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Introduccion: la produccion de enzimas con actividad hidrolitica frente a carbapenémicos, denomi-
nadas carbapenemasas, es uno de los principales mecanismos de resistencia a carbapenémicos en
Pseudomonas aeruginosa. El test de Hodge modificado es la prueba fenotibica mas empleada para
la deteccién de carbapenemasas; sin embargo, de acuerdo con el CLSI, este método sélo puede
emplearse en Enterobacteriaceas ya que presenta limitaciones en Bacilos Gram negativos no fer-
mentadores como Pseudomonas aeruginosa. Objetivo: evaluar la eficacia de variaciones del test de
Hodge modificado para la deteccién de carbapenemasas en aislados de Pseudomonas aeruginosa.
Materiales y métodos: se evalud el desempefio del test 3D y tres variaciones del test de Hodge
modificado, tomando como prueba de referencia la deteccién de los genes de las carbapenemasas
KPC, VIM, IMP, NDM y OXA-48 mediante reaccién en cadena de la polimerasa. Las variaciones
consistieron en emplear: a) agar MacConkey en lugar de Mueller Hinton, b) Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 como cepa indicadora sensible a carbapenémicos en lugar de Escherichia coli ATCC
29212 y c) las dos condiciones anteriores simultaneamente. Resultados: de los ensayos evaluados,
la tercera variacion, que empleé tanto agar MacConkey como la cepa indicadora de Klebsiella pneu-
moniae ATCC 700603, mostré los mejores valores de sensibilidad y especificidad para la deteccién
de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa (90,0% y 85,7%, respectivamente). Conclusiones:
la implementacién de las variaciones del test de Hodge modificado podria ser una alternativa
econémica y de facil realizacion para la deteccion fenotibica de carbapenemasas en Pseudomonas
aeruginosa en los laboratorios de Microbiologia Clinica.
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Introduction: One of the most important mechanisms of carbapenem resistance in Pseudomonas
aeruginosa is the production of carbapenem-hydrolyzing enzymes known as carbapenemases. The
modified Hodge test is the most frequently used phenotypic screening test for carbapenemases. Ne-
vertheless, CLSI recommends using modified Hodge test only in members of Enterobacteriaceae, sin-
ce the test has demonstrated limitations in other Gram-negative bacilli and non-glucose-fermenters
as Pseudomonas aeruginosa. Objective: To evaluate the performance of 3D test and three variations
of modified Hodge test to detect carbapenemases in Pseudomonas aeruginosa isolates. Materials
and methods: The efficacy of 3D test and three variations in modified Hodge test were evaluated
taking polymerase chain reaction for carbapenemases KPC, VIM, IMP, NDM and OXA-48 as the
gold standard. Variations consisted in using a) MacConckey agar instead of Mueller Hinton, b) Kle-
bsiella pneumoniae ATCC 700603 as indicator carbapenem-sensitive strain instead of Escherichia
coli ATCC 29212 and ¢) last two conditions simultaneously. Results: Of the variations tested, the
third assay using both MacConckey agar and Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 showed the
best sensitivity and specificity (90.0% and 85.7%, respectively). Conclusions: The implementation of
variations in modified Hodge test could be a cheap and easy to perform alternative for phenotypic
carbapenemase detection in Pseudomonas aeruginosa in Clinical Microbiology laboratories.

Keywords: Carbapenemases, carbapenems, carbapenemase detection, Pseudomonas aeruginosa,
Modified Hodge Test
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eudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo no fermentador que se destaca por ser
l)tsm patbgeno oportunista, causante de infecciones asociadas a la atencion en salud [ 1-4]. Esta
bacteria es responsable de diversos cuadros clinicos que pueden ir desde infecciones del tracto
urinario, la piel y los tejidos blandos hasta infecciones que comprometen la vida del paciente
como bacteriemias y neumonias [2]. Gran parte del éxito de esta bacteria se debe a la variedad
de los mecanismos de resistencia a los antibidticos que posee tanto intrinsecos como adquiri-
dos, lo cual limita cada vez més las opciones de tratamiento [,2,5-7]. Los carbapenémicos son
los medicamentos de eleccion para el tratamiento de las infecciones producidas por Pseudomo-
nas aeruginosa multirresistente debido a su amplio espectro y su estabilidad frente a la accion
de las B-lactamasas como las AmpC [8,9]. Sin embargo, en los Ultimos ahos, con la emergencia
y la frecuencia cada vez mayor de cepas resistentes a los carbapenémicos, se ha complicado el
manejo de las infecciones ocasionadas por esta bacteria [8,10,1 I].

La resistencia a los carbapenémicos en Pseudomonas aeruginosa estd mediada principalmen-
te por la presencia de mecanismos cromosdmicos como la sobrexpresion de la B-lactamasa
cromosémica AmpC, sumada a la sobreproduccion de bombas de expulsion tales como la
MexAB-OprM vy la impermeabilidad mediada por la pérdida o alteracion estructural de la po-
rina OprD [10,12,13]. Otro mecanismo de resistencia de gran importancia es la produccion
de B-lactamasas con accion hidrolitica frente a los carbapenémicos, conocidas como carbape-

552

Volumen 21, NUumeros |'1-12, 2015. MepICINA & LABORATORIO




Efectividad de la mamografia como prueba de tamizacion -

nemasas [|2-17], las cuales confieren resistencia a todos los B-lactamicos y generalmente se
encuentran codificadas en elementos genéticos moviles como los plasmidos y los transposones,
lo que le confiere un alto potencial de diseminacion [14,18-22]. En Pseudomona aeruginosa se
han descrito diferentes tipos de carbapenemasas; no obstante, las mas frecuentes son las que
pertenecen a la clase B (metalo-B-lactamasas IMP, VIM, SPM, GIM, AIM y DIM) y clase A (KPC),
mientras que las de clase D (OXA) se han reportado en menor frecuencia [14,18-217.

La deteccion de cepas productoras de carbapenemasas en el laboratorio clihico es de gran
importancia para la determinacion de los regimenes terapéuticos apropiados v la aplicacion de
medidas de control de infecciones en miras de contener su diseminacion [19,23-26]. El test
de Hodge modificado es una prueba fenotipica ampliamente utilizada por los laboratorios de
Microbiologia Clinica debido a su simplicidad y alta sensibilidad para la deteccion de carba-
penemasas, principalmente de clase A como la KPC [27,28]. Sin embargo, hasta el momento
el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI; del inglés, Clinical and Laboratory
Standards Institute) sblo recomienda el empleo de esta prueba en bacterias miembros de la
familia Enterobacteriaceae [29], ya que ha mostrado limitaciones técnicas en otros bacilos Gram
negativos como es el caso de Pseudomonas aeruginosa [30-33].

Otra prueba fenotipica empleada para la deteccion de carbapenemasas tanto en miembros
de la familia Enterobacteriaceae como en bacilos Gram negativos no fermentadores es el test
tridimensional (3D), una adaptacion del test de Hodge modificado, que ha sido empleado tra-
dicionalmente para la deteccion de las B-lactamasas AmpC [34-36] y ha sido adaptado para la
deteccion de carbapenemasas [37]. En el test 3D las bacterias productoras de carbapenemasas
son lisadas, ya sea por accibn mecanica, mediante sonicacion o por ciclos de congelacion-
descongelacion para liberar las enzimas al medio [34,36]. No obstante, esta prueba no ha sido
validada por el CLSI y su implementacion de rutina en los laboratorios es cuestionable debido
a su procedimiento laborioso.

En Colombia Pseudomonas aeruginosa se encuentra dentro de los cinco microorganismos mas
frecuentemente aislados y presenta una resistencia a carbapenémicos que oscila entre el 21,3%
y el 26,2%, incluso puede alcanzar hasta un 36% en las unidades de cuidados intensivos [38]. De
manera preocupante, las cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas
han emergido y se han diseminado a varias regiones del pais [39-44]. Inicialmente se reporta-
ron las carbapenemasas de tipo VIM [42,43], que en la actualidad son las de mayor frecuencia
[39,44]; posteriormente, en 2007, se informd por primera vez en el mundo la presencia de KPC
en Pseudomonas aeruginosa en un aislado proveniente de la ciudad de Medellin [41]. Debido
a que Colombia es una region endémica para organismos productores de KPC [45-49] esta
carbapenemasa ha venido en aumento y ha llegado a encontrarse en proporciones similares a
VIM [39,40,50] e incluso se han reportado con relativa frecuencia cepas que coproducen VIM
y KPC [39,40,44]. Por otro lado, se han detectado las carbapenemasas NDM vy GES en una
menor frecuencia [39,44].

En este contexto la ausencia de métodos fenotipicos aprobados por el CLSI y que sean de
facil implementacion para su uso de rutina en los laboratorios de Microbiologia Clinica genera
limitaciones importantes en el diagnostico y el control de las infecciones [30-33]. Teniendo en
cuenta lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar tres variaciones del test de
Hodge modificado previamente descritas en la literatura para la deteccion de carbapenemasas
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en una coleccion de aislados de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos, recolec-
tadas durante los ahos 2012 y 2014 en varias instituciones de la ciudad de Medellin, Colombia.

Materiales y metodos

Aislados bacterianos

El estudio incluyd 27 aislados de Pseudomonas aeruginosa con sensibilidad intermedia y resis-
tencia a los carbapénemicos de acuerdo con los criterios del CLSI (2012), seleccionados por
conveniencia a partir de una coleccion recolectada durante un estudio previo realizado en ins-
tituciones de Medellin (Colombia) entre 2012 y 2014. La seleccion se dio con base en el valor
de la concentracion inhibitoria minima (CIM) encontrada a los carbapenémicos ertapenem,
imipenem y meropenem, y a la presencia de los genes de carbapenemasas en cada aislado.

Identificacion fenotipica de carbapenemasas
Test tridimensional

Se realizb el protocolo previamente descrito por Correa y colaboradores (2008) [37] con algu-
nas modificaciones. Brevemente, los extractos bacterianos fueron obtenidos por lisis mecanica
a través de la mezcla con micropipeta por mihimo 60 veces de una suspension bacteriana con
un indculo alto, seguido de una centrifugacion a 14.000 rpm durante 30 minutos y posterior
recuperacion del sobrenadante. Luego, el extracto fue depositado en el agar en una hendidura
lineal (aproximadamente de 3 cm) realizada mediante corte con una cuchilla quirtrgica estéril
a 5 mm del borde del disco de carbapenémico. Se considerd un resultado positivo (sugestivo
de presencia de carbapenemasas) cuando se observo deformidad o achatamiento en el halo
de inhibicion alrededor del carbapenémico.

Test de Hodge modificado

Se realizaron tres variaciones del protocolo recomendado por el CLSI [29]:

- La primera variacion fue descrita inicialmente por Lee y colaboradores (2010) [51] y con-
sistio en emplear agar MacConkey en lugar de Mueller Hinton para favorecer la liberacion
de las carbapenemasas de las células en presencia de compuestos biliares.

- La segunda variacion fue descrita inicialmente por Pasteran y colaboradores (201 1) [33] y con-
sistio en emplear Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 como cepa indicadora sensible en lugar
de Escherichia coli ATCC 25922, ya que se han reportado resultados equivocos o indeterminados
debidos a la inhibicion de Escherichia coli por algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa [32].

- La tercera variacion consistié en emplear las dos modificaciones previamente menciona-
das simultaneamente.

Para todos los ensayos se empled como control positivo la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC
| 705 y la cepa de Pseudomonas aeruginosa multisensible PAO-1 como control negativo. Las
pruebas se interpretaron como positivas (productoras de carbapenemasas) cuando la cepa
indicadora mostré distorsion o achatamiento en el halo de inhibicion alrededor del carba-
penémico.
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Identificacion molecular de carbapenemasas

La deteccidbn molecular de las carbapenemasas se llevd a cabo mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR; del inglés, Polymerase Chain Reaction) multiple que permite
la deteccion simultanea de los genes de las carbapenemasas KPC (bla,,.) VIM (bla,,,), IMP
(bla,.), NDM (bla, .., y OXA-48 (bla,, ), Mmediante protocolos previamente descritos y
validados [23,25].

NDM)

Analisis estadistico

Se calculd la sensibilidad, especificidad y valores predictivos negativo y positivo de las dife-
rentes variaciones del test de Hodge modificado tomando como prueba de referencia para
las comparaciones la reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion molecular de las
carbapenemasas. El andlisis fue llevado a cabo en el software estadistico EPIDAT version 3.1
(Direccion Xeral de Innovacion e Xestion da Salde Pblica, Xunta de Galicia-Organizacion
Panamericana de la Salud).

Resultados

Concentracion minima inhibitoria a
carbapenémicos y produccion de carbapanemasas

De las 27 cepas de Pseudomonas aeruginosa incluidas, || (40,7%) presentaban una concentra-
cion inhibitoria mihima mayor o igual que 16 tanto para el imipenem como para el merope-
nem, nueve (33,3%) tenfan una concentracion inhibitoria minima mayor o igual que |6 para el
imipenem y menor o igual que 8 para el meropenem, dos (7,4%) presentaban concentracion
inhibitoria mihima menor o igual que 8 para imipenem y mayor o igual que |6 para merope-
nem, y las cinco (18,5%) restantes presentaban una concentracion inhibitoria minima menor o
igual que 8 para ambos carabapenémicos (véase tabla |).

Respecto a las caracteristicas moleculares, 20 (74,1%) aislados fueron productores de carba-
penemasas, en mayor frecuencia del tipo VIM (14/20; 70,0%) que de las KPC (8/20; 40,0%),
resaltando que de estos dos fueron positivos simuftaneamente para ambas enzimas. Los siete
(25,9%) aislados restantes no fueron productores de estas enzimas segin los hallazgos median-
te la reaccion en cadena de la polimerasa (véase tabla |). En cuanto a las demés carbapenema-
sas no fueron detectadas en ninguno de los aislados.

Test tridimensional

De los 27 aislados de Pseudomonas aeruginosa incluidos en el estudio, 17 (63,0%) fueron positivos
mediante el test 3D. De los 20 productores de carbapenemasas detectados molecularmente, 15
(75,0%) fueron identificados como positivos mediante el test 3D (verdaderos positivos) y cinco
(25,0%) como negativos (falsos negativos). Entretanto, de los siete aislados que no presentaron
genes de carbapenemasas se identificaron cinco (71,4%) como negativos (verdaderos negativos)
y dos (28,6%) como positivos (falsos positivos) mediante el test 3D. Los dos aislados que pre-
sentaron simuttaneamente las carbapenemasas KPC y VIM en las pruebas moleculares fueron
detectadas satisfactoriamente como positivas mediante el test 3D (véase tabla |).
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Reaccion en
Concentracion inhibitoria cadena de la .
P . Pruebas fenotipicas
minima (CMI) polimerasa
Aislado (PCR)

THM con  THMen agar
Kpn ATCC  MacConkey con Kpn
700603 ATCC 700603

Test THM en agar

Imipenem Meropenem KPC VIM 3D MacConkey

PRO23 >16 >16 - - + - - -

PRO52 >16 8 - - + = - -

PHO6 1 >16 4 - + - - + +
PLO44 >16 8 - + o - i
PROOS 4 | - + - - - R

PRO17 216 216 - 4 = + + 4
PHO46 216 >16 - + - - - +
PRO54 216 216 - - = = - -

PR0OO3 <I 216 - - - - - -

PRO30 >16 <0,25 - = - : 4 B

PHO020 4 <0,25 - - - - - -

PLO53 <025 [ : - 8 i . +
PLO35 216 216 + + + + +
PP00O9 >16 >16 + + + 4 i +
PHO67 216 216 + - + + + +
PLO56 >16 >16 + B + 4 + 4
PCO16 >16 >16 + . + + n ¥
PHO75 2 I + = + + _ 4
PLO48 >16 8 + - 4 n +
PRO42 8 >16 a4 B + + 4 +
PHO30 >|6 | - + + - + +
PHO28 216 2 . + o+ . 4
PHO70 216 4 . + 4 +
PHOI5 >16 4 = + Ee 4
PHO45 >16 >16 - + + - + +
PLOO4 216 216 - + + - R _

PLO28 8 2 - + + + - +

THM: test de Hodge modificado, Kpn: Klebsiella pneumoniae

De manera global, el test tridimensional presentod una sensibilidad del 75,0% y una especi-
ficidad del 71,4%, un valor predictivo positivo del 88,2% y un valor predictivo negativo del
50,0% (véase tabla 2). Asi mismo, el porcentaje de aislamientos correctamente clasificados
como positivos y como negativos por el test 3D fue del 74,1%, lo que sugiere que tiene una
baja utilidad clinica.
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Método Sensibilidad (%)  Especificidad Valor predicti-  Valor predicti-
(%) vo positivo (%)  vo negativo (%)

Test tridimensional (3D) 75,0 714 88,2 50,0

Test de Hodge modificado en agar 60,0 100,0 100,0 46,7

MacConkey

Test de Hodge modificado con Kleb- 70,0 85,7 933 50,0

siella pneumoniae ATCC 700603

Test de Hodge modificado en agar 90,0 85,7 94,7 75,0

MacConkey con Klebsiella pneumoniae

ATCC 700603

Variaciones al Test de Hodge Modificado
para la deteccion de carbapenemasas

Test de Hodge modificado empleando agar MacConkey

De los 27 aislados de Pseudomonas aeruginosa incluidos en el estudio, 12 (44,4%) fueron po-
sitivos mediante el test de Hodge modificado empleando agar MacConkey (véase figura ).
De las 20 cepas productoras de carbapenemasas por la reaccion en cadena de la polimerasa,
12 (60,0%) fueron positivas por este método (verdaderos positivos) y ocho (40,0%) negativas
(falsos negativos). Las siete cepas que no presentaron ninguna de las carbapenemasas por el
método molecular fueron negativas por este método (verdaderos negativos), por consiguiente,
no se obtuvo ningln resultado falso positivo. Es importante mencionar que los dos aislados
productores de las carbapenemasas KPC y VIM simultaneamente también fueron positivos en
esta variacion del test de Hodge modificado (véase tabla I).

Figura |. Test de Hodge modificado empleando agar Mac-
Conkey. La estria superior vertical corresponde al control
positivo (Klebsiella pneumoniae 1705), la estria inferior ver-
tical al control negativo (Pseudomonas aeruginosa multisen-
sible, cepa PAO-1), las estrias horizontales corresponden
a cepas problema de Pseudomonas aeruginosa. Obsérvese
que el aislado a la izquierda presentd un resultado positivo
y el de la derecha negativo para la produccion de carba-
penemasas.

En total, la sensibilidad y la especificidad para la variacion del test de Hodge modificado em-
pleando agar MacConkey fue del 60,0% y el 100,0%, respectivamente. En cuanto a la utilidad
clinica se encontrd un valor predictivo positivo y negativo del 100,0% y el 46,7%, respectiva-
mente. Ademés, el porcentaje de aislamientos correctamente clasificados, tanto como positivos
asi como negativos, con esta variacion fue del 70,4% (véase tabla 2).
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Test de Hodge modificado empleando como cepa
indicadora Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

De los 27 aislados de Pseudomonas aeruginosa incluidos en el estudio, 15 (55,6%) fueron po-
sitivos mediante el test de Hodge modificado empleando como cepa indicadora Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 (véase figura 2). De las 20 cepas productoras de carbapenemasas
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa 14 (70,0%) fueron positivas por este ensa-
yo (verdaderos positivos) y seis (30%) fueron negativas (falsos negativos). De las siete cepas
negativas para los genes de las carbapenemasas seis (85,7%) fueron resultados verdaderos
negativos y uno (14,3%) falso positivo en esta segunda variacion del test de Hodge modificado.
Es relevante mencionar que los resultados para las dos cepas coproductoras de KPC Y VIM
mostraron positividad aplicando esta variacion (véase tabla |).

Figura 2. Test de Hodge modificado empleando la
cepa indicadora sensible Klebsiella pneumoniae ATCC
700603. La estria vertical superior corresponde al con-
trol positivo (Klebsiella pneumoniae 1705), la estria verti-
cal inferior al control negativo (Pseudomonas aeruginosa
multisensible, cepa PAO-1) y las estrias horizontales
corresponden a dos cepas problema de Pseudomonas
aeruginosa. Obsérvese que el aislado a la izquierda pre-
sentd un resultado negativo para la produccion de car-
bapenemasas y el aislado de la derecha positivo.

En esta segunda variacion del test de Hodge modificado se encontré una sensibilidad del
70,0% y una especificidad del 85,7%. La utilidad clinica para esta variacion mostré un valor
predictivo positivo del 93,3% y un valor predictivo negativo del 50,0%. Asi mismo, el 74,1% de
los aislamientos fueron correctamente clasificados como negativos y como positivos por esta variacion
(véase tabla 2).

Test de Hodge modificado con la cepa indicadora sensible
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 en agar MacConkey

De los 27 aislados de Pseudomonas aeruginosa incluidos en el estudio, 19 (70,4%) fueron po-
sitivos mediante el test de Hodge modificado empleando como cepa indicadora Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 en agar MacConkey (véase figura 3). De los 20 aislados positivos
para carbapenemasas mediante la reaccion en cadena la polimerasa 18 (90,0%) fueron positi-
vos por esta variacion del test de Hodge (verdaderos positivos) y dos (10,0%) fueron negativos
(falsos negativos). Entretanto, de las siete cepas negativas para carbapenemasas por el método
molecular seis (85,7%) fueron negativas para este ensayo y uno (14,3%) fue un falso positivo.
Finalmente, al igual que con las variaciones anteriores, las dos cepas que presentaban simulta-
neamente las enzimas KPC y VIM también fueron positivas (véase tabla |).
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Figura 3. Test de Hodge modificado con agar MacConkey usando como cepa indicadora Klebsiella pneumoniae ATCC
700603. La estria vertical superior corresponde al control positivo (Klebsiella pneumoniae 1705), la estra vertical inferior
al control negativo (Pseudomonas aeruginosa multisensible, cepa PAO-1) y las estrias laterales corresponden a cepas
problema de Pseudomonas aeruginosa. Obsérvese que los aislados PRO42 (PR 42 (+)), PHO6!1 (PH 61 (+)) y PHO45
(PH 45 (+) presentaron un resultado positivo para la produccion de carbapenemasas, mientras que el aislado PRO05
(PR 05 (-)) fue negativo.

Esta variacion del test de Hodge modificado empleando Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
como cepa indicadora en agar MacConkey mostrd una sensibilidad del 90,0% y una espe-
cificidad del 85,7%. Con relacion a la validez clinica de este ensayo, se observaron valores
predictivos positivo y negativo del 94,7% vy 75,0%. De igual manera, el porcentaje de aislados
correctamente clasificados como negativos y como positivos fue del 88,9%.

Discusion

Uno de los mecanismos de resistencia a los antibibticos mas importantes en Pseudomonas
aeruginosa es la produccion de carbapenamasas; sin embargo, en la actualidad no existe un
método fenotipico para su deteccion que se pueda emplear de rutina en los laboratorios de
Microbiologia Clinica y se encuentre avalado por el CLSI. En este sentido, es de gran relevancia
la blsqueda de métodos fenotipicos accesibles que permitan brindarle al personal clinico herra-
mientas que apoyen la toma de decisiones terapéuticas y de aislamiento, y a su vez, a minimizar
los periodos de hospitalizacion y la carga econémica que representan las infecciones asociadas
a la atencion en salud por microorganismos productores de carbapenemasas.

En este trabajo se propuso evaluar diferentes alterativas de pruebas fenotipicas para la detec-
ciobn de carbapenamasas en Pseudomonas aeruginosa. De manera general se puede decir que el
test 3D, a pesar de poseer limitaciones, puede ser una alternativa para la deteccion fenotipica
de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa. Al contrastar los resultados obtenidos por el
test tridimensional con diferentes variaciones del test de Hodge modificado se observd que
la variacion |, utilizando agar MacConkey, muestra una menor sensibilidad (60,0% frente a
75,0%), pero su especificidad es superior (100% frente a 71,4%). En cuanto a la utilidad clinica,
el valor predictivo positivo de la variacion | del test de Hodge modificado fue superior al del
test 3D (100% frente a 88,2%). Esto indica que un resultado positivo obtenido por este ensayo
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confirma la presencia de carbapenemasas; sin embargo, esto no se podria establecer con el test
3D. En cuanto a los valores predictivos negativos no se presentaron diferencias mayores, sien-
do bajo para ambas pruebas este valor (46,7% para el test de Hodge modificado empleando
agar MacConkey y 50% para el test 3D), por lo tanto, un resultado negativo no descartaria la
probabilidad de que la cepa problema, en realidad, sea productora de estas enzimas.

Al comparar la sensibilidad de la segunda variacion del test de Hodge modificado, empleando
como cepa indicadora Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, con el test 3D se observa que no
difiere sustancialmente (70,0% frente a 75,0%), mientras que para la especificidad esta variacion
presentd una mejoria (85,7% frente a 71,4%). Por otra parte, se encontrd que un resultado
positivo obtenido por esta segunda variacion es mas confiable que un resuftado positivo ob-
tenido por el test 3D, puesto que el valor predictivo positivo fue superior al del 3D (93,3%
frente a 88,2%). Ademas, con esta segunda variacion del test de Hodge modificado se encontro
un aumento de la sensibilidad con respecto a la variacion | (70,0% frente a 60,0%), aunque
continla siendo insuficiente para alcanzar la validez clihica. Sumado a esto, la especificidad se
vio disminuida respecto a la primera variacion (85,7% frente a 100%). Ademas, la utilidad clinica
de esta segunda variacion mostro que, a pesar de que los resultados positivos son confiables,
los resultados negativos siguen siendo dudosos (valor predictivo positivo del 93,3% y valor
predictivo negativo del 50,0%).

En cuanto a la tercera variacion del test de Hodge modificado, empleando agar MacConkey
y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 como cepa indicadora, se evidencid un valor de sen-
sibilidad superior (90,0%) respecto a los ensayos anteriores (variacion | del 60,0% y variacion
2 del 70,0%); sin embargo, aunque su especificidad (85,7%) fue igual a la segunda variacion,
se vio disminuida con respecto a la variacion | (100,0%), lo que indica que esta tercera varia-
cion detecta adecuadamente los verdaderos positivos; sin embargo, aln sigue generando un
porcentaje bajo de falsos positivos (14,3%). Con relacion a la validez clinica de este ensayo de
acuerdo a los resultados observados se puede inferir que los resultados positivos de la prueba
son mas confiables que los negativos (valores predictivos positivo y negativo del 94,7% y 75,0%,
respectivamente).

A pesar de que el test 3D se ha considerado como una prueba mas sensible para la deteccion
de carbapenemasas debido a que emplea extractos celulares que mejoran la difusion de las
enzimas al medio, segln los resultados encontrados en este estudio al compararlo con la ter-
cera variacion del test de Hodge modificado (agar MacConkey v Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 como cepa indicadora), es notable la superioridad de esta variacion frente al test 3D,
presentando mayor sensibilidad (90,0% frente a 75,0%) y especificidad (85,7% frente a 71,4%).
lgualmente, al establecer las diferencias de los valores predictivos positivo y negativo para
ambas pruebas se muestran valores mas altos para esta variacion del test de Hodge (94,7% vy
75,0% frente a 88,2% y 50,0%).

En resumen, de los ensayos realizados, la tercera variacion fue la que mostré mejores resulta-
dos al presentar una sensibilidad superior a las demés variaciones (90%), detectando de manera
satisfactoria un nimero mayor de aislados verdaderos positivos para la produccion de carba-
penemasas; no obstante, se deben realizar mas estudios que confirmen la reproducibilidad de
esta tercera variacion y su posible aplicabilidad en la practica clinica.
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Con relacion a la validez clinica que presentaban las diferentes variaciones del test de Hodge
modificado se puede decir que a pesar de que la tercera variacion mostro un valor predictivo
positivo muy satisfactorio (94,7%), su validez decae con respecto al valor predictivo negativo
(75,0%), por lo que se puede concluir que el método tiene dificultades para detectar los ais-
lados verdaderos negativos para la produccion de carbapenemasas. Sin embargo, dado que
presentd los valores predictivos positivos y negativos mas satisfactorios, se puede considerar
como la mejor opcidbn para su uso clihico entre las variaciones evaluadas.

Por otro lado, se pudo observar que las cepas que fueron detectadas como productoras de
carbapenemasa tipo KPC mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, fueron detectadas
en mayor proporcion como positivas mediante las diferentes variaciones del test de Hodge
modificado y el test 3D respecto a las cepas que portaban la carbapenemasa VIM. Estos re-
sultados coinciden con estudios previos, donde se ha demostrado que la carbapenemasa tipo
KPC presenta una actividad hidrolitica mayor que la exhibida por la carbapenemasa tipo VIM
[19,52,53], por lo que es mas facil su deteccion in vitro.

Ademas de las variaciones del test de Hodge modificado propuestas se pueden emplear al-
gunas pruebas complementarias para la deteccion de carbapenemasas, entre las que se en-
cuentran las pruebas de sinergia con EDTA y con acido borbnico para la deteccion de carba-
penemasas tipo metalobectalactamasas y serincarbapenemasas, respectivamente, con el fin de
obtener resultados mas confiables y que a su vez permitan conocer el tipo de carbapenemasa
implicada [54].

Conclusiones

A través de este estudio se demostro que el test de Hodge modificado realizado en agar
MacConkey y usando como cepa indicadora Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 es una bue-
na alternativa para la deteccion de carbapenemasas ya que presenta una mayor sensibilidad
respecto a los demas ensayos evaluados en este trabajo. Es de gran importancia la realizacion
de investigaciones adicionales en un nimero mayor de muestras, donde se determine la re-
producibilidad de la técnica, con el fin de que se pueda implementar como prueba de rutina
en los laboratorios clinicos v, asi, para apoyar la toma de decisiones terapéuticas y mejorar el
control de las infecciones.
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