LABORATORIO PORTABLE

PROTOCOLO DE EVALUACION - USO EN INVESTIGACION

Evaluacion exploratoria de CARBAPENOS 5 EN 1

con cepas mexicanas

Disefio, panel, reglas de lectura y manejo de discordancias. Se llama evaluacion
exploratoria y no validacion, a propdsito y por escrito.

Este protocolo lo redisefiaron dos jefes de microbiologia mexicanos —uno de hospital privado
y uno de hospital publico— cuando les presentamos la versién anterior y la desarmaron. Casi
todo lo que sigue es de ellos.

1. Por qué no se llama validacion

La versién anterior de este documento se llamaba «protocolo de validacion». Un jefe de microbiologia nos
contesto lo siguiente, y tenia razén: «no saben contra qué compararon el casete y tampoco financiaran una
referencia verificable. Asi no pueden validar deteccion de familias enzimdticas. Si van a llamar validacion &
comparar el casete contra una sospecha fenotipica, el estudio nace débil y no me interesa poner el nombre de
mi hospital ahi.»

De modo que cambiamos el nombre y, con él, el alcance. Esto es una evaluacién exploratoria: describe el
acuerdo entre el casete y el mecanismo que el laboratorio participante ya tenia documentado, en un panel
acotado, con resultados por familia y sin extrapolar. No estima sensibilidad ni especificidad, no pretende
sostener un expediente regulatorio por si sola y no autoriza a nadie —empezando por nosotros— a decir que el
producto «quedd validado».

Compromiso escrito, y va en el convenio. Amunet no publicara, ni en material comercial ni en ningin otro
lugar, la palabra «validado» referida a este producto sobre la base de esta evaluaciéon. Tampoco usara el
nombre ni el logotipo del laboratorio participante sin autorizacién escrita y especifica para cada pieza.

2. El estado real de la evidencia, antes de que la pida

Todo el desempefio que hoy podemos mostrar viene de una sola fuente: el estudio del fabricante reportado
en el manual, no publicado y sin réplica independiente. Enterobacteriaceae n=216 con acuerdo positivo de
100 % (IC 95 % 97.3-100) y acuerdo negativo de 93.6 %; Pseudomonas aeruginosa n=45 con acuerdo positivo de
100 % sobre 6 positivos de 6, cuyo intervalo va de 61.0 a 100 %.

Hay tres cosas que ese estudio no dice y que le van a hacer falta: qué compone exactamente el método de
referencia, cual fue la distribucion de aislados por familia y por especie, y cual fue la tasa de resultados invalidos.
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Las estamos pidiendo al fabricante. Mientras no lleguen, ésta es la razon por la que su cepario importa: el dato
que falta lo tiene usted, no nosotros.

Dos huecos conocidos del panel, declarados de entrada. El casete cubre cinco familias y el formato esta
cerrado: no detecta GES, que en algunos laboratorios mexicanos esta apareciendo mientras IMP casi no se ve.
Y no tenemos estudio propio de equivalencia entre lotes. Si su epidemiologia local esta dominada por familias
fuera del panel, digalo antes de empezar: es una razon legitima para no participar.

3. El panel: solo aislados con mecanismo ya documentado

Es el cambio de disefio mas importante y resuelve de un golpe el problema del financiamiento. Como no
tenemos presupuesto para pagar secuenciacion ni PCR de resolucion, el panel se arma exclusivamente con
aislados que ya tengan confirmacion molecular o mecanismo documentado por el laboratorio. Asi,
cuando el casete y la referencia no coincidan, la resolucién no cuesta nada nuevo: se registra contra el dato que

ya existe.
Estrato Minimo Nota
KPC confirmado 5 aislados Con el método de confirmacion documentado en el registro
NDM confirmado 5 aislados Igual
OXA-48 confirmado Lo que Se reporta por separado, con su n a la vista
exista
VIM confirmado Lo que Igual
exista
IMP confirmado Lo que Igual
exista
Sensibles a carbapenémicos 10 aislados Controles operativos, no «negativos moleculares»: no tienen
confirmacién y no se les llama asi
Resistentes por mecanismo no Los que Porinas, eflujo, AmpC o BLEE con porinas cerradas. Son los que mas
cubierto existan informan sobre falsos reactivos

Meta razonable por sitio: 40 a 60 aislados. No sale de un cdlculo de potencia y no vamos a fingir que si: sale de
lo que permite describir acuerdo por familia con intervalos que signifiquen algo. Los aislados sin caracterizar se
quedan fuera del panel, o entran en un bloque aparte marcado sin resolver que se reporta por separado.

Nada de porcentajes combinados. Los resultados se informan por familia, cada uno con su denominadory
su intervalo de confianza. Si de IMP hay dos aislados, se reporta «2 de 2» y se dice que con dos aislados no se
concluye nada — no se esconden dentro de un acuerdo global bonito.

4. Lectura: dos lectores, tres categorias, foto

Producto de uso exclusivo en investigacion (RUO). No destinado a procedimientos diagndsticos. Informacion dirigida exclusivamente a profesionales de la salud.
Amunet - Evaluacién exploratoria CARBAPENOS 5 EN 1 (DMCRBO1) - v1, agosto 2026 amunet.com.mx - 222 225 7979 - p.2



El manual dice que cualquier tono visible se considera positivo. Eso resuelve la quimica y no resuelve al lector,

como nos hizo notar una jefa de microbiologia: «mi quimica de la mafiana y mi quimica de la noche van a leer

diferente, y yo voy a tener discordancias de LECTOR, no de prueba». Por eso:

1. Tres categorias por linea: no reactivo - débil - reactivo. La linea débil no se redondea a ninguno de los otros

dos.

2. Dos lectores independientes y cegados entre si, para todos los casetes del panel. Ninguno de los dos
conoce el resultado de referencia del aislado.

3. Fotografia del casete a los 15 minutos, con el folio visible. La foto es la evidencia y permite una revision
posterior si hace falta.

4. Si los dos lectores discrepan, se registran ambas lecturas. No se consensua, no se llama a un tercero para

desempatar. La concordancia entre lectores es un desenlace del estudio, no un estorbo.

5. Lectura entre los 15 y los 30 minutos: se anota la hora real. Después de 30 minutos el casete se descarta 'y

se registra como no leido.

6. Sin linea de control el casete es invalido, no negativo. Se repite una vez con la misma suspensién y, si
vuelve a salir invalido, se cierra como invalido. La tasa de invalidos es un desenlace secundario: ocultarla
arruinaria el dato.

7. Coproductores: si aparecen dos lineas, se registran las dos. NDM junto con OXA-48 existe en México y el
formato lo permite; no se elige la mas intensa.

5. Preparacion: lo que el manual no estandariza

Un asa de 1 pL no estandariza biomasa —una colonia mucoide de Klebsiellay una pequefia de Pseudomonas no
cargan lo mismo— y eso importa justamente para OXA-48, cuya expresion el propio material describe como a

veces débil. Para que los datos de distintos sitios sean comparables, el protocolo fija lo que el manual deja

abierto:

* Colonia fresca, puray de 18 a 24 horas, de agar sangre o MacConkey. Verificar pureza antes de correr.
® Unasade 1 pL, vortex de 10 segundos.

* Dos goteros distintos: el del buffer (5 gotas = 200 pL) y el de transferencia (3 gotas = 100 pL). Con un solo
gotero la aritmética no cuadra.

e E|limite de 2 horas a temperatura ambiente aplica a la suspensién, no a la colonia en placa.
e E| buffer no se usa después de 3 meses de abierto. No mezclar componentes de distintos lotes.

* Dos lotes distintos proporcionados por Amunet, para explorar variacién entre lotes. Se registra el lote de
cada casete.

* Control positivo externo al recibir cada lote: el control interno del casete sélo demuestra flujo, no
desempefio. Amunet proporciona la cepa o el material de control.

6. Que se registra por cada aislado

Bloque Variables

Aislado Folio del estudio. Especie y método de identificacion. Fuente clinica de la muestra original. Fecha
de aislamiento. Si viene de cepario, condiciones y tiempo de conservacién.

Producto de uso exclusivo en investigacion (RUO). No destinado a procedimientos diagndsticos. Informacion dirigida exclusivamente a profesionales de la salud.

Amunet - Evaluacién exploratoria CARBAPENOS 5 EN 1 (DMCRBO1) - v1, agosto 2026 amunet.com.mx - 222 225 7979 -

p.3



Bloque Variables

Susceptibilidad CMI o halos de los carbapenémicos evaluados. Método y versién de los puntos de corte. Perfil de
otros betalactdmicos.

Referencia Mecanismo documentado, método con el que se confirmé y fecha. Es un requisito de inclusién,
no un campo opcional.

Prueba en Lote y caducidad. Antigliedad de la colonia. Hora de preparaciéon y de lectura. Lectura del
evaluacion observador 1y del observador 2, en tres categorias por cada una de las cinco lineas. Validez del
casete. Ruta de la fotografia.

Observaciones Cualquier circunstancia que pudiera explicar una discordancia: colonia mixta, repeticion, casete
invalido previo, aspecto mucoide.

El cuaderno de recoleccién lo entrega Amunet, impreso y en electronico. Usted no tiene que construir el
formato.

7. Discordancias: se registran, no se resuelven

Una discordancia entre el casete y el mecanismo documentado no es un error que haya que corregir. Es el
dato. La tentacion de repetir hasta que coincida es la forma mas comun de destruir un estudio de acuerdo.

Situacion Qué se hace

Casete reactivo para una familia, Se registra la discordancia integra, con el resultado de referencia del sitio
referencia con otra familia incluido. Nunca se informa como «indeterminado».

Casete reactivo, referencia sin Se registra. Es informacién sobre falsos reactivos y es de lo mas valioso del
carbapenemasa estudio.

Casete no reactivo, referencia con Se registra y se marca para revisar la preparacion. Es el caso que mas
carbapenemasa del panel importa entender.

Casete no reactivo, referencia con Es un acierto del casete, no una falla. Se registra como tal.

mecanismo fuera del panel
Discordancia entre los dos lectores Se registran ambas lecturas. No se consensua.

Casete invalido Se repite una sola vez con la misma suspensién. Si vuelve a salir invalido,
se cierra como invalido.

No hay resolucién por tercer método. No tenemos presupuesto para secuenciar ni para PCR de resolucién, y
no vamos a pedirle que la pague usted. Por eso el panel exige mecanismo ya documentado: la referencia existe
antes de empezar, y la discordancia se lee contra ella.

8. Analisis: qué se puede decir y qué no
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Como el comparador no es un estandar de referencia absoluto, los resultados se informan como acuerdo
positivo, acuerdo negativo y acuerdo global, con intervalos de confianza, y nunca como sensibilidad,
especificidad o exactitud. Esas tres palabras implican una verdad clinica que un estudio de acuerdo no midid.

* Resultado por aislado, con el detalle completo en un anexo.

* Acuerdo por familia, cada uno con su denominador. Donde el n no lo permita, se dice que no lo permite.
e Concordancia entre lectores, y proporcion de lineas débiles.

* Tasa de casetes invalidos.

e Comparacion entre los dos lotes.

¢ Listado integro de discordancias, con el resultado de referencia de cada una.

9. Criterios de paro

¢ Tasa de invalidos superior al 10 % sostenida en 20 casetes consecutivos. Se suspende, se revisa lote y
técnica, y se reanuda sdlo si se identifica la causa.

¢ Diferencia apreciable entre lotes. Se detiene hasta verificar equivalencia.

® Cualquier indicio de que un resultado de la evaluacién influyé en la atenciéon de un paciente, en el
reporte al clinico o en una decisién de aislamiento. Se detiene el sitio, se revisan todos sus casos y se
reinstruye.

* Dictamen de la comisién de investigacion de la institucién, en cualquier momento.

¢ Solicitud del laboratorio participante, sin justificarla y sin penalizacion.

10. Qué aporta cada parte

Amunet aporta El laboratorio aporta

Casetes para el panel completo mas 20 % de reposicion, en Los aislados de su cepario, con su mecanismo ya
dos lotes distintos documentado

Buffer, tubos, goteros, material de control y el envio Medios, horas de personal y espacio de trabajo
Capacitacién de dos horas para el personal que va a correry El dictamen de su comisién de investigacién

leer

Cuaderno de recoleccién impreso y electrénico El registro fiel, incluidos invalidos, lineas débiles y

discordancias
Borrador de convenio y carta de confidencialidad La revisién de su juridico

Analisis estadistico e informe del sitio y del conjunto Un contacto responsable del estudio

Lo que no esta cubierto, dicho de frente: el tiempo de su personal no esta pagado, y no hay presupuesto para
confirmacién molecular nueva. Un laboratorio calculd entre 80 y 120 horas-persona para un panel de 60 a 100
aislados. Preferimos que haga esa cuenta antes de firmar y no después.
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11. Qué pasa si la evaluacion sale mal

Fue la pregunta que los dos microbidlogos hicieron y que la version anterior no contestaba: «si mi acuerdc
negativo sale 85 y no 93, ;qué pasa con el convenio, con mis datos, con la coautoria? Quiero esa respuesta antes
de firmar, no durante.» La respuesta va aqui y va en el convenio:

Sin letra chica Los datos siguen siendo suyos. El convenio no cambia. La coautoria no cambia. Las
discordancias se publican integras. Un resultado desfavorable es un resultado, y se reporta
igual que uno favorable — no hay clausula que nos permita retenerlo, suprimirlo ni
condicionar nada a que salga bien.

12. Uso del resultado: ninguno, y sin excepciones

Ningun resultado de esta evaluacion se reporta al clinico, se anota en el expediente, se usa para decidir
aislamiento o cohorte, se usa para elegir tratamiento, ni sustenta una notificacion epidemioldgica o la
declaracion de un brote. Vive en el cuaderno del estudio.

Una precisién que conviene tener a la mano. La familia enzimatica sitiene consecuencias terapéuticas —
NDM y KPC no se tratan igual— y por eso mismo es el uso que un resultado de investigacién no puede dirigir.
Cuando el epidemidlogo pregunte por qué no puede usar la linea que acaba de ver, ésa es la respuesta: no
porque el dato no importe, sino porque importa demasiado para sostenerlo en un método no autorizado.
Conviene que el protocolo defina por escrito quién tiene acceso a los resultados de la evaluacion y quién no.

Para revisar el protocolo completo o proponer cambios

Enviamos el protocolo formal, el cuaderno de recoleccién y el borrador de convenio para que su comisién de
investigacion y su juridico los evalten, sin compromiso de participacion.
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