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SUMMARY

OServicio de Laboratorio Clinico, HCUCh.

Bacterial resistance to B-lactam antibiotics is becoming a matter of great concern. The rapid
emergence of extended spectrum B-lactamases (ESBLs) in Enterobacteriaceae has made
the carbapenems the drugs of choice to treat severe infections due to these bacteria. The
emergence and spread of carbapenem-resistant enterobacteria restricts the antibiotic therapy.
ESBLs or AmpC enzyme hiperproduction in combination with porin loss are regarded as
the main mechanisms of carbapenem resistance in Enterobacteriaceae. Recently, it has
been described the emergence of serine-carbapenemases (Class A carbapenemases). In our
country carbapenemases has been reported only in non-fermentative Gram-negative bacilli.
There are still no reports of enterobacteria with these enzymes, but their rapid spread makes
surveillance a mayor priority. Therefore tests able to detect the first carbapenemase producing
enterobacteria are needed. It has been proposed to use the modified Hodge Test, but this test
has too many false positive results in areas with high prevalence of ESBLs, wich is the reality
of our country. Boronic acid (BA) compounds were recently reported to be reversible inhibitors
of KPC serinecarbapenemases. Tests using BA has been used with success for the accurate
identification of KPC carbapenemases. With this threat, to watch the local epidemiology has
become a matter of great importance.

INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana es un fenémeno
creciente y estd comprobado que aumenta la
morbimortalidad, la estadia hospitalaria y los cos-
tos de tratamiento”. Entre las primeras lineas en el
tratamiento antimicrobiano se encuentran los be-
talactdmicos y dentro de éstos, las cefalosporinas
muy utilizadas por su amplio espectro de accién y
buen perfil de seguridad. La principal causa de re-
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sistencia a las cefalosporinas en enterobacterias es
la resistencia mediada por B-lactamasas de espec-
tro extendido (BLEE)®. Durante los tltimos afios
con el extenso uso de cefalosporinas de amplio es-
pectro, las enterobacterias productoras de BLEE se
han convertido en un problema alarmante que va
en aumento.

Los carbapenémicos, por otra parte, son los an-
tibidticos de primera linea recomendados para
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infecciones graves hospitalarias o de la comuni-
dad, causadas por enterobacterias multiresistentes
productoras de BLEE o de B-lactamasa AmpC y
frecuentemente son la dnica opcién terapéutica
disponible®, por lo que es inquietante que la sus-
ceptibilidad a carbapenémicos en enterobacterias
ya no esté garantizada. Hoy en dia hay varios re-
portes de enterobacterias con susceptibilidad dis-
minuida a ellos, lo que amenaza seriamente el uso
clinico de estos antibidticos.

El objetivo de esta revision es describir la epide-
miologia, importancia y métodos de deteccién de
las serinocarbapenemasas mds frecuentemente re-
portadas en enterobacterias.

EPIDEMIOLOGIA

El pais donde las enterobacterias han mostrado
una mayor resistencia a carbapenémicos es Grecia
donde el afio 2007 K. pneumoniae mostraba 46%
de resistencia®. En Chile, la mayor resistencia a
carbapenémicos se encuentra en las unidades de
cuidados intensivos y estd dada principalmente
por K. pneumoniae con un 23,4% de resistencia
a ertapenem. Los aislados de E. coli ain tienen
un nivel de resistencia bajo, con un 0,5% de re-
sistencia a ertapenem en las que provienen de he-
mocultivos y un 3% de resistencia a ertapenem
en las que provienen de urocultivos en pacientes
hospitalizados. La susceptibilidad de E. coli en
pacientes ambulatorios ha disminuido en forma
importante, mostrando una susceptibilidad a ce-
falotina de un 77,1% y se ha comenzado a detec-
tar resistencia a cefalosporinas de tercera genera-
cién aproximadamente en el 5,5%. La resistencia
a carbapenémicos en aislamientos ambulatorios
si bien es baja, cercana al 0,7%, es preocupante
ya que las opciones terapéuticas estin mucho mds
limitadas, sobre todo en lo que se refiere a las vias
de administracién de los antibiéticos de ultima
linea®.
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MECANISMOS DE RESISTENCIA A
CARBAPENEMICOS

Uno de los mecanismos mds frecuentes de resisten-
cia observados en enterobacterias no susceptibles
a carbapenémicos es la producciéon de cefalospo-
rinasas, como BLEE o AmpC, en combinacién
con una disminucién de la permeabilidad de la
membrana externa debido a una pérdida o menor
expresion de porinas®”¥.

Sin embargo, en el mundo ya se han descrito en-
terobacterias con susceptibilidad disminuida a es-
tos antibidticos por carbapenemasas, f-lactamasas
capaces de hidrolizar carbapenémicos. Estas en-
zimas ademds de degradar carbapenémicos, estdn
capacitadas para hidrolizar casi todos los betalac-
tdmicos, representando la familia mds versdtil de
las B-lactamasas con un espectro de hidrdlisis de
betalactdmicos tan amplio que hasta el dia de hoy
no ha sido igualado por otras enzimas®. Segin la
secuencia molecular, las betalactamasas se pueden
clasificar en cuatro clases moleculares llamadas A,
B, Cy D. Las clases moleculares A, C y D inclu-
yen betalactamasas con serina en su sitio activo,
mientras que las betalactamasas de clase molecu-
lar B son todas metaloenzimas que requieren zinc
como cofactor enzimadtico.

Las carbapenemasas de clase A parecieran ser la
clase mds diversa y ampliamente distribuida, ya
que los genes que las codifican se han encontra-
do en varios phyla bacterianos tales como actino-
bacteria, bacteroidetes, cianobacteria, firmicutes y
proteobacteria.

Se han descrito enterobacterias productoras de car-
bapenemasas de clase A de tipo IMI, SME, NMC,
GES y KPC®. Las carbapenemasas SME, NMC e
IMI estdn codificadas en el cromosoma mientras
que las carbapenemasas de tipo KPC y GES estdn
codificadas en plasmidios lo que las hace ficilmen-
te transferibles de manera horizontal.
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El aumento del uso de carbapenémicos ha llevado
a una presién selectiva, donde la resistencia me-
diada por serinocarbapenemasas es cada vez mds
frecuente y hoy en dia se estd produciendo una
diseminacién mundial de cepas con este mecanis-
mo de resistencia. Se han descrito brotes de alta
mortalidad asociados a Klebsiella pneumoniae pro-
ductoras de KPC, por ejemplo, los ocurridos en
Nueva York a partir del afo 200112.

Se han detectado KPC también en Klebsiella oxyto-
ca, Serratia spp., Enterobacter spp., Salmonella spp.,
Citrobacter freundii, y Pseudomonas aeruginosa.
Los microorganismos productores de carbape-
nemasas de clase A se han continuado disemi-
nando y se han reportado en muchos paises del
mundo incluyendo Israel™, Francia", Brasil'® y

Argentina”.

Si bien es un mecanismo mds raramente descrito,
se ha detectado también en enterobacterias la pre-
sencia de metalo-beta-lactamasas (MBL) de tipo

IMP, VIM y SPM @9,

El problema ha comenzado a tener prevalencias
alarmantes. El afio 2009 un estudio de vigilancia
en China en 14 hospitales reporté un 32,6% de
enterobacterias productoras de carbapenemasas®.
En Chile un estudio retrospectivo de enterobacte-
rias con susceptibilidad disminuida a carbapené-
micos recolectadas entre los afios 2005 y 2008 no
detect6 la presencia de serinocarbapenemasas ni de
MBL". (Gallardo N ez /. Bsqueda de cepas de
carbapenemasas en cepas de enterobacterias con
susceptibilidad disminuida a carbapenémicos en
un hospital universitario. XXV Congreso Chileno
de Infectologia. Jueves 6 noviembre, pdster 8).

Sin embargo, éste es un fenémeno cambiante con
una propagacién mundial rdpida y una prevalen-
cia en aumento que hace imperioso el contar con
métodos de deteccién y de vigilancia adecuados en
nuestro pais. En clinicas y hospitales ha aumenta-
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do el uso de carbapenémicos en los tltimos anos,
especialmente en las unidades de cuidados inten-
sivos. El mayor uso de estos antibiéticos junto con
la presencia de estas enzimas en nuestras fronte-
ras hace pensar que es posible que las enterobac-
terias productoras de carbapenemasas ya estén en
nuestro pais y que sean responsables en una muy
pequefia proporcion de una susceptibilidad dismi-
nuida a carbapenémicos.

DETECCION EN LABORATORIO

A la fecha no existe un consenso sobre la mejor
manera de hacer un diagnéstico sencillo de la pre-
sencia de carbapenemasas. La mayoria de los estu-
dios utilizan técnicas de reaccién de polimerasa en
cadena para la deteccién de los genes que codifican
para las diferentes carbapenemasas. Esto tiene la
desventaja de la baja disponibilidad de esta tecno-
logia en la mayoria de los laboratorios de nuestro
pais y los costos asociados a la deteccién de malti-
ples variantes enzimdticas.

El Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
en sus Gltimas gufas recomienda realizar el test
de Hodge modificado en todas las cepas de
enterobacterias con susceptibilidad disminuida a

18 Este test consiste en demostrar

carbapenémicos
el crecimiento de una bacteria susceptible a
carbapenémicos alrededor de otra sospechosa de
producir carbapenemasas por la difusion de ésta
al medio de cultivo en el cual se ha colocado un
disco con una concentracién estandarizada de
alguno de los carbapenémicos (Figura 1). Si bien
la sensibilidad de este test es buena, presenta falsos
positivos en casos de altas prevalencias de enzimas
tipo BLEE o AmpC con hiperproduccién, que es
lo que ocurre en nuestro pais. De la misma manera
en Argentina se ha demostrado que en cepas con
sospecha de resistencia a carbapenémicos, el test
de Hodge tiene hasta un 25% de falsos positivos,
por lo que se han disehando nuevos protocolos para
mejorar la especificidad de estos ensayos™. Una de
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NEGATIVO

Figura 1. Test de Hodge modificado. Nétese la deformacion del
halo de inhibicion que se produce en torno a una cepa productora
de carbapenemasas (flecha) mientras que en las cepas no
productoras el halo mantiene su forma circular. En este caso se
trata de una cepa productora de KPC-2.

las propuestas es utilizar compuestos derivados del
4cido borénico que tiene la capacidad de inhibir la
accién de las serinocarbapenemasas. En este sentido
en cepas productorasde KPCy otrasserinoenzimasse
determiné que una disminucién en la concentracién
inhibitoria minima (CIM) de tres diluciones (8
veces) de imipenem combinado con 4cido borénico
frente a la CIM para imipenem no combinado,
tiene una sensibilidad y especificidad cercanas al
100% para la deteccién de carbapenemasas®”.
De la misma manera se puede recurrir a técnicas
de determinacién de susceptibilidad por difusién,
método mds econémico y disponible dentro de la
rutina de los laboratorios clinicos. En este sentido,
un aumento en el halo de inhibicién de 4 mm entre
un sensidisco de imipenem/borénico frente a otro
de imipenem serfa el mejor predictor de la presencia
de una serinocarbapenemasa®’ (Figura 2). Cabe
aclarar que estos ensayos se han realizado con cepas
circulantes en Argentina por lo que sus resultados
podrian no ser del todo aplicables a otras regiones
geogréficas donde el tipo de enzimas de las cepas
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resistentes puede variar o tener expresiones distintas,
por lo que se hace fundamental contar con esta
informacién en nuestro pais.

CONCLUSIONES

La aparicién de enterobacterias resistentes a carba-
penémicos constituye un serio problema de salud
publica que afecta a todo tipo de instituciones y a
la comunidad en general. La rdpida diseminacién
de estas enzimas de resistencia a carbapenémicos
ha limitado gravemente la eleccién de antibidticos
y constituye una amenaza de aparicién de infec-
ciones con enterobacterias panresistentes.

Conocer nuestra realidad local permite tomar las
medidas adecuadas y estar alertas ante la inminente
llegada de las carbapenemasas, por lo que el
conocimiento epidemiolégico y la caracterizacién
de la resistencia se ha convertido en una necesidad
imperiosa que es ain mds importante al considerar la
necesidad de definir terapias empiricas en hospitales.

Meropenem/
bordnico
Meropenem

Erbg};_:ou' /
borénico

Ertapenem

Figura 2. Test de acido bordnico. Se han colocado discos

de ertapenem y meropenem puros e impregnados con acido
bordnico (AB). Notese el aumento del halo de inhibicion en torno a
los discos impregnados con AB, efecto que es mas marcado para
los discos con ertapenem.
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En nuestro pais no se han publicado estudios que ha-

yan demostrado la presencia de enterobacterias pro-

ductoras de carbapenemasas, las cuales ya han sido

encontradas en Argentina, por lo que son necesarios
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estudios pilotos de vigilancia y de estandarizacién de

pruebas de laboratorio para la correcta identificacién

que permitan detectar los primeros casos y asi tomar

las medidas de control de su diseminacién.
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