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Resumen del Trabajo

Los Bacilos Gram Negativos (BGN) de importancianich como lasEnterobacteriacege
Pseudomonas aeruginof@ae) yAcinetobacter baumanngictualmente presentan un incremento
en la resistencia a antibidticos. Entre los adtibds a los cuales estas bacterias son resistentes
estan los carbapenémicos, antibiéticos de ultinmemgeion utilizados como una de las dltimas
alternativas para el tratamiento en infeccionesplimadas. Estas bacterias estan distribuidas a
nivel mundial y generan una preocupacion en ladspliblica (1). Mdltiples mecanismos de
resistencia contribuyen a la aparicion de resisderac carbapenémicos, sin embargo, la
modificacion enzimatica por carbapenemasas es ehmsno mas relevante y el de mayor
impacto clinico (2). La emergencia de bacteriataporas de carbapenemasas representan un
desafio para la atencién de pacientes infectadslsidol a su capacitada de diseminacion, la
multiresistencia que generalmente deja pocasnaligas terapéuticas y finalmente por las
limitaciones diagnosticas. Existen diferentesdiple carbapenemasas, las cuales, dependiendo
del microorganismo portador, genera diferentesilpsrfenotipicos. Estos fenotipos no son
suficientes para asegurar la presencia de la enzistudios recientes han identificado que un
paciente portador de una carbapenemasa tiene &4 wegyor posibilidad de morir que uno no
portador. En Colombia, las estrategias diagnéstactuales estan basadas en la capacidad
hidrolitica de la enzima, generando tiempos de rtepen promedio de 24 horas. Esta
informacion ha generado la necesidad de buscategits diagndsticas con las cuales se pueda
generar una disminucion en los tiempos de respuesite a los métodos convencionales (3).
Las herramientas moleculares han demostrado unctmgesitivo a nivel clinico ya que han
permitido no solo la implementacion de una tersgdacuada; sino, una disminucion en los
costos en la atencion en las instituciones de saludstar asociado con un programa de uso

racional de antibidticos que tiene como pilar eldidstico oportuno del microorganismo.

Palabras claves: Carbapenemasas, diagndésticoaterap
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Introduccion

La resistencia bacteriana es un problema que \aumento a nivel mundial de acuerdo con el
altimo informe entregado por la Organizacion Muhdia la Salud (OMS); puede afectar a
cualquier persona sin importar la edad o el paisngen, y prolonga la duracion de las

enfermedades aumentando el riesgo de muerte (1).

La evolucion de la resistencia a través de los afims muestra que el tiempo entre la
introduccion de los antibioticos y la aparicion lderesistencia, no es muy extenso. En 1937
aparece el primer agente antimicrobiano efectiulfonamida y dos afios después se reporto
resistencia a sulfonamidas (4); en 1940 se prodiwjoan escala la penicilina, en esa época se
habia hecho evidente la capacidad de algunas depaacterias para desarrollar resistencia a la
penicilina (5). En 1972 se introdujo la vancomdcig en 1988 aparecid la resistencia a
vancomicina enkEnterococos En 1985 fueron introducidos los antibidticos pemem y
ceftazidima, dos afios después se reporté la nesiata ceftazidime eBnterobacteriaceag en
1998 la resistencia imipenem (4).

Multiples mecanismos contribuyen a la apariciorretgstencia a carbapenémicos, entre los que
se encuentran las bombas de expulsion (6); canmbia permeabilidad de la membrana externa
(7); alteraciones del sitio blanco (8); y la mathition enzimatica del antibiotico producido por
enzimas denominadas carbapenemasas. Dentro dg sstolugar a duda la modificacion
enzimatica por carbapenemasas es el mecanismormadente y el de mayor impacto clinico;
ya que existen pocas alternativas de tratamiemtatera microorganismos productores de las

mismas (2).

Las herramientas diagnoésticas utilizadas paratiecd@n de las carbapenemasas en las bacterias
portadoras varian desde los metodos fenotipicataas pruebas moleculares; sin embargo en
el medio hospitalario, la utilizacién de las heriemas moleculares es muy limitada. Esta

limitacion se genera en su mayor parte por elatesgmiento de las mismas, seguido por la
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incapacidad de implementacion, la cual, debe estarextualizada dentro de un programa de

uso racional de antibi6ticos.

El objetivo de este trabajo fue identificar la attidon actual de las herramientas biotecnoldgicas
para el diagndéstico de las carbapenemasas y saeph a nivel clinico dentro de un programa

de uso racional de antibiéticos.

En este trabajo se realizé una busqueda bibliagr&in la base de datos PubMed, Science direct
y Scopus. Las palabras claves utilizadas paral@squeda fueron: Resistencia bacteriana a
carbapenémicos, carbapenemasas, diagnostico dgpeadimasas y técnicas moleculares para el
diagnostico de carbapenemasas.

Planteamiento de la de investigacion

La resistencia bacteriana es un problema que adeittda la poblacion prolongando la duracion
de las enfermedades y aumentando el riesgo de enumtisando adicionalmente pérdidas
econdmicas en los sistemas de salud. En la UniéopEa (UE), del 5 al 12% de los pacientes
hospitalizados adquieren una infeccién durantesganeia (1). En las Américas, hay una elevada
resistencia d&. colia las cefalosporinas de tercera generacién y #dasoquinolonas, dos
clases importantes y muy utilizadas de farmacoibasterianos. Por otro lado, la resistencia
deK. pneumoniae las cefalosporinas de tercera generacion tandsiégslevada y generalizada.
En algunos entornos, hasta un 90% de las infecei@ueS. aureusson resistentes a la

meticilina, lo cual significa que el tratamientandos antibiéticos habituales no funciona (1).

Las bacterias resistentes a los carbapenémicam esh aumento especialmente las
Enterobacteriaceae(CRE, por carbapenem resistanEmterobacteriacege Pseudomonas
aeruginosay Acinetobacter baumanniiGeneralmente, esta resistencia viene acompaiada
co-resistencia a todos o casi todos los antibistgpoe tenemos disponibles actualmente, razén
por la cual se denominan multirresistentes (MDRguodescripcion en inglés como Multi-drug

resistance) (9). Un ejemplo de ello se presentbb&macientes con Infecciones del Torrente

9
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Sanguineo (ITS) en Estados Unidos, por bacteriag, & cuales el 6.5% de los 9300
pacientes reportados al afio mueren durante elgwackeccioso (10).

Para el manejo de los pacientes infectados con batderias se requiere un proceso coordinado
que promueva el uso apropiado de antimicrobiangts, g refiere a la seleccién del régimen
Optimo, en la dosis correcta y en el tiempo cooepermitiendo lograr resultados clinicos
favorables para el paciente. Esta estrategialbesada en el diagnéstico correcto, que en el
modelo convencional actual, puede tardar entre AB horas. Durante este tiempo, la decision
clinica de inicio de tratamiento o empirica pueeleesronea y generar fallas terapéuticd®or

el contrario, los métodos moleculares estan ratacios con el ahorro del tiempo. Con las
herramientas moleculares los resultados puedemeise entre 6 a 8 horas, lo cual podria
reducir significativamente el tiempo en la impletaeon de la terapia apropiada(ll)asL
herramientas moleculares han sido utilizadas amplide en el diagndstico viroldgico desde
hace mas de una década; sin embargo, para elediith resistencia bacteriana, especialmente,
la resistencia a carbapenémicos, solo hasta akoestan desarrollando estrategias a nivel de

diagnéstico.

Por otra parte aunque existen multiples publicasosobre las metodologias que pondrian
utilizarse para el diagnostico, la mayoria de estarmacion esta disgregada en articulos
cientificos que no son consultados por el persdadbs laboratorios clinicos quienes son los
implicados directamente en el proceso; esto se dejue la mayoria de la informacion esta en

inglés.

Basados en lo anterior, se realizé una recopilag@la informacion sobre el aporte actual de la
biotecnologia en el diagndstico de las carbapersmsna&sta informacion podra llegar a los
laboratorios clinicos para que a su vez puedantapa la definicion correcta de las
metodologias que podrian usarse en el diagnostieo las bacterias portadoras de
carbapenemasas, no solo para una mejor definicertethpia antimicrobiana; sino, para

contribuir con el control de la diseminacién deasdiacterias.

10
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Objetivos

Objetivo general

Identificar la situacion actual del uso de herrartéae de diagnéstico molecular y su aplicacion
actual a nivel clinico en la deteccién y controllaeliseminacion de la resistencia bacteriana a

carbapenémicos.

Objetivos especificos

1. Describir el avance de la resistencia bacteriatetaapenémicos.

2. Describir las herramientas diagnosticas disponiljjesa detectar la resistencia a

carbapenémicos.

3. ldentificar la utilidad de las herramientas de dizjico molecular dentro de un

programa de uso racional de antibiéticos.

4. Determinar el impacto econdmico en los sistemassalad de la utilizacion de las
herramientas de diagndstico molecular para el distipo de las bacterias portadoras de

carbapenemasas.

Marco tedrico y estado del arte

Las enfermedades causadas por infecciones baeterson una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial a pesar del éxito dedngbibticos, sin embargo su uso generalizado
e indiscriminado ha puesto una presion selectilaestas bacterias favoreciendo las menos

susceptibles (5)

11
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Mas del 70% de las bacterias patdgenas son rdsistehmenos un antibiético (4) y es de gran
preocupacion la aparicion y propagaciéon de bactemaltirresistentes, en especial para los
patdgenos nosocomiales aislados en los hospitatesled estas superbacterias pueden
comprometer el tratamiento eficaz de pacientes itabigados e inmunosuprimidos (12). Se

estima que cada afio se presentan 25.000 muertedJaon Europea y mas de 23.000 muertes

en Estados Unidos por bacterias multirresistertes (

En febrero del 2017 la Organizacion Mundial de du8 (OMS) defini6 a las 12 familias de
bacterias mas peligrosas para la salud humanaaylgsrcuales se necesita el desarrollo de
nuevos antibiéticos. Entre ellas se encuentrabdaterias resistentes a carbapenémicos que
fueron clasificadas como de prioridad critica, qae especialmente peligrosas en hospitales,
residencias de ancianos y pacientes con dispasit@mo ventiladores y catéteres
intravenosos.  Dentro de este grupo estan incluidbsAcinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginogd&nterobacteriaceaél3).

Avance de la resistencia bacteriana a carbapenémgo

Uno de los mecanismos de resistencia mas importaniies BGN es la modificacion enzimatica
del antibidtico, mecanismo por el cual las bactemxpresan enzimas que hidrolizan los
antibioticos, causando cambios es en su estrudjaDentro de estos sistemas enzimaticos se
encuentran: las enzimas modificadoras del amindgldo y las enzimas tip@-lactamasas las
cuales sin lugar a dudas son las mas importandequg afectan la familia de antibiéticos mas
utiizada en el manejo de infecciones intrahosaitas; los antibidticosp-lactdmicos,
destruyendo el enlace amida del anpltactdmico, haciendo ineficaz el antimicrobiano)(14
Dentro de lag-lactamasas las carbapenemasas son las de maymtingnivel clinico, ya que
afectan los carbapenémicos, antibidticos de ultgeaeracion, utilizados para el manejo de
bacterias MDR.

Existen dos clasificaciones principales descritagapdasp-lactamasas. La clasificacion de

Ambler es la més usada y se basa en la homologiaalencia de aminoécidos y separdiias

12
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lactamasas en 4 grupos (A, B, C y D) (Tabla 1). & lado, la clasificacion de Bush-Jacoby
divide lasp-lactamasas en grupos del 1 al 4 (cada una coasvatbgrupos) segun su funcion
bioquimica, principalmente basada en la especéitikl sustrato y el inhibidor (15,16).

Los genes que codifican pafalactamasas se denominan generalmdide seguido por el
nombre de la enzima especifica (por ejemipla,) y se han encontrado en el cromosoma o en

elementos genéticos y su expresion puede ser tdivstio inducida (17).

Tabla 1. Clasificacion molecular de las carbapesasalomado de Viau 2016 (16).

Clasificacion p-lactamasas Caracteristicas Inhibidor Enzimas Areas endémicas

molecular representativas encontradas en
areas

endémicas

Serina p-lactamasa, Derivados de &cido América del Norte, Grecia, Italig,
SMC plasmido codificado  borénico Polonia,
Colombia, Argentina, Israel, China.
GES-5 Brasil
B NDM, VIM, Metallof-lactamasa, EDTA, acido NDM Subcontinente indio, Kenia, China
I(gllll\F;ll-l, SPM requiere zinc, dipicolinico
plasmido codificado / VIM Subcontinente indio, Grecia, Italia,
cromosomico sur de Francia, Japon, Libano,
Brasil, Portugal, Irlanda, Reino Unido
Alemania, Polonia
IMP Subcontinente indio, Grecia, Japon,
China
C CMY-10 Serina B-lactamasa, Cloxacilina, AmpC En todo el mundo
cefalosporinasas, derivados acido
movil o boroénico
cromosomico, poco
comun
D OXA-48, OXA-  Serina \B-lactamasas, No hay inhibidores OXA-48 Francia, Bélgica, Canada, Sur Afrida,
(1)£;(1A?)6(§ -204, actividad débil de especificos Oriente Medio, Turquia,
OXA-23, aquellos que son disponible el norte de Africa, Suiza,
OXA-24 carbapenemasas, Alemania, Libano, Israel,
plasmido codificado Marruecos

Las Carbapenemasas gdtactamasas especificas que hidrolizan los carléspiens y segun la
clasificacion de Ambler las carbapenemasas adasisé encuentran distribuidas principalmente

en tres de los 4 grupos conocidos, A (KPC), B &odi-lactamasas) y D (oxacilinasas) (3,18)

13
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Las enzimas clinicamente significativas son prialkciente las tipo VIM Yerona-integron

Metaloenzimg)IMP (imipenem-hydrolyzing - lactamase) y NDM-1New Delhi metallo-beta-
lactamasel) del grupo B presentes én baumanij P. aeruginosay K. pneumoniaglas KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenempaselel grupo A presentes dflebsiella pneumonige
Salmonella enterigaEscherichia coli Enterobacterspp., yPseudomonaspp; y las tipo OXA
del grupo D aisladas d& baumanniiK. pneumoniag E. coli. (Tabla 2) (18)(19). KPC es la

carbapenemasa més comun en todo el mundo (20).

Tabla 2. Especies clinicamente relevantes con parteanasas adquiridas. Adaptado de Miriagou (2010)
(18)

Organismo MBLs (Clase B) Clase A KPC OXA (Clase D)
(GES)
Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa ++ + +
Pseudomonas putida + +
Acinetobacter baumannii + ++
Acinetobacter spp. + +
Enterobacteriaceae
Klebsiella pneumoniae 4 ++ +
Escherichia coli + + +
Proteus mirabilis + +
Providenciaspp. +
Klebsiella oxytoca + +
Serratia marcenscens 4 +
Enterobacterspp. 4 +
Citrobacter freundii + +
Morganella morganii +

Salmonella entérica +

Raoutellaspp. +

++ Combinacion tipo de enzima — especies prevaente
+ Combinacioén tipo de enzima — ocasionalmentertagas

& Endémica en ciertas regiones

Carbapenemasas Clase A

Las p-lactamasas de clase A son inhibidas por el adaalténico y tienen un residuo de serina

en el sitio catalitico. Las enzimas de clase Auyeh una amplia gama de proteinas con

14
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actividades cataliticas muy diferentes, que abadmsde penicilinasas que solo hidrolizan
penicilina hasta las carbapenemasas como KPC qdepihidrolizar carbapenémicos asi como
cefalosporinas, penicilinas y aztreonam. Han sidentificadas principalmente en
EnterobacteriaceaancluyendoKlebsiellaspp.,Escherichia coliEnterobacterspp.,Citrobacter
spp., Morganella spp., Serratia marcescenRaoultella spp., Kluyveray Salmonellay en no
Enterobacteriaceae tales coieromonasspp.,Pseudomonaspp., yAcinetobacter baumannii
(15-17).

Otras carbapenemasas poco frecuentes han siddadgeerEnterobacteriaceaeomo el GES-
5y SME enSerratia marcescentnK. pneumoniadsES-2, GES-4, GES-5, GES-6, GES-11,
GES-14, GES-18, SFC-1, SHV-38, NMC-A, SME-1 y tipd (21).

La enzima tipo KPC es la carbapenemasa clase Araragentemente reportada, la primera KPC
descrita fue la KPC-2 en urka pneumoniaeesistente a carbapenémicos en 1996 en Carolina
del Norte, dando origen a su nomhfégbsiella pneumoniae CarbapenemaBasde entonces,
23 variantes han sido descubiertas,dabapenemasa&PC-2 y KPC-3 son las variantes mas
frecuentes a nivel mundial (22). Los geb&srcestan codificados en el transposom4wil que

se encuentra en un plasmido conjugativo, se puedesferir a diferentes especies (23)(24), El
Tnd4401es de aproximadamente 10 kb, caracterizado posemsgencias de repeticidon invertidas
imperfectas de 39 pb y alberga secuencias de iGeei®Kpn6 e IKpn7(24). En el 2003 fue
aislado KPC-2 d&almonella entericg K. oxytocaen Estados unidos, en el 2005Eercloacae

y en el 2007 fue descrito & aeruginosan Colombia (25). KPC-3 se detect6 en el 2008.en
pneumoniaen el noreste de los EE.UU. y en Israel (23).

Se han observado bacterias productoras de KPC idséas a nivel mundial en Estados unidos,
Canada, México, América del, Puerto Rico, Cubanidad y Tobago, Europa, Asia, India y
Australia (Figura 1)(19,21,25-27), también esté raxtendida en la region del Medio Oriente
(28). Se ha reportado una propagacion endémicasties bacterias en Estados Unidos,

Colombia, Argentina, Brasil, Italia, Grecia, Isra@hina y Taiwan (21,29)(Figura 1).

15
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Figura 1. Distribucion geografica mundial de losdarctores de KPC. Adaptado de (19,21,25-29).

Los productores de KPC han sido reportados con nieg@uencia en aislamientos nosocomiales
enK. pneumoniag en una poblacion mucho menorklecoliy de otra€EnterobacteriaceaeSe
han reportado el 37% de pacientes en unidad dedos intensivos (UCI) cdrlaxpc segun la
Sociedad para la Epidemiologia de la Salud de Ara€ii6,26).

En Colombia se reporté la enzima tipo KPC por prameez en el 2006(25) y se presento el
primer brote suramericano #e pneumoniag@roductor de enzimas tipo KPC-3 el cual inicié con
un paciente proveniente de Israel(30,31). Adidimeate se reportdé un aumento de <1% en el
2006 a 6% en el 2009 de la incidencia de infecagpe microorganismos productores de
enzimas tipo KPC que se asocidé con la diseminacidgnmal de KPC-3 y policlonal de KPC2

(30). EI comportamiento clinico de los aislamiesnfaroductores de KPC-2 y KPC-3 son

diferentes y las diferencias incluyen la resistereciaminoglucosidos y la capacidad de formar

biopeliculas (16).
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Carbapenemasas Clase B

Las enzimas de la clase B o met@iactamasas, se inhiben con EDTA vy utilizan Zincse
sitio activo. Usualmente son resistentes a paémis) cefalosporinas, carbapenémicos e
inhibidores de3-lactamasas y no hidrolizan Aztreonam. Las carbapasas mas frecuentes de
este grupo son IMP, VIM y NDM y se han encontradoEaterobacteriacegePseudomonas
spp. YAcinetobacterspp. (15,19). Entre las metdldactamasas, los VIM y los NDM son los

mas prevalentes en la mundo (27).

Las metalo3-lactamasas son transferibles puesto que la magari@ncuentran en casetes
localizados principalmente en integrones tipo 1 @oem el caso de la VIM vy, en algunas
ocasiones, se encuentran en plasmidos o transgosmmeo en el caso de NDM. Estos
integrones incluyemuchos otros genes de resistencia, que contribayamultirresistencia de
las cepas, incluso su panresistencia (15,27,B2) tasas de mortalidad asociadas con los
productores de MBL oscilan entre 18% y 67% (26).

IMP

La enzima IMP se identificaron por primera vez speeies de Enterobacteriace&erfatia
spp., Citrobacter spp. y Enterobacterspp.) y P. aeruginosaa nivel hospitalario en Japén,
asociado con un brote mediado por plasmidos enspitates japoneses y en la actualidad han
sido reportados 52 variantes de genes IMP ideatiis en multiples especies a nivel mundial
(19,27,29). También se ha identificadoferbaumanniA. junnii, K, pneumoniagk. oxytocaP.
fluorescensP. putidg Providencia rettger{27).

IMP han sido descritos a nivel Mundial encontrandasdagpon, Brasil, Puerto rico, Turquia,
India, México, Costa rica, Colombi®.(rettger), Peru, Argentina, Venezuela, Estados unidos,
Libano, Turquia, China, Taiwan, Tailandia, Austtalbingapure, Reino Unido, Espafia, Grecia y

Albania (27,29,33,34). EBnterobacteriaceason endémicas en Japon, Taiwan y Grecia (29).
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La primera VIM-1 erP. aeruginosdue reportada en 1996 en Italia y VIM-2 en Masé&liancia

en 1997 (19)(29)A finales de los afios noventa y principios de |68sa2000, hubo varios
informes de MBLs tipo VIM erEnterobacteriacea€29). En el 2015 se identifico la VIM-39
como un nuevo miembro de tifbay -1 que hidroliza meropenem, doripenem e imipenem mas
eficientemente que VIM-1 (35)Actualmente, VIM-2 es la variante mas comun a niwahdial

en EnterobacteriaceaeTambién se han reportado En fluorescensP. putidg P. fulva K.
pneumonia Enterobacterspp, K. oxytocaE. coli, C. freundii P. rettgeri, S. marcescens, A.
baumannii(27,29).

En P. aeruginosaVIM-1 y VIM-2 se reportaron como causantes de nmas&s infecciones
nosocomiales en ltalia y Grecia. VIM-2 tambiérhseaislados en Espafa, Alemania, Portugal,
Polonia, Rusia, Irlanda, Turquia, Venezuela, Codegdn, Arabia Saudita, China, India, los
EE.UU, Colombia, México, Argentina, Brasil y Cang@&,34). Estas enzimas se extienden por
todo Europa causando muchos brotes en Paises méuti@s como Grecia, Italia y Turquia
(28).

En Enterobacteriaceaese han reportado en Estados unidos, México, Vetez@olombia,
Argentina, Argelia, Tunez, Turquia, Corea del Jwiwan, India y Japon (29). En Colombia se

han descritos VIM8- eR. aeruginosg/ VIM-24 enK. pneumonia27).

NDM-1

La metalop-lactamasa NDM-1 fue identificada por primera vez Suecia en dos cepas un
paciente de Nueva Delhi a principios de 2007, w@ak. pneumoniag/ unak. coli NDM-1,
ambas cepas fueron resistentes a multiples antis6{19,36). El andlisis genético mostré un
plasmido con el gen de resisten@il@ypm-1 10 que le permite moverse facilmente a otros
microorganismos a través de transferencia horitatdagenes (3,19,36). Posteriormente, se
identificaron en cepas d@itrobacter freundii Morganella morganii Providencia sturartiiy
Enterobacter cloacae La identificacion en el 2009 de una cepaAadénetobacter baumannii

NDM-1 en la India indica el cruce de la barreraedpecies de este gen (19). También se han
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reportado erP. aeruginosa, P. rettgeri, M. morganii, S. fontagoAcinetobacter (A. baumannii,
A. haemolyticus, A. faecalis, A. nosocomialis, i&ii,pA. junii), E. cloacae, E. hormaechei, P.

mirabilis.

En los ultimos afios se identificaron 17 nuevas ianées de NDM, las variantes NDM-1
(variante principal), NDM-2, NDM-3, NDM-4 y NDM-5v@ariantes menores), se han informado
en todo el mundo(3,35).

Esta enzima ha sido reportada en New Delhi, enezli®IOriente, en Europa, Italia y Balcanes,
Suramérica, Norteamérica, Centroamérica, AfricdiaA®ceania, (27-29,36). Mas de 90 casos
se han detectado en los Estados Unidos (16); IR&igo Unido, (36). NDM-4 se ha reportado
en el subcontinente Europeo en lItalia, mientras §O#-5 y NDM-7 son frecuentes en

Dinamarca y Francia. También se informa que la ND& encontro en Argelia(3)(figura 2).

[ ) Endémico,. Aislamiento poco Frecuentes RleaeruginosaNDM (+) o de Acinetobacterspp. NDM (+),
Aislamientos poco frecuentes/ Brotes esporadice&nderobacteriaceatlDM (+), @ Brote de significancia / dispersio
regionalEnterobacteriacea&lMD (+). r

Figura 2. Distribucion geogréafica mundial de losductores de NDM. Adaptado de (27-29,36).

En el continente asiatico se ha reportado el 38,8® productores de NDM-1, en Europa el

16.8%, en el continente americano y Africa 10,8%n\Australia el 1,6% (3).
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En un estudio realizado acerca de la incidencibaylde las carbapenemasas tipo MBL entre
2012 y 2014 en 38.266 aisladosKigerobacteriaceaeecogidos en 40 paises de cada continente
habitado, se encontr6 que aunque la incidenciaablibd presencia de MBL es baja (0,5%, 163 /
38,266), la diseminacion es alta (85%, 34/40 gaisendoblanpu-1 €l mas comun (36,8%,
60/163) (35).

Carbapenemasas Clase C

Las B-lactamasas de clase C no son inhibidas por ebadalulanico, confieren resistencia a
todas las penicilinas y cefalosporina, incluidadefamicinas. La enzima de clase C clinicamente
mas importan es AmpC, que puede ser cromosomaismjdica , por ejempl&. cloacaeE.
aerogenesC. freundii S. marcescen$rovidenciaspp.,Morganella morganiiy P. aeruginosa
tiene un AmpC cromosomal (17). La sobreexpresidoeslas3-lactamasas en combinacién con

otros mecanismos de resistencia pueden causaeresésa carbapenémicos (3,16).

CMY-10 se identificO erEnterobacter aerogeneg®s mediada por plasmido, la cual es una
cefalosporinasa con algunas propiedades de caryapesa (37). L&@-lactamasa CMY-10
confiere resistencia a la cefoxitina y cefotetamnigilinas, oximino-cefalosporinas e hidroliza
imipenem a niveles similares a las carbapenemasés adase A, B y D por lo que se considera
una carbapenemasa. Sin embargo, la ausencia ddanéte deteccion de las carbapenemasas

de clase C dificultan el control de la infecci@spitalaria (38).

Andlisis estructurales demostraron que el espedtrosustrato de CMY-10 se extiende a
oximino-cefalosporinas y carbapenémicos debidmshechamiento del sitio activo mediante la
delecion de tres aminoacidos en R2 (39). Se Immongérado en aislados denterobacter

aerogeney K. pneumoniaen Corea del Sur (37).
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Carbapenemasas Clase D

Las p-lactamasas de clase D llamadas oxacilinasas ldnobxacilina (15,17). La actividad de
hidrolisis de estas enzimas para los carbapenémigeamenor que las metdldactamasas,
hidrolizan débilmente imipenem y meropenem, no diitlin ni cefalosporinas de espectro
extendido ni aztreonam, a excepcion de OXA 27,dasoson predominantemente penicilinasas
con gran poder hidrolitico frente a oxacilina. Ademnson inhibidas por el acido clavulanico, a
excepcion de OXA 23 que es resisterita mayoria de los genes que codifican e§tas
lactamasas son plasmidicos, garantizando asi ssidlf efectiva. La sobreexpresion de
oxacilinasas naturales ed. baumannii(Tipo OXA-51) puede contribuir a la resistencia a

carbapenémicos (19,32)

OXA-48 esta contenido en un plasmido IncL conjugatie 61,8 kifpreviamente identificado
como un plasmido de 70 kb) con integracion deblapxa-4s mediante la adquisicion de un
transposon compuesto T899 lo que probablemente contribuye a su capacidgor@ggacion

enEnterobacteriaceag?6,29).

El primer productor identificado de OXA-48 fuK. pneumoniaeaislado en Turquia en 2001
conocida como la "amenaza fantasma”, no fue aigtadatro pais por los proximos 5 afios y en
2008, OXA-48 se extendid fuera de Turquia (36De las mas de 1@0lactamasas tipo OXA,
37 se consideran carbapenemasas, entre ellas OXACRGA- 27, OXA-40, OXA-48, OXA-50,
OXA-51, OXA-55 0 OXA-58, se han identificado es@dgiente erAcinetobacterispp. Se han
detectado elknterobacteriacea®XA-48 en Klebsiellaspp.,E. coli, Citrobacterspp.,Serratia
marcescengnterobacterspp.,Morganella morganiiProvidencia stuartiiRaoultella planticola

y Salmonella entéricé36,40) OXA-23 enProteus mirabilis enP. aeruginosae han detectado
enzimas cromosOmicas tipo OXA-fiRe sin trascendencia clinica. Algunas presentan
especificidad de especie, como la familia de la @QApresente en el genoma Ralstonia
pickettii (40).
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Zelanda

A
@ Endémico@ Aislamiento dacinetobacterspp. OXA (+), Aislamientos poco frecuentesbtBs esporadicos d
EnterobacteriaceacOXA (+), @ Brote de significancia / dispersidagional Enterobacteriacea€DXA (+). A.
Distribucion general. B. Distribucion Europa.

w

Figura 3. Distribucion geografica mundial de losdurctores de OXA. Adaptado de

(26.28.29.34.36.41.4

En su distribucion mundial incluye ahora Paise€dmpa, en la parte meridional y oriental,
Mar Mediterraneo, Medio oriente, Africa, Francideania, Espafia, Paises Bajos y el Reino
Unido (26,28).Mas recientemente, OXA-48 fue detectado en losdestdJnidos, Canada y
Sudafrica (36).La OXA-25 y OXA- 40 se han descrito en Espffid). OXA-23 fue detectada
en Argentina (63% de aislamientos resistentes@panémicos), Brasil (42-100%) y Colombia
(98%)(41). EI gen OXA-58 en Argentina, Bolivia, &il, Chile, Colombia y Venezuela
(34)(Figura 3).

Herramientas diagnosticas disponibles para detectazarbapenemasas.

Como se menciono anteriormente, debido al aumenta diseminacion de las carbapenemasas,
es necesario su deteccion oportuna para seleccebresquema terapéutico adecuado y para
implementar medidas de control. Esta detecciésdhm puede estar basada en la disminucion de
la susceptibilidad a los carbapenémicos sino qie diecluir técnicas confirmatorias ya sean
fenotipicas (42), o pruebas moleculares, adema&stdelios de epidemiologia molecular para su
seguimiento. A continuacion, se describirdn lasnit&as utilizadas para su diagnostico y

seguimiento.
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Pruebas fenotipicas

Prueba de susceptibilidad:

Las pruebas de susceptibilidad nos permite ideatiflos aislamientos que presentan una
susceptibilidad reducida a los antibioticos carbapscos (11). Este método requiere de 24 —
48 horas de incubacion posterior a la identificadil@l microorganismo para la obtencién de

resultados (11).

Las pruebas de susceptibilidad pueden realizarsggmometodologias diferentes:

1. Difusién en agar: el método convencional dedgidn en disco es un método cualitativo que
consiste en utilizar discos de papel filtro impragdps con el antibidtico a una concentracion fija,
los cuales posteriormente, se colocan en la seperfie un agar Miller Hinton, en el que
previamente se colocé el microorganismo a estwiama concentracion de 0.5 en la escala de
McFarland y finalmente incubado a 35-37°C. Una &kedisco se pone en contacto con el agar
el antibidtico se difunde por el agar formandoseéhalo de inhibicion. A través de la medicion
de este halo en mm que aparece después de 24 eord8 de incubacion se categoriza el

resultado como susceptible, intermedio o resisteatte a cada antimicrobiano (43,44).

1. Método de gradiente de antibidtico: Es un métodmtitativo que nos permite determinar la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) utilizandoa tira de plastico que tiene un gradiente
predefinido del antibiético con 15 diluciones. tira se coloca en el agar en el que previamente
se inocul6 el microorganismo a evaluar, el antibidbue esta en la tira se difunde desde el
soporte hasta el agar creando un gradiente exp@heiedas concentraciones del antibidtico que
estan en la tira. Después de una incubacion deZllbhoras se observa una zona de inhibicion
elipsoidal, la CIM sera indicada por el valor dorideelipse toca la tira y el resultado sera

categorizado como sensible, intermedio o resisi@dte
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3. Microdiluciéon en caldo: Es un método cuantiatiyue consiste en exponer al microorganismo
a evaluar a diferentes concentraciones del antibi@n caldo y observar el crecimiento del
microorganismo después de la incubacién para déénCIM. La minima concentracion del
antibiotico donde no se observa crecimiento visddaesponde a la CIM y el resultado sera
categorizado como sensible, intermedio o resistéatacuerdo a los puntos de corte (44). Esta
metodologia puede realizarse manualmente o utdizamultiples sistemas automatizados
comerciales disponibles [Sistemas VITEK®e bioMérieux (Marcy L'Etoile, Francia),
PhoeniX™ de BD Diagnostics y MicroScan WalkAway de SieméBsde Behring, West
Sacramento, CA)] (43,45).

Se puede sospechar que un aislamiento produceadipapenemasa cuando hay un aumento de
la CMI en los carbapenémicos o una disminucion lediéenetro de la zona de inhibicion, de
acuerdo a la metodologia utilizada. En algunosg;asstos resultados pueden variar de acuerdo
al tipo de carbapenemasa presente en el microgrgani En el caso de |&sterobacteriaceae
Ertapenem se ha descrito como un buen candidasodesectar la mayoria de los productores de
carbapenemasa porque los valores de MIC de edltgdéiob son generalmente més altos que los
CIMs de otros carbapenémicos. Sin embargo los ugtoces de carbapenemasa en
Enterobacteriaceaenuestran una amplia gama de valores de CIMs queces pueden estar
dentro del rango de susceptibilidad, especialmenten las enzimas tipo OXA-48 / OXA-
181(42).

El nivel de resistencia a carbapenémicos de lodystores de enzimas tipo KPC, MBL y NDM

pueden variar notablemente (Tabla 3). Las ClIMdadeenzimas tipo KPC pueden variar de
moderadamente aumentado (2 a 4 ug/ml) a resigtent82 ug/ml) (Tabla 3). Debido a que son
resistentes a mdltiples farmacos ademas de losamamémicos, como, cefalosporinas de
espectro extendido y aztreonam, las opciones tetiapé son limitadas y la tasa de mortalidad
asociada a las infecciones con aislamientos protegtle KPC es mayor al 50% (26). Muchos
productores de NDM-1 siguen siendo susceptibles adigeciclina, colistina y en una menor

medida a la fosfomicina (26).
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Tabla 3. Variabilidad de la resistencia a carbapgc@s en Gram negativos productores de
carbapenemasas (19,26).

CIM (mg/l

Imipenem Meropenem Ertapenem
Enterobacteriaceae 0,5;:>64 1;64 0,5; >64
KPC
Enterobacteriaceae 0,5;:>64 0,25; >64 0,5;>32
MBL
Enterobacteriaceae 1;,>64 0,5;:>64 0.25; >64
OXA-48
P. aeruginosaViBL 2; >64 2; >64 -
P. aeruginosakKPC >64 >64 -
A.baumannii MBL 2;>64 2, >64 -
A.baumannii OXA 1;>64 1. >64 -
A.baumannii KPC >32 >32 -

La enzima tipo OXA-48 erkEnterobacteriaceadnidrolizan débilmente carbapenémicos como
imipenem y meropenem y cefalosporinas de amplieasp como la ceftazidima, y aztreonam
por lo que son los productores de carbapenemasalifi@kes de identificar (Tabla 3)(26). Su
actividad es inhibida por el acido clavulanico, ymapiedad poco comun de oxacilinasas,
excepto OXA-23, que es resistente al acido clawwddnOXA-24 y OXA-27 hidrolizan
bencilpenicilina y cefaloridina, mientras que lalisis de oxacilina y la cloxacilina no es
detectable (46).

Una vez detectada una susceptibilidad reducidani@borganismo a los antibiéticos probados
se puede utilizar pruebas adicionales para confirfemotipos de interés como las
carbapenemasas (11). Entre los métodos mas ysadomendados por las guias de Clinical
and Laboratory Standards InstitutéCLSI, por su sigla en inglés) para la detecciénla

produccion de carbapenemasa estan el test de hodddicado, carba NP y el método de

Inactivacion de Carbapenémicos Modificado (47).
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Test de Hodge Modificado (THM)

El test de Hodge fue desarrollado inicialmente fhodge y col en 1978 para detectar la enzima
tipo penicilinasa efmeisseria gonorrhoeag otras especies de bacterias y se realizabaman u
cepa deStaphylococcus aureusensible a la penicilina sembrada masivamentel agag, un
disco de penicilina (10 U) colocado en la mitad atghr y el microorganismo a evaluar que se
raya del borde del disco al extremo de la caja; dapas productoras de penicilinasa
distorsionaron la zona de inhibicion (48). Lagira de Hodge fue modificada dage y col en
el 2001,se modific6 reemplazando la cepa Staphylococcus aureysor la Escherichia coli
ATCC 25922 vy el disco de penicilina por el discoiagpenem de 10ug; la presencia de una
zona de inhibicion distorsionada después la inddbaturante la noche se interpreté como una

prueba de test de Hodge modificado positivo (49,50)

Esta prueba se basa en la inactivacion del carbageos por la carbapenemasa producida por
una bacteria, lo que permite a una cepa indicag@ensible a las carbapenemasas extender su
crecimiento cerca del disco del carbapenémicosoylago de la estria de la cepa productora de

la carbapenemasa (Figura 4).

CLSI recomienda utilizar el test con discos de figteem o Meropenem porque cuando se utiliza
Imipenem como sustrato no funciona adecuadame@&a recomendacion es realizar este
método par&nterobacteriaceaque son no susceptibles a uno o mas carbapenémimo®en el
CIM de imipenem o meropenem 2 — 4 pg/ml o ertapeser® pg/ml (11,16,47,51). Si el THM

es positivo, no es necesario cambiar la interpidatate los carbapenémicos a resistente (47).

Figura 4. Test de Hodge modificado. Deteccién albapenemasas. Discos de ertapenem (a) y merogbhein
K. pneumoniaédTCC BAA-1705, resultado positivo; X. pneumoniaéATCC BAA-1706, resultado negativo; 3,
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aislado clinico d&. pneumoniague produce CTX-M; 4, aislamiento clinico idepneumoniagroductor de KPC.
Las flechas indican el tamafio de la zona de inidibidistorsionada cuando se prob6 el aisladosodymtor de

carbapenemasa y el aislado 3 no productor de cambagasa. Tomado de Carvalhaes, 2009 (52).

El test de Hodge es un método econdmico ya quesmecgliere medios o0 reactivos especiales
(47,53). Se ha reportado que tiene una sensibildb3% y especificidad del 60% para la
deteccién de productores de KPC en BGN (54).

Limitaciones de la prueba:

* Resultados falsos-positivos pueden ocurrir en @gaslaque producen BLEE como
enzimas tipo CTX-M (figura 6) o AmpC con pérdida plarinas. Falsos negativos son
ocasionalmente notados (ejemplo, algunos aislqdegroducen NDM) (42,47,52).

e El European Committee for Antimicrobial Suceptibilitgsting(EUCAST, por su sigla
en inglés) no recomienda su utilizacion por su keajecificidad y por la dificultad en la
interpretacion de los resultados en bacterias ignert mecanismos de resistencia a los
antibiéticosp-lactamicos diferentes a las cabapenemasas (50,51).

* Se puede presentar un elevado numero de errorles eesultados causados por la falta
de experticia del personal del laboratorio en farpretacion de la técnica (55).

» Se requiere de 24 a 48 horas para el resultadaéesie tener el aislamiento (47).

* Un resultado positivo no puede distinguir que tide carbapenemasa tiene el
microorganismo (11).

» La sensibilidad disminuye cuando se prueban aislaws productores de enzimas tipo
VIM, OXA.48 y NDM-1 (56).

Carba NP

Las pruebas colorimétricas se han utilizado paraldteccién enS. aureus Haemophilus
influenzaede cepas productoras fldactamasas, basado en rojo de fenol, el cambeoide de

rojo a amarillo indicaba la presencia de uUpdactamasa (11). La prueba carba NP fue
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desarrollada en el 2012 Nordmann y col es unafioadion de la prueba para la deteccion de
B-lactamasa y se utiliza para la deteccion de cerbapasas (clase A, B o D) (11,57). El
cultivo bacteriano se mezcla con una soluciéndls, lia bacteria lisada se mezcla con el rojo de

fenol, sulfato de Zinc e imipenem (11,58).

El principio se basa en la deteccion colorimétdeala hidrolisis del anill- lactamico de
imipenem en la cepa ensayada, seguido por cambicolde rojo a amarillo/naranja de un
indicador de pH, generalmente rojo fenol del rdjaraarillo / naranja; disminuye el tiempo de

obtencion de resultados a menos de 2 horas (42)AM,&bla 4).

La prueba Carba-NP se utiliza émterobacteriacegeAcinetobacterspp y Pseudomonas
aeruginosague son no susceptibles a uno o mas Carbapenémieen el MIC de imipenem o

meropenem 2 — 4 ug/mL o ertapenem de 2 ug/mL 742,4

Tabla 4. Interpretacidn de resultado Carba NP. pfedio de CLSI 2017 (48)

Resultados de pacientes y del tubo de control inteo

Tubo A (control interno)

Tubo B (paciente)

Interpretacion

Rojo o rojo-naranja

Rojo o rojo-naranja

Negativo deteccion de

carbapenemasa

Rojo o rojo-naranja

Naranja claro, amarillo o

Positivo, Productor de

amarillo oscuro carbapenemasa
Rojo o rojo-naranja Naranja Invalido
Naranja, naranja claro, Cualquier color Invalido

amatrillo o amarillo oscuro

La recomendacién de CLSI es si la prueba es passe reporta con un pie de nota informando
gue el aislado es productor de carbapenemasa, grulba es negativa se reporta como

carbapenemasa no detectada (47).

La especificidad y la sensibilidad de la pruebadet 100 y 94,4% respectivamente en

Pseudomonasspp., mientras que la especificidad y la sensdulides del 100% en
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Enterobacteriacea¢42). Es altamente sensible para la detecciéendanas tipo KPC y MBL

(58) y es método producible si se utiliza un umegiodo estandarizado en los laboratorios (59).

Carba NP ha sido probado para la deteccion de progis de carbapenemasa en hemocultivo,
lo que disminuye el tiempo de deteccién en hemivagitde 24 h a 3-5 h con una sensibilidad
del 97.9% y especificidad del 100% (60). Esta alidple una nueva version comercial de la
prueba CARBA NP (RAPIDEC® CARBA NP, bioMérieux), rcouna especificidad y
sensibilidad de 96% (61,62).

Limitaciones de la prueba:

* Resultados falsos negativos en aislados mucoidss giertos tipos de carbapenemasas
OXA, como tipo OXA-48 erA. baumannii, no son consistentemente detectadas por su
baja sensibilidad para este tipo de enzimas (13149).

» La prueba descrita por CLSI necesita reactivoscsles, algunos de los cuales necesitan
prepararse en el laboratorio y tienen una corta media (47,51).

* Resultados invalidos pueden ocurrir con algundados (47,51).

e Un resultado positivo no puede distinguir que tide carbapenemasa tiene el
microorganismo.

 En el RAPIDEC® CARBA NP: Falsos positivos han sréportados co\. baumannii

con sobreproduccion de sus Amp® yulgariscon una enzima tipo CMY-2 (62).

Método de Inactivacion de Carbapenémicos Modificéoh& M)

El método de inactivacion de carbapenémicos etéamica que utiliza un disco de meropenem
de 10 pg el cual es expuesto a una suspensiorribaatele la cepa a evaluar; después de un
tiempo de incubacion el disco es colocado en una da agar el cual tiene sembrada
previamente una cepa indicad@&aoli ATCC 25922; cuando se produce una carbapenemniasa, e
antibiotico es inactivado permitiendo el crecim@sin inhibir de la cepa indicadora después de
una incubacion durante la noche. Se consideré gaezana de inhibicion clara 19 mm) es

indicativa de actividad no-carbapenemasa (47,63,64)
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Este método es recomendado por CLSI 2017 paterobacteriaceague son no susceptibles a
uno o mas Carbapenémicos. Detecta la hidrolisisatbapenémicos (inactivacién), lo que
indica la presencia o ausencia de carbapenemasakRC, NDM, VIM, IMP u OXA-48, con
una sensibilidad del 85.7% y especificidad del 95(47,65).

Si las carbapenemasas estan presentes, hidrolizarerepenem dentro del disco. La no
inhibicion del crecimiento d&. coli indica que se produjo la hidrélisis de carbapenéryi el

organismo de interés es productor de carbapengi@@sa

Actividad carbapenemasa

No actividad carbapenemasa

Figura 5. Interpretacion del resultado mCIM. Tomdeé Van Der Zwaluw(65)

Si la prueba es positiva se reporta como prodwgararbapenemasa y no es necesario cambiar
la interpretacion de la susceptibilidad de los apemémicos. Si la prueba es negativa se debe
reportar como no carbapenemasa detectada (47).

El método de inactivacién con carbapenémico es aoaiye en términos de costos al THM (66).
Es un método econdmico y facil de realizar debidqua no requiere equipos ni reactivos
especificos (47,64,65) y varios aislamientos puesnprobados en la misma caja de agar al
tiempo (65).

Limitaciones:

* Requiere una incubacién prolongada en la preparat@da prueba vy se requiere de 18 -
24 horas de incubacién para obtener el resultado (4

» El protocolo no es practico para el flujo de trabdiprio del laboratorio (65).

e Un resultado positivo no puede distinguir que tide carbapenemasa tiene el

microorganismo.
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Pruebas de doble disco combinado

Las pruebas de doble disco combinado son pruehatifeas con inhibidores para la deteccién

de carbapenemasas, las cuales utilizan el carbapsméolo comparado con el carbapenémico
combinado con un inhibidor de la carbapenemasaopserva in vitro si se presenta un aumento
del diametro de la zona de inhibicion del aislad@resencia del carbapenémico combinado con

un inhibidor de la carbapenemasa (42).

La prueba de disco combinado para la deteccidBre@robacteriaceade la enzima clase A se
hace utilizando compuestos de &cido borénico, gémente el acido 3 - aminofenilborénico
(PBA, por su sigla en inglés) y un disco del adtibb carbapenémico. La prueba requiere de 18
- 24 horas de incubacion para obtener el resulfjaghace a partir del microorganismo aislado
(67).

Un aumento en el didametro de la zona de inhibipi@m4-7 mm con un disco de meropenem con
0 sin 400ug de PBA indica la produccion de carbapenemasag @a Se recomienda utilizar
imipenem o0 meropenem, si se utiliza ertapenema@#dupen resultados falsos positivos en cepas
productoras de AmpC y algunas de las ESBL del@pX-M que disminuyen la especificidad
de la prueba (42).

Para la deteccidon de cepas productoras de carbrapeas de clase B tipo MBL &seudomonas
spp. Yy Acinetobacter spp. se utilizan ensayos con imipenem 1§ y el acido
etilendiaminotetraacético (7@ EDTA, por su sigla en inglés), que es el inhibi@®e requiere
de 16 — 18 horas de incubacién para obtener eltadsua partir del microorganismo aislado
(68). Un aumento de 7 mm en el diametro de la manhibicién en el discos con EDTA

indica la produccion de la carbapenemasa (42).

La prueba de EDTA no se recomienda para la deteasdMBLS enEnterobacteriaceaeon
baja resistencia a imipenem (MIC <=4mg/L). Arbaumanniialgunos estudios han reportado
fallo de las pruebas de inhibicion de EDTA paraedetr MBL, mientras que otros han

informado la posibilidad de falsos resultados passten cepas que producen OXA-23 (42).
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La presencia de mecanismos mixtos de resistenoia carbapenemasas, BLEE y/o AmpC mas
pérdida de porinas u otros dificultan las técnaagonfirmacion fenotipica (69). Se encuentran
frecuentemente aislados de cepas productoras deCAque presentan una reduccion de la
susceptibilidad a los carbapenémicos pero que mseptan genes codificadores de la
carbapenemasa por lo que es también necesariparg@atuebas de resistencia a cefoxitin para la
deteccion de cepas productoraddactamsas AmpC (70,71). La prueba se realizaucodisco

de cefoxitin (30uQ) el cual se coloca en al agavipmente inoculado con la cepa a evaluar, un
halo de inhibicion de menos de 18 mm es tomado asmposible AmpC; también se puede
demostrar por el método de doble disco la inducaén AmpC utilizando los discos de
ceftazidime y cefoxitin, si hay una AmpC inducilde observa un bloqueo de la zona de

inhibicion del disco de ceftazidima por la cefaxdti(72).

Limitaciones de la prueba:

* Se requiere de 16 — 18 horas de incubacion paemebel resultado (68).

 EDTA en si puede inhibir algunas bacterias debid® ermeabilidad aumentada de la
membrana externa, dando lugar a falsos resultamkgvos(42,73).

* Se ha reportado en cepgaspneumoniagroductoras de KPC y de VIM fallos en prueba
de PBA para la deteccion de la KPC (42).

* PBA presenta baja especificidad por los falsostposi que se producen en cepas

productoras de AmpC mas disminucion de permeadbilia pérdida de porinas (69).

Método gravimétrico

Para la deteccion de las metfitactamasa también se utiliza el método gravimgtric
comercialmente se encuentran el Etest® que utiliza tira de plastico que tiene en un extremo
un gradiente predefinido del antibiotico con lakidones del carbapenémico y en el otro
extremo un gradiente predefinido del antibidticon ctas diluciones del carbapenémico

combinados con EDTA para probar la actividad den&talof-lactamasa (42,44). La tira se
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coloca en el agar en el que previamente se inagduhdicroorganismo a evaluar, el antibiotico
gue esta en la tira se difunde desde el soporta bhagar creando un gradiente exponencial de
las concentraciones del antibiotico que estan einala Después de una incubacion de 16 a 20

horas se observa una zona de inhibicion elips¢idar4).

Las tiras para detectar MBL son ETEST® MBL queizdilimipenem / imipenem + EDTA
(IP/IPI, bioMérieux) y ETEST® MBL que utiliza merepem / merepenem + EDTA (MBL
MP/MPI, bioMérieux), se compara la inhibicion ddecial de las escalas de concentracion
inhibitoria (IC) de un solo carbapenémico relatalamismo carbapenémico mas EDTA en
presencia de un MBL ETEST’ MBL IP / IPI, contienen un rango de siete dilugende
imipenem (4-256 mg / ml) en un extremo e imipendr64 mg / ml) combinado con una
concentracion fija de EDTA en el otro extremo; $diza principalmente para detectar MBL
enPseudomonaspp. y la mayoridcinetobactespp. ETEST MBL MP / MPI contienen
concentraciones crecientes de meropenem (0.125-8 mbg) en un extremo y meropenem
(0.032-2 mg / mL) con EDTA (concentracion fija) elnotro; esta disefiado para detectar MBL
enEnterobacteriaceaé’5,76).

La reduccion de >=3 diluciones dobles de la MICadapenémico en la presencia del inhibidor
o la presencia de una elipse deformada en el Rido MPI de la tira se interpreta como positivo
para MBL con una sensibilidades (82,0-94,0%) yeefjzidades (97,0-100%). El E-t&stle
MBL es eficiente en la deteccion de los productalesviBL que muestran resistencia de alto
nivel (74,77,78). Es altamente sensible y esprcifiara detectdrlap.1 y blayiv-2 aislados de

Acinetobactespp. y especies d&seudomonaspp. (45).

Limitaciones de la prueba:

e Tiene un tiempo de respuesta muy largo, ya quepuede disponer del resultados hasta
las 24 horas(79).

 Puede no detectar productores MBL de bajo nivera$tstencia al imipenem como
aislamientos productores de NDM-1 (77,79,80).
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Medios de cultivo cromogénicos

Se utilizan como métodos de vigilancia en lastinsitbnes clinicas para la deteccion en muestras
de pacientes de hisopado perianal o rectal de rgasieolonizados con cepas productoras de
carbapenemasas, lo que permite implementar medidias control de la infeccion
rapidamente(42)(45). Varios medios cromogénicomeroiales estan disponibles para la
deteccién de aislamientos productores de carbampm@emos medios contienen moléculas
cromogénicos que permiten observar diferentesresldespués de 24 h de incubacion que

contribuyen a la deteccidn rapida de bacilos Gragativos resistentes a carbapenémico (42,81).

El medio CHROMagd! KPC (CHROMagar, Paris, Francia) permite la recagién de
Enterobacteriacea@roductoras de KPC, IMP o VIM, es un medio fugréea la deteccion de

carbapenemasas en cepas con CIMpgltl a carbapenémicos (42,45).

Otro medio para la deteccién Haterobacteriaceaproductora de carbapenemasa es chrémID
Carba (bioMérieux, La Balme-les-Grottes, Franci&ste medio inhibe crecimiento de
organismos Gram positivos y bacterias sensibleardlapenémico, y produce colores especificos
de colonias que permiten la diferenciacion de migatos no sensibles a los carbapenémicos en
E. coli, Klebsiella spp., Enterobacterspp., Serratia spp. yCitrobacter spp. (42,45). EIl agar
chromID® OXA-48 (bioMérieux) se introdujo para resolvempebblemas de deteccién de OXA-
48 que tiene el chromfDCarba, este medio tiene una alta sensibilidadogaificidad para la

identificacion deEnterobacteriaceaproductoras de OXA-48 (45).

El medio Brillance™ CRE inhibe el crecimiento desl! aislamientos susceptibles a
carbapenémicos y permite el crecimiento de losuaigintos dénterobacteriaceaproductores
de carbapenemasas tipo OXA-48, VIM, KPC, NDM y Gidistentes a carbapenémicos incluso
con bajos limites de deteccion(45).

Un medio de agar selectivo y cromogénico, CHROMagAcinetobacte(CHROMagar, Paris,
Francia), se ha desarrollado para la identificac&pida deA. baumanniiresistente a multiples

34



S [’& UNIVERSIDAD
Y

> [CESI

farmacos. Contiene agentes que inhiben el crentmige organismos Gram positivos, levaduras

y bacilos Gram negativos sensibles a carbapenéfio(

Diferentes medios cromogénicos han sido comereiddizy evaluados en los ultimos afos:
ChromID® CARBA, ChromIl’ CARBA SMART, ChromID¥ OXA - 48 (bioMérieux),
Brillance™ CRE (Oxoid), Coloréd¥ KPC (Biomed Diagnostics), CHROMag¥r KPC
(CHROMagar Company), Remel Spectra™ CRE (Remelmi@&€HROM KPC (Gibson
Bioscience), HardyCHROM' CRE (Hardy Diagnostics). En la evaluacién de dgares en

multiples estudios se ha encontrado una espedciticateptable pero una sensibilidad entre el
53-100% (Tabla 5) (76).

Tabla 5. Comparacion medios cromogénicos. Tomadsgdare 2017 (77).

Medio cromogénico Compafia Sensibilidad Especificidad
chromiD® CARBA bioMérieux 33.3-100 54.1 — 98.9
ChromiD ® OXA-48 CARBA  bioMérieux 70.1-75.8 99.3 - 100
Brillance™ CRE Oxoid 54.0 - 80.0 23.0-94.7
Colorex™ KPC Biomed Diagnostics 64.1-100 59-92.1
CHROMagar™ KPC CHROMagar 40.3 - 100 67.8-98.4
Remel Spectra ™ CRE Remel 97.8 86.4 —99.1
RambaCHROM KPC Gibson Bioscience 95.0 77.1
HardyCHROM™ CRE Hardy Diagnostics No definido No definido

Limitaciones de la prueba:

 ElI CHROMagam KPC tiene una sensibilidad limitada para aislactos CIMs menores
de 4ug / ml (42,45).

e Un rendimiento suboptimo de CHROMagaKPC se informé en la deteccidén Hecoli
productora de KPC, y &d. pneumonia&KPC-negativo que eran resistentes al ertapenem
debido a la pérdida de porinas combinada con ldym@on de ESBL (42).

« El medio cromIl¥ CARBA tiene limitaciones en el deteccién de cepasiuctoras de
OXA-48 (16,45).
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* El medio Brilliance™ CRE tiene dificultades paradeteccién de OXA-48, debido al
crecimiento de AmpC y/o ESBL en el medio la espadid del agar disminuye (16,45).

Inmunocromatografia

Los ensayos de inmunocromatografia que se basamaenién antigeno-anticuerpo se estan

utilizando para la deteccién rapida de carbapenasnas

Los ensayos OXA-48 K-S&T y KPC-K-SeT™ (Coris BioConcept) para la deteccion de
carbapenemasas tipo OXA-48 y KPC dependen de lureapnmunoldgica de dos epitopos
especificos de las enzimas OXA-48 y KPC, utilizamdmo particulas de oro coloidal y una
membrana de nitrocelulosa dentro de un disposde&/dlujo lateral (casete) (82) (figura 6). La
prueba se realiza directamente del cultivo bacteriee suspendido en un buffer de lisis, se
colocan tres gotas en el casete y el resultado bsene en 15 minutos, el tiempo de

procesamiento es corto, no requiere equipos espetl—84).

La prueba OXA-48 K-Se® detecta OXA-48, OXA-162, OXA - 181, OXA - 204, OXA32 y
OXA — 244, mientras que variantes de OXA - 48 gsitivadad carbapenemasa (OXA - 163 y
OXA - 405) no se detectan. En la prueba KPC-K4Sde€tecta KPC-2, KPC-3, KPC-4 y KPC-9
en Enterobacteriaceae e incluso puede detectar casos de coproducciOKR{e y NDM-1
(76,82).

Fige. Prueba OXA-48 K-SeTw (85)

Limitaciones:
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* En instituciones donde las carbapenemasas son aadése debe complementar con
otras pruebas que detecten otro tipo de carbapaasima que aumentaria el costo para

la institucion de la deteccion de carbapenemasps(83

Pruebas moleculares

Las pruebas descritas anteriormente tienen en @geasos dificultades para su lectura e
interpretacion como se menciond anteriormente,lgp@ue es muy importante uso de técnicas
moleculares que nos permitan una deteccion rapidm \ificultades de interpretacion (85).

Algunas técnicas moleculares también permite haeseanalisis molecular de la relacion clonal

de los microrganismos productores de carbapenemasagontrolar su diseminacion (42,86).

Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas de tiempo de vuelondga@on de desorcion por laser asistida por
matriz (MALDI-TOF MS) es una técnica que se basardlisis de perfiles proteicos y que se ha
usado durante muchos afios en quimica. En 1975tAnRanselau propusieron por primera vez
gue esta técnica podia ser usada para la caraciérizbacteriana, la tecnologia fue avanzando
hasta que en 1996 Holland y col informaron queigodbtenerse a partir de la colonia
bacteriana sin pretratamiento los espectros deplateinas que permitian la identificacion
bacteriana (87). La tecnologia ha seguido evohasido hasta permitir no solo la identificacién
del microorganismo sino también la actividad hitlicd de algunas enzimas como las

carbapenemasas (88).

El procedimiento consiste en mezclar la muestralaomatriz la cual se cristaliza, luego se

introduce en el espectrometro de masas donde latrauge ioniza por medio de un laser para
pasar a una fase gaseosa. Las moléculas ionizadagleran a través de un campo electrostatico
y se expulsan a través de un tubo de vuelo metélicoetido a vacio hasta que los iones
alcanzan un detector, los iones mas pequefios viaganrapido que los iones mas grandes, el

analizador de masas separa los iones segun sidnetaasa/carga (m / z) de acuerdo a su tiempo
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de vuelo (TOF) creando el espectro de masas gae@sipuesto por picos de relacion de masa a

carga (m/z) con intensidades variables (87)(Figyra

B L Wl
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e
L ]

Resultado (espectro)

T Deteccion
3
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Separacion: TOF

Tubo de vuelo q F
o

Laser

Aceleracion

Matriz asistida por
|&ser dedesorcion/
ionizacion (MALDI)

Matrizcon la muestra
cristalizada

Figura 7. Descripcion de la técnica MALDI-TOF. Adago de Croxatto (2012)(88)

Desde el 2011, se han publicado métodos paradaaién de la actividad de las carbapenemasas
de clase A, B y D, que utilizan MALDI-TOF MS. Pagllo, el cultivo bacteriano fresco es
colocado en suspension en un buffer (e..Nd@k-HCI), se mezcla con el carbapenémico
(imipenem, meropenem o ertapenem), después deemnpdi de incubaciéon y un proceso de
sedimentacion el sobrenadante es mezclado con lezm@.] acidoa - ciano - 4 —
hidroxicinamico, acido sulfurico saturado CHCA) g side en el MALDI-TOF MS, esté
procedimiento puede durar entre 2 a 4 horas depedalidel protocolo a utilizar; por ultimo se
observa la hidrélisis del carbapenémico que sejeetn los espectros generados, si hay una
disminucién en la intensidad del pico del carbapeoé >=80% comparado con el control
negativo indica la presencia de la carbapenemagz®83-90). Los resultados se pueden analizar
manualmente o esta disponible un software Compass @l andlisis automatizada de los
espectro generados para la hidrélisis con ertapenentambién ha funcionado adecuadamente

con imipenem(45,90).
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Este método permite detectar hidrélisis, con ute @&specificidad (100%) y una sensibilidad
entre el 97.4% pard. baumanniihasta el 100% para las diferentésterobacteriaceaey
aislados deP. aeruginosapara detectar la carbapenemasa tipo OXA KPC,VIMR,IGIM y
NDM a partir de colonias bacterianas (11,91,92ebifo al reporte de falsos negativos en la
deteccion de OXA-48 se demostré que la adicion idartbonato de amonio (NH4HCO3) al
buffer en el procedimiento aumenta la sensibilidied la prueba del 75% al 98% para la
deteccién de las enzimas tipo OXA-48 y se ha atiliz para detectar carbapenemasas en
Acinetobacterspp. con un 100% de sensibilidad y especificidi).(La especificidad para la
deteccion de la hidrdlisis de los carbapenémicwmsemta al 100% cuando se utiliza ertapenem
con respecto a la especificidad del 96,6% del em@mn, la sensibilidad fue del 94.7% para
ertapenem y 98.9% para imipenemeanierobacteriaceaeesistente a los carbapenémicos (90).

También se ha reportado el uso de MALDI-TOF MS mhatectar carbapenemasas directamente
a partir de hemocultivos positivos (91). Para ésti@ccion se utiliza como muestra una botella
de hemocultivo positiva de la cual se toma unaidadtque es mezclada con un buffer y
posteriormente sometida a un proceso de centriitigax de filtracion y de lavados segun el
método utilizado; posteriormente se agrega la matrse mide en el MALDI-TOF MS. EI
resultado se puede obtener en 3 horas despué® ag lgemocultivo sea sefialado como positivo
con un 63,2% de sensibilidad eA. baumanniiy un 96% enPseudomonasspp. Yy
Enterobacteriaceagno se observd ninguna interferencia con los vesidlel hemocultivo (92—
94).

La espectrometria de masas da resultados supeparasa deteccién de carbapenemasa de tipo
OXA en Acinetobacter baumannyi puede convertirse en un método fiable para idirtoacion

de la actividad de la carbapenemasa en laboratambs rutinarios como de referencia (11).
Limitaciones:

* Se pueden presentar falsos negativos en cepascpooail de carbapenemasas tipo de
OXA-48 (66,88).
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» La presencia y la intensidad de los picos puedebizandebido al cambio de sustrato o
buffer utilizados por lo que es necesario paraabblatorio establecer con controles
negativos los picos que se utilizaran utilizar pargcnica (89).

* Se debe evaluar la estabilidad de los carbapenémgados para garantizar que no se

degraden y puedan causar resultados erréneos (95).

Prueba con Sonda en linea (LPA, por su sigla ethéBig

La LPA es una prueba molecular que utiliza tiraectigas de nitrocelulosas que tienen sondas
especificas de los genes de interés. Es un mémdhbridacion inversa, utilizado a partir del

cultivos bacteriano, para la prueba se extrae eNABe puede usar diferentes método de
extraccidon) seguido de una amplifica por reaccidrcadena de la polimerasa (PCR) con los
cebadores especificos para los genes blanco yrijpostente se realiza la hibridacion inversa de

los amplicones del PCR utilizando las sondas elp&sique se encuentran en la tira (96)(97).

La prueba LPA para carbapenemasas disefiado poinfuatm Diagnostika (AID) GmbH
(Alemania) es una técnica reciente que detectanlds frecuentes tipos de carbapenemasas.
Contiene sondas para 13 genes de carbapenemalsgirddaav, blagic, blapm, blagiv, blaw,
blajvp, blakpc, blanpm, blanwvc - A, blaoxa - 48, blagiv, blaspm Y genedblayy (96). De acuerdo a
donde aparezca la linea sera definido el tipo dbapgnemasa. EI| procedimiento dura
aproximadamente 7.5 horas, este tiempo puede wdeiaacuerdo al protocolo de extraccion
utilizado (96,97).(Figura 8).

Control del conjugado
control de amplificacion
Control bacteriano 165

AlM
BIC
DM
GiM
(L))
IMP
KPC
NDM-1
NMC-A
A48
5iM
SPM
WimM

NN NN

Figura 8. LPArbapenemasas. Adaptado de Bloemberg (2017) (97)
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En el estudio de sensibilidad y especificidad derieeba de Bloemberg y col. en 2017 donde se
evaluaron 151 cepas BGN previamente caracterizaai@sla produccién de carbapenemasa, se
obtuvo un 100% de sensibilidad y especificidad t@m muestras de BGN productoras de
carbapenemasas y no se observo ningun resultadorfagativo o falso positivo para ninguno de

los las sondas de carbapenemasas (96).

La deteccidn genética por LPA no requiere equipdisticados en microbiologia, facilitando asi
su aplicacion, puede implementarse facilmente eahoratorio que tenga un termociclador y un
bafio maria para hibridacién inversa. Es una heemtairdpida para la deteccién precisa de la
carbapenemasa mas comunmente presenteEmerobacteriacege P. aeruginosay A.
baumannii Se puede utilizar como herramienta de confirnra@d el caso de resultados de

pruebas fenotipicas no concluyentes (96).

Limitaciones:

» Es necesario otros estudios con un mayor humergatbapenemasas como tipo AlM,
GIM, IMP y SPM (96).

Método de amplificaciéon isotérmico mediado por BuELAMP, por su sigla en
inglés)

La prueba LAMP es una técnica isotérmica de ancpkifibn de acidos nucleicos, la cual se hace

a una temperatura constante de 60-65°C duranteiddtos a 1 hora (21), utiliza 4 cebadores
previamente disefiados que reconocen seis secuelistizsas del ADN de interés y una Taq
ADN polimerasa (98).

El método convencional de LAMP para la detecciércdrbapenemasas utiliza cebadores que
reconozcan los gené$ayiv-2, blawp-1, blakpe, blanpm Y blaoxa-23y que se unan a un sitio Gnico
en la secuencia blanco lo que asegura una ampiditaespecifica (21,98-100). El
procedimiento consiste en una extraccion de la traiesediante calentamiento de la cepa o un
kit de extraccion (100), se prepara la mezcla ognréactivos necesarios para la amplificacion

(como cebadores, Taq polimerasa y muestra) (98)1L8@) puede utilizar para la amplificacion
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un bafio maria, un blogue térmico o un termociclagosteriormente se realiza la evaluacion de
la reaccién y para esto se puede utilizar un imdicale color verde (SYBR Green, por su

nombre en Inglés) el cual a cambiar de verde ainardica que la muestra es positiva

(98,101), también se puede utilizar el azul hidraftol, el positivo se observa de color azul

cielo (100).

La prueba para deteccion de carbapenemasas disafiadeplex Diagnostics GmbH, Munich,
Eazyplex® SuperBug CRE, combina LAMP vy el tiempal igara la deteccion sencilla y rapida
de los genes de las carbapenemasas permitierafogdificacion y deteccion de aislamientos
productores de KPC, NDM, OXA-48, VIM, OXA-23, OXA34y OXA-58 enA. baumannii
(10,102). La cepa es colocada en un buffer ds lisse incuba en una solucién térmica,
posteriormente la muestra lisada se agrega aldelmuestra que contiene la mezcla de reaccion
lista para usar con los reactivos y cebadores adosspara la reaccion permitiendo la
amplificacion especifica de siete genes de registaliferentes simultineamente en cada corrida
mas un control interno y se coloca en el equipoi€&skn Durante 30 minutos se incuba a 66°C
en el equipo y se detecta la sefial de fluoresceaqegaforma una curva de amplificacion
(102,103).

Limitaciones:

* Se puede observar falsos positivos en KPC, OXA-680A-40 (102).
* Cuando se utiliza una carga alta de bacterias sgeppresentar inhibicién en la reacciéon

de amplificacion o aumentaron la amplificaciorsipecifica (102).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La técnica de PCR fue desarrollada por Kary Mud#is,una técnica que permite la replicacion
enzimatica de DNA de manera exponencial a parturdepequefia cantidad de molécula. Esta
técnica actualmente se utiliza para diversas ajptinas en la parte clinica como el diagnostico
de enfermedades infecciosas, identificacion de ouiganismos entre otros aumentando la

precision y sensibilidad del diagnostico (104,105).
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La PCR requiere de varios componentes basicoslpaealizacion de la prueba como son el
ADN de la muestra a amplificar, dos cebadores aloeil estar disefiados apropiadamente para
obtener el resultado esperado del PCR, una Taq Pdli#nerasa, nucleétidos para la nueva
cadena de ADN(ANTPs), buffer, MgCly un termociclador (104,106). EI proceso de PCR
utiliza una serie de ciclos, estos ciclos constures pasos los cuales al repetirse duplican el

namero de copias en cada ciclo (107):

e El primer paso es la desnaturalizacion donde saraeja doble cadena de DNA
(dsDNA) y se activa la Taq DNApolimeras@ 04,107).

* El segundo paso es el de alineamiento, en este elidebador se acopla a la secuencia
complementaria del molde de DNA (104,107).

» El tercer paso es el de extension de la cadendedsmmgenera la cadena complementaria
(104,107).

La técnica de PCR puede modificarse para utiliresineastranscriptasa reversa (RT, por su
sigla en inglés)la técnica se llama RT-PCR y convierte el ARNmAEIN complementario
(ADNC), esta técnica se utiliza cuando se quietediss si el gen detectado se esta expresando o

si hay cambios en la expresion genética en difesertindiciones (107).

En la PCR convencional el producto de PCR se analdiante electroforesis en gel de agarosa
donde se determina el tamafio del producto de PQRante la comparacion de una escala de
DNA conocido colocado dentro del gel (61,104), estaina deteccién de punto final que puede

ser cualitativa o semicuantitativa (105,107).

La técnica de PCR en tiempo real es una innova®la PCR convencional que surgio por la
necesidad de un método mas sensible, preciso Vesipgra cuantificar los acidos nucleico
porque permite monitorear el proceso de cuantiticeexacta del DNA o RNA en cada ciclo en
tiempo real, disminuye el riesgo de contaminaci@sultado rapidos y un mejor control de
calidad del proceso, esto se hizo posible graclasleaarrollo de compuestos quimicos
fluorescentes e instrumentos que permitieron laeocdéin y cuantificacion de los acidos
nucleicos capturando la fluorescencia que emitemlpuesto fluorescente que se le adiciona a la

reaccion como SYBR® Green o TagMan®, la fluoresizees proporcional a la cantidad de
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ADN de doble cadena presente en la muestra y uwaef que permita el analisis de la reaccion
(105,107).

Entre los compuestos fluorescentes se utilizan lpararuebas de PCR en tiempo real basados
en fluorescencia se encuentran el SYBER Green, &Sote ligadura de ADN de ranura menor
(MGB), Sondas de hibridacion, sondas TagMan, Md#&doeacons, Sunrise primers y Sondas
Scorpion® (105,107). Entre los mas usados estan SYBER Gi®endas de hibridacion y

sondas TagMan.

El SYBER Green detecta la fluorescencia despuésadenion al dsDNA permitiendo la
cuantificacion de los productos de PCR. La desjandle este colorante es que se une a
cualquier dsDNA como dimeros de cebadores o amgutifis no especificos lo que afectan a la

eficiencia de la amplificacion del productos (1@&L

La Sondas de hibridacion son sondas de oligonudtebtmarcadas con fluoréforos para la
deteccion de secuencias especificas que se agaelgareaccion, la sonda tiene un fluoréforo
(e.J. FAM, Cy, ROX) y un reportero, estas sondagdwcon los dos cebadores especificos para
los genes de interés proporcionan una especificitiglalta. Durante la fase de alineacion , las
sondas son hibridadas adyacentemente a la caderacatenaria de ADN (ssDNA, por su sigla

en inglés) y la energia de excitacion se transtiesgle el donante al aceptor (105).

La Sonda TagMan es un oligonucleotido corto (ADNE ccontiene un fluoréforo reportero
unido covalentemente al extremo 5' y un inactivadidia fluorescencia en el extremo 3'. Las
sondas se basan en la actividad exonucleasa &'4& Thq polimerasa para romper una sonda
marcada. Una vez la sonda se rompa a medida que se sintatizaeva cadena de DNA se
detecta la fluorescencia porque se separa el flumradel inactivador de la fluorescencia
(105,107).

La visualizacion de los productos de PCR en tiemgad donde se utilizan sondas permiten
observar el proceso de reaccion que se divide dasds, una fase lineal base donde la
fluorescencia no se detecta, una fase exponenmnaledel producto se amplifica y se emite la
fluorescencia, fase lineal donde los componentda deezcla y de la muestra se consumen y una

fase de meseta donde no se sintetiza mas prodtigtod 9).
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Figura 9. Fases de la PCR en tiempo real. Adapmtadshmael, 2008(108)

La cuantificacion se realiza teniendo en cuentatghero de ciclos (CT) en el cual la fase
exponencial supera el umbral y se comienza a a@etéatfluorescencia, entre mas DNA se

encuentre en la muestra mas rapido aumenta ladefilalorescencia (107)(Figura9).

Debido a la necesidad de tiempo y dinero se cremsnensayos de PCR multiple (PCR
Multiplex, por su nombre en Inglés) que permite Hiopr simultaneamente multiples
secuencias en una sola reaccion bajo las mismascamres utilizando un conjunto de multiples
cebadores altamente especificos que conduzcamraghficacién de regiones Unicas de ADN
(108). La PCR multiple es una prueba de deteadpiua utilizada para la identificacion de una
variedad de genes de resistencia en una sola@eammn un tiempo de respuesta mas corto como
los carbapenemasas (NDM, KPC, GES, IMP, VIM y OX#&-4£on 100% sensibilidad y

especificidad elEnterobacteriacegéAc. baumanniy Ps. aeruginos#61).

Comercialmente existen en el mercado pruebas de &CHRempo real para la deteccién de
carbapenemasas como el sistema Xp@erba-R (Cepheid, Sunnyvale, CA), Check-Direct CPE
(CDCPE, Check-Points, Wageningen, Paises BajofR-PIGSA hyplex®-MBL ID Multiplex
(AmplexDiagnostics, Gars, Alemania) y el SistemanBiray® (bioMérieux) entre otros de los

cuales se hablara a continuacion.
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Xpert® Carba-R

La prueba utiliza cartuchos para detectar las garemasablakpc, blawe, blayiv, blanpw Y
blapxa-4s paraEnterobacteriacegd’seudomonas aerugingsaespecies dAcinetobacteispp. a
partir de muestras de hisopado rectal y cultivadsamno en 48 minutos (61,109). La prueba
tiene una sensibilidad del 100% para la detecaarzimas tipo NDM, VIM, OXA-48 e IMP y
una especificidad del 100% para KPC y OXA, 99.7%p@dDM y VIM y 99.8% para IMP a
partir de cultivo bacteriano. La sensibilidad atipalel hisopado rectal disminuyd para las
enzimas tipo VIM a un 94.5%, OXA-48 98.2%, IMP 9%.,9KPC y NDM continuaron con el
100%; también se observd una disminucion en lacdéspdad la cual fue del 99.4% para KPC,
OXA, 99.1%, para NDM 99.7%, VIM 99.3% e IMP 99.1%!I procedimiento de montaje de la
muestra consta de tres pasos para hisopado regtagro se agrega la muestra al reactivo, se
transfiere al cartucho y por dltimo se coloca eralipo. (Figura 11) (109). Para el cultivo
bacteriano se debe tomar una alicuota de una siépate 0,5 de McFarland la cual se diluye
en PBS y se mezcla con el reactivo de la pruebalfioro se agrega el reactivo con la muestra

al cartucho para correrlo en el equipo (110)(Figura

© ® ®

Insertar el hisopo con la Transfarir el reactivo de Colocar el cartucho en al
muestra en el reactivo y muestra al cartucho equipo e iniciar la prueba

mezclar
18 i i
L

Figura 10. Procedimiento de montaje de la pruetert&€pCarba-R

El estudio de McMullen y col en el 2016 nos permigvidenciar las ventajas de la técnica de
PCR para la deteccion de las carbapenemasa corapavadcruebas fenotipicas. En el estudio

se evaluaron las caracteristicas de rendimienta prueba Xpe@® Carba-R para la deteccion de
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los genesblapxa-4s, blanpm-1, blawe, blavim, Yy blakec para 189 cepas resistentes a
carbapenémicos incluyendBnterobacteriaceae Pseudomonas aeruginosg Acinetobacter
baumanniicomplex, comparandolo con el método de inactivadél carbapenémico y los
agares cromogénicos (HardyCHRBMCRE y ChromIB® CARBA). Los resultados obtenidos
demostraron que la prueba X@r€arba-R fue facil y rapido de realizar comparado das
pruebas fenotipicas, detecto todos los aislansepteviamente caracterizados como como
productores carbapenemasa, con un valor prediptgtivo y negativo del 100% para los genes
presentes en la prueba mientras que los mediofgens mostraron una baja especificidad para
la deteccion de aislamiento productores de carleapasas con un valor predictivo positivo del
99.3% y un valor predictivo negativo del 86% parh meétodo de inactivacion de
carbapenemasas, el 0% para HardyCHROMIRE y el 25% para el Chrom@CARBA
(111).

Check-Direct CPE (CDCPE)

Otro método comercial es el RT-PCR multiplex ChBalect para detectar carbapenemasas que
utiliza simultdneamente sondas marcadas con cflatn@foros (FAM, VIC, Texas Red o Cy5)
para la deteccion de KPC, OXA-48, VIM, NDM y un tah interno a partir de hisopos rectales
o cultivos aislados (112). El tiempo de la pru€ll2CPE es considerablemente mas corto en
comparacion con el cultivo (3.5h vs> 24h) con seasibilidad y un valor predictivo negativo
(VPN) del 100% (113) y un limite de deteccion dedpias por reaccion, detecta un indculo
bacteriano de f0a 13 UFC/ ml, con menor sensibilidad para KPC(15,48,63). Una
desventaja de la prueba es que no se puede distemgte las carbapenemasas tipo VIM y

NDM ya que son detectados por el mismo fluorofarsy.

Lau y col evaluaron el rendimiento clinico de Ch&itect CPE para la deteccion de

carbapenemasa directamente de 301 hisopados gl réas muestras fueron sometidas a un
proceso de extraccion, luego se coloca la muestrdac mezcla de reaccién y posteriormente
colocados en un instrumento de PCR en tiempo raa pbtener el resultado, un resultado

positivo se definido cuando el calor del ciclo queese el umbral fue de <=40. Los resultados
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obtenidos mostraron un VPN del 100%, una sensdullidel 100%, especificidad del 88% y un
valor predictivo positivo (VPP) del 21%. Resultadsimilares fueron obtenidos en otros
estudios donde reportaron una la sensibilidad 10@%specificidad 94%, VPP 45% y VPN del
100%. Los resultados obtenidos del 100% del VP@iese que la técnica Check-Direct CPE

puede detectar de manera rapida los pacientesogestén colonizados (114).

hyplex®-MBL ID

El método de PCR-ELISA hyplex®-MBL ID Multiplex, othina el PCR multiplex para la
amplificacion del ADN de IMP y VIM con la hibridam inversa de los productos de PCR a
oligonucleotidos que se han inmovilizado en platelsmicropocillo de la placa de ELISA. Los
complejos de hibridacién se visualizan posteriottmemediante anticuerpos conjugados con
peroxidasa que produce un cambio de color. Estednénostré 98% de sensibilidad y 98,6%
de especificidad en la deteccion de VIM,RenaeruginosaA. baumanniiy Enterobacteriaceae
(42,113). Se ha reportado una alta especifici@86%o) y sensibilidad (98,0%), para MBL
(blayim Y blanpw) Y se ha detectado el gblay v de muestras de orina, sangre, esputo y pus (45).
El tiempo de respuesta de la prueba es de 3 hgradiade muestras clinicas después de realizar
la extraccion de ADN. Una desventaja es el riedgocontaminacion de la prueba por

amplicones debido a los multiples pasos que hayepliar en el protocolo de la técnica (113).

Estudios como el de Avlami y col evaltan la pruebgplex®-MBL como herramienta de
diagndstico, para este estudio se utilizaron 32éstnas clinicas en tres hospitales de Grecia con
prevalencia de VIM. Las muestras de orina, pus,doaiftivo positivo y esputo fueron sometidos
a un procedimiento de extraccion, luego la muesttaida se coloc6 en la mezcla de reaccién y
posteriormente se amplifico en un termicoclados, pooductos amplificados son usados en el
altimo paso de hibridacion inversa (115). El ndétamostro alta sensibilidad (98.0%) vy
especificidad (98.6%) y se mostré confiable en déeccion de genelslay en muestras de

sangre, orina, pus y esputo (115).
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FILMARRAY ® Panel de identificacién del cultivo de sangre (BCdr su sigla en
inglés)

El sistema FilmArra§ BCID (bioMérieux) utiliza PCR multiplex para detac rapida y
simultdneamente 24 patdgenos (bacterias y levaduraggenes de resistencia bacteriana entre
los que se encuentra KPC a partir de hemocultiwsitigo, KPC sdlo se informa cuando son
detectado&nterobacteriaceaeA. baumannio P. aeruginosajue tienen el gen KPC (2,116).

Para el procedimiento de la prueba se toma unaosdicdel hemocultivo positivo la cual se
agrega al buffer de muestra, luego es tomada urtalad de muestra del bufer y es inyectada a
la bolsa pre-hidratada del panel de BCID y se cargal equipo para su analisis automatizado
(Figura 11). Para el andlisis de los resultasiodiene en cuenta el desempefio de los dos
controles internos que tiene el panel, si los obedrfallan el resultado sera invalido (116).

1. Preparacion de la muestra, 2. Hidratacion dedlpainyeccidn de la muestra, 3. Carga en el equiy

Figura 11. Procedimiento de montaje de la pruebMARRAY® BCID

El panel de BCID identifica aproximadamente el 8949 de los Gram negativos y Gram
positivos mas comunes. El sistema realiza extbacgipurificacion, PCR anidada y deteccion
usando datos de la curva de fusion de punto fimalaproximadamente 1 hora con una
especificidad y sensibilidad reportada en varidsidéss del 100% (113). La ventaja de la
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prueba es el tiempo de respuesta y la facilidadmbgitaje pero debido a que sélo identifica la

KPC su alto costo puede ser un inconveniente patateccion de las carbapenemasas (113).

El estudio de Fiori y col, 2016, en un HospitalRl@ma de muestras de hemocultivos positivos
muestra una sensibilidad y especificidad del 10@¥opdnel de BCID para la deteccion de las

cepas productoras de carbapenemasas KPC (116).

En general las pruebas de PCR en tiempo real sopiagas para la deteccién oportuna de las
carbapenemasas por su rapidez y su alta sensibidlaembargo los elevados costos de las

pruebas podria ser un obstaculo para su impleméntan el laboratorio.
Limitaciones:

» Las pruebas de PCR Podrian presentar falsos mssilpositivos para OXA-48 debido a
la amplificacion de enzimas cromosémicamente owatifas similares en especies tales
comoA. baumanni(16).

* Una desventaja de los ensayos de PCR es que déldadel gen pero las especies y el
fenotipo permanece desconocido por lo que se debwinar con el cultivo para la
vigilancia de rutina (113).

* Por su alta sensibilidad se pueden reportar fgdesgivos por infecciones pasadas y que
han sido tratadas por antibioticos (113).

* Requiere costosos instrumentos como termocicladaeagctivos que no todos los
laboratorios pueden adquirir (104).

* Requiere personal capacitado, experimentado y guna$é casos areas de trabajo
exclusivas (85,104).

* Alcance limitado para el diagndstico de enfermed4ie4).

» Los falsos positivos y falsos negativos pueden idisim especificidad y sensibilidad
(104).

* La PCR es mas susceptible contaminacién por ADBreata la prueba (105,107).
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Microarreglos

Los microarreglos permiten detectar en una soleci@a numerosos genes que no son posibles
detectar con PCR multiplex, ademas permite la eapiéntificacion de polimorfismos de un
solo nucleétido (SNPs). Consisten en oligonuaiestiunidos a una superficie solida y el gen
diana del patégeno se marca e hibrida a la sondavitizada, la reaccion se mide con un
escaner (16,45). Como primer paso se deben diefiaondas y los cebadores de los genes de
las carbapenemasa que se quieran detectar lolag@.4s, blanpm-1, blawe, blaviv, Y blakpc, una

vez disefiados las sondas y cebadores son impresos superficie sélida que puede ser
plastico, gel entre otros fabricando el microawedUna vez se tenga el microarreglo la muestra
es extraida, luego el DNA blanco es amplificadoarcado (ej. biotina), después se realiza un
proceso de hibridacion de DNA donde el DNA se dibrespecificamente en condiciones
rigurosas a la sonda correspondiente que se emawamel microarreglo; posteriormente se hace
la deteccidn y el analisis utilizando un softwaoadk la presencia de un punto oscuro indica una
hibridacion exitosa (117,118)(Figura 12).
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Figura 12. Procedimiento de montaje Microarregldagtado de Braun 2014 (117)

Comercialmente podemos encontrar pruebas de DNAnideoarreglos como Check-MDR

CT103 XL (Check-Points, Wageningen, Paises Bajag) permite la deteccién de varios
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carbapenemasdmaoxa-as , blaviv, blanowm, blakpc, blaoxa-23, blawe, blaoxa-ss, blaces blaoxa-2a,
blaspm Y blagiy que se encuentran comunmente ErterobacteriaceaeP. aeruginosay A.
baumanniicon un 100% de especificidades y sensibilidadea f@das las carbapenemasas.
(119).

El microarreglo Check-MDR CT102 de ADN (Check-Pski¢alth B.V.) permite la deteccidn
de familias de genes ESBL (SHV, TEMy CTX-M) y laartapenemasas (IMP, KPC, VIM,
NDM y OXA - 48) con el 100% de sensibilidad y egpeidad a partir de cultivos bacterianos
de EnterobacteriaceagPseudomonaspp. y bacterias no fermentadoras (45).

Otra prueba de deteccion de bacilos Gram negaésda BC-GN de Verigen® a partir de
hemocultivos positivos detecka pneumoniagK. oxytoca E. coli, S. marcescen®roteusspp.,
Citrobacter spp.,Enterobacterspp.,P. aeruginosay Acinetobacterspp y seis determinantes de
resistencia, entre ellas uifialactamasa (CTX-M) y genes de carbapenemasas (KBB/,
OXA, VIM e IMP), sin la necesidad de una PCR pralgaamplificacion (16). Los resultados de
la prueba se obtienen en aproximadamente 2 haagaaliza automaticamente la extraccion de
acido nucleico, purificacion, hibridacion y amptdicion de sefial. En general la prueba muestra
una buena sensibilidad, especificidad, VPP y VPNageueba (120). Se aconseja combinar la

prueba con las pruebas convencionales de susdieiaiibi

Limitaciones:

* Se han reportado algunos problemas de interpretaricel software en IMP que deben
ser mejorado (119).

e« La prueba BC-GN de Verigene® a partir de hemoandtiv puede presentar falsos
negativos, ej. los cultivos que contenian mas derganismo (120).

« El costo elevado de la prueba puede ser una liteifzara ser implementado (121).

Epidemiologia Molecular

Es necesario para los programas de vigilancia epadégica de las instituciones identificar
clones de alto riesgo de cepas productoras de pmnbmasas que se puedan diseminar en la
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institucion. Las técnicas como Electroforesis a@mpos pulsados (PFGE, por su sigla en inglés)
o DiversiLab® (bioMérieux) nos permiten hacer ulesis molecular de la relacién clonal entre
los aislamientos productores de carbapenemasasyyaa a controlar la diseminacion de los

microorganismos (42).

Electroforesis de campos pulsados

El método PFGE permite establecer la clonalidasaiias cepas mediante el corte por enzimas
de restriccion de los genomas bacterianos incrastath una matriz de gel de agarosa , el
genoma se separa usando dos campo eléctrico &itemaesultando fragmentos grandes de
ADN entre diferentes direcciones, las molécula®\D&l mas grandes se encontraran cerca del
origen del gel, mientras que las mas pequefias raignaas lejos en el gel (42,122). La
variacion en el campo eléctrico permite analizas fragmentos muy grandes (> 600 kb)

asociados, por ejemplo, en el analisis de KPC-mtodes de&k. pneumoniag42,45).

Los patrones observados pueden ser interpretaliantio criterios de Tenover para establecer
el grado de parentesco (42); segun esos critéa®sepas con hasta tres diferencias de banda se
consideraron estrechamente relacionadas, las cgmasuatro a seis diferencias de banda se
consideraron posiblemente relacionadas, y las cepagnas de seis diferencias de banda se
consideraron no relacionadas(123).

DiversiLab®

Comercialmente se encuentra para el analisis ldeiga clonal el sistema DiversiL@h una
herramienta de huellas digitales semiautomatizadadn en secuencias repetitivas de PCR (rep-
PCR). Para le procedimiento se necesita primeso axtraccion del DNA, seguido de una
amplificacion rep-PCR por ultimo se realiza la detén y analisis en el software. El resultado
se obtiene en aproximadamente en 4 horas(124). résadtado se analizan en el software
DiversiLab® y se puede usar diferentes tipos déisss@&omo Correlacion de Pearson, también
se puede utilizar el método de Kullback-Leibleryag herramientas para crear el dendograma, la

imagen del gel virtual y la matriz de similitudigéra 13)(125). Los aislamientos con una
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relacion clonal >95%

13).

fueron considerados relaadosaen varios estudios(125-127).(Figura
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Figura 13. Analisis de resultados DiversiLab

Cieslinski y col analizaron la epidemiologia molecule las carbapenemasas tipo OXA-23en
baumanniicon el sistema DiversiLab® en 8 hospitales deiBr&d analisis permitio identificar
un clon principal que representd 69.6% de los mislatos, y 4 clones mas pequefios. El clon
principal que contenia cepas productoras de OXAs23disemind en todos 8 hospitales
estudiados (126).

Limitaciones:

» Eltiempo para obtener el resultado de PFGE puedées2 a 3 dia(123)

» El elevado costo de las pruebas DiversiLab®.

Utilidad de las herramientas de diagnostico molecal dentro de un programa de
uso racional de antibiéticos

Como se describid previamente, existen en el mercadltiples herramientas diagnésticas

utilizadas para la identificacion de las carbapeasas, las cuales tienen diferentes caracteristicas
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gue se deben tener en cuenta para la seleccidm metbdologia correcta y que contribuya al

programa de uso racional de antibi6ticos (45).

Tabla 6. Caracteristicas de las herramientas @edéh de carbapenemasas. Adaptado de Bialvaei
2016(46)

Parametros Test de Método de Prueba MALDI - Reaccion en Microarreglos
de la prueba  Hodge Cultivo Carba NP ToF cadena de la

modificado polimerasa

(THM) (PCR)

secuenciacion

Sensibilidad 100 96.5-43 100 100 100 98.9
Especificidad <90 57-68 100 100 100 100
PPV 85 60.4 100 100 100 100
NPV 100 100 100 100 100 99.7
Rapidez 24-48 24-48 2> <4 1-48 8-24
(horas)
Costd $ $ $$ $$ $$3$ $$$$
necesidades  + + + ++ ++ ++
de
experiencid
Identificacion - - - - + +/-
genética
completa®

PVP: valor predictivo positivo; NPV: valor prediati negativo.? EI nimero de $ se correlaciona con el precio
(relativo) efectivo de la prueb&El nimero de + se correlaciona con la experiepdéaformacion necesarias para
realizar e interpretar la pruebfa+ significa que la técnica es capaz de dar unatifiEcion genética completa, -
significa que la técnica no es capaz de dar ungifil@cion genética completa y + significa queddanica es capaz

de dar una identificacién génica parcial.

El programa de uso racional de antibidticos busogjorar el uso adecuado de los
antimicrobianos mediante la seleccion del antiniiznoo Optimo que garantice una terapia
efectiva, este programa incluye la utilizacion deepas diagndsticas que permitan identificar
mas rapidamente los patdégenos ya que un buen teamntomienza con un buen diagnéstico,
adicionalmente, esto ayuda a evitar la dispersiénlod microorganismos en la institucion
(128,129). Herramientas de diagnostico como el MALOF, PCR y microarreglos han sido

asociadas al programa de uso racional de antibgtarincipalmente por su rapidez en la
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deteccion de carbapenemasas debido a que el tiempitico especialmente en pacientes con
sospecha de sepsis (Tabla 6), a continuacion searasalgunos datos.

Karaaslan y col en el 2015 destacaron la imporéadeirealizar medidas efectivas de control de
infecciones para detener la diseminacion de baG@tasn negativos resistentes a carbapenémicos
en un hospital pediatrico en Turquia. Una de esadidas fue la implementaciéon de una PCR
convencional de muestras de hisopados rectalesadenpes de UCI y salas pediatrica como
herramienta para la vigilancia de los microorgamsnproductores de carbapenemasas; esta
decision fue tomada por el comité de control dedaibnes hospitalarias después de encontrar
un caso de infeccion del torrente sanguineo prdduygorAcinetobacter baumanniesistente a
carbapenémicos en la UCI Adultos en el 2013 (130).

En los resultados del estudio se encontraron el @3%/762) de los pacientes colonizados por
bacilos Gram negativos resistentes a CarbapenémicloyendoK. pneumoniagPseudomonas
spp.,A. baumannii Stenotrophomonas maltophili&. coli y Enterobacterspp. Solo el 3.4%
(6/172) de los pacientes desarroll6 una infeccion lacilos Gram negativos resistente a los
carbapenémicos los cuales fueron tratados conemapia antimicrobiana adecuada gracias a la
deteccion temprana de estos microorganismos. tidliestambién permitié identificar el primer
aislamiento de carbapenemasas tipo NDMAenbaumanniien Turquia, adicionalmente se

identificd que OXA-23 es la mas frecuente carbapesa encontrada én baumanni(130).

O’Connor y col en 2017 buscaron reducir el tiempo dbteccion de Enterobacteriaceae
productoras de carbapenemasas y prevenir la trai@micruzada nosocomial utilizando
muestras de hisopado rectal. Para esto diseflamomuevo flujo de trabajo donde
implementaron el uso de la prueba Check-Direct CBE.evaluaron muestras de 200 pacientes
con resultado obtenidos en menos de 4 horas,dodgmuestra la eficiencia en tiempo de la
prueba comparado con el tiempo promedio del didgmosde 48/72 horas del cultivo
convencional. La implementacion de la prueba pébreitdiagndstico en un mismos dia, correr
un gran volumen de muestras en un mismo montagué es rentable para el laboratorio,
disminuir el tiempo del uso empirico del antibiétide amplio espectro, evitar la ansiedad
innecesaria del paciente por prolongar por muclmngpd los resultados y permite la

implementacion oportuna de medidas de control edones (112).
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Kim y col en el 2016 evaluaron el uso de la pruapeert® CARBA-R para determinar las tasas
de colonizacion intestinal de los organismos prumles de carbapenemasas (OPC) en 102
pacientes ingresados en la UCI de un hospital deciin terciaria en Corea. La prueba se
compard con el cultivo convencional. La identifidec de los OPC se obtuvo con la prueba
CARBA-R en una hora, mientras que el tiempo regwepara el cultivo convencional fue de
mas de tres dias, lo que signific6 un ahorro depa significativo. También encontramos que
las prevalencias de colonizacion intestinal poraugyanismos resistentes a carbapenémicos fue
del 17.5% yEnterobacteriaceaeresistentes a carbapenémico del 7.5%. Debidedagprueba

es facil de usar y disminuye el tiempo del diagnoste puede implementar en las estrategias de
vigilancia de OPC(131).

En otro estudio Tato y col en el 2016 utilizaromptaeba Xpert® CARBA-R en la deteccion de
los genes de carbapenemadsiagpc, blanpwm, blaviv, blaoxa-as Y blap-1 €n muestras de hisopado
rectal de 383 pacientes de cuatro institucionemn(Estados Unidos, 1 en el Reino unido y 1 en
Espafa), adicionalmente se evaluaron 250 organispresiamente caracterizados como
productores de carbapenemasas y controles negabl@sados en hisopados y lo compararon
con el cultivo convencional. El 23.5% (149/688)las muestras fueron positivas en un tiempo
entre 32 — 48 minutos, encontrandose ademas en ebtrasl la deteccion de mdultiples
carbapenemasas. Comparando los resultados olgeradcel cultivo tradicional, la sensibilidad
fue del 96.6%, especificidad 98.6%, VPP 95.3% y \WN\D%. La prueba permite identificar
rapidamente los pacientes colonizados con orgasisproductores de carbapenamasas y
adicionalmente permite detectar multiples genegul® contribuye a disminuir la diseminacion

de estos organismos en la institucion (132).

Hill y col en el 2014 evaluaron 54 muestras de hartivos positivos para la deteccion directa
de bacilos Gram negativos y marcadores de resiatenantibioticos utilizando para ello la
prueba Verigene® BC-GN; para ellos utilizaron cooomparador el cultivo convencional. La
prueba identific6 correctamente el 100% de los ooiganismos y las carbapenemasas
probadas. Se observé una reduccion en el tiempegpeliesta de la identificacion de 18 a 24

horas del cultivo convencional a 2 horas utilizatel@rueba Verigene® BC-GN y permitio la
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deteccion de las enzimas KPC, NDM, VIM, IMP y OX&sto permitio el des escalamiento de
antibioticos de amplio espectro en promedio 33$ardes que el cultivo convencional, evitando
un aumento de la mortalidad y permitiendo un trgato médico mas eficaz y oportuno (133).

En el estudio retrospectivo de cohortes de Wajkeol, se evalud el impacto clinico de la
identificacién y deteccién de resistencia en Gragativos en hemocultivos positivos. En el
estudio se compar6 dos grupos, en el primer gromenmplemento el diagndstico molecular en
98 pacientes hospitalizados y en el segundo grapmglementdé la prueba Verigene® BC-GN
en 97 pacientes hospitalizados. Con el panel de pientificar el 87% de los cultivos de Gram
negativos y mostré una correlacion del 98% conuéiivo convencional, los microorganismos
méas comunes fuerdh. coli, K. pneumoniagy P. aeruginosa En el primer grupo se encontraron
32 pacientes que no tenian una terapia efectieacambiaron al tratamiento adecuado en mas o
menos 30.3 horas mientras que en el segundo grugoesse implemento la prueba 33 pacientes
se cambiaron a la terapia adecuada en mas o m@riokdras. Se observo una reduccion en el
tiempo de respuesta en promedio de 27 horas etetdificacion de los microorganismos y
deteccion de las carbapenemasas cuando se wilizérigene® BC-GN, esto se asocioé con una
administracion mas rapida de la terapia antimienohiadecuada y permitié desescalar la terapia
de amplio espectro; adicionalmente se observo eshaccion significativa de la mortalidad a los
30 dias y las muertes relacionados con los orgasismultidrogo resistentes. Implementar la
prueba de Verigene® BC-GN impacta en el cuido delgnte significativamente (134).

En el estudio de cohorte de Bookstaver y col &t0&lF se evalud el uso de pruebas diagnosticas
rapidas para la identificacion de Gram negativasnbinado con el programa de uso racional de
antibioticos. Se evallo la conveniencia de lapiarantimicrobiana empirica y el tiempo para
desescalar el antibidtico de amplio espectro eecaibnes por el torrente sanguineo. Se
evaluaron dos grupos, un grupo de pre-intervenerorl que solo se utilizo la prueba MALDI-
TOF y un grupo post-intervencion en el que sezatitin la prueba diagnéstica MALDI-TOF en
combinacion con el panel FilmArray® BCID (135).
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En los resultados del estudio se observo quedpitecombinada empirica se utilizé menos en el
grupo post-intervencion (27% versus 12%, p <0,0@4mbién se observé una reduccion
significativa en el tiempo de desescalacion derapia combinada de 2.8 dias a 1.5 dias cuando
se utilizo el programa de uso racional de antiba&iy las pruebas diagnésticas MALDI-TOF y
FilmArray®. Se observé una reduccion del tiempadiatificacion de microorganismo de 1.7 a
0.8 dias cuando se uso6 en conjunto MALDI-TOF y Ritray® y no Unicamente el MALDI-
TOF (135).

En el 2017 Maurer y col analizaron el impacto dedwances de las técnicas en microbiologia
sobre los programas de uso racional de antibiétiddentificaron que técnicas como MALDI-
TOF se han utilizado con éxito para detectar laproién de carbapenemasas y han demostrado
disminucién en el tiempo del resultado y el impaatdel uso racional de los antimicrobianos de
forma critica. Otras metodologias basadas enosaamlicleicos como los ensayos de PCR
multiplex permiten la identificacion y deteccion cerbapenamasas en un corto tiempo lo que es
un beneficio para el paciente, sin embargo es agoesna comunicacion de los resultados al

clinico de una manera oportuna que permita el@jlestia terapia antimicrobiana(136).

Wong y col (2017) buscaron nuevas estrategias @anatamiento de laEnterobacteriaceae
resistentes a carbapenémicos (CRE), las nuevasateggfis incluian los programas de
administracion de antibiéticos que reducen lastescia al patégeno, optimizar la atencion al
paciente y reducir los costos de atencion de ladsalLa estrategia se complementd con la
utilizacién de diagndsticos rapidos como la PCRALI-TOF para la deteccion de CRE que
reducen dramaticamente el tiempo identificaciétadespecie bacteriana y la deteccién de genes
de resistencia. Los resultados mostraron quemipid de obtencién de identificacion se redujo
de 48 a 72 horas con el método convencional aionede horas con la herramienta del
diagndstico rapido. Sin embargo resaltan que esttiategias deben ir acompafadas de una
retroalimentacion en tiempo real al personal médioa lo cual puedan tomar decisiones frente
a la terapia antimicrobiana y desescalar la tarampirica de amplio espectro. Con la
implementacion de estas herramientas se observodisminucion de la duracién de la
hospitalizacion de 11,9 a 9,3 dias (137).
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En el estudio de Banerjee y col del 2015 se evaltulars resultados de la deteccion rapida de los
microorganismos Y los genes de resistencia uttiaael Panel BCID de FilmArray® a partir de
hemocultivos positivos de 617 pacientes. En éldd§tse compararon dos grupos, un grupo
donde se realizo la identificacion y susceptibdigeor métodos convencionales (grupo control) y
otro grupo donde se utilizé el panel de BCID y lesultados se entregaron con y sin
comentarios asociados al programa de uso radienanhtibioticos.

La identificacion del microorganismo utilizandoBCDI fue mas rapida (1.3 horas) comparado
con el grupo control (22 horas). En el grupo e se combind el panel de BCID con
recomendaciones del programa de uso racional dad@itos donde se recomendaba desescalar
0 escalar antibioticos, optimizar la dosis o laadign del antibidtico se realizaron los cambios
dentro de las 24 horas. Se realizé una comparad&ntiempo de identificacion del
microrganismo, disponibilidad de los resultadosofgrcos de susceptibilidad antimicrobiana y
la primera modificacion apropiada de la terapianaictobiana para el subgrupo de sujetos del
estudio con organismos disponibles en el panel.pruaba de PCR FilmArray® redujo el uso
innecesario de antibidticos, se obtuvieron mejogsaltados combinando el uso del panel BCID
con un programa de uso racional de antibiéticagu(g 5.). La deteccién rapida de patégenos y
susceptibilidad directamente de hemocultivos comentarios o programas de administracion
antimicrobiana puede optimizar la prescripcion dgb#oticos para las infecciones del torrente

sanguineo ya que permite desescalar el antibigtaorapido (138).

El estudio de Messacar y col en 2016 comparé Isglteelos de dos grupos de pacientes, un
grupo de 100 nifios que se analizaron despuésiditaencion y un grupo de 200 nifios que se
analizaron antes de la intervencién en un hosgéalolorado. Los microrganismos del grupo de
pre-intervenciéon fueron identificados con técnicasmvencionales, mientras que en el grupo
post-intervencion se identificaron los microorgams con el panel de BCID y se incluyo

recomendaciones del programa de uso racional diidimos. Se encontrd que la

implementacion de una tecnologia de identificagiépida del organismo combinada con un
programa de administracion antimicrobiana en tiemgab se asocié con un uso antimicrobiano
mejorado en nifios. El uso de antimicrobianos fuénmopado en 33.5 horas, las terapias

antimicrobianas efectivas para infecciones dektdg sanguineo se iniciaron 3.5 horas antes, la
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preinscripcion antimicrobiana para cultivos contaamites disminuy6 de 76% al 26% y los dias

de estadia disminuyeron 3.8 dias comparado compbgle pre-intervencion (139).

En otros estudios como los de Vali y col realizanorestudio de la epidemiologia molecular de
13 aislados d@. aeruginosgortadora de carbapenemasas en un hospital deahehéara ello
utilizaron PFGE. Los resultados mostraron gueteside ellos fueron estrechamente
relacionados en el mismo hospital. De acuerdo ankontrado se recomendd separar a los

pacientes (cohortizar) y disefiar politicas de @dmte infecciones (123).

Impacto econdmico de la utilizacion de las herramigas biotecnoldgicas en los
sistemas de salud para el diagnostico de las batés portadoras de
carbapenemasas.

La resistencia bacteriana tiene enormes implicasi@condmicas, estudios han reportado que
las bacterias resistentes relacionadas a las iofexx asociadas a la atencion en salud (IAAS),
en Bacilos Gram Negativos (BGN) tiene un costo &WU0.406 en pacientes sensibles y de
USD 79.323 en pacientes resistentes al tratamidatocosto hospitalario medio de una
hospitalizacion de 9 dias en la cual se desarralita resistencia a antibiéticos es de USD
29.379 (140). El impacto economico del fenotipd’daeruginosaViDR, fue de 54.081 ddlares
comparado con el costo de hospitalizacion de US[L1&2 para pacientes con infecciones
susceptibles &. aeruginosg141). El costo de las medidas de control para pemadicar los
brotes adquiridos de organismos multirresistetMH3RO) vario de €285 a €57 532 por paciente
positivo ya que es necesario para su erradicapipfementar medidas como interrumpir nuevas
admisiones, pruebas de laboratorio, personal aditiplos costos de precaucion de contacto de
€166 a €10 438 por paciente positivo (142).

En cuanto al costo de hospitalizacién de los péesegon bacterias MDR en Colombia, el
estudio de Lemos y col en el 2013 determind el stgpp@&condmico de una infeccién pAr
baumanniien pacientes de UCI. EIl costo promedio total dephalizacion entre los pacientes

con A. baumannii,resistentes a carbapenémicos fue significativaenemayor que entre los
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pacientes coi. baumanniisusceptibles a carbapenémicos (costo ajustado: 11SE59 versus
USD 7049) (143).

Ho y col en el 2016 realizaron un estudio de vigila activaEnterobacteriaceaeesistente a
carbapenémicos (CRE) en unidades de cuidados imden@JCI) en un hospital de Hong Kong
donde se examind la relacion costo-efectivo deid@lancia activa utilizando para ello un
protocolo de rastreo rectales para la busquedaderges portadores de CRE. Se tomaron dos
grupos, uno de vigilancia activa de la CRE (rastresxtales) y otro grupo control donde no
habia vigilancia activa; los pacientes que ingrasab UCI se les realizaba una prueba de PCR
convencional de hisopado rectal al momento dekesmly cada tres dias durante la estancia en
UCI, si la prueba era positiva el paciente eraadslicon precauciones de contacto. Para el
analisis de los costos se tomo en cuanta el ceska ECR, la estancia en UCI y del tratamiento;
para el analisis costo efectivo se comparo el costola tasa de mortalidad, perdida de afio de
vida ajustado a la calidad y tasa de infeccién @BE (144). Los resultados obtenidos del
estudio mostraron que aunque el grupo de vigilafuganicialmente mas costoso que el grupo
control (USD 1,260 vs USD 1,256), el grupo de wagdia tuvo una tasa de infeccibn menor de
CRE (5.670% vs 5.902%), una disminucion en la tesanortalidad (2.139% vs 2.45) y una
disminucién en perdida de afio de vida ajustadccalidad (0.3335 vs 0.3827) comparado con el
grupo control. Esta disminucion en las tasas tecondn, de mortalidad y de la pérdida de la
calidad de vida mostraron en el analisis costoeet®@o que el grupo de vigilancia fue menos
costoso que el grupo control en un 65.4% de lalasitin con un ahorro entre USD 131- USD
141 por paciente en UCI (144).

Lapointey col en el 2017 realizaron un analisis de co&ctwidad del uso de las pruebas de
deteccion par&nterobacteriaceaproductoras de carbapenemasa (CPE, por su sidieylés)

en pacientes hospitalizados en Estados Unidos gséwacompararon dos grupos uno al que se le
realizo la prueba de deteccion CPE por PCR coneeattomando la muestra de hisopado rectal
al momento del ingreso a la institucién y otro gr@gh que no se le realiz6 la prueba. Para el
analisis de costos se tomo en cuenta el costo pleiddoa de deteccidn, el costo del aislamiento
del paciente y elle una infeccion resistente a los antimicrobiapasa el analisis costo efectivo

se compardé el costo, el nimero de pacientes caldoszy muertes clinicas relacionadas con
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CPE, afos de vida ajustados a la calidad espe(@idsYs, por su sigla en Inglés)(145). Los
resultados obtenidos del estudio mostraron comdab@a PCR de deteccidn prevenia seis casos
de colonizacién de CPE por cada 1000 paciente®@@/tolonizado con la prueba de deteccion,
7/1000 sin la prueba), mas de la mitad de todasfasciones sintomaticas de CPE (2/10.000
sintomaticos con prueba de deteccion, 5/10.00@msiaticos sin la prueba), y casi la mitad de
todas las muertes relacionadas con CPE (8 / 100n@€rtes con la prueba de deteccion,
15/100.000 muertes sin la prueba). El tamizaje abdirn.0012 QALYs adicionales y un costo
adicional de USD 79.60 por paciente, en comparac@n la no realizacion de la prueba de
deteccion. La implementacion de la prueba de dgtedue costo-efectivo (USD 68.164 por
QALY ganado en comparacion con la no realizaciotaderueba). Adicionalmente se observo
que la prueba de deteccion significé un ahorroasog de prevalencia de CPE por encima del

0.3% en comparacion con la no realizacion deualpa(145).

Pardo y col en el 2016 evaluaron el impacto cligiezonomico del panel BCID de FilmArray®
en hemocultivos positivos en un estudio retrospedan el Hospital de la Universidad de Florida
comprando 84 pacientes adultos con 252 paciers&®itbs como grupo control a los que se les
habia realizado identificacion y susceptibilidad petodos convencionales. El andlisis de costo
se realiz6 teniendo en cuenta las variables ddiassde estancia, costos de UCI después de que
el hemocultivo fue detectado como positivo, modiadi y el costo en los que incurrio la
institucion después del cultivo positivo, tambiéntgvo en cuenta la diferencia de antibioticos
entre los dos periodos de tiempo, el costo del lpg@eBCID fue calculado en USD129 por
paciente. Los resultados obtenidos muestrancanalacion del 100% con los organismos
aislados comparado con el método estandar y estimgeron disponibles 24.7 horas antes de la
identificacion preliminar del organismo y 47 howastes del reporte final de identificacion y
susceptibilidad del microorganismo comparado cométodo convencional. El panel de BCID
disminuyd los costos comparado con el grupo canpara el grupo de BCID los costos fueron
de USD 1,645 y para el grupo control USD 3,370que signific6 un ahorro de USD 1,725 por
paciente, lo que compensaria los costos adiciodalésboratorio del panel de BCID (USD129),
se podria ahorrar aproximadamente USD 30,000 mta ¢80 pacientes. El uso del panel de
BCID se asocid con la disminucién de los costaoalést los cosos de la UCI y la mortalidad y
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con un mejor uso de los antibioticos lo que lo hawwa herramienta rentable en el programa de

uso racional de antibioticos (146).

Patel y col en el 2017 evaluaron el impacto econondel uso del MALDI-TOF en
combinacion con el programa de uso racional debiétitos en pacientes con infecciones del
torrente sanguineo. Para esto se incluyeron 2diémias en el grupo de pre-intervencion y 233
en el grupo de intervencion. Para el analisisadtocse tuvo en cuenta la mortalidad, los dias de
estancia del paciente, el costo total del hospjitatl costo de la implementacion de la
metodologia utilizada el cual fue de USD 5,639apdrte de pre-intervencion y de USD 18,362

en la parte de intervencién con el MALDI-TOF.

En los resultados obtenidos se observé que la hdadeen 30 dias se redujo significativamente
en el grupo de intervencion (12%) en comparaciam elogrupo de pre-intervencion (21%).
Adicionalmente se observé disminucion en los deestancia (13.0 +/- 16.5 dias versus 14.2
+/- 16.7 dias), el costo unitario de la atencionipfiecciones del torrente sanguineo por paciente
(USD 10,833 versus USD 13,727), el costo totaladedspitalizacion a pesar del costo adicional
de la implementaciéon del MALDI-TOF (USD 42,580 ses USD 45,019). Todos estos
resultados demostraron que el costo total disminely6USD 2,439 para un ahorro anual
aproximado de USD 2.34 millones. En conclusién, este estudio demostrdo que la
implementacion de la tecnologia MALDI-TOF en cortuncon la administracion del
medicamento en tiempo real disminuy6 la mortalidaduracion de la hospitalizacion en un dia

y los costos para la institucion (147).

Sango y col en el 2013 evaluaron el impacto cliniceconémico del uso del microarreglo
Verigene® BC-GP en pacientes con hemocultivos positen 74 pacientes en el Hospital
Jacksonville de Florida, 46 pacientes en el gruppré-intervencion que utilizaron los métodos
convencionales para identificacion y susceptibiliga28 pacientes en el de intervencion donde
se implementd la tecnologia. Para el andlisisa$tos se tuvo en cuenta la duracion de la
estancia hospitalaria, la mortalidad, los costosphalarios y el tiempo para la terapia

antimicrobiana. En los resultados se observaagidibs de estancia hospitalarias en el grupo de
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intervencion disminuyeron 21.7 dias con respectgrapo de pre-intervencion, la tasa de
mortalidad fue menor en la intervencion (15.2% wer89.3%), los gastos hospitalarios
disminuyeron USD 60.729 (USD 103,075 y USD 42,3dénparado con el grupo de pre-
intervencion, El tiempo para la terapia tambiéermimsiyd 23.4 horas en la intervencion. La
correlacion entre los resultados del BC-GP y losodas convencionales fue del 100% y la
disminucién en el tiempo del resultado desde ld@tipmad del hemocultivo hasta su reporte fue
de 47.45 horas comparado con los métodos convarlegon Este estudio demostré que la
implementacion de la tecnologia Verigene® BC-GRnthslyd la exposicion prolongada al

antimicrobiano, la duracion de la hospitalizacitos costos para la institucion y el tiempo de

respuesta de las pruebas de laboratorio compacadios métodos convencionales.

Metodologia Utilizada

Estrategia de busqueda.

Se realizé la busqueda bibliogréafica del tema s@eado en las bases de datos bibliogréaficas
PubMed, Science direct y Scopus en donde se remisaticulos primarios originales y articulos
secundarios de diferentes revistas a nivel mundialSe utilizaron palabras claves y sus
combinaciones como: resistencia a carbapenémid®Es@seudomonaspp yAcinetobacter
spp, MDR, B-lactamasas, mecanismos de resistenEmterobacteriaceaecarbapenemasas,
Gram negativos, impacto economico, diagnéstico, PRRLDI TOF, Microarreglos, costos,
impacto clinico y modificacion enzimatica. No g@i@ ninguna restriccion de idiomas. Se

utilizé el programa Mendeley en el formato vancapera el manejo de la bibliografia.

Criterios de inclusion y exclusion.

Se incluyeron articulos relacionados con la resiséea carbapenémicos Enterobacteriaceae
Pseudomonaspp. yAcinetobacterspp. relacionados con la produccion de carbapesssnau
clasificacion, las pruebas diagnésticas para lecd@in de las carbapenemasa y la evaluacion del
impacto clinico y econdmico de los Gram negativosdpctores de carbapenemasas. Se
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excluyeron articulos no relacionados con estudiécos como los estudios que incluyeran
animales, las pruebas de diagndstico que se eropleara evaluar otros mecanismos diferentes
a las carbapenemasas, mecanismos de resistenciarbapenémicos diferentes a las
carbapenemasa, no se tomaron en cuenta microsmgasidiferentes a los establecidos en los

criterios de inclusion.

Una vez hecha la busqueda bibliografica se evaludabdad metodoldgica y calidad cientifica
mediante el programa CASPe, evaluando la calidadsidatos erb aspectogprincipales ¢,son
validos los resultados?, ¢ cudles son los resulagesn pertinentes o aplicables estos resultados
en mi medio?, ¢ Es validaevaluacion econémica?:, Como se evallan y comparan los costos?
Comentarios y articulos relacionados proporcionardarmacion adicional que ayudo en el
proceso de evaluacion critica. De acuerdo a lauaeain realizada se seleccionaron 147

documentos.

Andlisis de la monografia

Las carbapenemasas actualmente son un problemaude @liblica a nivel mundial causando
gran preocupacion en el ambiente hospitalario. d&gran importancia las carbapenemasas de
clase A (KPC), B (NDM) y D (OXA) las cuales se hdiseminado por todos los continentes
(América, Africa, Europa, Asia y Oceania) superafa® barreras intercontinentales. Las
carbapenemasas tipo KPC, la carbapenemasa mas @mitiel mundial, son endémicas en
Estados unidos, Grecia, Israel, Argentina, Brdsilja, China, Taiwan y Colombia. Las tipo
NDM son endémicas en Pakistan, India, BangladeShiga. Las tipo OXA son endémicas en
Marruecos, Tunez, Libia, Egipto, Turquia, India wlM, siendo India un pais endémico para
estos tres tipos de carbapenemasas. Un factofagaeece esta diseminacion intercontinental
son los viajes de pacientes portadores a otroeggier lo que es importante conocer la

prevalencia de las carbapenemasas en cada region.

La diseminacion principalmente se da por medioldmentos genéticos maoviles lo que permite
gue incluso superen las barreras entre especigt®e ek el caso de la carbapenemasa tipo KPC
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que inicialmente se encontré dBnterobacteriaceaey 11 afio después se encontré en
Pseudomonaspp.; otro ejemplo se dio con las tipo VIM inicig@nte se aislaron eR.
aeruginosay 4 afios después dinterobacteriacegelas NDM inicialmente se aislaron en

Enterobacteriaceag 2 afios después &n baumannii

La evolucién de las carbapenemasas ha llevadmeackesidad de implementar herramientas de
diagnostico rapidas que permitan detectarlas emezlor tiempo posible y asi poder dar al
paciente una terapia adecuada; este es el casdabejones del torrente sanguineo en las cuales

el tiempo puede ser la diferencia entre la vida muerte del paciente.

También es importante identificar los paciente®miabdos para evitar la diseminacion en las
instituciones de los microorganismos productoresatbapenemasas, mas aun en la era de la
salud global, en la cual los pacientes estan \vi@jaonstantemente no solo entre hospitales, sino

inclusive entre paises o continentes.

Desafortunadamente los métodos diagndsticos quiesen actualmente en muchos de los
laboratorios en Colombia son fenotipicos y no gmentregar un diagnostico en menos de 18
- 24 horas. Estos métodos no detectan efectivanrtedas las carbapenemasas y no permiten
alertar oportunamente al personal médico sobre agiepte infectado o colonizado con un

microorganismo portador de carbapenemasa.

Las herramientas moleculares sin embargo han pdomieducir el tiempo de diagndéstico
incluso a menos de una hora a partir del microesgam aislado o de la muestra, con un
porcentaje de sensibilidad y especificidad altolguAas de estas herramientas permiten la
identificacion directa de muestras como hemocudtipositivos o hisopados rectales como el
MALDI-TOF, PCR en tiempo real y Microarreglos, lagjfavorece una deteccion mas rapida de
microorganismos productores de carbapenemasas. steExa argumentacion sobre las
limitaciones de las pruebas moleculares asociadasséo de las pruebas y la necesidad de
personal especializado en las técnicas y en algrasiss areas especiales para el montaje de las

pruebas por lo que hace que las metodologias matesisean pocos utilizadas. Sin embargo en
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este momento, estas limitaciones pueden supesades estudios de impacto clinico y costo -
efectividad demuestran que la utilizacion de praebaleculares disminuyen el tiempo y costo
hospitalario lo que compensa el costo de la pruélma.otro lado, al momento hay pruebas en el
mercado disponibles que no necesitan areas separadgersonal especializado para su
utilizacion, haciendo aun mas facil la implemendacde las mismas en cualquier laboratorio

clinico.

Conclusiones

Como se pudo evidenciar en la revision, las heeatas biotecnologicas se han venido
utilizando para el desarrollo de herramientas diaticas a nivel mundial. En el caso del
diagnéstico de carbapenemasas, aunque aun sereequiemayor nimero estudios clinicos, los
primeros resultados muestran de manera contundemi® utilizando herramientas tipo
MALDI-TOF, PCR en tiempo real o Microarreglos en fdatina de laboratorio clinico,
combinado con una estrategia de uso racional di@tos, disminuye los tiempos de
respuesta lo que impacta directamente en los cgatqae contribuyen a una seleccion adecuada
del tratamiento del paciente y mejoran los indaesnorbi-mortalidad. Estos estudios también
muestran claramente como se ha logrado implememtglidas de prevencion para evitar la

diseminacién de los microorganismos productoresadeapenemasas.

A pesar de tener varias técnicas disponibles al nwendial para el diagnostico de
carbapenemasas, pocas se han comercializado emi@ajdo que hace que su implementacion

sea muy limitada.

Es importante lograr difundir la informacién ac&sentada en las instituciones hospitalarias en
Colombia sobre la importancia de implementar ebmigstico molecular en la deteccion de
bacterias portadoras de carbapenemasas ya quagabdiico rapido es la base del programa de

uso racional de antibi6ticos.
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