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EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La aparicion y diseminacion de enterobacterias resistentes a
carbapenémicos, constituye uno de los desafios mas criticos para la salud
publica en nuestro pais y a nivel global, produciendo alto riesgo y
complicacion en los tratamientos clinicos que a menudo terminan en fracaso
(1).

La OMS ha implantado distintas estrategias para abordar esta problematica
(2). El aumento de carbapenemasas se convirtio en un desafio para los
laboratorios de microbiologias ya que la deteccion precisa y diferenciacion de
los distintos tipos son esenciales controlar su diseminacion entre las
enterobacterias.

En la dultima década se implementd diversas técnicas fenotipicas,
moleculares y protedmicos para orientacion e identificacion de
carbapenemasas (3).

La primera revision de carbapenemasas reportadas en el Peru concluy6 que
en nuestro pais circulan toda clase de estas enzimas (4), Ademas se observé
que en los hospitales de nuestro pais y con mayor frecuencia en la capital
hay un incremento significativo de enterobacterias con el fenotipo OXA-48iike
lo que complica la deteccidn, caracterizados por su resistencia a penicilinas,
tiene una susceptibilidad disminuida a cefalosporinas de espectro extendido
y a subes inhibe parcialmente al imipenen, (5).

El presente estudio tiene como objetivo principal dar a conocer los métodos de
deteccion fenotipica e Inmucromatografica utilizados para el diagndstico de

OXA-48iike, en cultivos microbioldgicos, en un Hospital de Nivel 1ll-1 de Lima.



1.2. Formulacion del problema

1.2.1

1.2.2

Problema General

¢Cual es la validez diagnostica de los métodos fenotipicos e
inmunocromatografia para la identificacion de OXA-48iike, en cultivos

microbiolégicos en un Hospital de Nivel IlI-1, Lima 20247

Problemas especificos

¢ Cual es la frecuencia de bacterias productoras OXA-48iie, en cultivos

microbiolégicos, Hospital de Nivel IlI-1, Lima 20247

¢ Cuales son las especies bacterianas identificadas con el fenotipo de
resistencia OXA-48iie, en cultivos microbioldgicos, Hospital de Nivel llI-
1, Lima 20247

Cual es la sensibilidad de los métodos fenotipicos en comparaciéon con
la inmunocromatografia en la identificacién de microorganismos con el
fenotipo OXA-48iike, Hospital de Nivel 1lI-1, Lima 20247

Cual es la especificidad de los métodos fenotipicos en comparacion con
la inmunocromatografia en la identificacién de microorganismos con el
fenotipo OXA-48iike, Hospital de Nivel IlI-1, Lima 20247



1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

e Determinar la validez diagnostica de los métodos fenotipicos e
inmunocromatografia para la identificacion de OXA-48iike, €n cultivos

microbiologicos en un Hospital de Nivel 1ll-1, Lima 2024

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar la frecuencia de bacterias productoras OXA-48iike, €n

cultivos microbiologicos, Hospital de Nivel 1ll-1, Lima 2024.

e Determinar las especies bacterianas identificadas con el fenotipo de
resistencia OXA-48iie, en cultivos microbioldgicos, Hospital de Nivel llI-
1, Lima 2024.

e Determinar la sensibilidad de los métodos fenotipicos con la
inmunocromatografia en la identificacién de microorganismos con el
fenotipo OXA-48iike, Hospital de Nivel IlI-1, Lima 2024.

e Determinar la especificidad de los métodos fenotipicos en comparacion
con la inmunocromatografia en la identificacién de microorganismos
con el fenotipo OXA-48iike, Hospital de Nivel IlI-1, Lima 2024.



1.4. Justificacion de la investigacion
1.4.1 Tedrica

El aumento continuo de enterobacterias productoras de carbapenemasas se
ha convertido en una amenaza considerable para la salud mundial (6), en
nuestro pais la situacion epidemiologica de estas carbapenemasas es poco
conocida, ya que existes escasos hospitales e institutos de investigacion que
realicen estos analisis, lo refleja las pocas publicaciones sobre esta
problematica (7). Por ello es esencial evaluar e implementar distintos
métodos fenotipicos y de inmunocromatografia, para poder identificar los
distintos tipos de carbapenemasas mas frecuentes, lo que ayudara a

controlar su propagacion (8).

1.4.2 Metodoloégica

La deteccién y diferenciacién de los distintos tipos de carbapenemasas es
esencial para controlar y prevenir la diseminacién de los mecanismos de
resistencias de estas enterobacterias (9). Los métodos fenotipicos nos
permiten observar la sensibilidad reducida a los carbapenémicos el cual se
confirma mediante el Test de Hodge modificado, sin embargo, este método
no distingue los distintos tipos de carbapenemasas y podrian arrojar falso
positivo en cepas que presentan hiperproduccién de AmpC y perdida de
porinas (10). Entre otras pruebas sencillas y seguras se encuentra el Carba
NP que es un ensayo bioquimico que presenta limitaciones para la
identificacion de OXA-48, por otro lado, existen pruebas de inhibicién con
discos de acido fenilbordnico, dipicolinico o EDTA (11). Aunque los métodos
moleculares siguen siendo el estandar de oro, también presentan ciertas
limitaciones ya que no identifican la variante OXA-48, son relativamente
costosos y requieren personal especializado y de laboratorios adecuados.
Como alternativa tenemos los métodos inmunocromatograficos que ofrecen

una deteccion rapida a partir de colonias aisladas.



1.4.3 Practica

Dado los objetivos del presente estudio que se basa en demostrar la validez
diagnostica de los métodos fenotipicos e inmunocromatografia para la
identificacién de OXA-48iike, €n cultivos microbioldgicos en un Hospital de Nivel
[1I-1, en relacion con las especies identificadas con el fenotipo, la frecuencia
de bacterias productoras OXA-48iike, €n cultivos microbioldgicos, comparando
la sensibilidad y especificidad de los métodos fenotipicos con la
inmunocromatografia en la identificacion de microorganismos con el fenotipo
OXA-48ike, Se obtendra informacién conjunta sobre la resistencia de
Carbapenemes, la especificidad de los métodos fenotipicos e
inmunocromatograficos para la identificacion de las diferentes

carbapenemasas.

1.5. Delimitaciones de la investigaciéon
1.5.1 Temporal

El presente estudio “Métodos de Deteccidon Fenotipica e Inmucromatografica
para el Diagnostico de OXA-48iie, en Cultivos Microbioldgicos en un Hospital
de Nivel lll-1 de Lima, 2024”.

Estara comprendido dentro del periodo:

Fecha de inicio: 01 de octubre del 2024
Fecha de término: 31 de diciembre del 2024

1.5.2 Espacial

El estudio, “Métodos de Deteccidon Fenotipica e Inmucromatografica para el
Diagnostico de OXA-48iie, en Cultivos Microbioldgicos en un Hospital de Nivel
[lI-1 de Lima, 2024”. Se realizara en un Hospital de Nivel lll-1 de Lima

metropolitana.



1.5.3 Recursos

El presente estudio es autofinanciado



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Norah, et al., (2025). Publicaron su estudio “Elucidacion de los mecanismos
de resistencia y el patrén de unidn de los nuevos inhibidores covalentes de
las carbapenemasas tipo Oxa-48: un enfoque hibrido experimental e in
silico”. La investigacion tuvo como objetivo desarrollar inhibidores covalentes
de las carbapenemasas OXA-48 (de tipo salvaje y mutante) utilizando una
combinacion de acoplamiento molecular y simulacion de dinamica molecular
(MD) basadas en productos naturales de la base de datos ZNINC20. Estudio
descriptivo, que esta en desarrollo actualmente, donde se examiné 7800
muestras de tres hospitales, 353 muestras positivas a Klebsiella pneumoniae,
resistentes a SXT, AMP, FEP CTX, CIP, TET, MEM e IPM, mientras que los
antibidticos efectivos fueron TGC, FOS, FOX, SCF y TZP. Los resultados
fueron los siguientes, La secuenciacion y el analisis mutacional del gen OXA-
48 permitieron identificar 45 mutaciones puntuales. Estas mutaciones pueden
contribuir a la disminucién de la afinidad por los antibidticos y causar
resistencia. Conclusion, Varias vacunas potenciales se encuentran en las
etapas preclinicas y clinicas de desarrollo. Los cuales se dirigen al
polisacarido de la capsula de K. pneumoniae, el principal factor de virulencia
mas importante del patdégeno. Por otro lado, aun estan por determinarse la
eficacia de estas vacunas contra las cepas hipervirulentas y resistentes a
carbapenémicos.

Parreino, et al., (2023), realizo su estudio "Evaluacion de dos técnicas
fenotipicas y un panel molecular multiplex comercial para la deteccion de
diferentes carbapenemasas”. El propdsito de la investigacion fue comparar
las técnicas fenotipicas, Test inmunocromatograficos frente a una técnica
genotipica. Se empleo una metodologia descriptiva observacional, se
analizaron 106 con los diferentes métodos, teniendo como Gold Estandar una
técnica RT-PCR multiplex. Los resultados mostraron que las tres técnicas

superaron el 90% de sensibilidad, con respecto a la diferenciacion de



carbapenemasas mostraron diferentes porcentajes de identificacidon, los
discos de inhibicion presentaron una especificidad 62% para OXA-48, el test
inmunocromatografico mostré una sensibilidad de 93% para metalo tipo NDM
y para OXA-48 de 95%. Mientras que para la técnica genotipica la
sensibilidad fue del 100%. Se concluye, que el test inmunocromatografico, se
destaca por ser sencilla, rapida y econdmica posicionandola como una

opcidn para el screening.

Araya, et al.,, (2022), Chile. Publicaron un estudio enfocado en la
Caracterizacion fenotipica y molecular de cepas de Klebsiella pneumoniae
productores de carbapenemasas tipo OXA-48 que circulan en el pais. El
objetivo fue determinar los perfiles fenotipicos, genotipicos y su
susceptibilidad antimicrobiana de 16 cepas. Para ello se empled el estudio
descriptivo, las muestras se analizaron mediante técnicas tradicionales,
automatizadas, colorimétricas, inmunocromatograficas y moleculares. Los
resultados obtenidos fueron, presencia del gen bla oxa -4, también se aislo bla
oxa- 232, Observandose resistencia a carbapenémicos como cefalosporinas,
ademas de piperacilina/tazobactam y temocilina. Se concluye, sobre el
primer reporte de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas de
la subfamilia OXA-48, poner en alerta para contener la diseminacion de este

mecanismo de resistencia en otros hospitales.

Jiachi Chiou. Et al., (2021). Publico la “Caracterizacion estructural y
funcional de OXA-48: conocimiento del mecanismo y la base estructural del
reconocimiento y la especificidad del sustrato”. El objetivo de estudio fue
modelar las estructuras complejas de OXA-48 y varias B-lactamas, lo que
permitio identificar y caracterizar los residuos potenciales en el sitio activo
interactuando con varias B-lactamas para dilucidar sus funciones en el
reconocimiento del sustrato de OXA-48. Los resultados identificaron que
cuatro residuos son esenciales para que OXA-48 lleve a cabo la hidrodlisis

catalitica de varias penicilinas y carbapenémicos in vivo como in vitro. Se



concluye que estos hallazgos brindan informacion exhaustiva del mecanismo

de reconocimiento del sustrato y la catalisis de las B-lactamasas de tipo OXA.

Rivera, et al., (2021), Espafa. Realizaron su estudio en Enterobacterias
productoras de carbapenemasas OXA-48 en hospitales espafioles:
realizaron una revision completa sobre la creciente resistencia a los
antimicrobianos. Tuvieron como obijetivo reforzar el conocimiento del uso de
antibidticos, completandolos con medidas preventivas en pacientes
hospitalizados. Estudio observacional descriptivo de corte transversal
retrospectivo, la poblacion de estudio comprendié 86 hospitales espafioles.
Resultados, la enzima mas frecuente fue OXA-48 con un 71.5%, seguida de
(VIM-1 con 25,3%). Por otro lado, la incidencia de colonizacion de CRE en
un hospital de Madrid fue del 2%, el principal patégeno fue K, pneumoniae
(54%) seguida por E. coli (19%), la principal enzima OXA-48 (64%) y VIM-1
(27%). Concluyeron que el principal mecanismo de resistencia fue la OXA-
48.

Mora, et al., (2020), Espana. Publicaron el estudio, “Infecciones asociadas a
enterobacterias productoras de carbapenemasas OXA-48 en pacientes
quirurgicos: consumo de antibidticos y evolucion de sensibilidades”. Tuvo
como objetivo observar como evolucion6 el tratamiento en funcion a la
administracion de antibiéticos en infecciones por enterobacterias productoras
de OXA-48. La metodologia fue un estudio observacional retrospectivo. Su
muestra conformada fueron cultivos positivos de OXA-48 en con junto con
datos clinicos. Se obtuvieron los siguientes resultados tras un estudio de 6
afnos, se registraron 65 pacientes con infecciones asociadas a OXA-48, entre
las edades de 13 a 68 anos, se registraron 66 aislamientos: Klebsiella
pneumoniae, 57 (86,5%); Enterobacter cloacae, 5 (7,6%); Escherichia coli, 3
(4,5%); Morganella morganii, 1 (1,5%). Las infecciones asociadas a OXA-48
se clasificaron segun la fuente principal: IIA 39 (60%), infeccion de herida

quirurgica 16 (24,5%), infeccion de tracto urinario 7 (11%), neumonia 2 (3%),



bacteriemia primaria/bacteriemia asociada a catéter 1 (1,5%). Conclusion,
Klebsiella pneumoniae, es la enterobacteria productora de OXA-48 mas
aislada. Los antibiéticos mas utiles fueron, ceftazidima-avibactam, amikacina,

tigeciclina, meropenem e imipenen.

Hopkins, et al., (2018). Publicaron su estudio “Evaluacion del ensayo
inmunocromatografico multiplex NG-Test CARBA 5 para la deteccién de
carbapenemasas KPC, OXA-48-like, NDM, VIM e IMP”. Su objetivo fue
analizar la sensibilidad y especificidad analitica del ensayo
inmunocromatografico multiplex NG-Test CARBA 5, para las cinco grandes
familias: KPC, OXA-48-like, NDM, VIM e IMP. Se utilizo la metodologia
descriptiva, su poblacion de estudio 197 aislamientos bacterianos. El ensayo
NG-Test CARBA 5 es sencillo de realizar y el procedimiento tomo
aproximadamente 5 minutos por muestra, la lectura se realiza a los 15
minutos, con resultado positivos entre 2 y 6 minutos. Obteniendo los
siguientes resultados, Todas las variantes de los genes KPC, OXA-48-like,
NDMy VIM identificadas se pudieron detectar con el ensayo NG-Test CARBA
5, sin embargo, se observaron problemas con la deteccion IMP y sus

variantes.

2.2. Bases tedricas

Generalidades de las carbapenemasas

Se clasificar segun su enfoque molecular, el sistema Ambler en 3 clases: A,
ByD.

Clase Ay D: serino-betalactamasas (dentro de la clase A se tiene a la KPC
por las siglas en inglés de Klebsiella pneumoniae carbapenemasas, un tipo
de carbapenemasa, aunque su nombre o mencione no solo se presenta en
patdgenos del género Klebsiella).

Clase B: metalobetalactamasas. Se encuentran las carbapenemasas VIM,

(por las siglas en inglés de Verona integron-encoded metallo-B-lactamases),



IMP (por las siglas en inglés de imipenem-hydrolyzing metallo-B-lactamases)
y NDM-1 (por las siglas en inglés de New Delhi metallo-beta-lactamase).
En la clase D se presentan las carbapenemasas de tipo OXA y la OXA-48-

like (oxacilinasas) (12).

2.21 Caracteristicas de OXA-48

Las B -lactamasas de clase D constituyen un grupo de enzimas
presente en enterobacterias y son responsables de la hidrélisis de los
antibidticos B -lactamicos. Dentro de este grupo las serinos de clase D
incluyen las oxacilinasas u OXA-lactamasas, las cuales son resistentes a la
mayoria de los antibidticos B -lactamicos, incluyendo carbapenémicos. Estas
tienen la capacidad de hidrolizar oxacilina de manera mas eficiente que la
bencilpenicilina, lo que las haces mas patdégenas (12). Un rasgo mas notable
de la OXA-48 es su capacidad para degradar una amplia gama de antibiéticos
B -lactamicos. Esto incluye amino, carboxi, ureidopenicilinas y cefalosporinas
de espectro estrecho que puede hidrolizar de manera mas eficiente que las
cefalosporinas de espectro extendido, ademas de penicilinas, la cefalotina y
el imipenem. Esto hace que sea particularmente dificil tratar las infecciones

causadas por bacterias que expresan esta enzima (13).

2.2.2 Epidemiologia molecular de OXA 48

La actual propagacion internacional e interespecies de blaOXA-48
esta impulsada principalmente por el transposdn compuesto Tn1999 y sus
variantes situadas en plasmidos conjugativos IncL similares a pOXA-48a
(14).

2.2.3 Bacterias productoras de OXA-48
Klebsiella pneumoniae la primer OXA-48 descrita, ademas es la
bacteria de distribucién global mas comun relacionada con infecciones

asociadas a la atencion médica (15) (16).



Las B-lactamasas de clase D que hidrolizan carbapenémicos, en particular,
pueden conferir resistencia a los carbapenémicos en los principales
patdgenos gramnegativos como Acinetobacter sp, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter sakasakii, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri,
Citrobacter braakii, Salmonella enterica, Morganella morganii, Providencia
rettgeri, Raoultella planticola, Kluyvera spp., Klebsiella oxytoca y Salmonella

spp., Klebsiella spp. y Enterobacter spp

2.2.4 Distribucion geografica del OXA 48

La OXA-48 es la enzima mas comun a nivel internacional. Se reporto por
primera vez en 2004 a partir de un aislado clinico obtenido en Estambul,
Turquia; responsable de la infeccion del tracto urinario inferior. Por otro lado,
el primer informe de K. pneumoniae con OXA-48 fuera de Turquia se produjo
en Bruselas, Bélgica, en 2010, en donde se encontro el gen OXA-48 situado
en plasmidos similares de 70 kb, recuperados de Turquia, Libano, Egipto,
Francia, Bélgica, el norte de Africa, TUnez y Marruecos. En 2011, aparecieron
informes de Enterobacterias productoras de OXA-48 en Israel, Senegal,
Paises Bajos, Espafia, Irlanda y Eslovenia.

Actualmente, Enterobacterias con OXA-48 tienen una distribucion global, y
se han descrito informes de casos importados y no importados de todos los
continentes excepto la Antartida, incluidas las Américas, y varios paises
europeos y norteamericanos (17).

La prevalencia de esta enzima es una preocupacion importante, debido a que
limita las opciones terapéuticas disponibles para los médicos y aumenta el
riesgo de mortalidad (18).

2.2.5 Deteccion de enterobacterias resistentes a los carbapenémicos
OXA-48
La identificacion de estas CPE se realiza en dos etapas: un proceso

de tamizaje seguido de una prueba de confirmacién fenotipica o genotipica.



Cabe resaltar que en su mayoria estas pruebas diagndsticas se evaluan
contra bacterias que producen OXA-48 y OXA-181 (en menor medida) y, a

menudo, no incluyen otras enzimas similares o de la familia de las OXAs.

a. Técnicas de deteccion.

La prueba inicial resulta sencilla para predecir carbapenemasas en
Enterobacterias. Sin embargo, los productores de tipo OXA-48 a menudo
presentan ligeros aumentos en las CMI del carbapenem, lo que hace que la
estrategia de considerar la no susceptibilidad a los carbapenémicos sea mas
problematica. Reducir los halos de inhibicién de los carbapenémicos mejoro
la sensibilidad en la deteccibn de enterobacterias productoras de
carbapenemasas, pero a la vez disminuyd la especificidad, ya que la
produccion de ESBL o enzimas AmpC combinada con una menor
permeabilidad también pueden generar la no susceptibilidad a estoy
antibidticos.

Para fines epidemioldgicos o de control de infecciones, se recomienda
analizar aquellas cepas que son resistentes a uno 0 mas carbapenémicos.
Con el fin de detectar la presencia de carbapenemasas (CLSI, 2018) (19). El
Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos
(EUCAST) (20), utiliza puntos de corte especificos para identificar
carbapenémicos con fines clinicos. Las ultimas pautas de EUCAST (tablas
de puntos de corte version 9.0, 2019 (EUCAST, 2019) (20), y pautas sobre
deteccion de mecanismos de resistencia version 2.0, 2017 (EUCAST, 2017)
(21), establecen lo siguiente: Enterobacterias con CMI de meropenem de
0,125 g/ml o diametro de <25 mm deben evaluadas con el fin de detectar la
produccion de carbapenemasas. Por otro lado, los aislamientos con halos de
meropenem de 25 y 27 mm deben someterse a un analisis para detectar
carbapenemasas si presentan resistencia a piperacilina-tazobactam con un
diametro <= 15 mm y/o temociclina < 11 mm (EUCAS, 2017) (21).

Al utilizar el meropenem de 10 g/ml como agente para la deteccion, se pudo

capturar el 86% de carbapenemasas, incluyendo solo el 40% de los



productores de tipo OXA-48, mientras que Ila aplicacion de las
recomendaciones de EUCAST detecto el 98,4% de los aislamientos de CPE,
incluyendo el 93% de los productores de OXA-48 (22).

El principal desafio para la deteccion exitosa de CPE radica en la variabilidad
de los resultados obtenidos mediante las plataformas automatizadas. Un
estudio nérdico multicéntrico encontrd variaciones significativas en las CMI
del carbapenem entre los CPE que incluian productores de OXA-48 y OXA-
181 (23), mientras que un estudio del Reino Unido mostr6 que los perfiles de
susceptibilidad generados con BD Phoenix, MicroScan y Vitek 2 eran

deficientes en la identificacion de CPE con enzimas parecidas a OXA-48 (24).

b. Métodos de confirmacion fenotipicos

Estos microorganismos se pueden identificar mediante pruebas fenotipicas y
a través de pruebas moleculares. Las pruebas fenotipicas mas usadas son
sinergia basadas en inhibidores, entre ellas tenemos sinergia de doble disco
(DDST) o la prueba de disco combinado (CDT); la prueba Blue carba;
pruebas colorimétricas como la prueba B-CARBA (Bio-Rad, Marne la
Coquette, Francia); el método de inactivacién de carbapenemas (CIM);
pruebas indirectas de carbapenemasas en dispositivos de prueba de papel,;
los inmunoensayos de flujo lateral como el ensayo OXA-48 K-SeT (Coris
Bioconcept, Gembloux, Bélgica), que se han mejorado para detectar
multiples enzimas (p. ej., KPC, NDM o VIM); ensayos electroquimicos como
el BYG Carba; y técnicas basadas en espectrofotometria y espectrometria de
masas en las que se destaca el (MALDI-TOF MS).

Por otro lado, los métodos moleculares abarcan la PCR, incluyendo ensayos
multiplex internos para identificar distintos genes de carbapenemasas,
ensayos comerciales basados en microarrays, sistemas totalmente
automatizados de PCR o técnicas de microarrays y secuenciacion del
genoma mediante la tecnologia de secuenciacion de proxima generacion
(12), (25).



Pruebas de sinergia basadas en inhibidores

Esta técnica tiene la capacidad de inhibir la accién de las
carbapenemasas. El procedimiento consiste en evaluar la
capacidad del carbapenémico tanto en presencia como en
ausencia del inhibidor.

Las pruebas basadas en inhibidores por lo general, aplican
principios de susceptibilidad de disco. Ejemplo, Sinergia de doble
disco [DDST] y prueba de disco combinada [CDT]. Una desventaja

importante es el tiempo de despuesta que oscila entre 18 y 24 hrs.

Kits de discos comerciales:

- MASTDISCS Combi Carba plus (Mast Group Ltd., Merseyside,
Reino Unido).

- Kit de confirmacion KPC/MBL y OXA-48 (Rosco Diagnostica, T
aastrup, Dinamarca).

- Kit de discos KPC&MBL&OXA-48 (Liofilchem, Roseto degli

Abruzzi, Italia).

Investigaciones de metodologias recientes:

e Huang et al. (2014) evaluaron un enfoque vasados en prueba
de disco combinado, en el que se anadié avibactam con una
diferencia de diametro de zona entre los discos de temocilina y
temocilina-avibactam de 5 mm predecir productores de OXA-
48. (Avibactam es un inhibidor de lactamasa no lactamico
desarrollado recientemente) (26).

e Tsakris et al., (2015) desarrollaron un método de verificacién
para OXA-48 que incorporaba discos de imipenem saturados
con EDTA vy discos de EDTA combinados con acido
fenilborénico (PBA) (27).



ii. Prueba de carba NP
La técnica Carba NP (Nordmann y Poirel), implica la incubacion de un
lisado bacteriano en una solucidén que contiene imipenem, sulfato de
zinc y rojo fenol, la presencia de carbapenemasa es evidenciada por
un viraje de color de rojo a naranja o amarillo debido a la hidrolisis del
imipenem. Al observar la publicacion original de Nordmann y Poirel se
evidencio una sensibilidad y especificidad del 100% para la
identificacion de diversas carbapenemasas, incluyendo
Enterobacterias con enzimas similares a OXA-48.
Aplicacion comercial:

e RAPIDEC CARBA NP (bioMérieux)

¢ Neo-Rapid CARB (Rosco Diagnostica)

e Kit Rapid Carb Blue (Rosco Diagnostica)

e El método Carba NP de tira de papel modificado utiliza tiras de

papel de filtro con las soluciones Carba NP vy cultivos

bacterianos.

Investigaciones y metodologias recientes:

> Blue carba, el cual es una modificacion Carba NP desarrollada
en Portugal por Peixe y colegas (2013). Esta prueba empela
azul de bromotimol como indicador, junto con el imipenem y
cilastatina como antibidtico y sustrato, esta técnica se realiza
directamente colonias bacterianas; no obstante, tiene un
rendimiento similar al Carba NP. La sensibilidad para CPE con
KPC y MBL fueron cercanos al 100%, por otro lado, al igual que
el carba NP muestra inconvenientes al tratar con cepas de K.
pneumoniae mucoide y puede arrojar falsos negativos en el
caso de CPE tipo OXA-48 (las sensibilidades varian de 89 a
100%) (28) (29).



iii. Prueba colorimétrica

El método -CARBA (Bio-Rad, Marne la Coquette, Francia), se basa en
la modificacion del color de un sustrato cromogénico, que inicialmente
es incoloro, al entrar en contacto con enzimas hidrolizadoras de
carbapenem, vira de color amarillo a rojo anaranjado o violeta, toda
esta reaccion se lleva a cabo en 30 min a temperatura ambiente,
indicando la presencia de actividad hidrolizante de carbapenem. La
sensibilidad y especificidad generales del método-CARBA para la
deteccion de CPE son 85,1 % y 92,7 %, respectivamente. Nota, una
incubacion extendida a 1 hora permite la identificacion adicional de
algunas variantes de OXA-48 (30).

iv. Método de inactivacion de carbapenémicos

Consiste en la incubacién inicial durante 2 hrs. Se resuspende una
asada 10 pyL de la cepa en el tubo con caldo soya tripticasa y
homogenizar la muestra afnadir el disco de meropenem (Van der
Zwaluw et al., 2015). El disco de meropenem se coloca luego en una
placa de agar inoculada con una bacteria indicadora de E. coli
susceptible y se incuba durante 8 h. Si hay una carbapenemasa
presente, la actividad del disco de meropenem se inactivara, lo que
permitira el crecimiento sin inhibiciones de la E. coli susceptible. Las
ventajas del método de inactivacion de carbapenémicos incluyeron la
rentabilidad, la facilidad de realizacion y la disponibilidad de reactivos
en la mayoria de los laboratorios.

Una evaluacion reciente de Tamma et al. de 11 ensayos fenotipicos,
incluido el mCIM, encontré una sensibilidad del 100 % para la
identificacion de CPE de tipo OXA-48. Ademas, dicho ensayo presento
sensibilidad del 98 % y una especificidad del 99 % para todos las CPE
(31)

Investigaciones y metodologias recientes:



» Prueba CIMplus, que permite la deteccidén de carbapenemasas
en 8 h, con una sensibilidad general del 95,7% y una
especificidad del 94,4% para la deteccién de diferentes
carbapenemasas, incluidos 38 aislados que producen enzimas
idénticas a OXA-48 (32)

» Muntean et al. (2018) publicaron el método de inactivacion
rapida de carbapenémicos (rCIM), que es rapido (es decir, los
resultados estan disponibles en 3 h), rentable y preciso para la
detecciéon de CPE (es decir, sensibilidad general del 99% y
especificidad del 100%) (33).

V. Inmunoensayo de flujo lateral

El método inmunocromatografico de flujo lateral esta basado en la
reaccion antigeno-anticuerpo que se lleva acabo sobre papel
cromatografico, es una prueba sencilla y se obtiene resultado en 15
min, posteriores a la aplicacion de la dilucion a un cartucho de prueba.
El ensayo OXA-48 K-SeT (Coris Bioconcept, Gembloux, Bélgica) fue
disefiado para capturar dos epitopos especificos de la enzima similar
a OXA-48, incluidos OXA-48, -181, -204, -232 y -244 (Wareham et al.,
2016). Este ensayo se ha actualizado a una forma multiplex (ensayo
RESIST-3 OKN K-SeT; Coris BioConcept) que puede detectar
simultaneamente la presencia de enzimas KPC y NDM. El ensayo
mostré una sensibilidad del 100 % y una especificidad del 100 % para

estas carbapenemasas.

Investigaciones y metodologias recientes:

» Coris BioConcept desarroll6 el ensayo RESIST-3 OOK K-SeT,
que detecta enzimas OXA-48-like y KPC. Este producto fue

desarrollado para distinguir entre enzimas similares a OXA-48



con actividades de carbapenemasas altas (es decir, OXA-48, -
162, -181 y -232) y débiles (es decir, OXA-163, -108, -247, -405
y -438). El fabricante afirmé una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 100%, pero el rendimiento no ha sido validado
por otros investigadores.

> El ensayo Carba5 es otro ensayo inmunocromatografico que
puede detectar las carbapenemasas mas comunes (incluidas
OXA-48, -162, -181, -204, -232, -244, -517, -519 y -535) en un
casete con una sensibilidad del 100 % y una especificidad del
95,3 % (34).

» El ensayo NG-Test CARBAS (NG Biotech, Guipry, Francia)
puede detectar todos los aislamientos con enzimas similares a
KPC, NDM, VIM y OXA-48, pero no se detectaron
Enterobacterales con IMP-13 e IMP-14 en el estudio de

validacion (35).

Vi. Espectrometria de masas

El sistema de espectrometria de masas MALDI-TOF de Bruker, que
incorpora un software especifico para la deteccion de
carbapenemasas en un plazo de 2 a 3 h, esta disponible en algunos
laboratorios de microbiologia de todo el mundo (36) (37).
Recientemente, Bruker Daltonik dio a conocer un software, nombrado
MBT STAR-BL, para estudios automaticos de espectros de masas de
hidrdlisis de antibidticos, que se anadié en el software MBT Compass
utilizado para detectar especies (38)

Mas recientemente, se lanzé el kit MBT STAR-Carba IVD (Bruker
Daltonik), considerado la primera prueba de deteccidn de resistencia
espectrométrica de masas certificado CE-IVD (diagnéstico in vitro),

dicha prueba al unirse con el método MBT STAR-BL mostré una



sensibilidad del 100% y una especificidad del 98,2% para la deteccion
de CPE, incluidos aquellos con variantes OXA-48 de OXA-162, -181,
-204, -232 y -244, dentro de un tiempo de respuesta de 55 min (39).

c. Métodos genotipicos

Los métodos por PCR son sensibles y especificos para identificar genes y se
consideran los mejores métodos de confirmacién. La base para la
identificaron de estas CPE similares a OXA-48 es primero amplificar los
genes similares a blaOXA-48, seguido de la secuenciacién del gen para la
identificacion de los subtipos especificos (por ejemplo, OXA-48, OXA-181,
etc.) (40).

Las pruebas moléculas son realizadas principalmente en aislamiento de
bacterias cultivadas para la identificaciéon de genes de carbapenemasas.
Existen varios métodos de PCR internos, PCR tiempo real y microarrays de
ADN que se utilizan de rutina, estan destinados para la identificacién de
carbapenemasas simultaneamente.

La desventaja principal son los costos relativamente altos (si se compara con
pruebas fenotipicas), otra desventaja que solo detecta genes de
carbapenemasas realizas en la prueba (en comparacion con los ensayos de
hidrdlisis). Ademas, los tiempos de respuesta son largos en comparaciéon de

la inmunocromatografia que emite resultados en minutos.

i. Ensayos comerciales

Ensayos comerciales de PCR multiplex, para la deteccién de
diferentes genes de carbapenemasas (incluidos los genes similares a
OXA). Una de sus grandes desventajas es la aprobacién
federal/nacional como método de diagndstico clinico, materiales con
control de calidad y formatos listos para usar. Estas pruebas estan
validadas para la deteccion de carbapenemasas en muestra

biolodgicas. Su desventaja incluye el costo y su deteccion incierta para



el subtipo OXA-48 esto debido a la falta de oligonucledtidos

especificas.

Investigaciones y metodologias recientes:

Check-Direct CPE (Checkpoints, Wageningen, Paises Bajos)

EntericBio CPE (Serosep Limited, Limerick Irlanda)
Amplidiag Ensayo CarbaRVRE (Mobidiag Limited, Espoo, Finlandia)
Amplidiag CarbaRMCR (Mobidiag).

Sistemas totalmente automatizados.

Sistema GeneXpert (Cepheid, CA)

El kit inicial Xpert Carba-R (o0 MDRO)

Kit Xpert Carba-R

BD MAX (Becton, Dickinson) tiene el kit comercial BD MAX CPE
listo para usar

El sistema BD MAX permite al usuario desarrollar protocolos y
a la par informa ensayos internos y comerciales.

El sistema Verigene (Luminex, IL) es un sistema automatizado
de deteccion de genes basado en microarrays.

La prueba BC-GN de Verigene tiene la capacidad de identificar
bacterias gramnegativas y detecta genes de carbapenemasas,
incluidos los genes blaOXA, a partir de frascos de hemocultivo
positivos en un plazo de 2 h (302). Sin embargo, la prueba no
puede distinguir blaOXA-48 de otros genes blaOXA (p. €j.,
blaOXA-23, blaOXA-24 y blaOXA-58).

El panel de neumonia BioFire FilmArray (BioFire Diagnostics,
Salt Lake City, UT) contiene un objetivo similar a blaOXA-48, y
el panel Unyvero LRT (Curetis USA, Inc., San Diego, CA)
contiene varios objetivos bla OXA, incluido el similar a blaOXA-
48.



e El método GenePOC Carba creado como prueba para detectar
el gen: blaKPC, blaNDM, blaVIM, genes similares a blaOXA-48
y blalMP.

Métodos inmunocromatograficos
Se caracterizan por ser pruebas diagndsticas rapidas (OXA-48 K-Set, CORIS
BioConcept), esta prueba de diagndstico rapido, tiene la capacidad de
detectar carbapenemasas tipo OXA-48 y similares, tras el aislamiento de
colonias cultivadas en medio soélido en 15 minutos. Tras realizar una
comparacién con técnicas moléculas, esta prueba fue capaz de detectar
treinta y seis cepas de nuestra coleccion con carbapenemasa OXA-48 (16).
La principal limitante de estas pruebas son la identificacion de un solo
mecanismos de resistencia a la vez. Se evidencia que otras pruebas tiene la
capacidad de detecta OXA Y KPC simultdneamente, otras carbapenemasas

presentes en nuestro medio como VIM o NDM, no serian detectadas.

2.3. Formulacion de hipétesis

Por ser un estudio de tipo descriptivo no amerita el planteamiento de hipotesis



CAPITULO 1l
DISENO METODOLOGICO
3.1. Método de la investigacion

Por el tipo de investigacion se considero descriptivo.

3.2. Enfoque de la investigacién

Estudio de enfoque cuantitativo, porque se analizé los resultados
cuantitativos de las pruebas realizadas para alcanzar los objetivos

propuestos.

3.3. Tipo de investigacion

Estudio de tipo aplicado, ya que se utilizé la informacién obtenida en la

realizacion de las pruebas.

3.4. Diseino de la investigacién
Estudio de tipo descriptivo, porque no se manipularon las variables.

Segun el numero de mediciones es de corte transversal, debido a que los
datos se recolectaron en un solo tiempo.
Segun la fuente de toma de datos, es de tipo retrospectivo, ya que los datos

se recolectaron desde la realizacion del proyecto hacia atras.

3.5. Poblacién, muestra y muestreo
Poblacion:

La poblacién de estudio estuvo conformada por 87 muestras, las cuales
fueron enterobacterias con sospecha de carbapenemasas, segun su

procedencia se evidencié que la mayor cantidad de muestras provienen de



pabellon 81 y de consulta externa 6, de las 87 muestras obtenidas, 56
corresponde a orinas, 12 a muestra bronquial, 6 a muestras de hisopado
rectal, 4 muestras de liquido abdominal, 4 a muestras de heces, 4 a muestras
de heridas y 1 a muestra de sangre, los cuales correspondieron al periodo
del estudio en el servicio de microbiologia, hospital de Nivel Ill -1 de Lima
metropolitana.

Muestra:

Estuvo conformada por 53 muestras los cuales fueron positivos a OXA48like
procedentes del periodo de estudio en el servicio de microbiologia, hospital

de Nivel lll -1 de Lima metropolitana.

Muestreo:

Se realizara un muestro probabilistico por conveniencia.

Criterios de inclusion

e Todas las muestras positivas para oxa 48 like de cultivos
microbiologicos.

e Pacientes que cuenten con historias clinicas completas.

e Cepas confirmadas para productoras de carbapenemasas positivas.

Criterios de exclusion

e Pacientes con datos clinicos incompletos.
e Cepas negativas de bacterias productoras de carbapenemasas.
o Cepas coproductoras de carbapenemasas.



3.6. Variables y Operacionalizacion

Variable 1: Métodos fenotipicos

Definicion operacional: Caracterizado por ayudarnos a clasificar enzimas

tipo serino-betalactamasas de

reacciones especificas de cada método.

las metalo-betalactamasas mediante

Dimensiones Definicion Definicion Indicadores | Escala de Escala valorativa
conceptual operacional medicidon (niveles o
rangos)
Test de Hodge Son pruebas que | Caracterizado Presencia o Ordinal Presencia
Modificado nos permiten | por ayudarnos a | @usencia I
observar y predecir | clasificar de hendidura Ausencia
diferentes tipos de | enzimas tipo
] enzimas, los cuales | serino- Positivo (6-15mm)
MetoFio de son . causantes de | betalactamasas | wedicion de halo Nominal Intermedio (16-18 mm)
Inactivacion del multiples de las metalo- Negativo (>19mm)
Carbapenem (mCIM) | resistencias a los | betalactamasas
antibioticos. mediante
reacciones
especificas  de o _ Positiv_o (6-15mm)
Método Modificado cada método. Medicién de halo Nominal Intermedlo (16-18 mm)
L Negativo (>19mm)
de Inactivacion del
Carbapenem (eCIM)
Presencia
Método de sinergia Deformidad de los Ordinal /
de disco con Acido halos de Ausencia
Bordnico inhibicion(sinergia)
Presencia
i ) . Deformidad de los Ordinal /
Método de sinergia halos de Ausencia
de doble disco con inhibicion(sinergia)
EDTA
Positivo
Vira de azul a Ordinal /
amarillo Negativo

Carba NP/Blue carba




Variable 2: Método — Inmunocromatografico

Definicién operacional: Anticuerpos dirigidos contra antigenos bacterianos
resistentes a los antimicrobianos. De tipo: KPC, OXA-48, NDM, VIM e IMP.

Dimensiones Definicion Definicion | Indicadores | Escala de Escala valorativa
conceptual operacional medicidon (niveles o
rangos)
Determinante Prueba rapida que | Anticuerpos Presencia de Ordinal Presencia
antigénico, especifico | utiliza anticuerpos | dirigidos contra | bandas en la I
para KPC, OXA-48 y | monoclonales antigenos linea de prueba. Ausencia
NDM. disefiados para | bacterianos

detectar proteinas
asociadas a la
resistencia de
carbapenémicos

resistentes a los
antimicrobianos.
De tipo: KPC,
OXA-48, NDM,
VIM e IMP.




3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica

Documentacion pedida por el hospital para la aceptacion del proyecto de

investigacion ver en el anexo 3.

Adquisicion de insumos por marca

Producto Marca
Mueller-Hinton Agar OXOID
Placas Petri de 150 mm

Discos de antibiéticos Bioanalyse
Inmunolateralidad Coris

Blue carba soluciéon madre

Imipenem + cilastatina

Cepas crioconservadas

Las sepas para el estudio se obtuvieron del servicio de microbiologia, los
cuales estuvieron conservadas con glicerol al 20% a menos 70°. Para

activarlas se sembré en Agar TSI, pasada las 18 horas se resenbro en Agar

sangre y Agar MacConkey.

METODOS FENOTIPICOS:

TEST DE HODGE MODIFICADO

MATERIALES:

1.

Agar Mueller-Hinton

Patréon 0.5 McFarland o turbidimetro

Solucién salina o caldo Mueller-Hinton

Discos de ertapenem y meropenem de 10 ug

Sl B B

Cepa problema con un crecimiento de 18 horas a 37°C.




6. Cepa de Escherichia coli ATCC25922 con un crecimiento de 18
horas a 37°C.

7. Control positivo K. pneumoniae, ATCC BAA 1705 con un

crecimiento de 18 horas a 37°C.

8. Hiposos estériles, asa estéril de 10 ul.

PROCEDIMIENTO:

1. En 2 ml de solucién salina agregar una asada de 1 ul de la cepa E.
coli ATCC® 25922

2. Embeber un hisopo estéril con la suspension obtenida e inocular en
una placa de Agar Mueller-Hinton como se realiza para la prueba de
difusion de disco.

3. Dejar secar la placa por 3 a 10 minutos antes de aplicar el disco (de
ertapenem o meropenem de 10 ug).

4. Colocar el disco en el centro de la placa Petri, aplicar presion
suavemente con una pinza estéril, sin mover el disco de su posicion
para asegurar el contacto completo del disco con el agar.

5. Usando un asa o hisopo estéril seleccione de tres a cinco colonias
de la Cepa problema e inocular en linea recta desde el borde del
disco hasta el borde de la placa Petri, la estria debe tener de 20 a 25
milimetros de largo.

6. Realizar el mismo procedimiento para el control positivo y el control
negativo.

7. Incubar a 37 °C de 18 a 20 horas.

INTERPRETACION DEL RESULTADO

Resultado positivo: Se observara la formacion de una punta de flecha,

esto debido al crecimiento Escherichia coli ATCC 25922 en la intersecciéon



del halo de inhibicién generado por la difusion del antibidtico y la estria de

la cepa productora de carbapenemasa.

Resultado negativo: No se observara la formacién de una punta de flecha,

debido a que no se encuentra presente la carbapenemasa y por

consiguiente se inhibe la cepa indicadora ATCC 25922.

= METODO MODIFICADO DE INACTIVACION DE CARBAPENEMES (MCIM
— MODIFIED CARBAPENEM INACTIVATION METHOD)

MATERIALES:
1. Patron 0.5 MacFarlan o turbidimetro
2. Cepa problema con un crecimiento de 18 horas a 37°C.
3. Caldo TSA
4. Discos de meropenem de 10 ug
5. Agar Mueller-Hinton
6. Cepa de Escherichia coli ATCC25922 con un crecimiento de 18
horas a 37°C.
7. Hisopos estériles, asa estéril 10 ul.

PROCEDIMIENTO:

1.

Prepara una solucion estandarizada al 0.5 MF con la cepa problema

en solucion salina.

. Colocar un disco de meropenem, dentro de la suspension con la cepa

problema e incubar por 4 horas.

Prepara una solucion 0,5 Macfarlan (MF) de la cepa E. coli ATCC®
25922 en solucion salina.

Embeber un hisopo con la suspension de E. coli ATCC® 25922 he
inocular en una placa de Agar Mueller-Hinton como se realiza para la
prueba de difusion de disco.

Dejar secar la placa por 3 a 10 minutos antes de aplicar el disco (disco
de meropenem de 10 ug).



6. Luego de las 4 horas remover el disco de meropenem de manera
aséptica y colocar sobre una placa de Agar Mueller-Hinton
previamente inoculada con una suspension estandarizada de
Escherichia coli ATCC25922. No colocar mas de 4 discos de
meropenem en las placas de 100mm y 8 discos en las placas de
150mm.

7. Incubar la placa Petri a 37 °C, de 18 — 24 horas.

Interpretacion de los resultados:

Carbapenemasa positivo: halo entre 6-15mm, o 16-18 mm con colonias
intra- halo.

Carbapenemasa negativo: halo = 19 mm.

Indeterminado: halo entre 16-18 mm, o 2 19 mm con colonias intra- halo.

= METODO DE SINERGIA DE DISCO CON ACIDO FENILBORONICO
MATERIALES:
1. Agar Mueller-Hinton

Patron 0.5 MacFarlan o turbidimetro

Solucién salina o caldo Mueller-Hinton

Disco imipenem de 10 ug

Disco meropenem 10 ug

Disco con acido Fenilborénico 300 ug

Cepa problema con un crecimiento de 18 horas a 37°C

@ N o g k0D

Control positivo K. pneumoniae, ATCC BAA 1705 con un
crecimiento de 18 horas a 37°C
9. Control negativo K. pneumoniae, ATCC BAA 1706

Procedimiento:
1. Prepara una solucion 0,5 Macfarlan (MF) de la cepa problema en

solucién salina o caldo Mueller-Hinton.



Sumerja un hisopo estéril en el indculo, rote entre las paredes para

eliminar el exceso de liquido.

. Sembrar en el agar Mueller-Hinton en tres direcciones diferentes

para asegurar la distribucién uniforme del inoculo.

4. Dejar secar la placa de 3-10 minutos antes de aplicar los discos

5. Utilizando pinzas estériles, coloque el disco de acido boronico en

el medio del agar y a los costados los discos de imipenem y
meropenem a una distancia de 24 mm.
Coloque también un disco imipenem en combinacion con acido

boroénico.

Interpretacion de los resultados:

Se considera positivo al observar sinergia o ensanchamiento del halo de

inhibiciéon entre los discos de carbapenémicos y acido fenilborénico en

forma de huevo.

= METODO DE SINERGIA DE DOBLE DISCO CON EDTA

MATERIALES:

Agar Mueller-Hinton

Patréon 0.5 Macfarlan o turbidimetro

Solucién salina o caldo Mueller-Hinton

Discos de imipenem y meropenem de 10 ug

Cepa problema con un crecimiento de 18 horas a 37°C.

Disco de EDTA

Procedimiento:

1.

Prepara una solucion 0,5 Macfarlan (MF) de la cepa problema en
solucion salina o caldo Mueller-Hinton.
Sumerja un hisopo estéril en el inéculo, rote entre las paredes para

eliminar el exceso de liquido



3. Sembrar en el agar Mueller-Hinton en tres direcciones diferentes
para asegurar la distribucién uniforme del in6culo

4. Dejar secar la placa de 3-10 minutos antes de aplicar los discos

5. Colocar el disco de EDTA en medio de la placa y los discos de

imipenem y meropenem a 15 mm de distancia del disco de EDTA.

Interpretacion de los resultados:
Se considera positivo si se observa sinergia o ensanchamiento del halo de
inhibicion entre el disco de los carbapenémicos y el disco de EDTA en forma

de brazo abierto.

BLUE-CARBA

MATERIALES:

Reactivo de azul de bromotimol

Reactivo Sulfato de Zinc Heptahidratado
Imipenem (imipenem + Cilastatina o Tienen-MSD)
100 ml de agua estéril ajustada a pH 7.0

Procedimiento

Preparacion de la soluciéon A

Pesar 40 mg de azul de bromotimol y disolverlo en 100 ml de agua
destilada, homogenizar por 15 min. Afadir gradualmente Hidréxido de
sodio (NaOH 1N) para ajustar el pH de la solucién a 7.0 y homogenizar
nuevamente.

Pesar 1.6 mg de Sulfato de Zinc Heptahidratado (ZnSO4 + 7H20), afiadir a

la solucién y homogenizar, este reactivo no varia el pH.

Preparacion de la solucion B

Pesar 6 mg de Imipenem/Cilastatina por cada 1 mililitro de solucion A



Para 3ml se solucion A corresponde 18 mg de Imipenem/Cilastatina.
Anadir y homogenizar de 2 a 3 minutos.

Verificar que el color se mantenga una vez afiadido el imipenem.

La solucion B se puede almacenar en refrigeracion hasta por 2-3

semanas.

Ensayo del Test Bioquimico de Blue-CARBA

1. Anadir 100 mL de la solucién B en dos viales para control positivo y

negativo, asi mismo anadir 100mL para la muestra problema.

2. Cargar empleando un asa descartable de 1 ul completa de colonias

Escherichia coli ATCC25922, como control negativo.

3. Homogenizar completamente la muestra en la solucion, retirar el asa

y tapar el vial.

4. Cargar empleando un asa descartable de 1 ul completa de colonias

K. pneumoniae, ATCC BAA 1705, como control positivo,

homogenizar.

5. El control positivo presentara un color amarillo en el lapso de 5 -15

min.

El control negativo conservara su color.

En el tubo restante anadir la cepa problema, luego encubar a 37 °C
por 2 horas como maximo. Es necesario homogenizar cada 15
minutos durante dos veces.

Las lecturas de las reacciones se deben realizar cada 5 minutos.

Para la interpretacion final de los resultados considerar la siguiente

tabla:

Interpretacion de los resultados fenotipicos

Tubo Tubo de reaccion Interpretacion
Control

Azul Amarillo Test positivo productora de Carbapenemasas




Verde Amarillo Test positivo productora de Carbapenemasas

Azul Azul Test negativo no productora de
Carbapenemasas

Amarillo Azul/verde/amarillo | Test Invalido

TEST DE INMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUJO LATERAL CORIS
Es una prueba sencilla, basada en una tecnologia de membranas con
nano particulas de oro coloidal.
Este test esta desarrollado para deteccion de carbapenemasas a partir
del aislamiento de una sola colonia del cultivo primario.
Identifica: OXA-48, KPC, NDM y VIM e IMP. Mediante la sensibilizacién
de una membrana de nitrocelulosa con el anticuerpo monoclonal dirigido
contra las carbapenemasas.

MATERIALES:

e El Kit contiene 2 cartuchos de flujo lateral y un desecante, cada

cartucho contiene una tira sensible.

e Untampdn LY-A 15ml.

e Tubos desechables semirrigidos con gotero para recoger la

muestra
PREPARACION DE LA PRUEBA

1. La muestra problema debe tener una temperatura de 15-30°C.

2. Prepare un tubo semirrigido y afadir 12 gotas de tampon.

3. Obtener las colonias de la muestra problema con un asa
bacterioldgica. Introducir el asa bacteriolégica hasta el fondo del
tubo semirrigido que contiene el tampédn.

Homogenizar bien antes de retirar el asa.

Insertar el gotero al tubo con la solucion.

Agitar la solucién para homogenizarla.

Agregar 3 gotas de la solucion al pocillo de los dos cartuchos
Cartucho 1: NDM, KPC y OXA-48

Cartucho 2: IMP y VIM

© ©® N 0 A



10.Hacer la lectura en un maximo de 15 min.

Interpretacion de los resultados:
Resultado negativo de la prueba: Da una sola linea de color rojo
purpura, en la linea del control.
Resultado positivo de la prueba: Da una de color rojo purpura, en la
linea del control y se hace visible otra linea roja purpura en alguna de las
lineas de las pruebas.
Resultado invalido: Cuando no aparece la linea roja purpura en el

control.

3.7.2. Descripcién de instrumentos

Para el estudio de investigacion, se elaboraran fichas Microbioldgicas para la
recoleccion de datos (ANEXO 2).

3.7.3. Validacion

Para documentar la evidencia sobre la validez diagndstica de los métodos
fenotipicos y del kit de deteccidon de carbapenemasas (KPC, IMP, NDM, VIM
y OXA-48) por Inmunoensayo de flujo lateral (inmunocromatografia). Se
llevara a cabo una busqueda bibliografica exhaustiva en las plataformas:
PubMed, Biblioteca Cochrane y LILACS. Asimismo, Se contara con el apoyo

de profesionales acreditados como evaluadores.

3.7.4 Confiabilidad

No aplica test de confiabilidad ya que el instrumento es una ficha de

recoleccion de datos, dichos datos estan respaldados por el hospital.
Validacion del juicio de expertos

3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos



Para el estudio se utilizaron la data del hospital HNAL, los resultados fueron
comparados con el programa Excel, para determinar la estadistica
descriptiva y asi alcanzar la validacion de los métodos utilizados en este

estudio.
3.9. Aspectos éticos

Esta investigacion fue elaborada con resultado obtenidos de la base de datos
del sistema y las historias clinicas, por lo tanto, no se necesitd de
consentimiento informado, pero se contdé con autorizacion del hospital para
acceder a la informacion. Los datos obtenidos seran empleados unicamente
para este proyecto, en estricta concordancia con los principios éticos de la

investigacion.



PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Analisis descriptivo de los resultados

Tabla 1: Frecuencia de bacterias productoras OXA-48ike, en cultivos
microbiologicos, Hospital de Nivel IlI-1, Lima en los meses de octubre a
diciembre 2024.

OXA48 like +
NDM
3

OXA48 like
negativas
34

Total de muestras
87

OXA438 like
positivas
50

M Total de muestras W OXA438 like positivas

B OXA438 like negativas = OXA48 like + NDM

Fuente: muestras obtenidas del servicio de microbiologia, Hospital nacional arzobispo
Loayza, 2024.

Segun los resultados obtenidos en la tabla N° 1, se puede observar que en
los 3 meses estudio se obtuvo un total de 87 muestras positivos para
carbapenemasas, de los cuales 50 fueron muestras positivas para OXA-48-

like, 3 presentaban doble carbapenemasa OXA48like + NDM y 34 negativas.



Tabla N° 2: Especies bacterianas identificadas con el fenotipo de resistencia
OXA-48iike, en cultivos microbiolégicos, Hospital de Nivel IlI-1, Lima en los

meses de octubre a diciembre 2024.

40
36
35
30
25
20
15
10 8

0 | [ 1

Escherichia coli Klebsiella Enterobacter Proteusmirabilis  Citrobacter
pneumoniae aerogenes freundii

Fuente: muestras obtenidas del servicio de microbiologia, Hospital nacional arzobispo
Loayza, 2024.

Tabla N° 2, se observa que el gen OXA 48like se presenta de acuerdo a su
frecuencia en las siguientes bacterias, Escherichia coli, 36 (72%), seguida de
Klebsiella pnumonia, 8 (16%), Enterobacter aerogenes 2 (4%), Proteus
mirabilis, 2 (4%) y Citrobacter freundi, 2 (4%).



Tabla N° 3: Sensibilidad y especificidad de los métodos fenotipicos.

Método | VP | FN | FP | VN % Sen % Esp

fenotipico

THT 45 2 1 5 95.7 83.3
(95,5 -100,0) (74,6 - 97.0)

mCIM 49 2 0 2 96 100
(88,5-97,7) (90,5 - 100,0)

Blue 46 1 1 5 97.8 83.3

carba (94,2 - 99,8) (81.8 - 99.3)

VP: verdadero positivo, FN: falso negativo, FP: falso positivo, VN:

verdaderos negativos, Sen: sensibilidad, Esp: especificidad.

En la tabla N° 3, en cuanto a la sensibilidad se puede observar que el Test de
Hodge tiene una sensibilidad de 95.7%, el método mCIM tiene una sensibilidad

de 96% y el método blue carba tiene una sensibilidad de 97.8%.

En la tabla N° 3, en cuanto a la especificidad se puede observar que el Test
de Hodge tiene una especificidad de 83.3%, el método mCIM tiene una

especificidad de 100% y el método blue carba tiene una especificidad de 83%.



Discusion de resultados

De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo evidenciar que los
meétodos fenotipicos empleados como el MCIM y el Test de Hodge pueden
predecir la presencia de carbapenemasas, el Blue Carba (método
fenotipico colorimétrico) es positivo en casi todas las carbapenemasas
excepto en las carbapenemasas de tipo OXA 48like dandonos un
resultado negativo, debido a que no hidroliza el imipenem (siendo el
imipenem el responsable de acidificar el medio, esto da como
consecuencia el viraje de color), con respecto al método de sinergia
simultanea se pudo evidenciar que los discos de EDTA y APB no
presentaron sinergia con los carbapenémicos, descartando la presencia
de carbapenemasas de tipo Metalo y KPC, los discos acompafiantes
como el TPZ y ETP se mostraron resistentes, el disco de CZA fue
sensible, mostrando un patron caracteristico de la enzima OXA 48like, a
la par se utilizé la inmunolateralidad como método Gold estandar, el cual
dio positivo a todas las cepas testeadas confirmando la presencia del gen
OXA 48like.

De acuerdo el objetivo N°2 de nuestro estudio, Mora, et al. Evalud las
infecciones asociadas a carbapenemasas de tipo OXA 48 obteniendo
como resultado, que la mayor frecuencia de esta enzima se presenta en
Klebsiella pneumoniae, 57 (86,5%); Enterobacter cloacae, 5 (7,6%);
Escherichia coli, 3 (4,5%); Morganella morganii, 1 (1,5%), concluyendo
que el germen mas aislado con este gen es Klebsiella pneumoniae. En
este estudio se observd que la mayor frecuencia del gen OXA 48like se
presentd en Escherichia coli, 36 (72%), Klebsiella pneumoniae, 8 (16%),
Enterobacter aerogenes 2 (4%) Proteus mirabilis 2 (4%), Citrobacter
freundii 2 (4%). Evidenciandose que la distribucién de este gen es

variable.



De acuerdo al estudio realizado por Araya, et al. Quien utilizo dos
métodos, fenotipicos y genotipico: en este estudio hemos comparado
los resultados fenotipicos. Hodge con Tritén (THT), acido bordnico,
EDTA, y Blue Carba, se testeo 16 cepas de Klebsiella pneumoniae
para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana, obteniendo los
siguientes resultados, positivas por el test de Hodge THT, pero
negativas para el método colorimétrico Blue Carba, no se expresé
sinergia con los discos de EDTA y Acido fenilborénico, descartando la
presencia de KPC y Metalo carbapenemasas. Mediante el método
inmunocromatografico se detectd el antigeno tipo OXA48.
Comparados con los resultados obtenidos en este estudio hallamos
similitud, el Test de Hodge positivo, el Blue Carba negativo y la
inmunolateralidad positiva para el gen OXA 48ike. Comparando este
estudio con el realizado por Parrefio, et al, en los antecedentes
utilizados, obtenemos los siguientes resultados: de las tres técnicas
utilizadas por el autor, este estudio comparo dos, el método de
inhibicion de discos y el test inmunocromatografico, por el patrén
caracteristicos de las OXA 48like, en el método de discodifucion el
autor obtuvo un 62% de sensibilidad, el test inmunocromatografico
obtuvo una sensibilidad de 95%, siendo los resultado similares a los
obtenidos en este estudio, tanto en el método de discodifucion donde
se obtuvo un 80% de sensibiidad y en el método de

inmunocromatografia bilateral obteniendo un 98% de sensibilidad.

Hopkins, et al. Evalué la sensibilidad y especificidad del método
inmunocromatografico multiplex NG-Test CARBA 5 obteniendo como
resultados, que todas las cepas que presentan esta carbapenemasa
dan positivo en un tiempo de 2 a 6 min, mostrando un 95% de
sensibilidad y especificidad. Siendo los resultados iguales a este
estudio. Ademas, en este estudio se evalu6 los métodos fenotipicos

obteniendo los siguientes resultados, Test de Hodge tiene una



sensibilidad de 95.7% y especificidad de 83.3%, el método de mCIM
tiene una sensibilidad de 96% y especificidad de 100% y em método

de blue carba tiene una sensibilidad de 97.8% y especificidad de 83%.

Finalmente, de los métodos fenotipicos y la frecuencia de esta
carbapenemasa, se evidencia que estos meétodos empleados, si
predicen la presencia de la carbapenemasa, se observd en los
resultados obtenidos que en su gran mayoria todos siguen un patrén
caracteristico sugestivo para OXA48like, respecto a la frecuencia de
este gen se puede reflejar que no es tan frecuente, ya que en los tres
meses de estudio solo se puedo obtener 53 cepas de los cuales 50
fueron OXAs puras 'y 3 OXA + NDM.



Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

1.

Con respecto a la frecuencia del gen OXA 48like, en los meses de
estudio se obtuvo un total de 53 muestras, de los cuales 50 fueron
positivos para OXA 48like y 3 fueron coproductores los cuales tenian

una doble carbapenemasa (OXA + NDM).

Con respecto a las especiales bacterias identificadas, se observé que
la bacteria con el mayor numero del gen OXA48like se encuentra en
Escherichia coli, 36 (72%), seguida de Klebsiella pnumonia, 8 (16%),
Enterobacter aerogenes 2 (4%), Proteus mirabilis, 2 (4%) y Citrobacter
freundi, 2 (4%).

Los métodos fenotipicos utilizados, obtuvieron la siguiente sensibilidad
para el Test de Hodge una sensibilidad de 95.7%, para el MCIM, una
sensibilidad de 96%, para en blue carba se obtuvo una sensibilidad de
97.8%. concluyendo que los métodos empleados pueden identificar la

presencia de carbapenemasas.

En cuanto a la especificidad se puede observar que el Test de Hodge
tiene una especificidad de 83.3%, el mCIM tiene una especificidad de
100% vy el blue carba tiene una especificidad de 83%. Observandose
que el MCIM tiene la mayor especificidad. En el método de
discodifucion, se evidencio que los discos de EDTA y APB no
presentaron sinergia con los carbapenémicos, descartando la
presencia de carbapenemasas de tipo Metalo y KPC, los discos
acompanantes como el TPZ y ETP se mostraron resistentes, el disco
de CZA fue sensible, demostrando el patron caracteristico de OXA
48like.



Recomendaciones

1.

Se recomienda realizar mas estudios para poder estandarizar una
guia de procedimientos, que ayuden a la identificacion de estos tipos

de resistencia.

. Observar patrones caracteristicos de bacterias, que presenten el gen

OXA 48like ya que por lo observado en este estudio podemos concluir
gue en bacterias como Escherichia coli, Klebsiella pnumonia, entre
otras se muestra claramente la resistencia, mientras que en bacterias

que presentan el gen Ampc no cumple con este tipo de patron

Se recomienda para estudios posteriores utilizar el disco de
temociclina como un marcador fenotipico, debido a que nos ayuda a

diferenciar las Blee con hiperproduccion de la OXA 48like.

Se recomienda utilizar el disco de Avibactam como métodos
fenotipicos debido a que es un potente inhibidor de carbapenemasas
de tipo OXA 48like.
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Anexos

ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA
Titulo de la investigacion: Métodos de Deteccion Fenotipica e
Inmucromatografica para el Diagnostico de OXA-48ike, en Cultivos

Microbiologicos, Hospital de Nivel IlI-1, Lima, 2024



FORMULACION DEL PROBLEMA OBJETIVOS Hipotesis Variables METODOLOGIA
PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL Hipotesis Variable 1: métodos fenotipicos Tipo de investigacion: aplicado.
general:

¢ Cudl la validez diagnostica de los métodos Demostrar la validez diagnostica de los métodos Dimensiones: Método y disefio de investigacion:

fenotipicos e inmunocromatografia para la fenotipicos e inmunocromatografia para la | No amerita Descriptiva, de corte transversal,

identificacion de OXA-48like, en cultivos identificacion de OXA-48like, en cultivos Test de Hodge Modificado Retrospectivo

microbiolégicos en un Hospital de Nivel I11-1, microbiolégicos en un Hospital de Nivel 1lI-1,

Lima 20247 Lima 2024 Método de Inactivacion del Poblacién: todos los  cultivos
Carbapenem (mCIM) intrahospitalarios positivo a

Método Modificado de Inactivacion del
Carbapenem (eCIM)

Método de sinergia de disco con Acido Borénico
Método de sinergia de doble disco con EDTA

Carba NP/Blue carba

PROBLEMA ESPECIFICO

¢Cual es la frecuencia de bacterias productoras
OXA-48like, en cultivos microbiolégicos,
Hospital de Nivel IlI-1, Lima 20247

iCudles son las especies bacterianas
identificadas con el fenotipo de resistencia
OXA-48like, en cultivos microbiolégicos,
Hospital de Nivel IlI-1, Lima 20247

iCual es la sensibilidad de los métodos
fenotipicos en  comparacién con la
inmunocromatografia en la identificacion de
microorganismos con el fenotipo OXA-48like,
Hospital de Nivel Ill-1, Lima 2024?

¢,Cudl es la especificidad de los métodos
fenotipicos en  comparacién con la
inmunocromatografia en la identificacion de
microorganismos con el fenotipo OXA-48like,
Hospital de Nivel Ill-1, Lima 2024?

OBJETIVO ESPECIFICO

Indicar la frecuencia de bacterias productoras
OXA-48like, en cultivos microbiolégicos,
Hospital de Nivel IlI-1, Lima 2024.

Indicar las especies bacterianas identificadas
con el fenotipo de resistencia OXA-48like, en
cultivos microbiolégicos, Hospital de Nivel I1I-1,
Lima 2024.

Comparar la sensibilidad de los métodos
fenotipicos con la inmunocromatografia en la
identificacion de microorganismos con el
fenotipo OXA-48like, Hospital de Nivel 1lI-1,
Lima 2024.

Indicar la especificidad de los métodos
fenotipicos en  comparacion con la
inmunocromatografia en la identificacién de
microorganismos con el fenotipo OXA-48like,
Hospital de Nivel Ill-1, Lima 2024.

Hipétesis nula:

No amerita

Variable 2: método inmunocromatografico.
Dimensiones:

Determinante antigénico, especifico para KPC,
OXA-48 y NDM.

enterobacterias con sospecha de
carbapenemasas que se procesaron en
el periodo del estudio

Muestra: todos los cultivos
intrahospitalarios positivos a
carbapenemasas que se procesaron en
el periodo del estudio




ANEXO 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS GENERALES

CODIGO DEL GENERO EDAD FECHA
PACIENTE

Femenino | |[ Masculino [ ]
HISTORIA CLINICA NUMERO DE EXAMEN PROCEDENCIA

DATOS DE LABORATORIO

TIPO DE EXAMEN
GERMEN AISLADO
RECUENTO DE COLONIAS
RESULTADO DEL CULTIVO POSITIVO [ ][ NEGATIVO ]
ANTIBIOGRAMA: INFORMACION DE LA SENSIBILIDAD
ANTIBIOTICO INTERPRETACION VALOR CMI / DISCO
DIFUSION

METODO FENOTIPICO | CORIS

INMUNOCROMATOGRAFIA |OXA| KPC | NDM | VvIM | IMP




o= objetivos. del ostudio

Fem N* | Criterio Zi | Mo | Observacion
1 La imformaciGn permite dar respuesta | X

al problema
z El instrumonts propussto respondes a | X

X El instrumants contiono a las =
wvariables de estudic

4 La estructura del instwuments o x
adoouzda

& El instrumonts nesponde a la x
ojperacionalizacion do i@ variabilo

& La secwencia presentada faciliea =1 X
desamolio ded | nstrmme nio

¥ Los items son claros en enguajo x
o rrbe el i

& Ei namero de iftems s adecuado para | X

=u aplicacidn

Dh=sorsacion [precisar si hay suficioncia):

[ H;|:|| o R I B snss = i s s e A R A R S A R S B S A e S A el R S ARl

Dpimitn de aplicabilidad:

Aplicabie [ X ] #plicable desputs de corregir | ]

1

Mo aplicable

Apeolilidos y nombres del juezr validador Dr.d Yictor Radl Meaman Cardenas

DM TS 2506

Especialidad del validador:- Laboratorio clinico y anatomiia patoddg iica

Fechac- 10804/20E8

P

-

Frma de=l buer experio:
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Crtano

La iformacion penmite dar (eeapue sta

El FaYumentc propaesio responds a
oS objpetivos del estudio

€1 Fatumernto contiens a Ws
variabie s Ge estuodo

La estruchura del instrumentio ¢S

€1 ravumaenic responde a la
operaconalizacOn de la variatde

La secuencia presentada faciboe el
Sesarollo Sel instrumento

|

Los Hems Son Clros on lengu s
enfenadie

El nOmero de Rems ¢35 ASecusdo para
Su aplacedn

Oservacedn Precsar si Ray suficienca).

Opursden e apicabihcad

Aplicabe [ x ]

Apelb-oos y momtives el juel valxdador Mg Vawniuela Martne: Stetany

DN 48388715

ES0ecCiatidad 06l vasdador Lates a0 chiniCo y andtommes Datokisgca
Fecha 3I0/04 2028 :

Fuema ol Juez expeno

Aplicable despuds de correger | ] NO EpreC atye



item N° | Criterio Si | No | Observacion

1 La informacién permite dar respuesta | X
al problema
2 El instrumento propuesto responde a | X

los objetivos del estudio

3 El instrumento contiene a las X
variables de estudio

4 La estructura del instrumento es X
adecuada
5 El instrumento responde a la X

operacionalizacion de la variable

6 La secuencia presentada facilita el X
desarrollo del instrumento

7 Los items son claros en lenguaje X
entendible
8 El nimero de items es adecuado para | X

su aplicacion

Observacion (precisar si hay suficiencia):

Opinion de aplicabilidad:

Aplicable [ X ] Aplicable después de corregir [ ] No aplicable [ ]
Apellidos y nombres del juez validador Mg. Luis Alberto Quintana Alfaro
DNI: 08135723

Especialidad del validador: Tecnélogo Medico

C%ﬁ
Firma del Juez experto

Fecha: 02/08/2025




ANEXO 3: REQUISITOS DEL HOSPITAL
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ANEXO 4:

Materiales utilizados: Agar Mueller-Hinton, placas Petri y balanza.

Discos utilizados: MEM, AMC, ETP, TPZ, ATM, FOX, EDTA, APB, IMP y
CZA.



Autoclavado de los medios a utilizar.

Plaqueado de los medios y su medida a 0.4 cm.




Control de calidad de los discos utilizados, a la cepa control E. coli
ATCC25922 y al Agar Mueller-Hinton.




Procedimiento de los métodos.




INTERPRETACION DE LOS METODOS
BLUE CARBA: Especifico para las carbapenemasas

Método colorimétrico, tiene un 95.3% de sensibilidad y un 93% de
especificidad, en las carbapenemasas de tipo OXA48like este método es
negativo debido a que el gen OXA 48like no hidroliza el imipenem.

TEST DE HODGE:

Control (-)

E.coli: (ATCC 25922)

Control (+)

Método fenotipico que ayuda a predecir la presencia de carbapenemasas, en
resultados positivos se observa una punta de flecha, esto debido a que hay
un crecimiento del E.coli: ATCC25922, un resultado negativo no se observa
la hendidura respectiva.



MCIM:

Método fenotipico que predice la presencia de carbapenemasas, tiene una
sensibilidad y especificidad del 99%. En un resultado positivo se observa
halos menores a 15 mm, indeterminados halos de 16 a 18 mm y positivos
halos igual o mayor a 19 mm.

Expresion de sinergia simultanea:

La disco difusion es un método ampliamente estandarizado.
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En la imagen se observa positividad para el gen OXA 48like, los resultados
son interpretables hasta los 15 min.
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