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tablas.

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

Parametro Intervalo de confianza 95%

Valor (%)

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

>> Figura 4. Resultados de la prueba de
biologiamolecular (PCR mdiltiple)yla prueba
Tridimensional (THT)
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>>> DISCUSION

El mecanismo de accidn de los carbape-
némicos es similar al de otros betalactamicos, con
algunas particularidades que les permiten un
espectro mas amplio y mayor estabilidad a la
actividad hidrolitica en bacterias Gram negativas.
En enterobacterias la resistencia se debe con mas
frecuencia a la produccién de carbapenemasas y
en menor proporcion a la modificacién en la
afinidad de la PBPs, disminucién de la permea-
bilidad de lamembrana externay/o la presencia de
bombas de expulsién.” En Pseudomonas aerugi-
nosa son mas frecuentes los mecanismos intrin-
secos por disminucién de la permeabilidad,
presencia de bombas de expulsidn y sobreexpre-
siéon de enzimas modificadoras. La resistencia
adquirida ocurre por carbapenemasas y/o beta-
lactamasas de espectro extendido.(19)
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En Acinetobacter baumannii presenta con
mayor frecuenta betalactamasas de la Clase D
(oxacilinasas), seguido de bombas de expulsién'y
modifica- cién de porinas (20) este mecanismo en
527 de 1274 (41,4%), seguido de KPCen 276 (21,7%) y
en tercer lugar la combinacién de VIM+KPC en 81
(6,4%) y en un estudio de Ocampo y col encon-
traron bla,, en 14 aislamientos de Pseudo-monas
aeruginosa de los cuales 9 fueron positivas por
THT, consresultados falsos negativos.

En este estudio, la prueba THT presentd
concordancia del 0,91 (1€C95% 0,78 a 1,00) frente a
PCR multiple en BGNNF al detectar 13 de 14 cepas
productoras de CPM y unresultado falso negativo.
En contraste en el estudio de Ocampo-Rios,
realizado en aislamientos de Pseudomonas aeru-
ginosa: de 20 productoras de CPM confirma-das
por PCR multiple, la prueba 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 colaboradores, de un total de 151 aislamientos
de Pseudomonas aeruginosa detectaron genes de
resistenciabla,,.o0 bla,,,enLos métodos fenotipicos
para deteccién 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 atencidn se ha centrado en las pruebas de
hidrdlisis de carbapenémicos tales como Carba NP
y suversion comercial mas reciente: Rapidec Carba
NP™ (bioMérieux Clinical Diagnostics - Marcy
L’Etoile France), cuyos resultados dependientes
del cambio de color de lareaccién, pueden generar
dificultades en la interpretaciéon, ademas se han
reportado limitaciones para deteccidon de enzimas
tipo OXAy GES(21)

El mayor potencial para pruebas como
THT puede estar en la deteccién de carbapene-
masas en BGNNF. Este tipo de bacterias repre-
sentan una creciente amenaza en la regioén, en
especial Acinetobacter baumannii y Pseudo-monas
aeruginosa. En el primero el INS reporté una alta
proporcion de aislamientos no sensibles a carba-




penémicos, 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%) 28, de los cuales 26 fueron
positivos con la prueba THT, con resultados de
Sensibilidad del 100% (1C95% 84-100), y Especi-
ficidad del 98,4 (1C95%: 93,8 299,7).(9,10,22)

Aunque en la literatura se han evaluado
diferentes métodos fenotipicos en comparacion
con la deteccidn de genes de resistencia y técnicas
de secuenciacién (métodos molecula- res) para
BGN, tanto enterobacterias como BGNNF, con el
propdsito de formular recomendaciones; los
resultados sugieren que no existe un método
fenotipico con potencial para detectar todos los
tipos de CPM documentadas hasta el momen-

to.(24,25)

En el caso particular de las enterobacte-
rias el reto mds importante es el riesgo de presen-

Cia 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 enlos programas de vigilanciay
ser la fuente de diseminacidn, incluso si se contara
con pruebas moleculares en formato de PCR
multiple, cuya limitacién es la incapacidad de
detectar bacterias con nuevas mutaciones(26)

Este hallazgo también se ha observado en
Escherichia coli productoramediadas por genes
tipo bla (22) En este estudio elde KPC y OXA-48,
segun lo reportado por investigadores delOXA-
23+0XA-51100% de los aislamientos de Acineto-
bacter baumanii presentd resistencia a carbape-
némicos, mediada por carbapenamasas tipo bla,,,
seoxas, D€SAe €1 2000 se ha reportado la produccion
de oxacilinasas (enzimas del grupo D de Ambler)
como principal responsable de la resistencia a los
carbapenémicos en Acinetobacter baumanii,
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desafortunadamente una limitacién de diferentes
métodos fenotipicos es su baja sensibilidad parala
deteccidon de enzimas de este tipo(23) lo cual
aumenta el riesgo de diseminacion y presentacion
de brotes. En el presente estudio en método THT
detectd todos los ais- lamientos de Acinetobacter
baumanii que eran portadores de 5™ ™ ""OXA-
23+0XA-51.

La presencia de carbapenemasas en
Colombia, en Pseudomonas aeruginosa, segun los
resultados de diferentes estudios se debe en
primer lugar a genes tipo bla,,. El INS reporté
Laboratorio de Salud Publica de Ontario (Canadd),
entre 14 a 20% de enterobacterias productoras de
carbapenemasas se observan resultados con MIC
clinico en el rango sensible (27).El panorama de la
deteccidon de resistencia en los bacilos Gram
negativos no fermentadores presenta dificultades
aun no resueltas, en primer lugar porque la
mayoria de métodos fenotipicos disponibles no
han sido recomendados en forma explicita en las
guias CLSI para deteccidn de carbapenemasas, en
segundo lugar porque incluso métodos comer-
ciales mas recientes, tales como Rapidec-Carba
pueden presentar falsos negativos en aislamientos
de Acinetobacter baumannii con enzimas tipo
OXA-48, 0XA-23y OXA-24,”0 elmétodo Carba NP,
en el que también se reportan falsos negativos en
carbapenemasas tipo VIM y KPC en cepas con
fenotipo hipermucoide de Pseudomonas aeru-
ginosa.” En este ultimo germen se ha docu-
mentado también la amplia diversidad de mecanis-
mos de resistencia diferentes a la produccion de
carbapenemasas como causa de resultados
discrepantesfrente a pruebas mole-culares.

Lo antes expuesto, sugiere falta de acuer-
do 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 carbapene-
masas solo en laboratorios especializados, debido
a sumayor costo y a las dificultades del sistema de
salud vigente. En este contexto las pruebas feno-
tipicas con buen desempefo frente a los métodos
moleculares, y con caracteristicas como el costo
menor e implementacion simple, pueden ser una
opcion para la contencidn de la disemina-cion de
resistencia.
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En conclusion, dado que la prueba THT
presentd buen desempefio para deteccion de
CPM, tanto en enterobacterias como en BGNNF,
en comparaciéon con la prueba PCR multiple;
puede ser una alternativa en laboratorios de
microbiologia no especializados, dado su bajo
costo y facil implementaciéon por la similitud
técnica con el test de Hodge modificado utilizado
de rutina por la mayoria de laboratorios, con la
diferencia de la inoculacién del extracto bacte-
riano en vez de la siembra directa de las colonias.
Enel presente estudio se prepard el extracto conel
mismo buffer de extraccién 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 materiales 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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