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RESUMEN

La deteccion de enterobacterias productoras de carbape-
nemasas en el laboratorio requiere un analisis pormenorizado
del antibiograma y de la sensibilidad a todos los beta-lactami-
cos, la implementacion con métodos fenotipicos de cribado y
la confirmacion mediante deteccion de la hidrolisis del carba-
penem, inhibicion de la actividad de la enzima con inhibidores
especificos y mediante métodos moleculares.
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ABSTRACT

Detection of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae
in the laboratory requires an exhaustive analysis of the antibio-
gram and susceptibility to all beta-lactams, the implementation
with phenotypic methods of screening as well as confirmatory
procedures including the detection of the carbapenem hydrolysis,
the inhibition of the enzyme activity with several specific inhibi-
tor compounds and by molecular methods.
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INTRODUCCION

La emergencia de enterobacterias productoras de carbape-
nemasas (EPC) constituye un reto para la salud publica, tanto
en las instituciones sanitarias como en la comunidad. Las car-
bapenemasas son beta-lactamasas que hidrolizan las penicili-
nas, y en la mayoria de los casos también a las cefalosporinas
y, en varios grados, a las carbapenemas. En definitiva, pueden
conferir resistencia a todos los beta-lactamicos, con la excep-
cion del aztreonam, que no se hidroliza por las metalo-beta-
lactamasas. Ademas, en muchas ocasiones las EPC son también
resistentes a multiples antimicrobianos de otras familias como
las fluoroquinolonas, los aminoglucoésidos y el cotrimoxazol, lo
que reduce las opciones terapéuticas a colistina, aztreonam,
fosfomicina vy tigeciclina'. En un documento técnico publica-
do por el European Center for Disease Control and Prevention
(ECDC) en 2013, se detectaron EPC en 36 de los 39 paises eu-
ropeos participantes, incluyendo a Espafa, pero la situacion era
particularmente preocupante en Grecia y en ltalia, debido a la
alta prevalencia de K. pneumoniae productora de la carbape-
nemasa KPC2 Actualmente en Espafa, la carbapenemasa mas
prevalente es la OXA-484.

La deteccion de carbapenemasas también supone un reto
para los laboratorios de Microbiologia Clinica debido a que su
deteccion fenotipica no es facil, ya que en muchos casos los
valores de las concentraciones minimas inhibitorias (CMls) de
las carbapenemas frente a las EPC se encuentran en el rango
de sensibilidad, por debajo de los puntos de corte clinicos. Por
tanto, es necesario establecer una metodologia que facilite su
deteccion.

PRINCIPALES TIPOS DE CARBAPENEMASAS EN
ENTEROBACTERIAS

Se conocen 3 tipos moleculares de carbapenemasas, de-
nominados A, By D. Las de las clases Ay D son serina-beta-lac-
tamasas, mientras que las de clase B, son metalo-beta-lacta-
masas, es decir, su actividad hidrolitica depende de la presen-
cia de zinc. Las carbapenemasas también hidrolizan otros beta-
lactdmicos, ademds de carbapenemas, pero el perfil de sustrato
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concreto depende de la enzima considerada. En general, las de
clase A se inhiben en mayor o menor medida por dcido cla-
vuldnico y por dcido fenilbordénico, mientras que las de clase
B no hidrolizan a los monobactamicos (aztreonam), y se inhi-
ben por quelantes del zinc (EDTA y acido dipicolinico). Entre
las de clase D, las oxacilinasas, también denominadas de tipo
OXA, se inhiben parcialmente por écido clavuldnico, no afec-
tan a los monobactamicos, producen alto nivel de resistencia a
la temocilina y presentan una baja eficiencia hidrolitica frente
cefalosporinas de tercera y de cuarta generacion y frente a las
carbapenemas, por lo que en muchas ocasiones aparecen co-
mo sensibles a estos antimicrobianos. Es frecuente que las EPC
de tipo OXA, sean portadoras ademds de beta-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), y por tanto aparezcan como resis-
tentes a cefalosporinas y a aztreonam'®. Actualmente, las car-
bapenemasas mas importantes de clase A son las KPC, las de
clase B son las de tipo VIM, IMP y NDM, y las de clase D, OXA-
48 y similares. No es raro que las EPC contengan ademads otros
genes de resistencia a beta-lactamicos, y presenten fenotipos
complejos de resistencia a beta-lactdmicos*®.

DETECCION DE CARBAPENEMASAS EN EL
LABORATORIO

Como se indicd anteriormente, en muchas ocasiones es
dificil la deteccion de EPC en el laboratorio, ya que los pun-
tos de corte clinicos no son utiles, y pueden aparecer como
sensibles en el antibiograma, ademds pueden presentar dife-
rentes niveles de expresion y aparecer como heterorresistentes,
y esto hace que las pruebas de sensibilidad tengan una baja
reproducibilidad, lo que junto a la presencia frecuente de otros
mecanismos de resistencia (BLEE, AmpC cromosomico o plas-
midico) pueden enmascarar la presencia de la carbapenemasa.
Por tanto, la deteccion de la presencia de una EPC requiere un
analisis pormenorizado del antibiograma y de la sensibilidad
a todos los beta-lactamicos, la implementacion con métodos
fenotipicos de cribado y la confirmacion mediante deteccion
de la hidrolisis del carbapenem, la inhibicion de la actividad de
la enzima con inhibidores especificos y la diferenciacion del ti-
po de carbapenemasa mediante métodos moleculares basados
principalmente en técnicas de PCR’.

El European Committee for Antimicrobial Suceptibility
Testing (EUCAST) define unos puntos de corte de cribado para
detectar posibles cepas productoras de carbapenemasas que se
indican en la tabla 1. La sensibilidad a meropenem ofrece el
mejor equilibrio entre sensibilidad y especificidad para la detec-
cion de cepas productoras de carbapenemasas. El ertapenem
presenta excelente sensibilidad pero baja especificidad, espe-
cialmente en especies de Enterobacter spp., debido a su relativa
inestabilidad frente a beta-lactamasas de espectro extendido y
beta-lactamasas de tipo AmpC en combinacion con pérdida de
porinas. En el caso del imipenem, la separacion entre la pobla-
cion salvaje y la productora de carbapenemasas estableciendo
este punto de corte no esta bien diferenciada, por tanto, no se
recomienda el uso Unico de este carbapenem para realizar el
cribado®.

Tabla 1 Puntos de corte de cribado para la
deteccion de EPC (EUCAST)
Carbapenem  CMI (mg/L)  Didmetro de halo (mg) con discos de 10 mg
Ertapenem >0,12 <25
Imipenem >1 <23
Meropenem >0,12 <25

Figura 1 Test de Hodge modificado. Siembra de
una bacteria sensible a carbapenemas
con un disco de meropenem +
cloxacilina. Las estrias corresponden a
una EPC de tipo KPC, otra de tipo VIM y
otra no productora de carbapenemasa.
Se observa la inactivacion del
carbapenem por la extension del
crecimiento de la bacteria sensible cerca
del disco del carbapenem y a lo largo de
las estrias de la cepas productoras de la
carbapenemasa.

Existen excepciones a los criterios establecidos en la tabla 1,
como es el caso de los géneros Proteus, Providencia y Mor-
ganella, en los que solamente se deben valorar meropenem
y ertapenem, y excluir aquellos casos con CMI de imipenem
= 0,5 mg/L. Por otra parte, en el género Enterobacter solamen-
te se deben valorar imipenem y meropenem y excluir aquellos
casos con CMI de ertapenem =0,25 mg/L. Las EPC portadoras
de enzimas de tipo KPC suelen presentar valores elevados de
CMIs de carbapenemas, cefalosporinas y aztreonam, mientras
que en las portadoras de enzimas de tipo metalo-beta-lacta-
masas, los valores de CMIs son inferiores y presentan sensibili-
dad a aztreonam. Finalmente, las EPC portadoras de la enzima
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OXA-48, suelen aparecer como sensibles en el antibiograma a
las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, al aztreo-
namy también a las carbapenemas, con la excepcion de ligeras
elevaciones de CMI en el caso de ertapenem, pero presentan
elevada resistencia a amoxicilina-clavulanico y a piperacilina-
tazobactam'®’.

La comprobacion de la hidrolisis de las carbapenemas se
puede realizar mediante ensayos espectrofotométricos, que
miden la hidrolisis del carbapenem en presencia de la bacteria
presuntamente productora de la carbapenemasa, o bien me-
diante métodos protedmicos que comparan el espectro MAL-
DI-TOF generado por un antibidtico carbapenémico, no hidroli-
zado, con el que se obtiene tras la hidrdlisis del anillo beta-lac-
tamico por la carbapenemasa’. También se puede determinar si
existe hidrolisis del carbapenem mediante un ensayo biolégico
como el test de Hodge modificado. Este test se basa en la inac-
tivacion del carbapenem por la carbapenemasa producida por
una bacteria, lo que permite a un cepa indicadora y sensible a
las carbapenemas extender su crecimiento cerca del disco del
carbapenem vy a lo largo de la estria de la cepa productora de la
carbapenemasa (figura 1). Este test no esta recomendado por
el EUCAST por su baja especificidad y por la dificultad en la
interpretacion de los resultados en bacterias con otros meca-
nismos de resistencia a beta-lactamicos.

Recientemente se ha desarrollado un test colorimétrico
rapido (2 horas), denominado Carba NP test, basado en la de-
teccion colorimétrica de la hidrolisis del imipenem. Cuando se
produce esta hidrolisis, hay un cambio de pH vy, en consecuen-
cia, un cambio de color rojo a amarillo/naranja que confirma la
produccion de carbapenemasa. Este test tiene una buena es-
pecificidad pero baja sensibilidad para la deteccion del enzima
OXA-48°.

En cuanto a la diferenciacion del tipo de carbapenemasa,
los métodos basados en la inhibicion de la enzima en presencia
de compuestos inhibidores especificos para las beta-lactama-
sas de clase A, By C, tienen una buena sensibilidad. La inhibi-
cion con acido fenilbordnico indica la presencia de una car-
bapenemasa de clase A (KPC u otras); la inhibicion con acido
fenilboronico y con cloxacilina indica la presencia de una beta-
lactamasa de tipo AmpC; la inhibicion con &cido dipicolinico
o con EDTA indica la presencia de una metalo-beta-lactamasa
(clase B, tipos VIM, IMP, NDM), y la ausencia de inhibicion con
los inhibidores anteriormente descritos indica la presencia de
una beta-lactamasa de clase D (OXA-48 y derivados). Los al-
goritmos recomendados por EUCAST resultan de gran utilidad
para la diferenciacion de los distintos tipos de enzimas’®.

Cada vez se describen con mas frecuencia cepas que pro-
ducen dos tipos de carbapenemasas distintas e incluso cepas
que producen dos tipos de carbapenemasas y ademds una
BLEE. En estas situaciones la utilizacion de los métodos fenoti-
picos con inhibidores proporciona resultados variables, ya que
la produccion en mayor cantidad de una de las enzimas pue-
de enmascarar los efectos de la otra y dar falsos negativos en
estas pruebas, por tanto, es necesario detectar las carbapene-
masas mediante métodos moleculares'. Estos métodos estan

basados en técnicas de PCR, multiplex-PCR y PCR en tiempo
real, y también microarrays de ADN y muchos de ellos estan
comercializados. Los métodos moleculares presentan una gran
sensibilidad y especificidad cuando se realizan a partir de co-
lonias bacterianas, pero actualmente todavia estan poco eva-
luados para su aplicacion a partir de muestras clinicas, aunque
hay algunos comercializados que presentan una buena sensibi-
lidady especificidad para detectar diferentes tipos de carbape-
nemasas a partir de muestras de heces’.

Finalmente, tan importante como la deteccion de CPE en
la rutina del laboratorio es la deteccion de portadores, ya que
los pacientes colonizados por CPE tienen riesgo de una in-
feccion invasiva. La muestra biologica mas apropiada para la
deteccion de portadores de EPC son las heces o los hisopados
rectales. Estas muestras se pueden sembrar en medios liquidos
o0 solidos suplementados con imipenem a una concentracion
de 1-2 mg/L. Ademas, se han desarrollado diversos medios cro-
mogénicos suplementados con agentes que inhiben el creci-
miento de microorganismos sensibles a las carbapenemas, que
estan comercializados y que presentan una buena sensibilidad
para detectar EPC con cualquier tipo de carbapenemasa.

En resumen, la deteccion de EPC en el laboratorio debe
realizarse inicialmente por métodos fenotipicos, con los que se
obtendrian resultados en 48-72 h, que se deben confirmar con
métodos moleculares. Para los estudios de vigilancia epidemio-
logica es recomendable utilizar medios cromogénicos (24-48
h) o bien realizar métodos moleculares directamente de las
muestras de heces (1-3 h tras la recogida de la muestra). La
utilizacion de unos métodos u otros dependerd de las carac-
teristicas de cada hospital, de los recursos y de la necesidad
de una respuesta rapida ante situaciones epidemioldgicas con-
cretas.
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