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RESUMEN

Lasinfecciones ocasionadas por microorganismos resistentes a carbapenemes (en su mayoria bacterias
gram negativas) son, a dia de hoy, un problema global de salud publica. La principales razones, por las
que estas infecciones suponen una gran amenaza son: su elevada mortalidad, la escasez de terapias
antibidticas adecuadas, asi como su rapida expansion a nivel mundial. El mecanismo mas frecuente
por el que se generan tales resistencias, se debe a la produccion de unas enzimas que hidrolizan los
carbapenemes denominadas carbapenemasas. En esta revision analizamos los datos epidemioldgicos
de su expansion y distribuccion en el mundo vy, sobretodo, en Europa, asi como la clasificacion
microbiolégica de las carbapenemasas y los métodos de los que disponemos actualmente para su
deteccion en laboratorio. Todos estos pasos son clave y tienen gran repercusion en el manejo clinico
que de estas infecciones.

ABSTRACT

Nowadays, the infections due to carbapenem-resistant microorganism represent a global public health
issue; the microorganisms most frequently involved are the gram-negative bacteria. This infections pose
a major threat because of their elevated mortality, the lack of appropiate antibiotics and its rapid spread
arround the world. The emergence of carbapenemases, which are a type of enzimes that hydrolize
carbapenems, is the resistance mecanism more frequently involved. The aim of this literature review
is to analyse the epidemiology arround the world and ,overall, in Europe; as well as the microbiological
aspects of the carbapenem restistant bateria: carbapenemases can be classified into different types and
are detected by several laboratory methods as well as its detection methods in laboratory. All this are
key aspects and have a great impact on the clinical management of these infections.
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INTRODUCCION

Los carbapenemes son antibidticos pertenecientes al
grupo de los betalactdimicos y presentan una actividad
bactericida de amplio espectro (gram-positivos, gram-
negativos y anaerobios). Su estructura les confiere
proteccion frente a la mayoria de las betalactamasas,
incluyendo las betalactamasas de espectro extendido
(BLEEs). Debieran ser empleados solamente para tratar
infecciones graves, que amenazan la vida del paciente,
causadas por microorganismos multirresistentes. Las
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resistencias a este grupo de antibiéticos presentan, en
la actualidad, un problema mayor de salud publica y
una situacion de creciente importancia a nivel mundial,
debido a su rdpida expansién y a la elevada tasa de
mortalidad asociada a las infecciones causadas por los
microorganismos resistentes a carbapenemes. (1-3)

El mecanismo de aparicién de resistencia contra estos
farmacos mas estudiado y frecuente es la produccién
de unas enzimas denominadas carbapenemasas, las
cuales actian hidrolizando estos antibi6ticos ademas
de otros betalactdmicos. (3)
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Los microorganismos mds frecuentemente implicados
en el desarrollo de este tipo de resistencia son las
bacterias gram-negativas. En primer lugar Klebsiella

pneumoniae, seguida de Eschericha coli (ambas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae),
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter

baumannii cplx. Estas bacterias, concretamente las
enterobacterias, habitualmente estdn implicadas
en infecciones severas que incluyen bacteriemias,
neumonias adquiridas en la comunidad, neumonias
asociadas a ventilacién invasiva, infecciones
complicadas del tracto urinario inferior e infecciones
intraabdominales complicadas. (3)

Cabe destacar que las opciones terapéuticas de las que
disponemos son escasas asi como la falta de ensayos
clinicos aleatorizados al respecto, lo cual supone una
amenaza tanto para los pacientes como para el sistema
sanitario a la hora de encontrar alternativas vélidas de
tratamiento. (2)

Un estudio desarrollado en Espana en 2017 disefiado
para analizar la carga de las infecciones nosocomiales
en nuestro pais, tanto del punto de vista clinico como
econémico, concluye que tanto los costes como la
mortalidad son muy elevados, pudiendo llegar a ser la
cuarta causa de aios potenciales de vida perdidos. Se
estimé que 376.346 pacientes durante 2017 padecieron
una infeccién nosocomial en hospitales espafioles, de
los cuales, 12090 fueron causados por gram negativos
resistentes a carbapenemes. P. aeruginosa produjo
la mas alta mortalidad y costes, que en total fueron
entorno a 472 millones de euros en 2017. (4)

El objetivo de esta revision bibliografica es analizar
desde varias perspectivas el alcance de este problema.
En primer lugar, conocer los datos epidemiolégicos
de la expansion y distribucién mundial de las
carbapenemasas. También, desde un punto de vista
microbioldgico, clasificar los tipos de carbapenemasas
y los metddos disponibles para su deteccién. Todo
ello, son las bases para comprender la repercusiéon
clinica de estas infecciones.

CUERPO DE LA REVISION

1. Epidemiologia

La existencia de carbapenemasas fue detectada por
primera vez en los afios ochenta. Estas tuvieron
rapida expansién a nivel mundial, coincidiendo
ademas con un periodo en el que no se desarrollaron
nuevos antibioéticos contra gram-negativos. Las
alertas sobre este asunto se activaron en mayor
medida cuando, en 1996 en Estados Unidos, se
hallé6 por primera vez una Klebsiella pneumoniae
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resistente a carbapenemes (KPC-1); la cual se extendio
rapidamente. Su prevalencia ha crecido del 1,6% al
10,4% entre 2001 y 2011 en bacteriemias asociadas a
catéteres centrales en Estados Unidos. (1,5)

Las caracteristicas de estas infecciones varian segtin la
zona geografica donde se desarrollen y las condiciones
de vida de la misma. Por ejemplo, en paises como
Israel, Grecia y Colombia, han tenido brotes de KPC
ocasionados por la situaciéon epidemioldgica existente,
ya que en estas zonas se consideran endémicas;
mientras que en Canada, Australia y Nueva Zelanda,
los brotes han sido causados por importacion desde
otros paises donde la prevalencia es mayor. Asi mismo,
los patrones de resistencia desarrollados varian entre
Europa, Estados Unidos y Sudamérica, es decir, la
distribucion de las carbapenemasas aisladas es distinta
en funcidén del lugar de origen. (1,6)

Las infecciones causadas por bacterias resistentes a
carbapenemes se dan en su mayoria en ambientes
hospitalarios, pudiendo ocasionar brotes nosocomiales.
Cabe destacar que la adquisicidn de estos patdgenos en
la comunidad estd en aumento (especialmente en los
productores de OXA-48 (oxacilinasa 48)). (6)

OXA-48 es, actualmente la carbapenemasa mas
frecuentemente aislada en Espafa; habitualmente en
gérmenes como A.baumannii y enterobacterias.

Es dificil hacer una evaluacién de la situacién global de
laresistencia a carbapenemes en K. pneumoniaey E.coli,
pero se puede concluir que las prevalencias més elevadas
de enterobacterias productoras de carbapenemasas
(EPC) estan en India, donde destaca las EPC del tipo
NDM (New Delhi Metallobetalactamase),en Estados
Unidos, Israel, Grecia e Italia predominan las EPC del
tipo KPC (Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase),
sin embargo en Turquia, el Medio-Oeste y el norte de
Africa destacan las EPC del tipo OXA 48. (2)

EnEuropa,enrelaciéonconlafamilia Enterobacteriaceae,
los datos de 2017 de la ECDC muestran para K.
Pneumoniae una amplia variabilidad entre los
diferentes paises europeos respecto a la resistencia a
carbapenemes hallada en aislamientos de infecciones
invasivas: del 0% al 64%. En Espaiia, el porcentaje esta
entre el 1% y el 5%, pero en Italia, por ejemplo, oscila
entre el 25% y el 50%. Para E.coli, los porcentajes varian
entre 0% y 1.6% en toda Europa. (2)

En el mapa situado inferiormente, se muestra
una autoevaluaciéon nacional sobre la situacion
epidemioldgicallevada a cabo en varios paises europeos
en 2018, que consider6 todos los tipos de infeccion,
asi como el estado de portador, documentandose un
patrén evolutivo en la propagacién de EPC en Europa.
16 (43%) de los 37 paises participantes informaron
de una propagacion regional o interregional (entre
ellos Espafia y Francia) de las EPC y cuatro paises
informaron una situacion endémica (entre ellos Italia
y Grecia). (2)
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Figura 1. Situacion
epidemioldgica de
Enterobacteria-
ceae productoras
de carbapenema-
sas, Julio 2018.
Tomado de: “Car-
bapenem-resis-
tant Enterobac-
teriaceae, second
update — 26
September 2019"
por: European
Centre for Disea-
se Prevention and
Control, 2019.

Hay diferencias entre la prevalencia de los distintos
gram negativos resistentes a carbapenemes entre
Espafa y Europa, por lo que su impacto es, asimismo,
diverso. Mientras que en Espafia A. baumannii es
significativamente mdas comun que en Europa (68,2%
frente 33,4%), en el caso de P. aeruginosa es solo un
poco mas frecuente (18,4% frente a 17,4% en Europa)
Y, por ultimo, K. pneumoniae es mas prevalente en
Europa (7,2%) que en Espana (2,7%). (4)

2. Clasificacion de carbapenemasas

Los mecanismos por los cuales se crean las resistencias
son variados, siendo mas frecuente la aparicién de un
grupo de enzimas llamadas carbapenemasas que son
capaces de hidrolizar la mayoria de los betalactamicos
incluyendo a los carbapenemes. También es frecuente
la coexistencia con patrones de multirresistencia a
antibidticos como, por ejemplo, betalactamasas de
espectro extendido y AmpCs, lo que dificulta ain mas
las opciones terapéuticas y, por tanto, se asocia a tasas
de mortalidad mas elevadas. (2,5,7)

Los genes que originan las carbapenemasas
habitualmente forman parte de elementos genéticos
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moviles (plasmidos) y estos se trasmiten de manera
horizontal a otros microorganismos aumentando asi
los reservorios de gérmenes resistentes. (7)

Las carbapenemasas se clasifican en tres tipos
fundamentalmente: clases A, B y D. Aunque existe
también la clase C, que es un grupo de cefalosporinasas
codificadas cromosémicamente denominadas AmpC,
son producidas por Enterobacteriaceae y habitualmente
son sensibles a carbapenémicos y a cefalosporinas
de cuarta generaciéon (cefepima y cefpiroma).
Ademads, estas enzimas pueden ser constitutivas
de la especie bacteriana o inducibles, como ocurre
por ejemplo en Enterobacter cloacae, Morganella
morganii o Paeruginosa. Unos inductores fuertes
son los carbapenémicos, y ante su presencia aumenta
significativamente la producciéon de AmpC. (8-10)

2.1. Carbapenemasas de clase A

Estas enzimas son betalactamasas de serina. Los
tipos principales de carbapenemasas pertenecientes
a este grupo son: NMC-A (Not Metallo enzyme
Carbapenemase A), SME (Serratia Marcescens Enzyme),
IMI-1 (imipenem-hydrolyzing betalactamase) y SFC-
1 (Serratia fonticola carbapenemase-1), todas ellas
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codificadas cromosémicamente, mientras que KPC,
GES (Guiana extended spectrum) y algunas IMI, estan
codificadas por plasmidos.

Todas ellas hidrolizan activamente a los carbapenemes
y son parcialmente inactivadas por el dcido clavulanico.
Las mas prevalentes son las KPC, ya que se han
extendido por todo el mundo causando importantes
brotes en Sudamérica, Norteamérica, Africa, Asia y
Europa, con una mortalidad de mas del 50%, debido a
la presencia de mecanismos de multirresistencia que
llevan al fracaso de los tratamientos de primera linea,
quedando las opciones terapéuticas muy limitadas. (1,8)

2.2. Carbapenemasas de clase B o metalobeta-
lactamasas

Estas enzimas son susceptibles a la inhibicion
por parte de un quelante de Zn 2+: el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), y otros cationes
divalentes. Son capaces de hidrolizar penicilinas,
cefalosporinas y carbapenemes, con la excepcion
de aztreonam. Las mds comunes son NDM-1, IMP
(Imipenem-resistant  Pseudomonas), VIM (Verona
integron-encoded metallobetalactamase), GIM (German
imipenemase) y SIM (Seoul imipenemase).

Las primeras metalobetalactamasas (MBLs) fueron
detectadas en microorganismos ambientales y
oportunistas como Bacilluscereus, Aeromonas spp, y
Stenotrophomonas maltophilia, que portaban estos
genes en sus cromosomas de manera intrinseca. Sin
embargo, desde los afios noventa, han aumentado de
forma dramatica los genes de MBLs adquiridos en
Pseudomonas spp. y Enterobacteriaceae. (1,8)

2.3. Carbapenemas de clase D

Estas enzimas son betalactamasas de serina, también
llamadas oxacilinasas, pobremente inhibidas por
EDTA o acido clavuldnico y con una actividad débil
contra carbapenemes. Dentro de este grupo, las
tipo OXA son las mas relevantes. La preocupacion

principal sobre estas enzimas es su gran capacidad
para mutar y ampliar su espectro de actividad.
Aunque, inicialmente, estas enzimas se aislaban
sobre todo en Acinetobacter spp. y P. aeruginosa,
actualmente estan aumentando de forma preocupante
estos aislados en las bacterias de la familia
Enterobacteriaceae. De hecho, la enzima OXA-48
producida por K. pneumoniae es la mas extendida en
areas como Turquia, el medio-este, norte de africay
Europa y, de hecho, es la mds frecuente en Espana.
OXA- 48 ha sido responsable de brotes de infecciones
nosocomiales a raiz de pacientes trasladados desde
areas endémicas. Ademds, OXA-48 es dificil de
identificar en laboratorio y, por tanto, su prevalencia
probablemente esté infraestimada. (1,8)

Es fundamental la deteccion fidedigna en el laboratorio
de las carbapenemasas, ya que ayuda a establecer una
terapia dirigida, asi como las medidas de aislamiento
apropiadas.

3. Deteccion en laboratorio

Hay tres tipos de métodos: fenotipicos, protedmicos
y moleculares. No hay un método de eleccidon, sino
que una vez identificada la existencia de una bacteria
resistente a carbapenemes de forma estandar, cada
método se adecua a una determinada situacidén para
identificar las carbapenemasas en cuestién. (7)

La deteccién de carbapenemasas por parte del
laboratorio de microbiologia clinica no es facil debido a
que, en muchas ocasiones, las concentraciones minimas
inhibitorias de los carbapenemes se encuentran en
rango de sensibilidad para las EPC, segtn los puntos
de corte clinicos. (11)

Por tanto, se requiere un andlisis pormenorizado
del antibiograma y de la sensibilidad a todos los
betalactamicos, un cribado mediante métodos
fenotipicos y su confirmaciéon mediante la hidrolisis
del carbapenem o el uso de inhibidores especificos vy,
por ultimo, identificar el tipo de carbapenemasa en
cuestién a través de métodos moleculares. (11)

Carbapeneme CMI (mg/L) Diametro de halo (mg) con discos de 10 mg
Ertapenem >0,12 <25

Imipenem >1 <23

Meropenem >0,12 <25

Tabla 1. Puntos de corte de cribado para deteccion de EPC (EUCAST). Adaptado de: Cercenado E. Deteccidn de enterobacterias pro-
ductoras de carbapenemasas en la rutina del laboratorio. Rev Esp Quimioter. 2015.
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3.1. Métodos fenotipicos

En este grupo se encuentran fundamentalmente:
el test de Hodge modificado (THM), el test
Carba Nordmann-Poirel (Carba NP), el método
de inactivacién de carbapenemes (CIM), el test
MALDITOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/
Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry),
el empleo de inhibidores y la preparaciones
cromogénicas en agar. Todos estos test son capaces
de detectar la presencia de carbapenemasas pero no
orientan al tipo especifico de enzima de la que se
trata. (8)

3.1.1. Test de Hodge Modificado (THM)

El THM es un método sencillo, barato y disponible
en muchos laboratorios de microbiologia, tiene
una buena sensibilidad (93-98%) para detectar las
carbapenemasas de los tipos KPC (por lo que es
muy usado en Estados Unidos), VIM, IMP y OXA-
48, aunque para estas ultimas los resultados son
mas débiles. Sin embargo, sus limitaciones son la
deteccion de las enzimas tipo NDM, las cuales cada
vez estan mas extendidas y, también, las bacterias
productoras de AmpC con mutaciones en porinas
pueden ocasionar falsos positivos en este test. (1,7)
Actualmente, no estd recomendado por el European
Committee for Antimicrobial Suceptibility Testing
EUCAST debido a su baja especifidad y sensibilidad
y por la dificultad de interpretacion de los resultados
cuando se trata de bacterias que asocian otros
mecanismos de resistencia. (11)

3.1.2. Tests coloriméticos: Carba Nordmann-
Poirel

Carba NP y sus distintas variantes (Blue-carba test,
Rapidec Carba NP test etc) son test que miden
la hidrdélisis in vitro de imipenem de parte de un
determinado extracto bacteriano. A través de un
indicador de pH, el test es capaz de detectar si las
bacterias puestas a prueba son productoras de
carbapenemasas, caso en el que se produciria la
hidrélisis de imipenem, el pH cambiaria y por tanto
podriamos apreciarlo a simple vista. Es mds rapido
que THM vy tiene muy buena sensibilidad para la
mayoria de carbapenemasas (a excepcién de OXA-
48), es reproducible, no requiere un manejo experto
y es econémico. (7,12)

3.1.3. Estudios de inhibicién: Tests de

sinergia o discos combinados

El método CIM es mas novedoso, su funcionamiento
consiste en hacer una suspensién con el aislamiento
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bacteriano de interésy agua, incubar dicha suspension
con un disco de meropenem; posteriormente, el disco
de meropenem se retira y se sittia en una placa de agar
tipo Mueller-Hinton con una bacteria susceptible a
meropenem.

Sino hay zona de inhibicidn, indica que en el primer
paso se ha hidrolizado el meropenem vy, por tanto, la
presencia de carbapenemasas en la muestra inicial.
(1,7)

Otros métodos mas dirigidos comparan la actividad
de los antibidticos con y sin sus inhibidores, esto
es importante ya que nos aporta informacién
acerca del tipo de enzima especifica. Dos de los
mas conocidos son: el uso de EDTA para deteccién
de MBLs y el uso de acido borénico para detectar
KPC. La sensibilidad de estos test ronda el 90% y la
especificidad es cercana al 100%. (7)

3.2. Métodos proteémicos

3.2.1. MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS detecta productos especificos de la
degradacion de carbapenemes, tras ser incubados con
extractos proteicos procedentes de bacterias. A pesar
de que detecta con dificultad las carbapenemasas
del tipo OXA-48, se ha sugerido que ciertas
modificaciones, como anadir bicarbonato, podrian
optimizar la detecciéon de OXA-48. Actualmente, este
método esta validado solamente para uso experto,
pero es probable que en un futuro esté disponible.
(1,7)

3.2.2. Preparaciones cromogénicas en agar

Estas fueron, en un primer momento, disefiadas
para detectar organismos multirresistentes en los
pacientes ingresados en la unidad de cuidados
intensivos (UCI), posteriormente, se ha usado
para la deteccién de Acinetobacter (CHROMagar
Acinetobacter) y, mds recientemente, han sido
mejoradas para la deteccion de carbapenemasas.

CHROMagar KPC, es una buena opcién para
detectar bacterias que presenten un alto nivel de
resistencias, mientras que su sensibilidad disminuye
en la deteccién de aquellas productoras de OXA-
48 y MBLs. De hecho, ChromID OXA-48, es un
medio creado especificamente para la deteccién
de la enzima OXA-48. Este ultimo, combinado
con otros tipos de test cromogénicos, mejora la
rentabilidad de este tipo de preparaciones (1,12).
Actualmente, son empleados en estudios de vigilancia
epidemioldgica. (11)
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Enterobacteriaceae
CMI meropenem 20,5 mg/L
CMI ertapenem 20,5 mg/L

CMI imipenem =2 mg/L

Test modificado de Hodge » No carbapenemasa

(+)i

'(+) i(+)

Sinergia con &c. bordnico
pero no con cloxacilina

Sinergia con ac. boronico
y con cloxacilina

Sinergia con EDTA
0 con ac. dipicolinico

(+)

(+) (+)

h 4 A
Posible presencia de
KPGTLGUR AmpC con pérdida de porinas
carbapenemasa de Metalo-betalactamasa
0 de carbapenemasa de
clase A
clase A con AmpC

Figura 2. Identificacion fenotipica de Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas. Tomado de "Deteccion fenotipica de me-
canismos de resistencia en microorganismos gramnegativos”, por F. Navarro et. al, 2011,Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica, 29, p. 524-534

3.3. Métodos moleculares

Dentro de este grupo encontramos la cadena en
reaccion de la polimerasa (PCR), los microarrays y la
secuenciacion del genoma.

Estos métodos son de utilidad en la investigacion y
en brotes de bacterias multirresistentes, ya que nos
aportan informacién sobre el mecanismo exacto
de resistencia. Su principal limitaciéon es que solo
podemos identificar genes ya conocidos y, por tanto,
las carbapenemasas identificadas de novo pueden
pasar desapercibidas. Otras limitaciones son la falta de
personal experto, los tiempos necesarios para obtener
un resultado, asi como los costes del equipo y de los
reactantes empleados. (1,7)

3.3.1. PCR y microarrays

La PCR es una técnica diseflada para la amplificacion
del ADN con la que rapidamente se pueden identificar
los genes que codifican carbapenemasas; mediante
cebadores y sondas, en ensayos en tiempo real llevados
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a cabo sobre las regiones conservadas del gen diana.
Debido a su excelente sensibilidad y especificidad
(cercana al 100%), su uso comporta una mejora con
respecto a la mayoria de métodos fenotipicos.

La tecnologia de microarrays permite, mediante el
uso de sondas complementarias de secuencias de
ADN o ARN fijadas a un soporte, el andlisis masivo
de la expresion de miles de genes simultdneamente.
(1,7)

3.3.2. Secuenciacién del genoma

Esta técnica aporta mucha informacién acerca de
todoslos posibles mecanismos de resistencias, no s6lo
la presencia de genes que codifican carbapenemasas.
También esclarece los tipos de plasmidos que portan
los genes que ocasionan las resistencias, el linaje
evolutivo de la bacteria en cuestion y la posible
relacion entre diferentes aislamientos, para facilitar
la identificacion del foco en un brote. Actualmente,
debido a su precio y su material especializado, no es
una técnica disponible en la practica clinica. (1,7)
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CONCLUSIONES

Debido al gran impacto en la salud publica generado
por el aumento de resistencias a los carbapenemes vy,
en espera nuevas evidencias en materia de tratamiento,
es importante llevar a cabo un analisis epidemioldgico
continuo para poder adaptar tanto la terapia empirica
como los métodos de deteccion de laboratorio mas
adecuados, segun la tecnologia disponible, con
el objetivo identificar estos microorganismos, su
distribucion en los diferentes hospitales y, sobretodo,
llegar a establecer un tratamiento antibioético activo
de forma precoz y, por tanto, disminuir la mortalidad
asociada a estas infecciones.
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