 1:1000 de la primera suspension
e inoculando la botella con 10 ul de esta en frascos de hemocultivo BD Bactec Plus Aerobic de
pacientes cuyos hemocultivos fueron monitorizados por 5 dias y con resultado negativo. Los
frascos se insertaron en un sistema de hemocultivo automatizado (BD) Bactec FX; una vez que las
botellas indiquen la positividad, se alicuotd 1ml de muestra de la botella mas 500ul de agua
destilada para romper los hematies en un vial y lo centrifugamos a 13000 g por 1 minuto,
decantamos el sobrenadante y con un 1ml de agua destilada realizamos agitacién manual volvemos
a centrifugar. Una vez obtenido el sedimento, se procede a utilizar el pellet de la muestra y

suspendemos en el buffer de la prueba tal como dice el inserto de la prueba inmunocromatografica,
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con 12 gotas del tampon y procedemos a mezclar y echar 3 gotas en cada cassette RESIST-5
O.K.N.V. K-SeT (Coris BioConcept, Gembloux, Belgium). Para ver las lineas de la prueba solo
es considerado lo que marca dentro de los 15 minutos posteriores.

Se referenciara como “método comparador” para la evaluacion de concordancia a los
resultados ya obtenidos por el método de manera convencional. Se usaran las fichas de recoleccion
de datos para este fin. Para los resultados de sensibilidad y especificidad diagnostica se compararan

con los resultados de las cepas confirmadas por PCR.

3.7. Analisis de datos

Se utilizé el programa estadistico SPSS version 25 para calcular el indice Kappa de Cohen,
evaluando la concordancia entre el método rapido modificado y el método convencional. Ademas,
se emplearon Excel 2010 y tablas 2x2 para evaluar la sensibilidad y especificidad diagndsticas de

la prueba considerada.

3.8. Consideraciones éticas

El presente estudio no requirié consentimiento informado, ya que utilizamos aislados de
una base de datos mantenida por el depoésito del laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional
de Enfermedades Neoplasicas. La informacion, incluidos los nombres y los registros de los
pacientes, se codificd. La Asociacion Médica Mundial ha publicado la Declaracion de Helsinki
como marco sugerido de principios éticos para orientar a las personas que participan en

investigaciones médicas en seres humanos (Asociacion Médica Mundial, 2008).
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IV. RESULTADOS

Con un total de 75 aislamientos de bacterias Gram Negativas tipificadas molecularmente
fueron incluidos en el estudio (Tabla 2). De los 45 aislamientos productoras de carbapenemasas,
2 fueron IMP, 13 fueron del tipo KPC, 2 del tipo OXA - 48, 1 del tipo VIM y 27 del tipo NDM.

Los otros 30 aislamientos no eran poseedores de ninguno de los genes de carbapenemasas.

Tabla 2

Cepas utilizadas en el estudio (n=75)

Aislamiento Cantidad Fuente Metodologia Gen
Pseudomona aeruginosa 2 INEN PCR Bla IMP
Pseudomona aeruginosa 5 INEN PCR Bla KPC
Pseudomona aeruginosa 1 INEN PCR Bla VIM

Klebsiella pneumoniae 2 INEN PCR Bla OXA-48
Klebsiella pneumoniae 7 INEN PCR Bla KPC
Klebsiella pneumoniae 21 INEN PCR Bla NDM
Escherichia coli 6 INEN PCR Bla NDM
Klebsiella oxytoca 1 INEN PCR Bla KPC
Pseudomona aeruginosa 20 INEN PCR
Klebsiella pneumoniae 10 INEN PCR

En la tabla se detallan las cepas usadas para el estudio donde se puede observar que se
usaron cepas que tenian los genes de resistencia a las carbapenemasas y las muestras de controles
negativos que no las tenian para realizar los calculos de concordancia y los porcentajes de

sensibilidad y especificidad analitica.
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Figura 1

Distribucion de las cepas que participaron en este estudio

Carbapenemasas

13; 29% W KPC
= NDM

m OXA 48
VIM
u IMP

27; 60%

En la figura 1 se puede apreciar la distribucién de las cepas portadoras de carbapenemasas
que participaron en este estudio siendo las de mayor porcentaje las de tipo NDM seguidas por las
KPC.

Tabla 3

Resultados de las los métodos convencionales, prueba rapiday PCR

Identificacion Método convencional Método rapido PCR
1 PAE VIM VIM VIM
2 KPN OXA-48 OXA-48 OXA-48
3 KPN OXA-48 OXA-48 OXA-48
4 ECO NDM NDM NDM
5 ECO NDM NDM NDM
6 ECO NDM NDM NDM
7 ECO NDM NDM NDM
8 ECO NDM NDM NDM
9 ECO NDM NDM NDM



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
KOX
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
PAE

KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
IMP
IMP
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
NO DETECTADO

KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
NO DETECTADO
NO DETECTADO
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
NO DETECTADO

KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
IMP
IMP
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
KPC
NO DETECTADO
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47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
PAE
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN
KPN

NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO

NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO

NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO
NO DETECTADO

estudio, dandonos
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En la presente tabla se presentan los resultados de cada una de las cepas del presente

la

informacion de

los genes detectados por PCR, y la prueba

inmunocromatografica tanto de la forma convencional como del método rapido modificado puesto

a evaluacion.
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Figura 2

Comparacion de métodos para la deteccion de tipo de carbapenemasa

Métodos usados para la comparacion del método

rapido
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30
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15
10

5

0 - - —

KPC NDM OXA-48 IMP VIM NEGATIVOS

m METODO CONVENCIONAL ~ m METODO RAPIDO PCR

La figura 2 nos muestra la comparacion de los métodos de método convencional, la prueba
de PCR y el método rapido que estamos evaluando, a simple vista podemos observar que la

comparacion llega casi al 100 %.

Tabla 4

Determinacion del indice kappa

METODO CONVENCIONAL

NO TOTAL
CARBAPENEMASA CARBAPENEMASA
Concuerdan (a) Discordancia (b) a+b
METODO CARBAPENEMASA d
- . . C +
RAPIDO NO CARBAPENEMASA Discordancia (c) Concuerdan (d)
Total de Total de negativas a Total de
carbapenemasas carbapenemasas pruebas

En una tabla se ponen las variables para evaluar la concordancia y asi poder responder a
nuestra pregunta, calcularemos el valor del indice de Kappa. Remplazando las variables tenemos

la siguiente tabla:
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METODO COMPARADOR
TOTAL
CARBAPENEMASA NO CARBAPENEMASA
METODO A CARBAPENEMASA 43 0 43
COMPARAR NO CARBAPENEMASA 2 30 2
45 30 75

Nuestra primera pregunta de investigacion fue ;cual es la concordancia del método rapido
modificado con el método convencional de deteccion de carbapenemasas en hemocultivos?

El indice de Kappa calculado es de 0.94 con ello podemos afirmar que existe una buena
concordancia entre el método rapido modificado y el método convencional “Método comparador”.
Siendo esta la respuesta a nuestra primera pregunta de investigacion.

Para la evaluacion de los datos obtenidos también hallamos los porcentajes de acuerdos
positivos, negativos y generales. Teniendo como resultados la siguiente data:
¢Cudl es la sensibilidad diagnoéstica del método rapido modificado para la deteccion de
carbapenemasas en hemocultivos?

PAP=[a/(a+c)] *100

Acuerdos positivos: 95.6 % = sensibilidad diagnostica

¢Cudl es la especificidad diagnéstica del método rapido modificado para la deteccién de
carbapenemasas en hemocultivos?

PAN =[d /b +d))] * 100

Acuerdos negativos: 100 % = especificidad diagnostica

PAG =[(a+d)/n]* 100

Acuerdo general: 97.3%
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V. DISCUSION

Segun los resultados de Hamprecht et al. (2018), y usando su protocolo coinciden los
valores de especificidad diagnostica, los de sensibilidad en forma global varian ya que en su
estudio no se hallaron cepas productoras de IMP. En el presente estudio tuvimos la presencia de 2
casos pero no fueron detectados por la prueba en evaluacion.

Los mismos resultados fueron encontrados en el estudio de Bodendoerfer et al. (2019)
donde la sensibilidad y especificidad fueron del 100% en este estudio si se tuvieron 3 cepas de
IMP.

En el estudio de Song et al. (2019), los resultados de sensibilidad fueron del 97% y de
especificidad del 100% ya que hubo problemas en la determinacion de una Klebsiella pneumoniae
con carbapenemasa tipo NDM.

En el estudio de Cointe et al. (2018), las pruebas del método rapido fueron directa sin tratar
la muestra, no hubo visualizacion de la positividad o fue muy débil de las carbapenemasas del tipo
NDM y VIM por lo que sugieren una incubacion de 4 horas mas para su observacion.

Como se ha podido evidenciar con la literatura usada como referencia para este estudio la
importancia en la determinacion del tipo de carbapenemasa esta en el tratamiento correcto y
oportuno ya que una sepsis es mortal y la probabilidad de vida disminuye al paso de las horas sin
tratamiento adecuado, ademas de aislar al paciente debido a que las carbapanemasas son un
problema a nivel hospitalario. La PCR es el método gold standard y es mas confiable pero es caro
y de dificil acceso, la prueba de flujo lateral o de inmunocromatografia es la alternativa, con muy
buenos valores de sensibilidad y especificidad. En los resultados presentados concuerdan con todos

los estudios realizados.
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VI. CONCLUSIONES

6.1. Existen varias evaluaciones para poder validar una prueba clinica en este trabajo de
investigacion nos hemos concentrado en la evaluacion de acuerdos, en el cual se compara los
resultados de la prueba a evaluar frente a la prueba convencional existe un buen porcentaje de

concordancia entre ambos métodos la prueba rapida convencional y la prueba rapida modificada.

6.2. Los resultados como la literatura ya lo mencionaban son buenos, la concordancia obtenida

atreves del indice kappa es de 0.94. lo cuan nos indica que existe una buena eficiencia de la prueba.

6.3. Siguiendo con la evaluacion del Método rapido modificado la prueba muestra un buen grado
de desempefio y esto lo podemos deducir por los valores calculados de acuerdos positivos que al
ser comparados con el método Gold estandar se convierte en la sensibilidad diagnostica que es
95.6% y el valor de los acuerdos negativos se convierte en la especificidad diagnostica en este caso

llegando al 100%.

6.4. EI método rapido modificado es sensible y especifico para la deteccion de carbapenemasas en
bacilos Gram negativos en muestras de hemocultivos. Y este puede ser, un buen reemplazo a los

métodos convencionales como es el método convencional.
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VIil. RECOMENDACIONES

7.1. El tener mas pruebas rapidas para el diagnéstico favorece enormemente la sobrevida del
paciente en el caso de una sepsis y el uso de los recursos en el laboratorio clinico, deben existir

mas iniciativas para posteriores estudios.

7.2. Este estudio se ha basado en las carbapenemasas mas comunes en nuestro medio y durante un
determinado lapso de tiempo, es importante realizar la vigilancia epidemioldgica para ver qué tipo
de cepas estdn rondando en nuestro pais, por lo que es importante la data de los hospitales

nacionales, ya que no existe muchas publicaciones a nivel nacional.

7.3. Este tipo de evaluacion es de correlacion y nos ha servido para determinar la eficiencia,
sensibilidad y especificidad de una prueba, pero existen mas pruebas para poder validar una prueba

diagnostica como el limite de deteccion y los estudios de reactividad cruzada.

7.4. Es importante seguir investigando e indagando en nuevas alternativas que puedan disminuir
el tiempo de reporte de los hemocultivos positivos para asi poder frenar la alta tasa de mortalidad
de bacteriemias con el uso de un tratamiento correcto, eficaz y oportuno, sobretodo en pacientes

inmunosuprimidos.
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IX. ANEXOS

Anexo A. Instrumento de recolecciéon de datos

Ficha de resultados usando el meétodo rédpido modificado para la deteccion de
carbapenemasas en hemocultivos

Fecha: [/ [/ ID cepa:

MBL : () Negativo

( ) Positivo

OXA-48: () Negativo

( ) Positivo
KPC: () Negativo
( ) Positivo
NDM: () Negativo
( ) Positivo
VIM: () Negativo

() Positivo
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Anexo B. Pretratamiento de las muestras de hemocultivo

Procedimiento del método rapido modificado para la deteccion de carbapenemasas en
hemocultivos

i
Ll

A. Se toma 1ml de la botella de hemocultivo y se alicuota en un vial y se agrega 500 ul de

agua destilada para romper los hematies, se centrifuga a 13000g por 1 minuto, se decanta el
sobrenadante.

B. Se vuelve a centrifugar con 1ml de agua destilada y se decanta el sobrenadante.

C. Se trabaja con el pellet.

D. Se procede segun el inserto del casete RESIST-4 O.K.N.V. K-SeT (Coris BioConcept,

Gembloux, Belgium). Con las 12 gotas del lisante del reactivo y se procede a echar 3 gotas en cada
casete.
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Anexo C. Fotografias de los procedimientos trabajados

I0T0(17)220708(10)45455F2115

Pruebas de flujo lateral para la deteccién de
carbapenemasas, visualizacion de

reacciones positivas segun controles.

Pellet, el cual se resuspende con buffer del mismo kit para realizar

la corrida.

Visualizacion de la lectura con el método rapido modificado
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