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RESUMEN

Antecedentes: Las carbapenemasas OXA-48-like muestran una rapida expansion
a nivel global, y el Perl no es ajeno a ello. La prueba gold estdndar para su
deteccion es la PCR y secuenciamiento, pero estos no son accesibles para los
establecimientos de salud en nuestro medio. Objetivo: Evaluar el desempefio de
métodos fenotipicos para la deteccion de carbapenemasas OXA-48-like en
Enterobacterales, en términos de sensibilidad y especificidad. Material y métodos:
Se evaluaron 6 métodos fenotipicos para detectar la presencia de carbapenemasas
en general y otros 7, para la deteccion especifica de carbapemasas OXA-48-like.
Finalmente se evalud la concentracion minima inhibitoria (MIC). Resultados: Las
pruebas para deteccion general de carbapenemasas mostraron un buen desempefio
analitico con sensibilidades y especificidades superiores a 94%. EI CIM y el rCDM
mostraron la mejor sensibilidad y especificidad del 99.2% y 100% (coef.Kappa =
0.98). Por otro lado, en la deteccion especifica de OXA-48-like, la mayoria de las
pruebas obtuvo una especificidad de 100% a excepcion de TZP/ETP y TEM/AVI.
El disco de temocilina en agar MH mostrd la mayor sensibilidad con un 94%
(coef.Kappa = 0.87) y el de menor sensibilidad fue el Disco OXA-48 con un 47%
(coef.Kappa = 0.31). Con respecto a la MIC de meropenem, ertapenem e imipenem,
se evidencio una diferencia significativa de las medianas (p < 0.001) entre las OXA-
48-like y las cepas no productoras de este mecanismo de resistencia. Conclusiones:
Las metodologias para detectar carbapenemasas en general mostraron alta
sensibilidad y especificidad frente a OXA-48-like, mientras que las pruebas para
deteccion especifica de OXA-48-like obtuvieron resultados heterogéneos. Respecto
a la MIC, el ertapenem destacé como indicador altamente sensible para este

mecanismo de resistencia.

Palabras clave: Enterobacteriaceae  Productoras de Carbapenemasa,
Enterobacteriaceae Resistentes a los Carbapenémicos, Métodos Bacteriologicos,

Pruebas de Sensibilidad Microbiana



ABSTRACT

Background: OXA-48-like carbapenemases are rapidly expanding globally, and
Peru is no exception. The gold standard test for their detection is the PCR and
sequencing, but these are not accessible to health facilities in our area. Objective:
To evaluate the performance of phenotypic methods for the detection of OXA-48-
like carbapenemases in Enterobacterales, in terms of sensitivity and specificity.
Methods and Materials: Six phenotypic methods were evaluated to detect the
presence of carbapenemases in general and another 7 for the specific detection of
OXA-48-like carbapenemases. Finally, the minimum inhibitory concentration
(MIC) was evaluated. Results: Of the 159 isolates evaluated, 117 were OXA-48-
like producers. 69.2% of these were Escherichia coli and 4 isolates were dual
carbapenemase producers. Within the general carbapenemase detection tests, the
CIM and the rCDM showed the best sensitivity and specificity of 99.2% and 100%
(Kappa coefficient = 0.98). On the other hand, in the specific detection of OXA-48-
like, the temocillin disk on MH agar showed the highest sensitivity with 94%
(Kappa coefficient = 0.87). Regarding the MIC of meropenem, ertapenem and
imipenem, a significant difference in medians (p < 0.001) was evident between
OXA-48-like and strains that do not produce this resistance mechanism.
Conclusion: Methodologies for detecting carbapenemases in general showed high
sensitivity and specificity against OXA-48-like, while tests for specific detection of
OXA-48-like obtained heterogeneous results. Regarding MIC, ertapenem stood out

as a highly sensitive indicator for this resistance mechanism.

Keywords: Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae, Bacteriological
Techniques, Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae, Microbial Sensitivity Tests



I. INTRODUCCION

El orden Enterobacterales incluye especies bacterianas que forman parte de la
microbiota normal, asi como especies que causan enfermedades, tales como
infecciones intestinales, urinarias, neuroldgicas, sanguineas y neumonias, entre
otras (1). En las Ultimas décadas, se ha observado un incremento en los
Enterobacterales resistentes a diversos grupos de antibidticos, particularmente a los
carbapenémicos, que son considerados antibioticos de Gltima linea de tratamiento.
Esto ha dado lugar al surgimiento de Enterobacterales Resistentes a los
Carbapenémicos (CRE, por sus siglas en inglés) (2). Segun la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), los CRE son considerados de prioridad critica para la
investigacion, debido a su alto grado de letalidad y mortalidad (3,4,5).

La principal causa de CRE son las carbapenemasas, que constituyen un mecanismo
de resistencia enzimatica (2,6,7,8). Las carbapenemasas se encuentran en los grupos
A, By D de la clasificacion de Ambler, siendo la KPC representativa de la clase A,
la NDM, de la clase B conocidas como metalobetalactamasas (MBLS); y las OXA-
48-like, de la clase D (6). Las OXA-48-like se han expandido rapidamente a nivel
global debido a elementos genéticos mdviles que facilitan su transferencia
horizontal (9). Actualmente, se han identificado 59 variantes alélicas (10), siendo
las més prevalentes a nivel mundial la OXA-48, OXA-181 y OXA-232 (6). En
nuestro pais, se han reportado diversos casos a nivel nosocomial (11,12,13,14,15).
En 2023, se reporto la variante OXA-181 en Peru y Latinoamerica, una variante que
no se habia encontrado previamente en nuestro medio (12).

Los Enterobacterales productores de carbapenemasa OXA-48-like generalmente
presentan alta actividad hidrolitica frente a penicilinas y cefalosporinas de espectro

reducido, mientras que su actividad frente a carbapenémicos y cefalosporinas de



amplio espectro es baja (6). Esto resulta en una concentracién minima inhibitoria
(MIC) baja frente a los carbapenémicos (6), lo que dificulta su identificacion en el
laboratorio. Sin embargo, la presencia de otro mecanismo de resistencia adicional,
como Betalactamasa de Espectro Extendido (BLEE) o AmpC, incrementa el nivel
de resistencia a estos antibioticos (6). Algunos investigadores han reportado que las
bacterias con este tipo de resistencia hidrolizan preferentemente imipenem, en
comparacion con el ertapenem y meropenem (16). Por otro lado, otros
investigadores encontraron una mejor actividad frente al ertapenem (15), por lo que
el tema resulta controversial y amerita ser dilucidado.

La prueba gold standard para detectar carbapenemasas OXA-48-like es la PCR y
para determinar la variante se requiere el secuenciamiento del genoma completo
(17). Sin embargo, en nuestro pais y en diversas partes del mundo, los laboratorios
de establecimientos de salud no cuentan con el equipamiento necesario ni con el
personal especializado en biologia molecular para realizar estas pruebas. Por ello,
se requieren metodologias fenotipicas que sean mas accesibles, tanto técnica como
econdmicamente. La deteccidn especifica del tipo de carbapenemasa es necesaria
para implementar vigilancia y control epidemioldgico, tal como lo recomienda la
OMS (18), asi como para el tratamiento adecuado. Considerando que los nuevos
antimicrobianos (ceftazidime/avibactam, imipenem/relebactam y cefiderocol)
tienen efectos diferenciados sobre las diferentes carbapenemasas. De este modo, las
dos primeras son efectivas frente a las OXA-48-like y las serincarbapenemasas,
pero no tienen actividad inhibitoria o su actividad es limitada frente a MBLs, a
diferencia de cefiderocol cuya actividad antimicrobiana incluye a las MBLs (19).
Diversos estudios, realizados fuera del Per, han evaluado métodos fenotipicos para
la deteccion de carbapenemasas OXA-48-like. Estas metodologias se han aplicado
en regiones geograficas diferentes a la nuestra, con variantes alélicas y
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determinantes epidemioldgicos diversos. Considerando que la introduccion de una
metodologia diagndstica en una regién especifica requiere una evaluacion previa
para conocer su nivel de desempefio en el contexto particular, es necesario evaluar
tales métodos de diagnostico para identificar su efectividad.

En respuesta a lo anterior, se realizo este estudio con el objetivo de evaluar el
desempefio de 13 metodologias fenotipicas para la identificacion de
Enterobacterales productoras de carbapenemasas OXA-48-like. Seis de estas
metodologias estaban dirigidas a identificar la produccién de carbapenemasas en
general y las otras siete se enfocaron en realizar una deteccion especifica de las
OXA-48-like. Ademas, se evalué la MIC frente a imipenem, meropenem vy
ertapenem de las cepas en estudio para dilucidar su comportamiento ante estos

antimicrobianos.



1. OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar el desempefio de méetodos fenotipicos para la deteccion de carbapenemasa

OXA-48-like en Enterobacterales.

Objetivos especificos:

1. Determinar la sensibilidad y especificidad de las pruebas para la deteccion
de carbapenemasas OXA-48-like en Enterobacterales, tomando como gold
standard la PCR

2. Determinar la concentracion minima inhibitoria poblacional (MICso Yy
MICg) frente a imipenem, meropenem Yy ertapenem de las cepas

productoras de OXA-48-like y compararlos con las no productoras.



I1l. MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

La presente investigacion es un estudio de evaluacion de métodos de diagndstico.
Poblacion y muestra

El estudio incluyé 159 Enterobacterales, de los cuales 117 aislamientos eran
productores de carbapenemasa OXA-48-like pertenecientes al Laboratorio de
Resistencia Antimicrobiana y Fagoterapia - LID - UPCH. Estos procedieron del
estudio madre titulado “Prevalencia, caracterizacion gendémica y Evaluacion de
Métodos de identificacion de carbapenemasas OXA-48-like en Hospitales de Lima
Metropolitana: Un estudio Multicéntrico” aprobado por Comité de ética mediante
el documento CAR-DUARI-160-23. Los 42 aislamientos restantes correspondian a
Enterobacterales negativos para OXA-48-like confirmados mediante
secuenciamiento del genoma completo por el Laboratorio de Gendémica Microbiana
- LID - UPCH.

Identificacién molecular de las carbapenemasas

Las 117 cepas productoras de OXA-48-like fueron sometidas a extraccion de DNA
con el kit Genejet (Thermo Fisher, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente se realiz6 un PCR multiplex con primers para mcr-1, NDM, IMP,
KPC y OXA-48-Like, siguiendo el protocolo de Hatrongjit y col. (20). Esto se llevo
a cabo en un termociclador de la marca Analytik jena - Alemania. Posterior a ello,
se realiz6 una corrida electroforética en gel agarosa al 2% con un voltaje de 100 v
por 30 minutos, con ayuda de cAmaras de electroforesis y fuentes de poder (Cleaver
Scientific, Reino Unido). Finalmente, se realizé la lectura en un fotodocumentador
de la marca Cleaver Scientific, Reino Unido (Figura 1). La caracterizacion

molecular de las 42 cepas restantes fue realizada por el laboratorio de origen.



Confirmacion de la identificacion bacteriana

La identificacion a nivel de género y especie de los 117 aislamientos productores

de OXA-48-like se realizO mediante el sistema Matrix-Assisted Laser

Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS -

bioMérieux, Francia). La identificacion bacteriana de las 42 cepas restantes fue

tomada de la base de datos del WGS brindada por el Laboratorio a cargo.

Identificacion fenotipica de carbapenemasas en general

Los aislamientos bacterianos fueron sometidos a 6 métodos fenotipicos de

deteccion de carbapenemasas que se describen a continuacion. Los medios de

cultivo y los discos empleados fueron de la marca OXOID, USA.

1. Prueba de Triton Hodge (THT)
Se sigui6 lo recomendado por el servicio de Antimicrobianos del Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) - ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”
(21). Esta prueba se fundamenta en la adicion de triton, al agar MH, con el objetivo
de permeabilizar las bacterias, de manera que, la enzima quede libre y pueda tener
una mejor actividad sobre el carbapenémico. Si hay presencia de carbapenemasas,
habr& un sobrecrecimiento de la E.coli ATCC 25922 (Figura 2). Se afiadi6 y
distribuyd, con un hisopo estéril, 50 ul de Triton X -100 (MERCK, USA) en una
placa de Agar Miller Hinton (MH). Luego se sembrd la cepa E. coli ATCC 25922
a una concentracion 0.5 de la escala de McFarland. En el centro de la placa se
coloco un disco de ertapenem (10 pg). Con un asa estéril se tomé de 3 a 5 colonias
del aislamiento problema, previamente incubados por 18 a 24 horas y se realizd
una estria desde el borde del disco hasta el final de la placa. Se incubé a 35-37°C
durante 16-18 horas.
2. Prueba Carba NP directo
Se siguieron las recomendaciones del Servicio de Antimicrobianos del INEI -
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ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” (22). Esta prueba se fundamenta en el cambio de
color de la solucion inicial debido a la hidrolisis del carbapenémico. Se preparo la
soluciéon control (solucién A) que contenia rojo de fenol 0.05% (VWR
Chemicals,USA), sulfato de zinc a 0.1 mmol/L (Duksan, Korea) y triton X-100 al
0.1% v/v ajustado a un pH de 7.8. La solucion B constd de imipenem — cilastatina
(Imanen - OQpharmaceutical) a 12 mg/ml. En dos tubos eppendorf, se colocé 100
pl de la solucién A y B. Posterior a ello se inoculd 1 pl de cultivo fresco en cada
tubo y se dejo incubar a 35°C por 2 horas. Se considero positivo al cambio de color
de rojo a amarillo o anaranjado y un resultado negativo cuando se mantenia el color
rojo (Figura 2).
3. Prueba Blue Carba
Se siguid el protocolo del Servicio Antimicrobianos del INEI - ANLIS “Dr. Carlos
G. Malbran” (23), pero con una modificacion en el antibidtico afiadido (6mg/ml
imipenem - cilastatina) (24). Esta prueba también se fundamenta en el cambio de
color de la solucion inicial debido a la hidrolisis del carbapenémico. Se prepar6 la
solucion A que contenia indicador azul de bromotimol al 0.04% (MERCK, USA)
y sulfato de zinc a 0.1 mmol/L ajustado a un pH de 7.0. La solucién B constaba
de imipenem - cilastatina a 6 mg/ml. Para cada cepa se utiliz6 2 tubos Eppendorf
donde se coloco 100 ul de la solucidon A y B. Se inocul6 5 pl de cultivo fresco en
cada uno de los tubos y finalmente se incub6 a 35°C por 2 horas. Se considero
positiva a carbapenemasa si hubo un cambio de color de azul a amarillo o verde y
negativa si se mantenia el color (Figura 2).
4. Metodo de inactivacion de carbapenémicos modificado (mCIM)
Se siguid los criterios establecidos por el CLSI-M100 — edicion 34 (25). Es una
metodologia en el que se inactiva al carbapenémico en una primera incubacion,
para que en una segunda incubacion se verifique con el crecimiento de la E. coli
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ATCC 25922. En un tubo Eppendorf con 2 ml de caldo soya tripticasa (TSB) se
inoculd 1pl de cultivo fresco. Se agitd de 10 a 15 segundos en un vortex, para
luego adicionar un disco de meropenem (10 pg) e incubar por 4 horas a 35 °C.
Posteriormente, el disco de meropenem fue extraido y colocado en una placa agar
MH sembrada con E. coli ATCC 25922 (0.5 McFarland). Finalmente se incubé a
35°C durante 18 - 24 horas. Se considerd carbapenemasa positiva a un halo de
inhibicion entre 6 - 15 mm y cuando existia presencia de colonias dentro de 16 -
18 mm. Un resultado negativo se considerd a un halo de inhibicién > 19 mm. Un
resultado indeterminado a un halo de 16 - 18 mm y cuando el halo era > 19 mm
con colonias internas (Figura 2).

Método de inactivacion de carbapenémicos (CIM)

Se siguid el protocolo planteado por Kim y col. (26). Esta metodologia tiene el
mismo fundamento del mCIM, pero se realiza en un menor tiempo. Se coloc6 una
asada de 10 ul de la cepa en estudio en un criovial con 400 ul de solucién salina
fisiolGgica. Se agit6 en vortex y coloco un disco de meropenem (10 pg). Se incubd
a 35°C por 2 horas. Después, el disco de meropenem fue extraido y colocado en
una placa de agar MH sembrada con E. coli ATCC 25922 (0.5 McFarland).
Finalmente se incub6 a 35°C durante 8 horas. Se consider6 carbapenemasa
positiva a un halo de inhibicién 6 - 15 mm y cuando existia presencia de colonias
dentro de 16 - 18 mm. Un resultado negativo a un halo de inhibicion > 19 mm. Un
resultado indeterminado a un halo de 16 - 18 mm y cuando el halo fue > 19mm
con colonias internas (Figura 2).

Método de Deteccion rapida de carbapenemasa (rCDM)

Se siguio el protocolo de Jing y col. (27). Esta metodologia se fundamenta en el
aumento de didmetro del halo de inhibicion del disco de imipenem, tras una
hidrolisis producida por la bacteria impregnada en el disco. La profundidad del
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agar MH utilizado es menor a lo usual, por lo que se compensa con una mayor
concentracion de la E.coli ATCC 25922. Este consistié en sembrar la E. coli
ATCC 25922, a una concentracion equivalente del 3 McFarland, en agar MH.
Seguidamente se coloco un disco de imipenem (10 pg) y otro disco de imipenem
impregnado con 1 - 3 colonias de la cepa en estudio. Se incubd de 5 a 6 horas a
35°C. Se considerd un resultado positivo cuando la diferencia de halos de
inhibicién entre imipenem e imipenem inoculado con la cepa problema fue de 5
mm 0 mayor a este valor, un resultado negativo cuando la diferencia fue menor
de 3 mmy un resultado indeterminado cuando la diferencia oscilaba entre 3-5 mm
(Figura 2).
Identificacion fenotipica de Carbapenemasas OXA — 48 — Like

1. Disco temocilina en agar MH
Esta metodologia se fundamenta en la gran capacidad de las OXA-48-like de
hidrolizar la temocilina. El disco de temocilina (30ug) se colocé en agar MH,
sembrada previamente con la cepa en estudio (0,5 McFarland). Se incub6 a 35 °C
durante 18-24 horas. Para la interpretacion de los resultados se tomé en cuenta lo
recomendado por EUCAST (28) que corresponde a una zona de inhibicién < 11
mm, presuntivo para carbapenemasa OXA-48-like (Figura 2).

2. Resistencia piperacilina-tazobactam/ertapenem (TZP - ETP)
Se tomo en consideracion lo planteado por Lutgring y col (29), que evaluaron la
resistencia tanto para piperacilina- tazobactam (110ug) y ertapenem como un
screening de carbapenemasas OXA-48-like. Se realiz6 disco difusion para
piperacilina-tazobactam y MIC para el ertapenem (RPI, USA). La interpretacion
de los resultados se realizo siguiendo los criterios del CLSI - M100 (25).

3. Resistencia a piperacilina- tazobactam/temocilina (TZP - TEM)
Se considerd lo planteado por Findlay y col (30), quienes reportaron que la
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resistencia conjunta de piperacilina- tazobactam y temocilina eran sospecha de
OXA-48-like. El disco de piperacilina-tazobactam (110ug) y temocilina (30ug) se
colocaron sobre agar MH sembrada con la cepa en estudio al 0.5 McFarland. Se
incubo a 35 °C durante 18-24 horas. Para su interpretacion, se consideré los puntos
de corte del CLSI-M100 (25) y EUCAST (28).

4. Disco OXA-48
Se siguio el protocolo planteado por Tsakris y col. (31). Se usé 3 discos de
sensibilidad; un disco de imipenem (10 pg), un disco blanco con 10 uL. de EDTA
al 0.1IM (MERCK, USA) y un disco blanco con 10 uL. de EDTA al 0.1M y 10 uL.
de &cido fenil borénico (AFB) a 60 mg/ml (Sigma-Aldrich,USA). EI EDTA
funciona como un permeabilizador de las bacterias e inhibe a las
metalobetalactamasas, y el AFB inhibe a KPC. Como las OXA-48-like no son
inhibidas por ninguna de estas, mantiene su actividad, permitiendo asi el
crecimiento de la E.coli ATCC 25922.
En una placa de agar MH, se sembr0 la E. coli ATCC 25922. En el centro de la
placa se colocd el disco de imipenem y a los costados los discos de EDTA y
EDTA-AFB impregnados con la cepa en estudio (2 - 3 colonias). Se dejo incubar
por 24 horas a 35°C. Se consideré un resultado positivo a la presencia de
distorsion del halo de inhibicion del imipenem hacia ambos discos adyacentes y
un resultado negativo a la ausencia de este (Figura 2).

5. Disco HI OXA-48
Se considero la modificacion planteada por Koroska y col (32). Esta metodologia
fue similar a la del disco OXA-48, pero difiere en el nimero de colonias que
cubren los discos de EDTA y EDTA-AFB. En este caso, se requirieron 5-6
colonias de la cepa en estudio (Figura 2).

6. Disco combinado temocilina-avibactam.
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Se siguid el protocolo de Huang y colaboradores (33). Esta metodologia se
fundamenta en la capacidad del avibactam de inhibir a las OXA-48-like. Por lo
que el halo de inhibicion de temocilina aumenta.
Se sembrd la cepa en estudio al 0,5 McFarland en agar MH. Seguidamente, se
colocd sobre este un disco de temocilina (30 pg) y otro de temocilina
suplementado con 5 pg de avibactam (Ambeed,USA). Finalmente, se incub6 a 35
°C durante 18 - 24 horas. La carbapenemasa OXA-48-like se detectd cuando la
diferencia de halos era de 8 mm a mas (Figura 2).
7. Disco temocilina en agar MH suplementado con cloxacilina (MH-CLX)
Se consider6 lo mencionado por Maurer y col. (34). El agar MH se suplemento
con cloxacilina (Normon, Espafia) a una concentracion del 0.25 mg/ml. Posterior
aello, se coloco el disco de temocilina (30 ug) sobre el agar MH-CLX, sembrada
previamente con la cepa en estudio (0,5 McFarland). Se incub6 a 35 °C durante
18 - 24 horas. La formacién de una zona de inhibicion de temocilina <11 mm de
didmetro se consider6 positiva (Figura 2).
Determinacion de la MIC para imipenem, meropenem y ertapenem.
Se utilizd imipenem (MEDCHEM, USA), meropenem (MERCK, USA) y
ertapenem (RPI, USA) puros en polvo. La solucién stock de los antibidticos
carbapenémicos se prepar6 siguiendo los procedimientos establecidos por el CLSI
- M07 (35). Esta solucién antibiotica se guardd en alicuotas a -20°C hasta su uso.
La prueba se realizo por el método de microdilucion en placa de ELISA, para lo
cual se prepararon diluciones seriadas del antibiotico con caldo MH ajustado a
cationes (Becton, Dickinson and Company, USA). Se empleé como inoculo de la
cepa en estudio, una dilucion 1:20 de un tubo con turbidez equivalente al 0.5
Mcfarland. Se dispensaron 10ul en cada pocillo, excepto en los controles negativos
y de antibiotico. Se incub6 por 18 - 20 horas a 35 + 2 °C. Se considero la MIC
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como la concentracién de antibiético méas baja que inhibid el crecimiento visible de
la bacteria (Figura 3).

El andlisis de la MIC se dividid en tres grupos: 113 aislamientos con OXA-48-like,
9 con OXA-48-like + NDM o solo NDM, y 37 no productoras de carbapenemasa.
Se calcul6 la MICso y MICgo de meropenem, ertapenem e imipenem en los tres
grupos. También, se clasifico como sensible, intermedio y resistente, de acuerdo a
los criterios de CLSI y EUCAST.

Andlisis estadistico

La informacion obtenida fue organizada en un documento Excel, version 2108, para
su andlisis. Se determind la frecuencia de acuerdo al mecanismo de resistencia y
género - especie. En el programa STATA, version 17, se calcul6 la sensibilidad y
especificidad, con un intervalo de confianza de 95%, de cada una de las 13
metodologias fenotipicas. Asi como, el coeficiente Kappa, para determinar la
concordancia con la PCR. Finalmente, se realizd la prueba estadistica no
paramétrica Kruskal-Wallis para determinar si habia una diferencia significativa
entre las MICs.

Aspectos éticos

El presente proyecto fue registrado en el Sistema Descentralizado de Informacion
y Seguimiento a la Investigacién (SIDISI) - Direccion Universitaria de
Investigacion, Ciencia y Tecnologia (DUICT). Previo a su ejecucion se presento
una solicitud al Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH) y se obtuvo la aprobacion

mediante el documento CAR-DUARI-0-97-24.
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IV. RESULTADOS

Identificacién molecular de las carbapenemasas

De un total de 159 aislamientos, 117 (73.6%) fueron productores de OXA-48-like
y los 42 (26.4%) aislamientos restantes negativos a este mecanismo de resistencia.
El PCR multiplex determino que de los aislamientos productores de OXA-48-like,
4 (3.4%) eran adicionalmente productores de NDM (Tabla 1).

Confirmacion de la identificacion bacteriana

El sistema MALDI-TOF identifico que de los 117 aislamientos productores de
OXA-48-like, 81 (69.2%) fueron Escherichia coli y 32 (27.4%) Klebsiella
pneumoniae, como se observa en la tabla 2.

Identificacidn fenotipica de carbapenemasas en general

Las pruebas que mostraron una mejor sensibilidad (99.2%) y especificidad (100%)
fueron el CIM y el rCDM. Respecto al THT, obtuvo una alta sensibilidad (99.2%)
igual que las dos pruebas anteriores. Sin embargo, su especificidad fue del 89.2%.
En el andlisis del mCIM, se obtuvo una buena sensibilidad del 94.3% y una
especificidad del 100%. Finalmente, haciendo referencia a las pruebas
colorimétricas, el Blue Carba mostr6 mayor sensibilidad (98.4%) y menor
especificidad (94.6%) en comparacion con el Carba NP Direct (97.5% y 100%,
respectivamente) (Tabla 3). Cabe resaltar que todas estas pruebas mostraron una
elevada concordancia con la PCR (Tabla 3).

Identificacion fenotipica de Carbapenemasas OXA — 48 — Like

La temocilina en agar MH, considerado un predictor de la presencia de OXA-48-
like, obtuvo la sensibilidad mas alta (94.0%) comparado con TZP/TEM (93.2%) y
TZP/ETP (83.8%). Ademas, mostré una concordancia fuerte con la PCR (coef.
Kappa = 0.87). Por otro lado, la especificidad mas baja la tuvo el TZP/EPT con un

97.3% y un nivel de concordancia de 0.69 con el PCR (Tabla 4).
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Tanto la prueba Disco OXA-48 como la de Disco HI OXA-48 mostraron una
especificidad del 100%. Sin embargo, el Disco HI OXA-48 fue superior en
sensibilidad (82.9%) que el Disco OXA-48 (47.0%). La prueba de Disco
combinado temocilina/avibactam mostré una sensibilidad del 84.6% y temocilina
en MH-CLX present6d una mejor sensibilidad del 86.3% con una especificidad del
100% (Tabla 4). Adicionalmente se determind que el disco HI-OXA, TEM en
MH/CLX y TEM/AVI mostraron un nivel de concordancia moderada respecto al
PCR con valores de coeficientes Kappa de 0.71, 0.75 y 0.72, respectivamente.
Determinacion de la MIC para imipenem, meropenem y ertapenem.

Las medianas de la MIC para meropenem, ertapenem e imipenem mostraron una
diferencia significativa (p < 0.001) entre las OXA-48-like y las cepas no
productoras de este mecanismo de resistencia.

1. Primer grupo

En la tabla 5 se observa que la MIC para meropenem, ertapenem e imipenem varié
entre 0.03125 - 32 pug/ml, 0.03125 - 256 pg/mly 0.25 - 128 pg/ml, respectivamente.
Una concentracion del 0.125 pg/ml de meropenem inhibi6 a mas del 50% (MIC50)
de las cepas productoras de OXA-48-like. Y una concentracion de 8 pg/ml inhibio
al 90% (MIC90). Por otro lado, el MIC50 para ertapenem e imipenem fue 1 pg/ml
y 2 pg/ml, respectivamente. Y el MIC90, 64 pg/ml y 32 pg/ml. Asimismo, se
evidencid que la mayor cantidad de aislamientos muestran un MIC de 0.125 pg/ml
(40.7%), 1 pg/ml (40.7%) y 2 pg/ml (47.8%) para meropenem, ertapenem e
imipenem, en ese orden (figura 4). Mediante la prueba no paramétrica Kruskal -
Wallis se determind una diferencia significativa entre las medianas de los tres
carbapenémicos (p < 0.001).

2. Segundo grupo

La MIC para meropenem, ertapenem e imipenem oscilé entre 8 - 64 pug/ml, 4 - 128
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pug/mly 8 - 64 pg/ml. E1 MIC50 tanto para meropenem y ertapenem fue de 32 pg/ml.
Mientras que el MIC90 para meropenem fue 64 pg/ml y para ertapenem, 128 pg/ml.
Por ultimo, el MIC50 de imipenem resultd 16 pg/ml y el MIC90, 64 pg/ml. Por otro
lado, se mostrd que el 44.4% de los aislamientos tenian un MIC de 32 pg/ml para
meropenem; el 66.7%, 32 pg/ml para ertapenem; y un 55.6%, 16 pg/ml para
imipenem (Tabla 5y Figura 4).

3. Tercer grupo

En cuanto a las MICs de meropenem, ertapenem e imipenem variaron entre
0.03125-0.5 pg/ml, 0.015625-8 pg/ml, 0.0625-8 pug/ml respectivamente. E1 MIC50
para meropenem y ertapenem fue de 0.03125 pg/ml, pero el MIC90 difirié para
ambos antibidticos con concentraciones del 0.0625 pg/mly 0.5 pg/ml, en ese orden.
Para imipenem, el MIC50 fue de 0.25 ug/ml y el MIC90 de 2 pg/ml. El 89.2%
mostré una MIC del 0.03125 pg/ml para meropenem; el 48.7%, 0.015625 pg/ml

para ertapenemy el 35.1%, 0.25 pug/ml para imipenem. (Tabla 5 y figura 4).

En la tabla 6 se puede observar la frecuencia de resistencia y susceptibilidad a
carbapenémicos tomando en consideracion los puntos de corte del CLSI vy
EUCAST. De acuerdo a las categorias de interpretacion del CLSI, se determind que
14.2% de aislamientos productores de solo OXA-48-like fueron no susceptibles a
meropenem. Mientras que, segun EUCAST, el 36.3% fueron resistentes. Respecto
a ertapenem, el 85% fueron no susceptibles y el 97.4% resistentes, de acuerdo al
CLSI y EUCAST respectivamente. En el caso de los aislamientos productores de
OXA-48-like + NDM o0 solo NDM, el 100% fueron resistentes a meropenem y
ertapenem considerando los criterios tanto del CLSI y EUCAST. Finalmente, el
94.6% y 67.6% las cepas no productoras de carbapenemasas fueron sensibles a
meropenem y a ertapenem, respectivamente, segin EUCAST.
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V. DISCUSION

El primer reporte de un aislamiento productor de OXA-48-like se dio en Turquia en
el 2001 (6). Posteriormente, se extendid a diversas regiones, convirtiéndose en
zonas endémicas. Un estudio evidencidé que no se encontraron enterobacterales
productores de OXA-48-like en el Pert durante el 2019 (36). Otro estudio publicado
en el 2023 encontrd6 5 enterobacterales productores de este mecanismo de
resistencia durante 2019 - 2021, todos con la variante OXA-181 (12). Los reportes
de enterobacterales con OXA-48-like en el Pert (12,13,14,15) muestran que estos
aislamientos no estaban acompafados de otro tipo de carbapenemasa. Sin embargo,
en el 2021, el MINSA report6 una alerta epidemiolégica sobre una cepa inusual de
Escherichia coli productora de OXA-48-like y NDM en Arequipa (37). En el
presente estudio se encontro 4 cepas (3.4%) con doble carbapenemasa dentro de los
aislamientos productores de OXA-48-like, especificamente OXA-48-like + NDM.
Segun un estudio, la co-expresion de OXA y NDM constituyen altos indices de
mortalidad (38)

A nivel mundial, diversos estudios epidemiolégicos (39,40) han documentado una
alta prevalencia del género Klebsiella como principal productor de OXA-48-like,
seguido del género Escherichia. A diferencia de estos hallazgos, en este estudio, la
Escherichia coli (69.2%) fue mas frecuente que Klebsiella pneumoniae (27.4%).
Esto evidencia que la distribucidon de aislamientos varia de acuerdo al contexto
regional.

Los métodos fenotipicos convencionales para la deteccién de carbapenemasas
permiten diferenciar las de clase Ay clase B, pero no las de clase D (OXA-48-like),
debido a que no son inhibidas por el AFB 0 EDTA (6). Por otro lado, las OXA-48-
like presentan una limitada actividad hidrolitica frente a los carbapenémicos, lo que

complica aln mas su identificacién (6). Por lo que existe la necesidad de evaluar
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métodos para su adecuada deteccion. El procedimiento de identificacion de este
mecanismo de resistencia implica, en primer lugar, la deteccién de la enzima
carbapenemasa, para luego detectar especificamente la carbapenemasa OXA-48-
like.

Para la deteccion de carbapenemasas, uno de los métodos evaluados fue el THT,
que surge de la modificacion del Test de Hodge Modificado (MHT). Este utiliza
Triton X-100 como permeabilizador de los aislamientos bacterianos para facilitar
su deteccion (41). Pasteran y colaboradores (41), determinaron que el THT con
disco de ertapenem tenia una sensibilidad superior (99%) al del MHT (72%),
mientras que su especificidad fue baja (87.5%) debido a falsos positivos por la
presencia de BLEE y/o AmpC con pérdida de porina. En el presente estudio, el THT
tuvo una sensibilidad del 99.2% y una especificidad del 89.2%, resultados similares
a lo reportado por Pasteran y col.

Otra metodologia evaluada fue Carba NP directo, la cual es méas econdmica
comparada al Carba NP Test, ademés de utilizar colonias directas de cultivo (6).
Pasteran y col. determinaron para ambas pruebas una especificidad de 100%. Sin
embargo, el Carba NP directo mostrd una mejor sensibilidad del 98% frente a un
84% del Carba NP Test (42). Otro estudio realizado en el 2020 determiné que la
sensibilidad del Carba NP directo (83.3%) era superior al de Carba NP test (75.9%)
(43). Sin embargo, ambas mostraron problemas en detectar a las OXA-48-like. Es
importante resaltar que en el presente estudio, la prueba Carba NP directo tuvo una
excelente sensibilidad del 97.5% y una especificidad del 100%, lo que difiere de los
reportes previos de limitaciones en la deteccion de carbapenemasas OXA-48-like,
convirtiendo a esta prueba en una excelente alternativa por la ventaja adicional de
la rapidez en la emision de los resultados.

El tercer método evaluado fue el Blue Carba. El primer estudio reportado de este,
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obtuvo una sensibilidad y especificidad del 100%, donde se incluyeron 12
enterobacterales productores de OXA-48-like (44). Un estudio posterior a este
evidencio que el Blue Carba tuvo inconvenientes en detectar a las OXA-48-like
(24). Ellos recomendaron un estudio en el que se incluya una mayor cantidad de
aislamientos. En el presente estudio incluimos 117 aislamiento productores de
OXA-48-like, obteniendo una sensibilidad y especificidad del 98.4% y 94.6%,
respectivamente.

Respecto a las pruebas CIM y mCIM, la diferencia entre ellos radica en el tiempo
de ejecucion y lectura, 10 horas para el CIM y 24 horas para el mCIM (6). Un
estudio en el 2015 encontré que el CIM era 100% concordante con la PCR para
detectar carbapenemasas (26). Otro estudio reportd que el mCIM era superior en
sensibilidad (98%) comparado con el CIM (91%), ademas, que el mCIM detectd el
100% de aislamientos OXA-48-like, en cambio el CIM logré detectar solo al 80%
de estos (45). Debido al mejor desempefio del mCIM, el CLSI decidio realizar una
validacion obteniendo una sensibilidad del 99% y especificidad del 100% (46). No
obstante, en el presente estudio el mCIM obtuvo una menor sensibilidad (94.3%)
comparado con el CIM (99.2%).

El dltimo método para detectar carbapenemasas fue el rCDM, que necesita solo de
6 horas para su ejecucion y lectura (27). Un estudio obtuvo una sensibilidad del
100% y especificidad del 99.8% (27). Otro estudio realizado en una zona endémica
de OXA-48-like llegd a la conclusion que el rCDM tenia un 100% de sensibilidad
(47). Muy similar a estos resultados, en el presente estudio, se obtuvo una
sensibilidad del 99.2% vy especificidad del 100%, que también convierte a esta
prueba en una excelente alternativa dada la rapidez de la respuesta.

Respecto a los métodos especificos para detectar OXA-48-like, ain no son muy
difundidos en los laboratorios de nuestro medio, lo que probablemente esté

18



conllevando a un subregistro de este mecanismo de resistencia. EUCAST
recomienda utilizar un punto de corte < 11 mm para temocilina, como un screening
de las OXA-48-like (28). Por otro lado, Lutgring y col, encontraron que las
carbapenemasas OXA-48-like eran resistentes tanto a ertapenem como a
piperacilina-tazobactam (29), asi como también un estudio realizado en Peru (15).
Otro estudio desarrollado por Findlay y col. (30), utilizaron como prueba de
screening la resistencia a piperacilina/tazobactam y temocilina. En el presente
estudio, la prueba con temocilina es la que mostré una mejor sensibilidad (94.0%)
y especificidad (100%), lo que es necesario resaltar, pues esta prueba ha sido
considerada solo como un predictor de este mecanismo de resistencia.

Tsakris y col (31) evaluaron una nueva prueba denominada Disco OXA-48 con el
fin de detectar especificamente a las OXA-48-like, encontrando una sensibilidad
del 96.3% y especificidad del 97.7%. Sin embargo, en el estudio de Koroska y col
(32) se evidencio que el desempefio del Disco OXA-48 dependia en gran medida
del in6culo utilizado. Por lo que, decidieron modificar el protocolo aumentando el
inéculo de 2-3 colonias a 5-6. A esta modificacion le llamaron Disco HI OXA-48
que mostré una mayor sensibilidad (98.8%) comparado con el Disco OXA-48
(53.6%). En el presente estudio ambas metodologias mostraron una especificidad
del 100%. Sin embargo, la sensibilidad en Disco HI OXA-48 fue superior al Disco
OXA-48 (82.9% y 47.0% respectivamente).

Del mismo modo, Huang y col. (33) evaluaron la capacidad de discos combinados
para detectar OXA-48-like. Observaron que tomando en consideracion una
diferencia de halos > 8 mm entre temocillina y temocillina-avibactam se obtenia un
mejor desempefio, alcanzando una sensibilidad del 97% y una especificidad del
93%. En el presente estudio, esta prueba logrd una sensibilidad del 84.6% y
especificidad del 97.6%. Si bien la sensibilidad observada fue inferior al
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rendimiento reportado por Huang y col., la especificidad obtenida es consistente
entre ambos estudios.

En un estudio realizado en 2014 (34), se sefiala que el uso de agar MH suplementado
con cloxacilina y disco de temocilina mejoraba la deteccion, en términos de
especificidad, en la deteccion de carbapenemasas OXA-48-like. Esto se debe a que
la cloxacilina presente en el agar inhibe la actividad de AmpC, permitiendo
disminuir la cantidad de falsos positivos. En el presente estudio, esta prueba mostro

una sensibilidad del 86.3% y una especificidad del 100%.

Los aislamientos productores de carbapenemasas OXA-48-like presentan una MIC
baja, debido a su limitada actividad hidrolitica frente a carbapenémicos,
comparandolo con otros tipos de carbapenemasas (6). En el presente estudio se
evidencid una diferencia significativa entre los MICs de las OXA-48-like y las
NDM (p<0.001). Mostrando, las OXA-48-like, un MICso de 0.125, 1 y 2 ug/ml para
meropenem, ertapenem e imipenem. En cambio, los NDM mostraron una MICsg de
32, 32 y 16 pg/ml, respectivamente. En un estudio realizado en Reino Unido se
determind que la gran mayoria de las cepas tenian una MIC de meropenem < 2
pug/ml (9). A pesar que dentro del grupo de carbapenemasas OXA-48-like se
muestra un perfil heterogéneo a los carbapenémicos, su MIC para imipenem oscila
entre 1 — 4 pg/ml,para meropenem y ertapenem entre 0.06 — 1 pg/ml (48). En el
presente estudio los rangos de meropenem, ertapenem e imipenem oscilaron entre
0.03 - 32 ug/ml (MICso/MICgo de 0.125 y 8 pug/ml), 0.03 - 256 pg/ml (MICso/MICgo
de 1y 64 ug/ml)y 0.125 - 128 pg/ml (MICs0/MICgo 2 y 32 ug/ml) respectivamente,
resultados no comparables con el estudio anterior. Los valores altos de MIC para
cada carbapenémico puede deberse a que el mecanismo OXA-48-like estuvo

acompariado de otra betalactamasa (BLEE y/o AmpC) o deficiencia de porinas (6),
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informacion no evaluada en el presente estudio pues amerita otras metodologias de
estudio como el WGS. En un estudio realizado en cepas recombinantes se logro
determinar que los OXA-48-like aumentaban ligeramente su MIC frente a los
carbapenémicos; sin embargo, la deficiencia de porinas elevaba los MICs hasta
valores mayores a 256 pg/ml (48). Similar a nuestros resultados, un estudio
realizado en Espafia (49), obtuvo una MICso de 1 pg/ml para imipenem Yy
meropenem y 4 pg/ml para ertapenem. Por otro lado, un MICgo de 8 pg/ml para
imipenem y meropenem y 64 pg/ml para ertapenem. Este estudio determin6 que el
65.6% y 77.7% de las cepas poseian CTX-M y SHV, respectivamente.

Las carbapenemasas OXA-48-like presentan una actividad diferenciada frente a los
carbapenémicos. En nuestro estudio se evidencié una diferencia significativa entre
las medianas de meropenem, ertapenem e imipenem (p < 0.001). Diversos estudios
determinaron que la capacidad hidrolitica de las carbapenemasas OXA-48-like eran
superiores para imipenem comparandolos con meropenem y ertapenem (48,50). Sin
embargo, ante la alteracion de porinas la MIC de ertapenem era la méas elevada (48).
Un estudio realizado en aislamientos coproductores de OXA-48-like con BLEE o
AmpC (51), encontraron que fueron sensibles a imipenem y meropenem pero
resistentes o intermedios a ertapenem. Asimismo, un estudio realizado en Per
encontrd que los aislamientos productores de OXA-48-like presentaban una MIC >
lug/ml de ertapenem (15), es decir, intermedio a resistente tomando en cuenta los
criterios del CLSI. En el presente estudio se determind que el 85% de los
aislamientos productores de OXA-48-like cumplian con el criterio > 1ug/ml de
ertapenem. Pero si tomamos en consideracion los puntos de corte de EUCAST (>
0.125 pg/ml) para sospechar la presencia de carbapenemasa (28), nuestro estudio
detecto al 97.4% de estas cepas. Si bien el ertapenem con el criterio de EUCAST
detectd un gran porcentaje de estas cepas, el 32.4% de cepas no productoras de
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carbapenemasas fueron erroneamente clasificadas con este criterio. Estos resultados
refuerzan que el ertapenem es un indicador muy sensible, pero con baja
especificidad para detectar carbapenemasas (52). Por otro lado, en el caso del
meropenem, solo se captaron 14.2% OXA-48-like con el CLSI y el 36.3% con el
EUCAST. Resultados no comparables con estudios previos, los cuales mostraron

una alta sensibilidad (34,52).
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VI. CONCLUSIONES

1. Las metodologias para la deteccion de carbapenemasas en general mostraron un
buen desempefio, en términos de sensibilidad y especificidad, frente a los
aislamientos productores de carbapenemasa OXA-48-like. La rCDM y CIM son
las pruebas que mejor desempefio mostraron.

2. Las pruebas para deteccion especifica de OXA-48-like obtuvieron resultados
heterogéneos. Siendo la prueba Disco OXA-48 quien mostré una baja
concordancia con la PCR. El disco TEM en agar MH demostrd un desempefio
superior.

3. Ladiferencia de las MICs, entre las cepas productoras de solo OXA-48-like y las
no productoras, es significativa. Los MICso de OXA-48-like eran bajos
comparados a los MICso que poseian los NDM. Algunos MICs elevados de las
carbapemasas OXA-48-like pueden deberse a la presencia adicional de BLEE,
AmpC o deficiencia de porina, datos no evaluados en la presente investigacion.
Dentro de las OXA-48-like se evidencio una actividad diferenciada frente a los
carbapenémicos, siendo el ertapenem un indicador de alta sensibilidad para la

deteccion de este mecanismo de resistencia.
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VII. LIMITACIONES

e EIl no contar con informacién del secuenciamiento del genoma completo
de las OXA-48-like deviene en una limitacion. Ya que, esta metodologia
molecular nos brinda mayor informacion de las cepas en estudio. De
manera que, se determine si alguna variante en especifico de las
carbapenemasas OXA-48-like puedan alterar la sensibilidad de cada
metodologia.

e El tener bajo numero de aislamientos no productores de carbapenemasas,
tales como BLEE, AmpC y/o alteracion en las porinas, que permitirian
evaluar como afecta la especificidad de cada metodologia.

e No se incorpor6 ensayos de reproducibilidad para la deteccién de OXA-

48-like, debido a los costos que estos conllevan.
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VIII.

RECOMENDACION

De acuerdo a nuestros resultados, recomendamos utilizar la prueba rCDM
para la identificacion general de carbapenemasas, ya que el tiempo que se
necesita para su ejecucion y lectura es corta. Y el disco de temocilina en
agar MH como una herramienta preliminar para la identificacion de
carbapenemasas OXA-48 - like.

Seria valioso probar los métodos en escenarios clinicos para verificar su
aplicabilidad en condiciones rutinarias de laboratorio y su impacto en la
toma de decisiones terapéuticas.
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Figura 1. Lectura de la corrida electroforética del PCR mudltiplex. Columnas L:
marcador de peso molecular (100 - 1000 pb); CP: control positivo (OXA-48-like,
NDM, KPC y mcr-1); CN: control negativo y columnas del 1 al 11: OXA-48-like
(la columna 4 esté vacio).
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Figura 2. Resultados positivos de THT (A), Blue Carba y Carba NP directo (B),
mCIM (C), CIM (D), rCDM (E), Disco OXA-48 y Disco HI OXA-48 (F), Disco
combinado temocilina/avibactam (G) y Disco temocilina en agar MH-CLX.

35



— —

R O I L, 1]
AT A

Vas,)

Figura 3. Concentracién minima inhibitoria (MIC) de meropenem. La cepa INEN-
028 muestra un MIC de 4 pg/ml y la cepa INEN-029 de 0.125 pg/ml. El recuadro
A muestra los controles positivos de ambas cepas. El recuadro B, el control de

antibidtico. Y el cuadro C, el control negativo.
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Tabla 1. Frecuencias de acuerdo al mecanismo de resistencia

VARIABLES N %

Mecanismo de resistencia

OXA-48-like Positivos 117 73.6
OXA-48-like Negativos 42 26.4
TOTAL 159 100
OXA-48-like Positivos
Solo OXA-48-like 113 96.6
OXA-48-like + NDM 4 34
TOTAL 117 100
OXA-48-like Negativos
NDM 5 11.9
AmpC 3 7.1
AmpC + BLEE 3 7.1
BLEE 8 19.1
BlaOXY 8 19.1
Ninguno 15 35.7
TOTAL 42 100
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Tabla 2. Frecuencias de acuerdo al género - especie

VARIABLES N %

OXA-48-like Positivo

Escherichia coli 81 69.2
Klebsiella pneumoniae 32 27.4
Klebsiella aerogenes 2 1.7
Citrobacter koseri 1 0.9
Raoultella planticola 1 0.9
TOTAL 117 100

OXA-48-like Negativos

Escherichia coli 18 42.9
Klebsiella pneumoniae 9 21.4
Klebsiella michiganensis 6 14.3
Citrobacter freundii 4 9.5
Klebsiella grimonti 3 7.1
Citrobacter amalonaticus 1 2.4
Klebsiella quasipneumoniae 1 2.4
TOTAL 42 100
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Tabla 3. Sensibilidad, especificidad y coeficiente Kappa de las pruebas fenotipicas
para identificacion general de carbapenemasas

Método VP FN FP VN %Sen. %Esp. Kappa
fenotipico (95%CI)  (95%CI)  (95%Cl)
mCIM 115 37 94,3 100,0 0,88
(88,5-97,7) (90,5 -100,0) (0.80 - 0.96)

cIM 121 37 99.2 100,0 0.98
(95,5 - 100,0) (90.5 - 100,0) (0.94 - 1.00)

rCDM 121 37 99.2 100,0 0.98
(95,5 - 100,0) (90,5 - 100,0) (0.94 - 1.00)

THT 121 33 99,2 89,2 0.90
(95,5 - 100,0) (74,6 - 97.0) (0.83 - 0.98)

Blue 120 35 98.4 94,6 0.93
carba (94,2-99,8) (81.8-99.3) (0.86-0.99)

CarbaNP 119 37 97.5 100,0 0.94

directo

(93,0-99,5) (90,5 - 100,0) (0.89 - 1.00)

VP: verdadero positivo; FN: falso negativo; FP: falso positivo; VN: verdadero
negativo; Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; Cl: Invervalo de confianza.
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Tabla 4. Sensibilidad, especificidad y coeficiente Kappa de las pruebas fenotipicas
para identificacion especifica de carbapenemasas OXA-48-like.

Método VP FN FP VN %Sen. %Esp. Kappa
fenotipico (95%Cl)  (95%CI) (95%Cl)
TEM 110 7 0 37 94,0 100 0,87

(88,1-97,6) (90,5-100,0) (0,79 - 0,95)

TZPIETP 98 19 1 36 83,8 97,3 0,69
(75,8-89,9) (85,8-99,9) (0,57 - 0,81)

TZPITEM 109 8 0 37 93,2 100 0,85
(87,0 -97,0) (90,5 - 100,0) (0,76 - 0,94)

DiscoOXA- 55 62 0 42 47,0 100,0 0,31
48 (37,7-56.5) (91,6-100,0) (0,22 - 0,41)

DiscoHI- 97 20 0 42 82,9 100,0 0,71
OXA-48 (74,8 -89,2) (91,6-100,0) (0,60 - 0,83)

TEM/AVI 99 18 1 41 84,6 97,6 0,72
(76,8-90,6) (87,4-99,9) (0,61 -0,83)

TEM- 101 16 0 37 86,3 100,0 0,75

MH/CLX

(78,7-92,0) (90,5 - 100,0) (0,64 - 0,86)

VP: verdadero positivo; FN: falso negativo; FP: falso positivo; VN: verdadero
negativo; Sen: sensibilidad; Esp: especificidad; Cl: Invervalo de confianza.
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Tabla 5. Andlisis de la MIC de meropenem, ertapenem e imipenem de las cepas en
estudio

Grupo Atb Rangos X Me Mo MIC50 MIC90
(ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml) pg/ml)  (pg/ml)
MEM 0,03125-32 2,95 0.125 0,125 0,125 8
(40,7%)
ETP 0,03125-256 20,13 1 1 1 64
grupo (40,7%)
1 IMP 0,25-128 11,43 2 2 2 32
(47,8%)
MEM 32
8-64 2756 32 (44,4%) 32 64
grupo - etp 32
2 4-128 37,78 32 (66,7%) 32 128
IMP 16
8-64 24 16 (55,6%) 16 64
MEM 0,03125
0,03125-0.5 0,06 0,03125 (89,2%) 0,03125 0,0625
gr“po ETP 0,015625
0,015625-8 0,56 0,03125 (48,7%) 0,03125 0,5
IMP 0,25

00625-8 077  0.25 (351%) 025 2

Atb: antibiotico; X: media; Me: mediana; Mo: moda
Grupo 1: aislamientos productores de solo carbapenemasa OXA-48-like

Grupo 2: aislamientos productores de carbapenemasa OXA-48-like + NDM o solo
NDM

Grupo 3: aislamientos no productores de carbapenemasa
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Figura 4. Grafico de frecuencias de valores de MIC para meropenem, ertapenem e
imipenem en aislamientos productores de solo OXA-48-like (A, B y C),
productores de OXA-48-like + NDM y NDM (D, E y F) y no productores de
carbapenemasas (G, HeI).
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Tabla 6. Frecuencias de susceptibilidad de acuerdo a los puntos de corte de CLSI

y EUCAST
Grupo  Ath CLSI EUCAST
S | R S R
MEM 97 3 13 72 41
(85,8%)  (27%) (IL5%) (637%) (363 %)
Grupol  g1p 17 46 50 3 110
150%)  (40.7%)  (44.3% 2.7% 97,4%
115 (100%) (150%) (407%) (443  (27%)  (97.4%
IMP 18 54 41 i i
(159%)  (47.8%)  (36,3%)
MEM 0 0 9 0 9
Grupo 2 (100%) (100%)
ETP 0 0 9 0 9
9 (100%) (100%) (100%)
IMP 0 0 9 i i
(100%)
MEM 37 0 0 35 2
Grupo 3 (100%) 94.6%)  (5,4%)
ETP 35 0 2 25 12
37 (100%
(100%) (94,6%) (G.4%)  (67.6%)  (32.4%)
IMP 33 1 3 i i
(89.2%)  (2.7%)  (8,1%)
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ANEXOS

Anexo 1. Operacionalizacion de las variables



Variable | Definicion Definicion Tipos Escala Indicador
conceptual operacional
THT Método Se determing por | Cualitativ [ nominal | *Positivo: presencia de
fenotipico medio de un|a distorsion del halo de
para la | sobrecrecimient inhibicién  alrededor
deteccion de | o de la cepa E. del meropenem.
carbapenema | coli ATCC
sas 25922 en la *Negativo: ausencia de
interseccion  de distorsion del halo de
la estria con el inhibicion  alrededor
halo de del meropenem.
inhibicion hacia
el disco de
ertapenem.
Carba Método Se determing por | Cualitativ | nominal | *Positivo: cambio de
NP fenotipico medio del | a color en la reaccion de
directo para la | cambio de color rojo a amarillo
deteccion de
carbapenema *Negativo: Ausencia
sas del cambio de color
Blue Método Se determing por | Cualitativ | nominal | *Positivo: Cambio de
Carba fenotipico medio del | a color en la reaccion de
para la [ cambio de color azul a amarillo o
deteccion de amarillo verdoso
carbapenema
sas *Negativo: Ausencia
de cambio de color
mCIM Método Se midio el halo | Cualitativ | nominal | Positivo: Halo de 6 - 15
fenotipico de inhibicion del | a mm y colonias dentro
para la | disco de de un halo 16 - 18 mm
deteccién de | meropenem Indeterminado: halo 16
carbapenema - 18 mm y un halo> 19
sas mm con  colonias
internas
Negativo: halo > 19
mm
CIM Método Se midio el halo | Cualitativ | nominal | Positivo: Halo de 6 - 15
fenotipico de inhibicion del | a mm y colonias dentro
para la | disco de de un halo 16 - 18 mm
deteccion de | meropenem Indeterminado: halo 16
carbapenema - 18 mm y un halo > 19
sas mm con  colonias
internas
Negativo: halo > 19
mm
rCDM Método Se hall6 la| Cualitativ | nominal | Positivo: halo > 5 mm




fenotipico diferencia de [ a Indeterminado: 3 - 5
para la | halos entre mm
deteccidén de | imipenem e Negativo: < 3mm
carbapenema | imipenem
sas inoculada con la
cepa
Temocili | Método de | Se midio6 el halo | Cualitativ | nominal | *positivo: <11 mm
na  en|difusion de | de inhibicion del | a *Negativo: > 11 mm
agar MH | disco de | disco de
temocilina. temocilina.
Prediccion de
OXA-48.
Resisten | Método  de | Se midi6 el halo | Cualitativ | nominal | *positivo: resistente o
cia difusion  de | de inhibicion del | a intermedio a
piperacili | disco de | disco de piperacilina-
na- piperacilina- | piperacilina- tazobactam (<24mm) y
tazobacta | tazobactam vy | tazobactam y se ertapenem (>1pg/ml)
m y | MIC de | determino el *negativo: sensible a
ertapene | ertapenem. MIC de piperacilina-
m Prediccion de | ertapenem tazobactam (>25mm) y
OXA-48. ertapenem (<0.5ug/ml)
Resisten | Método de | Se midié el halo | Cualitativ | nominal | *positivo: resistente o
cia difusion  de | de inhibicién del | a intermedio a
piperacili | disco de | disco de piperacilina-
na- piperacilina.t | piperacilina- tazobactam (<24mm) y
tazobacta | azobactam y | tazobactam vy temocilina (<11mm)
m y | temocilina. temocilina. *negativo: sensible a
temocilin | Prediccion de piperacilina-
a OXA-48. tazobactam (>25mm) y
temocilina (>11mm)
Disco Método Se observé el | Cualitativ | nominal | *Presencia de
OXA-48 | fenotipico halo de | a distorsion del halo de
para detectar | inhibicion  del inhibicién del
OXA-48-like | disco de imipenem hacia ambos
imipenem. discos adyacentes
*No presencia de
distorsion del halo de
inhibicion del
imipenem hacia ambos
discos adyacentes
Disco HI | Método Se observé el | Cualitativ | nominal | *Presencia de
OXA-48 | fenotipico halo de | a distorsion del halo de
para detectar | inhibicion  del inhibicién del
OXA-48-like | disco de imipenem hacia ambos

imipenem.

discos adyacentes




*No presencia de
distorsion del halo de
inhibicion del
imipenem hacia ambos
discos adyacentes

Disco Método Se calcul6 la | Cualitativ [ nominal | *positivo: > 8 mm
combina | fenotipico diferencia entre | a *negativo: < 8 mm
do para detectar [ |os halos de
temocilin | OXA48 innibicion de
avibacta temocilina y
m temocilina-
avibactam.
Temocili | Método Se midio el halo | Cualitativ | nominal | *positivo: <11 mm
na en | fenotipico de inhibicion del | a *Negativo: > 11 mm
agar para detectar | disco de
MH- OXA-48 temocilina.
CLX
PCR Método La lectura se | Cualitativ | nominal | *Positiva a OXA-48-
molecular realizdé en unla like
que sirve | fotodocumentad *Negativa a OXA-48-
para obtener or like
muchas '
copias de un
segmento
especifico de
ADN.
MIC Esla Se determiné Cuantitati | continua | *4 mg/ml
concentracié | mediante la va *0.5 mg/ml
n minima de | técnica de *otros
antibiotico microdilucion en
capaz de caldo.
inhibir el
crecimiento

bacteriano.




