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INTRODUCCION

Carbapenemes y carbapenemasas

Definicion

Los carbapenemes son un tipo de antibidticos de la familia de los [3 -lactamicos
inspirados en un compuesto natural producido por Streptomyces cattleya: la
tienamicina (Kahan et al. 1979) y se caracterizan por ser los de mas amplio
espectro. Las moléculas de esta familia actualmente comercializadas en Espaina
son imipenem, ertapenem, meropenem Yy doripenem. Su uso esta restringido al
ambito hospitalario ya que se usan para tratar las infecciones nosocomiales por

bacterias multiresistentes.

Las carbapenemasas son un tipo de B -lactamasas. Varias de estas enzimas
hidrolizan carbapenemes de manera muy eficiente, mientras que otras lo hacen
con menos éxito; algunas incluyen cefalosporinas de amplio espectro en su perfil
hidrolitico y otras no; ciertas pueden inhibirse (al menos parcialmente) por
inhibidores de B-lactamasas (tales como acido clavulanico y tazobactam), mientras

que la mayoria no son inhibidas por inhibidores clinicamente disponibles (tabla 1).

Streptomyces cattleya, es una bacteria que se encuentra fundamentalmente en el

suelo por lo que no es de extranar que las enzimas capaces de degradar este tipo
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INTRODUCCION

de B-lactamicos fueran producidas a modo de defensa por organismos de tipo
ambiental como Bacillus cereus y Bacillus anthracis. Este tipo de [-lactamasas
tenia poca relevancia ya que eran especie-especificas y tenian una codificacion
cromosémica, pero a principios de los 90 la aparicion de la primera
carbapenemasa plasmidica (Watanabe et al. 1991) supuso un cambio en la
percepcion del problema, tanto es asi que a dia de hoy, suponen una alarma de

salud publica.
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Clasificacion

Las B-lactamasas pueden clasificarse segun sus propiedades funcionales o segun
sus propiedades moleculares. En los primeros trabajos con B-lactamasas (cuando
no existia posibilidad de secuenciacién), una nueva enzima se analizaba
bioquimicamente mediante la determinacion de su punto isoeléctrico y posteriores
ensayos de hidrdlisis y inhibicion. Estas tasas de hidrdlisis de los diferentes 3 -
lactamicos y sus perfiles de inhibicion permitian una clasificacion de tipo funcional
cuyo esquema mas aceptado fue propuesto por Bush (Bush et al. 1995) y se

dividia en 4 grupos (tabla. 1).

La clasificacion basada en la homologia de las secuencias de aminoacidos
propuesta por Ambler (Ambler 1980), se correlaciona bien con la clasificacion
funcional pero le falta la informacion de la actividad enzimatica. Esta clasificacion

se divide en 4 clases (A, B, C, D) y a pesar de sus carencias es la mas utilizada.

19
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Carbapenemasas de clase A

Dentro de las carbapenemasas de clase A encontramos cuatro grandes grupos de
enzimas: NMC/IMI, SME, GES y KPC. Para su actividad hidrolitica requieren un
sitio activo con serina en la posicién 70 de la numeracion de Ambler de las [3-
lactamasas de clase A (Ambler et al. 1991). Todas son capaces de hidrolizar una
gran variedad de B -lactamasas (carbapenemes, cefalosporinas, penicilinas vy
aztreonam) y todas son inhibidas por clavulanico y tazobactam lo que las situa en

el subgrupo funcional 2f de la clasificacion de Bush (Bush et al. 1995).

% SME, IMl'y NMC

Su caracteristica comun es que son todas de codificacion cromosémica y por lo
tanto son especie-especificas, ademas presentan un perfil hidrolitico comun,
siendo resistentes a carbapenemes, cefalosporinas de primera generacion,

aztreonam y penicilinas pero sensibles a cefalosporinas de amplio espectro.

» SME (“Serratia marcescens enzyme”) fue descubierta por primera vez en
Inglaterra en dos aislados de Serratia marcescens en 1982 (Yang et al.

1990).

> IMI (“imipenem-hydrolyzing B-lactamase”) fue descubierta por primera vez

en 1984 en california en dos aislados de Enterobacter cloacae obtenidos

de dos pacientes diferentes (Rasmussen et al. 1996). Sin embargo mas

21
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recientemente se ha encontrado otra variante (IMI-2) que presenta una

localizacion plasmidica (Yu et al. 2006).

NMC (“not metalloenzyme carbapenemase”) fue descubierta por primera
vez en un aislado de Enterobacter cloacae en 1993 en Paris (Nordmann et
al. 1993).

% KPCyGES
KPC (“Klebsiella pneumoniae carbapenemase”) dos caracteristicas
diferencian a estas enzimas del resto de enzimas del subgrupo 2f. La
primera es que estan localizadas en plasmidos transferibles y la segunda es
que su espectro de accion incluye cefalosporinas del grupo de los
aminotiazoles como cefotaxima. Fue descrita por primera vez en una cepa
de Klebsiella pneumoniae aislada en california del norte en 1996 (Yigit et al.
2001) y aunque suele presentarse en Klebsiella pneumoniae también se ha

encontrado en otras especies como Enterobacter sp. o Salmonella sp.

GES (“Guiana extended spectrum”) fue descubierta en una cepa

de Klebsiella pneumoniae aislada en la Guayana Francesa en 1998 (Poirel
et al. 2000). Debido a su limitado espectro de accion que incluya penicilinas
y cefalosporinas de espectro extendido fueron clasificadas como [3-
lactamasas de espectro extendido (BLEEs) pero, en 2001, con la aparicion
de una variante GES-2 en Pseudomonas aeruginosa su espectro se vio

ampliado a imipenem (Poirel et al. 2001). Aunque los genes que codifican

Yannick Hoyos Mallecot
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para esta enzima estan localizados en integrones no han tenido la misma

expansion que otras enzimas también localizadas en elementos moviles.

Carbapenemasas de clase B

Esta clase de B-lactamasas conforman el grupo 3 de la clasificacién de Bush y se
caracterizan por su habilidad para hidrolizar carbapenemes incluso en presencia
de inhibidores de [ -lactamasas de uso clinico pero si que se ven inhibidas por
compuestos quelantes de metales. Su espectro de accion es bastante amplio e
incluye carbapenemes, cefalosporinas y penicilinas pero no aztreonam. Este
mecanismo de accion es dependiente de una interaccién B-lactamico / Zn** en el
sitio de accién de la enzima, es por eso que agentes quelantes de Zn** como el

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) inhiben su actividad.

Clase B cromosdmicas

Las primeras enzimas estudiadas de este tipo tenian una codificacion
cromosomica y estaban presentes tanto en cepas ambientales como en patogenos
oportunistas (Bacillus cereus, Aeromonas spp. o Stenotrophomonas maltophilia)
por lo que su presencia se correlaciona con la prevalencia de las cepas que las
producen y por lo tanto, al ser en su gran mayoria patdégenos oportunistas, no
suelen asociarse con infecciones nosocomiales a excepcion de Stenotrophomonas

maltophilia.

23
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Clase B moviles

Sin embargo si que reviste gran importancia la expansion que han sufrido ciertas
enzimas de esta familia (IMP, VIM, NDM, SPM, GIM y SIM). Estas suelen estar
localizadas en integrones que cuando estos se ven asociados a plasmidos o
transposones hacen que la transferencia entre bacterias de estos genes de

resistencia sea posible

< IMP, VIM y NDM

» IMP ( por su actividad sobre imipenem) fue descrita por primera vez en una
cepa de Pseudomonas aeruginosa aislada en Japon en 1990 (Watanabe et
al. 1991), y posteriormente se encontré también en integrones de Serratia
marcescens y otras enterobacterias. Desde entonces la familia IMP ha ido
creciendo y ya existen hasta 51 variantes(www.lahey.org/Studies/other.asp)

y todas ellas distribuidas por el mundo entero.

» VIM (“Verona integron-encoded metallo-B-lactamase”) es otra familia
relevante. Reciben ese nombre porque la primera se describidé en una cepa
de Pseudomonas aeruginosa aislada en Verona en 1997(Lauretti et al.
1999) y desde entonces, esta familia cuenta con 46 miembros
(www.lahey.org/Studies/other.asp) la mayoria presente en cepas de

Pseudomonas aeruginosa.
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» NDM (“New Delhi metallo-B-lactamase”) siguiendo con las familias de
metalo-B-lactamasas mas relevantes, no podemos olvidarnos de esta
enzima aislada en 2009 en un paciente que residia en Suecia pero con
origenes en la india que import6 esta cepa después de una infeccion de
orina en uno de sus viajes a nueva Delhi. Esta cepa era una Klebsiella
pneumoniae y era resistente a todos los antibioticos testados excepto
colistina(Rolain et al. 2010). Este gen de resistencia esta localizado en un
plasmido de gran tamano (180 kb) que se transmite con gran facilidad y que

ademas lleva asociado otros genes de resistencia.

% SPM, GIMy SIM

Por otra parte, tenemos el resto de familias que integran las carbapenemasas de
clase B: SIM (“Sao Paulo metallo-B-lactamase”) descrita por primera vez en
Pseudomonas aeruginosa (Toleman et al. 2002); GIM (“German imipenemase”)
aislada en Alemania en 2002 (Castanheira et al. 2004) y SIM (“Seoul
imipenemase”) aislada en una cepa de Acinetobacter baumannii en 2005 (Lee et
al. 2005). Todas estas enzimas no se han expandido mas alla de su pais de

origen, por lo cual su relevancia a nivel epidemiolégico es menor.
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Carbapenemasas de clase D

También conocidas por el nombre de B-lactamasas de tipo OXA (“oxacillin-
hydrolyzing”), estas enzimas fueron las mas prevalentes en la época de los 80. Al
principio estaban agrupadas dentro de las enzimas de clase A pero, debido a su
gran variabilidad en las secuencias de amino acidos, fueron categorizadas como
otra clase aparte. Se caracterizan por una inhibicion por clavulanico muy variable y

una tasa de hidrolisis de los carbapenemes también muy variable.

La primera B-lactamasa de tipo OXA con actividad frente a carbapenemes no fue
descrita hasta 1993 pero pertenecia a una cepa de Acinetobacter baumannii
aislada en 1985 en un paciente de Edimburgo (Paton et al. 1993) y fue
inicialmente denominada como ARI-1 (“Acinetobacter resistant to imipenem”) pero

posteriormente fue renombrada a OXA-23

La gran mayoria de carbapenemasas tipo OXA han sido descritas en
Acinetobacter Baumannii 'y ya por 1998 estaban diseminadas por todo el mundo. A
dia de hoy se conocen 102 secuencias diferentes de esta enzima y se agrupan en
9 grandes familias en funcion de sus secuencias de amino acidos. Asi pues
hablamos de enzimas de la familia de las OXA-23; OXA-24; OXA-40; OXA-51;
OXA-58; OXA-55; OXA-48; OXA-50; OXA-60; OXA-62... Especial mencién
merecen las cepas de Acinetobacter Baumannii productoras de OXA-23 y OXA-

58 que causaron numerosas infecciones en militares durante la Guerra de Iraq y
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Afganistan entre 2003 y 2005(Hujer et al. 2006). Por otra parte una de las familias
mas relevantes de esta clase D son las OXA-48-like (OXA-48, OXA-162, OXA-
163, OXA-181, OXA-204, OXA-232, OXA-244, OXA-245, OXA-247, etc.) descritas
por primera vez en una cepa de Shewanella algae (Poirel et al. 2004a) pero con
una codificacion cromosomica. Al poco tiempo en 2005 se encontré una cepa de
Klebsiella pneumoniae con esta enzima pero con codificacion plasmidica(Poirel et
al. 2004b) en Turquia, desde entonces se han descrito muchas cepas productoras
de OXA-48 en Turquia la gran mayoria en el contexto de brotes nosocomiales.
Este tipo de cepas empezd a expandirse por la cuenca mediterranea(Poirel et al.
2012), afectando sobre todo a paises del norte de africa como marruecos o Tunez
pero, a dia de hoy, son una realidad en muchos paises europeos, en concreto
Espaia donde desde la descripcion del primer brote (Pitart et al. 2011a) se han ido

sucediendo uno tras otro en diferentes regiones.
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Plataformas genéticas de las carbapenemasas

Como ya hemos mencionado antes, los genes que codifican carbapenemasas se
dividen en dos grupos: los que tienen una codificacion cromosdémica y los que
estan codificadas sobre elementos méviles, estos ultimos son los mas interesantes

ya que son la base de la diseminacion de determinantes de resistencia.

Elementos moviles

PLASMIDOS

X/
L X4

ADN de doble cadena, circular, de localizacién citoplasmatica dotado de
replicacion autonoma y con un tamafo variable. Son mediadores de diferentes
factores que proporcionan la clasica capacidad de adaptacion de las bacterias,
aunque no es esencial para el metabolismo normal de la célula huésped. Su
transmision natural de una célula a otra se logra generalmente mediante
conjugacion, aunque otros modos de transferencia como la transduccioén o la
transformacién son posibles, pero a menudo con indiferencia del hospedador, lo

que lleva a la difusion entre las diferentes especies bacterianas.

% TRANSPOSONES

Secuencias de ADN capaces de cambiar de ubicacidén en el genoma sin aparecer

nunca en estado libre. No pueden replicarse, pero codifican los determinantes
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necesarios para la transposicion y otras funciones como la resistencia a los
antibioticos. El resultado de esta transposicion es la suma de genes en el seno del

genoma bacteriano (ya sea cromosomico o plasmidico)

% INTEGRONES

*

Los integrones constituyen un sistema de captura y expresion de genes en forma
de casete, incapaces de auto replicarse, los integrones estan siempre
vehiculizados. La estructura minima de un integron incluye un gen (intl) que
codifica para una integrasa, un sitio adyacente de recombinacion (attl) y al menos

un promotor (P) orientado para la expresion de los genes capturados.

% GENES CASETE

La estructura de un gen en casete esta compuesta por dos componentes
funcionales: una secuencia codificante, generalmente carente de promotor propio
y una regién de recombinacion (attC) que es reconocida por las integrasas de los

integrones.
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Entorno genético de las carbapenemasas

% CLASE A

Dentro de las enzimas de clase A descritas, GES y KPC estan codificadas por
genes localizados en elementos moéviles y de las dos, KPC es la que reviste mayor
importancia. Poco tiempo después de la descripcion de la primera cepa productora
de KPC, se encontr6 una nueva variante (KPC-2) que difiere en un solo amino
acido y, a dia de hoy, es la variante mas comun. Esto podria estar ligado a la
diseminacién de un clon (ST-258) de Klebsiella pneumoniae productor de KPC-2
a nivel mundial(Nordmann et al. 2011) aunque recientemente se ha propuesto que
el gen KPC-2 esta asociado a un unico tipo de transposon: Tn4401(Nordmann et
al. 2009), el cual se ha encontrado en un plasmido de Pseudomonas aeruginosa
(pCOL-1) lo que podria sugerir una capacidad de este transposon para ser

transferido entre diferentes familias de bacilos gram negativos.

% CLASED

En el caso de las enzimas de clase D, con actividad sobre los carbapenemes , la
familia que mas relevancia tiene es la de las OXA-48 like y se caracterizan por que
sus genes estan asociados a una secuencia de insercion (1S1999) localizada en
los extremos del transposon Tn1999, el cual a su vez esta incluido dentro de un

plasmido.
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X/
°e

CLASE B

Para las enzimas de clase B, la mas relevante dentro del genero Pseudomonas,
los genes suelen estar localizados en Integrones de clase 1 que pertenecen al
grupo de los integrones integrados en elementos moviles y siempre vehiculizados
por plasmidos. Se caracterizan por presentar un gen (intll) que codifica para una
integrasa y un gen (tnpA) que codifica para una transposasa ambos localizados en
el extremo 5° del integron. Ademas este tipo de integrones suelen albergar
también genes que codifican otros determinantes de resistencia como aacA4,
aadA1, y/o aadB para los aminoglucosidos; B-lactamasas de clase D (OXA) o catB

que confiere resistencia al cloranfenicol.
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Carbapenemasas en enterobacterias

Desde la primera descripcion de una carbapenemasa en una Enterobacteria,
(Yang et al. 1990) en 1990 hemos visto una rapida diseminacion de estos genes
dentro de esta familia a lo largo de estos ultimos 25 afos, sobre todo las de tipo
KPC, VIM, NDM y OXA . Tanto es asi que, si realizamos una busqueda en la base
de datos de Pubmed con los parametros (gen carbapenemase) and
(Enterobacteriaceae), encontramos 487 publicaciones para los genes KPC,
seguido de 220 para los genes OXA, 191 para los genes NDM, 156 para los genes

VIM y 110 para los genes IMP.

Epidemiologia

% EXTRANJERO

En noviembre de 2010, a raiz de una conferencia sobre Enterobacterias
resistentes a los carbapenemes, se publico un extenso resumen que recogia la
situacion a nivel europeo (Grundmann et al. 2010). Para ello los paises fueron

catalogados de la siguiente manera segun su situacidon epidemiologica :

» Situacion endémica: Grecia e Israel
* Diseminacion inter-regional: ltalia y Polonia

* Epidemias regionales: Francia, Alemania y Hungria
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* Epidemias esporadicas en varios hospitales: Chipre, Holanda, Noruega,
Escocia y Suecia

* Epidemias en un unico hospital: Bélgica, Espaia, Inglaterra y Irlanda

Pero este mapa se vio alterado en cuestion de 2 afios y en enero de 2012

presentaba un aspecto totalmente diferente(Canton et al. 2012):

* Situacion endémica: Grecia, Israel e ltalia

* Diseminacion inter-regional: Turquia, Francia y Polonia

* Epidemias regionales: Alemania, Bélgica, Inglaterra y Escocia,
* Epidemias esporadicas en varios hospitales: Espafia y Holanda

* Epidemias en un unico hospital: Suecia, Noruega y Hungria

Sin embargo, hay que matizar estos datos ya que la mayoria de estos datos son el
fruto de estudios llevados a cabo en el contexto de epidemias localizadas y
muchas veces solo contemplan cepas no sensibles segun los puntos de corte
clinicos y no tienen en cuenta ciertas cepas que a pesar de producir
carbapenemasas, se mantienen sensibles a los carbapenemes. Por otra parte, no
se dispone de datos de todos los paises, ya que algunos paises no disponen de
normas nacionales para la declaracion de microorganismos multiresistentes y de
los que se dispone, no todos utilizan los mismos criterios. Si a esto le sumamos

que ciertos paises como Francia y Reino unido tiene una politica muy activa para
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la busqueda de este tipo de microorganismos y que a pesar de eso declaran

menos

casos que ciertos paises donde no existe esta cultura de “search and destroy”

hace que, probablemente, este problema este infra-dimensionado.

< ESPANA

Las primeras cepas productoras de carbapenemasas de las que se tiene
constancia en Espafa fueron Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli ambas
productoras de VIM-1 albergada en un casete dentro de un integron de clase 1
que a su vez estaba localizado en un plasmido transferible(Tortola et al. 2005). En
los afos siguientes, se describieron algunos casos aislados de cepas productoras
de VIM y IMP, sin embargo ultimamente hemos visto un incremento tanto del tipo
de carbapenemasas como del numero de hospitales donde se han aislado estos

microorganismos.

En ese sentido, dos casos marcaron un antes y un después dentro de nuestra
epidemiologia local. Por un lado la aparicion en 2010 de la primera cepa
productora de KPC(Curiao et al. 2010), que aunque se mantiene en una
prevalencia globalmente baja ha causado varios brotes en diferentes hospitales en
concreto en la comunidad autbnoma de Andalucia con un total de 83 aislados

descritos a fecha 6/6/2014 (dato proporcionado por el Laboratorio de referencia
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para tipado molecular de patégenos nosocomiales y deteccion de mecanismos de
resistencia a antimicrobianos de interés sanitario de Andalucia Hospital Virgen

Macarena)

El otro caso es la aparicion del primer brote de Klebsiella pneumoniae productor
de OXA-48 en 2009 (Pitart et al. 2011b). Desde entonces se han ido sucediendo
los brotes en diferentes areas geograficas y segun datos del Programa de
Vigilancia de la Resistencia a Antibioticos del Centro Nacional de Microbiologia
(PVRA-CNM) se ha pasado de ningun caso registrado en el afo 2010, a 163

casos en 2012.

Si a esto le sumamos la aparicion de la primera cepa productora de NDM-1 (Solé
et al. 2011) relacionada con una estancia previa en la India, no es de extrafiar que
en 2009, el PVRA-CNM recibiera cepas procedentes de 6 hospitales, mientras que
en 2012 las recibié de 30 (Oteo et al. 2013). Durante ese afio el PVRA-CNM
detecto las siguientes carbapenemasas: 163 OXA-48 like (84 OXA-48 y 79 OXA-
245), 60 VIM-1, 8 KPC-2, 5 IMP like (2 IMP-22 and 3 IMP-8), y una NDM-1. Estos
30 hospitales estaban localizados en 14 areas geograficas distintas y de ellos 6
presentaron mas de 10 aislados mientras que los 24 restantes tuvieron entre 1y 9

casos.

Paralelamente al incremento de enterobacterias productoras de carbapenemasas

en el medio hospitalario, se esta produciendo un aumento de su deteccion en
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pacientes extra hospitalarios, lo que aumenta el riesgo de una rapida diseminacion
en la comunidad realizandose asi un paralelismo con la diseminacién sufrida con

las cepas productoras de BLEE's.

Deteccion

Cribado

Para la deteccion de cepas productoras de carbapenemasas un cribado
basandose en una sensibilidad reducida a los carbapenemes es fundamental. Sin
embargo, algunas cepas productoras de carbapenemasas pueden presentar una
concentracion minima inhibitoria (CMI) inferior al punto de corte clinico propuesto
por las diferentes sociedades de estudios de sensibilidad. En esa linea hay
estudios (Miriagou et al. 2010) que abogan por estudiar las cepas que presenten
una minima reduccion de sensibilidad a los carbapenemes a pesar de la perdida
de especificad que esto supone. Tal es la polémica al respeto que el European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) se ha visto obligado
a publicar un documento consenso para unificar criterios para la busqueda de

estos microorganismos.

http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/Resistance mecha

nisms/EUCAST detection of resistance mechanisms v1.0 20131211.pdf
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En este documento se proponen puntos de corte para el cribado con los diferentes
carbapenemes (meropenem, imipenem y ertapenem) y ademas, se decantan por
el uso de meropenem como mejor indicador basandose en su mejor equilibrio
entre sensibilidad y especificidad, si bien, en areas con una fuerte prevalencia de
OXA-48, recomiendan el uso de temocilina como indicador ya que con los puntos
de corte propuestos para el meropenem se podrian escapar bastantes cepas

(Huang et al. 2014).

La busqueda de estas bacterias no deberia limitarse a los pacientes con
infecciones, sino que también deberia de hacerse a los pacientes colonizados por
estas bacterias ya que son la fuente mas importante de transmisién dentro de los
hospitales. La realidad es que pocos centros realizan una busqueda activa de
portadores debido a la complejidad a nivel organizativo de estos procedimientos.
Para ello, la muestra idénea serian los exudados rectales y las recomendaciones
consisten en estudiar a todos los pacientes sospechosos de poder albergar estas
bacterias (pacientes procedentes de un pais o de otro hospital con una alta
prevalencia de carbapenemasas, pacientes de las unidades de cuidados
intensivos o pacientes trasplantados o inmunodeprimidos). Estos pacientes

deberian de estar aislados hasta la obtencion de un resultado negativo (24-48h).

El medio de cultivo ideal seria un medio capaz de detectar todas las
carbapenemasas con una especificidad suficiente como para poder responder

rapidamente a la pregunta de si el paciente esta colonizado o no, para asi poder
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reducir el tiempo de aislamiento y los problemas que eso supone. Evidentemente,
no existe el medio ideal ya que estos se basan en el uso de concentraciones de
diferentes antibidticos a los que, tedricamente, las cepas productoras de
carbapenemasas deberian de ser resistentes pero, debido a las grandes
variabilidades en los perfiles hidroliticos que presentan estos microorganismos a
base de aumentar la especificidad se pierde generalmente mucha sensibilidad.
Este es el caso de las cepas productoras de OXA-48 que, al presentar un tasa de
hidrolisis baja para los carbapenemes no suelen detectarse en la gran mayoria de
los medios comercializados utilizados para el cribado de carbapenemasas. Desde
hace poco tiempo un nuevo medio de cribado ha sido disefiado por Nordmann y
colaboradores: el medio “SUPERCARBA” todavia no comercializado pero con una

muy buena sensibilidad también para la deteccion de OXA-48 (Girlich et al. 2013).

Tests de deteccion fenotipicos

Este tipo de test busca mediante una metodologia simple una deteccion lo
suficientemente especifica como para poder asegurar la presencia de una
carbapenemasa, si bien todo resultado debe de ser confirmado siempre por
técnicas moleculares. Dos tipos de test han sido los mas utilizados hasta la fecha:
el test de Hodge modificado y la deteccion basada en las inhibiciones por ciertos

compuestos de las diferentes clases de enzimas.
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X/

» TEST DE HODGE MODIFICADO (Lee et al. 2001)

Este ensayo se basa en la sensibilidad a un determinado carbapenem que
muestra la cepa de Escherichia coli ATCC 25922, que se siembra en césped en
una placa de Muller-Hinton, y cuyo halo de inhibicién alrededor del disco se ve
disminuido en presencia de una estria de una cepa productora de
carbapenemasa. La carbapenemasa es producida y secretada al medio
extracelular, permitiendo el crecimiento, en las proximidades de la estria, de la
cepa sensible de Escherichia coli, lo que da lugar a la deformacion del halo. Si
bien este test es simple y barato, tiene una alta tasa de falsos positivos (cepas
productoras de BLEE's junto con perdida de porinas) y falsos negativos (sobre
todo NDM) (Doyle et al. 2012). Ademas este test requiere por lo menos 24h de
incubacion y no diferencia el tipo de carbapenemasa, por lo que parece obvio que
este test no deberia de seguir usandose. Sin embargo es el método propuesto por
el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para detectar una posible

carbapenemasa.
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Figura 1 Test de Hodge modificado

< METODOS BASADOS EN LA INHIBICION

Existen diferentes técnicas pero todas se basan en las diferentes propiedades de
las enzimas. Los formatos mas utilizados son el “Double Disc Synergy Test’

(DDST) y el “Combined Double Disc Synergy Test” (CDDST).

El DDST usa un disco de un 3 -lactamico puesto cerca de un disco con una
determinada carga de un inhibidor (EDTA, clavulanico/borénico, cloxacilina ...). La
observacion de algun tipo de sinergia (fig. 2) con las diferentes combinaciones
permite suponer la presencia de un determinado tipo de enzima con bastante
fiabilidad. Segun el tipo de enzima se debe utilizar un determinado (-lactamico

junto con un determinado inhibidor.
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Asi pues, para la deteccion de MBLs (metalo-B-lactamasas) suele usarse
ceftazidima o imipenem y EDTA o ADP (acido dipicolinico) como inhibidor,

presentando todos buenas sensibilidades y especificidades.

En el caso de las carbapenemasas de clase A, las recomendaciones son usar
meropenem junto con APB (acido fenilboronico), sin embargo, podrian aparecer
problemas de especificidad con cepas resistentes a carbapenemes por
hiperproduccion de cefalosporinasas tipo AmpC junto con una perdida de porinas
ya que este tipo de enzima también se ve inhibida por el APB. Para evitar este
problema, se propuso realizar en paralelo el mismo test pero utilizando en vez de
APB, cloxacilina (inhibidor especifico de cefalosporinasas) lo que permite deducir
que, si se observa una sinergia en los dos casos estariamos ante una

hiperproduccion de una cefalosporinasa. (Giske et al. 2011)

El CDDST en cambio se basa en comparar la diferencia de las zonas de inhibicién
entre un disco con el B-lactamico y los mismos discos potenciados con diferentes

inhibidores (fig. 3).

Los dos formatos presentan buenas sensibilidades pero el mas utilizado y el que
recomienda el EUCAST es la técnica de CDDST debido a que la interpretacion del

DDST es a veces bastante subjetiva.
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Figura 2 Diferentes tipos de sinergia? mediante DDST

a b
c d

Figura 3 CDDST en una cepa productora de metalo-B-lactamasas

2 a) sinergia en forma de bastén; b) sinergia con forma ovalada; c) sinergia con forma de globo; d)
sinergia en embudo
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< DETECCION DIRECTA DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA

A diferencia de las técnicas moleculares, que sélo son capaces de detectar
enzimas ya conocidas, este tipo de ensayo permite detectar nuevos tipos de
enzimas, por lo que a pesar de no ser considerados la técnica de referencia
deberian de estar presentes en cualquier laboratorio que quiera detectar este tipo

de enzimas.

Tanto es asi que la deteccion por espectrofotometria de la hidrélisis del imipenem
se propuso en su dia como técnica de referencia (Cornaglia et al. 2007). Esta
técnica consiste en preparar un extracto bacteriano por sonicacion al cual se le
afiade un buffer que contiene imipenem, la hidrélisis del anillo B-lactamico se
determina mediante la modificacion de la absorbancia del compuesto. Esta técnica
que presenta una sensibilidad (Bernabeu et al. 2012) estupenda no es muy

utilizada debido a la complejidad del ensayo.

Probablemente, la técnica mas simple y barata, que a su vez presenta muy
buenas sensibilidades y especificidades, es un test colorimétrico (CARBA NP)
que se basa en un cambio de color de un indicador de pH (rojo fenol) al
acidificarse el medio cuando se produce la hidrélisis del compuesto B-lactamico
(Dortet et al. 2012). Este test también permite la clasificacion preliminar de la
clase de carbapenemasa mediante el uso de tazobactam y EDTA como

inhibidores, sin embargo, este test podria presentar ciertas deficiencias en la
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deteccidon de cepas productoras de enzimas con baja actividad hidrolitica frente al

imipenem como pueden ser las OXA-48 (Tijet et al. 2013).

Biologia molecular

Las técnicas de biologia molecular siguen siendo a dia de hoy la técnica de
referencia para la identificacion precisa de los genes responsables de la

produccion de carbapenemasas.

Las técnicas mas utilizadas se basan en una Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y pueden ir seguidas de una secuenciacion completa de la

region codificante para poder identificar el tipo de variante.

A pesar del creciente interés por la deteccidn de estos mecanismos de resistencia,
estas PCRs suelen ser caseras ya que las PCRs que hay comercializadas aun
presentan un coste muy elevado. Estas técnicas son muy rapidas, por lo que
cuando se sospecha la presencia de una carbapenemasa, la manera mas rapida
de confirmarlo es mediante una PCR, si bien hay que tener en cuenta uno de los
mayores defectos de esta técnica que es que solo detecta genes ya conocidos por
lo que genes todavia no descritos pasarian desapercibidos. En una revision
publicada por Bush y colaboradores, podemos encontrar una lista de primers
publicados para la deteccion de todas las familias y subgrupos descritos hasta la

fecha (Queenan and Bush 2007).
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Carbapenemasas en Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patégenos mas implicados en
neumonias en pacientes inmunodeprimidos, de hecho, los pacientes
neutropénicos y bajo ventilacion mecanica presentan una tasas de mortalidad

superior a 30 %.

Pseudomonas aeruginosa presenta una resistencia intrinseca a la gran mayoria
de B-lactamicos resultante de su elevada impermeabilidad y de la produccion de
una cefalosporinasa cromosomica, sin embargo es sensible a imipenem,
meropenem y doripenem de ahi la importancia de conservar la actividad de estas

moléculas.

La resistencia a carbapenemes suele ser la suma de varios mecanismos:
impermeabilidad, bombas de expulsion, (B-lactamasas (Strateva and Yordanov
2009). De estos mecanismos la modificacion o perdida de la porina D2 es el

principal mecanismo de resistencia al imipenem.

A lo largo de los ultimos 10 afios Pseudomonas aeruginosa no ha sido una
excepcion respecto a la diseminacion de las carbapenemasas. Principalmente se

han descrito carbapenemasas de clase A y clase B.
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Epidemiologia

% EXTRANJERO

Dentro de las carbapenemasas de clase A, dos tipos se han descrito en
Pseudomonas aeruginosa: por un lado GES-2 y GES-5 que en realidad son
BLEEs con actividad sobre los carbapenemes y que fueron descritas en Sudafrica
(Poirel et al. 2001; Labuschagne et al. 2008), ambas de codificacion plasmidica en
el seno de integrones. La otra familia de clase A descrita en Pseudomonas
aeruginosa son las KPC, y en concreto KPC-2 en Colombia (Villegas et al. 2007) y
KPC-5 en Puerto Rico (Wolter et al. 2009) y en ambos casos con una localizacion

plasmidica.

Pero si algo es caracteristico en Pseudomonas aeruginosa es su asociacion con
las carbapenemasas de clase B. La sintesis de estas enzimas suele aportar
resistencias a imipenem, meropenem, o doripenem pero también a otros B-
lactamicos como piperacilina, ceftazidima o cefepime pero no a aztreonam. En
este grupo destacan las IMP y las VIM por ser las mas extendidas, relacionandose
la mayoria de las veces con brotes nosocomiales. Se han descrito por todo el
mundo pero con mayor predominio en la regién del sudeste asiatico. Las VIM por
su parte se detectaron por primera vez en Verona (ltalia) por lo que no es de
extrafiar que sean las que mas se detectan en Europa y concretamente la VIM-2
(Walsh et al. 2005). Este tipo de carbapenemasas son especialmente relevantes

en el sur de Europa (ltalia y Grecia).

46

Yannick Hoyos Mallecot



INTRODUCCION

Por ultimo, las carbapenemasas de Clase D, cuya unica enzima transferible
detectada en Pseudomonas aeruginosa es OXA-40 (Sevillano et al. 2009) y desde
luego con una accidn bastante modesta sobre los carbapenemes, aunque siempre
superior al efecto practicamente nulo sobre las cefalosporinas de espectro

extendido.

< ESPANA

Aunque la prevalencia de cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras de
carbapenemasa en Espaina es todavia bastante moderada comparada con la de
otros paises, su deteccion ha dejado ya de ser un hecho infrecuente. La primera
deteccion de una carbapenemasa adquirida por Pseudomonas aeruginosa en
nuestro pais (en concreto, VIM-2) se dio en una cepa perteneciente a un estudio
retrospectivo en cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a ceftazidima e
imipenem procedentes del Hospital de Sant Pau de Barcelona (Prats et al. 2002).
En 2007 se describio el primer brote epidémico (también por una cepa productora
de VIM-2) en el Hospital de Bellvitge (Barcelona), que afectd a 34 pacientes en un
periodo de aproximadamente 2 afos (Pefna et al. 2007). También en el afio 2007,
se publicd el primer estudio multicéntrico nacional de epidemiologia molecular y
mecanismos de resistencia a las carbapenemes en el que se analizaron 236
cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas en noviembre de 2003 (Gutiérrez et
al. 2007). No obstante, sélo una cepa (0,4%) fue productora de carbapenemasa

(VIM-2).
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Finalmente, cabe destacar la descripcibn en nuestro pais de una cepa de
Pseudomonas aeruginosa productora de una carbapenemasa de clase A (GES-5)

(Viedma et al. 2009).

Deteccion

Cribado

Al contrario de lo que ocurre generalmente en las enterobacterias, la produccion
de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa suele conferir resistencia de
alto nivel a los carbapenemes, debido principalmente a su mayor resistencia
intrinseca, determinada por la produccion de la cefalosporinasa inducible AmpC, la
expresion basal de bombas de expulsion (sobre todo MexAB-OprM) y la menor
permeabilidad de su membrana externa. En este sentido, la CMI del imipenem y
del meropenem generalmente estan en el intervalo de 8 a > 128 pg/ml en las
cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa portadoras de MBL (Queenan and
Bush 2007). Por lo tanto, el primer condicionante para pensar en la presencia de
carbapenemasas es que la cepa no sea sensible a los carbapenemes. Esto es, sin
duda, una ventaja respecto a las enterobacterias, en las que la CMI de los
carbapenemes en cepas productoras de carbapenemasas se situan

frecuentemente por debajo de los puntos de corte.

El principal reto de la deteccion de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa

no es la falta de sensibilidad del cribado por CMI de carbapenemes, sino su
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especificidad extremadamente baja, ya que actualmente es mucho mas habitual la
resistencia a carbapenemes por mecanismos mutacionales que la mediada por
carbapenemasas. Esta seria por consiguiente, una clara desventaja en
comparacion con las enterobacterias, en las que la contribucion de los
mecanismos de resistencia mutacionales a la resistencia a los carbapenemes es
infinitamente menor. Es por lo tanto, necesario acotar mas el cribado de las cepas
productoras de carbapenemasas, antes de pasar a los ensayos especificos de
deteccion, con datos adicionales de sensibilidad. En sintesis, deben considerarse
posibles candidatas a la produccion de carbapenemasas las cepas que sean
intermedias/resistentes al imipenem o al meropenem, y que ademas sean I/R a
ceftazidima, cefepime o piperacilina- tazobactam. Aun asi, la explicacion mas
comun sera la combinacion de varios mecanismos cromosomicos (con frecuencia,
inactivacion de OprD mas hiperproduccion de AmpC o MexAB-OprM), aunque, en
este contexto, la sensibilidad al aztreonam apuntaria hacia la presencia de una
MBL. No obstante, la resistencia fenotipica a este farmaco no descarta en
absoluto la presencia de una MBL, ya que no es infrecuente que exista
adicionalmente resistencia cromosdémica a este antibiotico en cepas productoras

de MBL.

En cualquier caso, después del cribado por patrén de sensibilidad es siempre
necesario utilizar ensayos fenotipicos, bioquimicos o genéticos para constatar la

presencia de carbapenemasas.
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Tests de deteccion fenotipicos

Una primera técnica fenotipica para detectar la presencia de carbapenemasas
adquiridas, aunque no permite discriminar la clase (A, B o D), es el test modificado
de Hodge (Lee et al. 2001, 2003), que si bien se utiliza con mas frecuencia en

enterobacterias, también puede ser util en Pseudomonas aeruginosa.

En un estudio, Test de Hodge Modificado fue menos eficaz que la de la CDDST
con imipenem y EDTA, de tal manera que, de un total de 52 cepas de
Pseudomonas productoras de MBL, la primera identific6 como positivas sélo a 34,
mientras que las 18 restantes dieron resultados ambiguos. Ademas, se obtuvieron
resultados ambiguos en nueve cepas mas, no productoras de carbapenemasa,
qgue podrian haber sido interpretadas como falsos positivos. En cambio, la CDDST
no dio ningun falso positivo e identificd correctamente las 52 cepas portadoras de
MBL (Lee et al. 2001). Por lo que parece evidente que, una vez mas, las sinergias

con inhibidores superan de largo al test de Hodge modificado.

Deteccidn directa de la actividad enzimatica y biologia

molecular.

La deteccidn de la actividad enzimatica y la biologia molecular son técnicas que se
basan en las caracteristicas de la enzima y en los genes que la codifican por lo

qgue no cabe esperar diferencias respecto a lo descrito par a las enterobacterias.
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Tratamiento

Respecto al tratamiento de este tipo de infecciones, este suele verse restringido al
uso de aminoglucésidos, colistina, tigeciclina o fosfomicina. Pero el dato mas
preocupante es que, aun presentando un perfil de sensibilidad a carbapenemes
podria haber un fracaso terapéutico con el uso de éstos, si hay una
carbapenemasa implicada (Wiskirchen et al. 2014) lo que sugiere que para ciertas
enzimas el perfil genético predeciria mejor la actividad de los carbapenemes que
su perfil fenotipico, por eso, cada vez, se plantea mas la posibilidad de
tratamientos combinados para tratar este tipo de infecciones. Ademas si
extrapolamos este dato a los casos de una sepsis en la que la instauracién de un
régimen adecuado en las primeras horas es un factor importantisimo de
supervivencia (Kumar et al. 2006), hace que este problema sea aun mas

dramatico. (Fig. 4)

51

Yannick Hoyos Mallecot



INTRODUCCION

Figura 4 Relacion entre el tiempo transcurrido desde el inicio de un

tratamiento adecuado y la tasa de supervivencia en caso de shock séptico’
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® Kumar A, Roberts D, Wood KE, Light B, Parrillo JE, Sharma S, et al. Duration of hypotension
before initiation of effective antimicrobial therapy is the critical determinant of survival in human
septic shock™: Crit Care Med. 2006 Jun;34(6):1589-96.
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La espectrometria de masas en microbiologia clinica

Los laboratorios de microbiologia estan experimentando una revolucion gracias al
uso de la espectrometria de masas “Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
Time Of Flight” (MALDI-TOF MS). La obtencidon de un espectro caracteristico o
"huella espectral" de una especie dada es la base de la utilizacion de la
espectrometria de masas en la identificacidn bacteriana lo cual supone una
verdadera revolucién en el laboratorio de Microbiologia Clinica. Como su nombre
indica, la espectrometria de masas consiste en separar e identificar moléculas
segun su masa y su carga, sus aplicaciones son numerosas y abarcan muchos
campos (analisis de péptidos en biotecnologia, analisis de farmacos en
farmacologia, analisis de muestras ambientales...). El principio de esta medicion
se basa en la posibilidad de un flujo de iones de ser desviado por un campo
eléctrico y/o magnético, siendo estas trayectorias proporcionales a la masa vy la
carga de cada uno de los iones. Este principio requiere que las moléculas y los
atomos de una muestra sean transformados en iones en fase gaseosa, antes del
analisis por el espectrometro de masas. Un espectrometro de masas tiene siempre
una fuente de ionizacion para permitir el paso al estado gaseoso de la muestra y la
ionizacion de las moléculas, un analizador que permite la separacion de los iones
en funcion de su masa/carga (m/z), un detector que permite la deteccién de los

iones y proporciona una sefial eléctrica proporcional el numero de iones
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detectados, y, finalmente, un sistema de informatico de procesamiento de la sefial

para visualizar los espectros.

El primer espectrometro de masas fue diseiado por Francis William Aston en 1922
y con él consiguié demostrar la presencia de isotopos separandolos en funcion de
su masa/carga (Aston 1933). Durante todo el siglo 20, la espectrometria de masas
ha ido teniendo cada vez mas relevancia, sobre todo en el campo de la protedmica
y gracias a ello, se han ido desarrollando nuevas técnicas de ionizacion y

separacion de iones.

No fue hasta los afios 80 cuando aparecio el concepto de MALDI-TOF MS. En esa
época, la ionizacion se hacia sobre moléculas con una masa no superior a 1.500
Dalton y desde luego parecia impensable ionizar moléculas de mas de 10.000
Dalton ya que eran demasiado fragiles y se fragmentarian al intentar ionizarlas. En
1988, Koichi Tanaka demostro que se podia ionizar la lisozima (14.300 Dalton)
cuando la muestra se mezclaba con un solucién compuesta por polvo metalico
ultra fino y glicerol (Tanaka et al. 1988), En la misma época Michael Karas y
Franz Hillenkamp consiguieron ionizar la albumina (66.600 Dalton) (Karas and
Hillenkamp 1988). Gracias a ello, estos tres cientificos comparten el premio nobel
de quimica 2002 por la puesta a punto de la espectrometria de masas MALDI-

TOF para el analisis de biomoléculas.
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Espectrometria de masas MALDI-TOF

Fundamento

La ionizacion suave es la fase fundamental para la identificacion bacteriana, ya
que permite el analisis de macromoléculas como las proteinas pudiendo llegar a
tamanos de 100 kDa. La técnica MALDI consiste en depositar en un soporte (placa
metalica) una mezcla de una solucién organica saturada en cristales (matriz) con
la muestra a estudiar. En microbiologia esta muestra suele ser una colonia
bacteriana o fungica que se deposita directamente sobre la tarjeta metalica a la
cual se le anade la matriz; estos dos compuestos cristalizan como consecuencia
de la evaporacion de los solventes de la matriz, quedando asi la muestra atrapada
dentro de la matriz. La placa es introducida en el espectrometro de masas en el
cual un laser (generalmente de nitrégeno) incide sobre la mezcla muestra-matriz.
Este fendmeno se repite multiples veces con el fin de maximizar el proceso de

ionizacion.

La matriz es la clave de este proceso, ella es la responsable de absorber la
energia del laser que facilita la desorcién (mecanismo por el cual la muestra pasa
al estado gaseoso) de los iones de la mezcla. Durante este proceso se produce
una transferencia de iones entre las moléculas de la matriz y las de la muestra

para acabar formandose iones generalmente mono cargados.
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Concepto TOF y descripcion de MALDI-TOF

La técnica de ionizacion MALDI puede estar asociada a la tecnologia TOF (Time
Of Flight), formando la tecnologia MALDI-TOF que, a dia de hoy, es la unica que
se utiliza en los laboratorios de microbiologia clinica para la identificaciéon de
microorganismos. Al asociar estas dos técnicas, los iones previamente generados
al incidir el laser sobre la mezcla son introducidos en “ tubo de vuelo” y retenidos
momentaneamente hasta la aplicacion de una aceleracion por impulso eléctrico. A
continuacion, las proteinas ionizadas pasan a la zona del tubo donde se aplica un
vacio constante de manera que “vuelan” hasta un detector situado en el otro
extremo. Este tiempo de vuelo de los iones es inversamente proporcional a su
masa de tal manera que los iones que tengan una masa elevada tardaran mas
tiempo en llegar al detector. Al final de este “tubo de vuelo® se encuentra un
multiplicador de electrones que amplifica la sefal y la transmite a un sistema
informatico. Esta informacidn es analizada por un analizador de masas y
expresada en forma de cociente m/z , este valor electrodinamico permite generar
un espectro. Este sistema puede detectar moléculas con una concentracion del
orden de fentomoles (10™"°mol/l) pero con una limitacién : una baja resolucién para
las moléculas de alto peso molecular lo cual hace que algunos iones con una

cinética diferente puedan tener un mismo cociente m/z.
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Matriz

Las matrices mas utilizadas son el DHB (acido 2,5 dihydroxibenzoico), el acido
sinapinico y el HCCA (acido a-Cyano-4-hydroxycinnamico). Estas matrices son
disueltas en un solvente organico compuesto por agua, etanol, acetonitrilo y acido
trifluoroacético de manera que la muestra a estudiar pueda disolverse en esta
mezcla. Las substancias hidrofobas de la muestra tendran afinidad por el
acetonitrilo mientras que las hidréfilas lo haran por el agua. Después de mezclar
estas dos substancias se deja secar al aire libre, de manera que el solvente se

evapore y nada mas quede la matriz cristalizada y la muestra en su interior.

Las matrices utilizadas deben de reunir ciertos requisitos:

» Deben de poderse mezclar con agua y con solventes organicos.

» Deben de ser lo suficientemente grandes como para no evaporarse durante
la preparacion de la muestra.

» Deben de ser lo suficientemente pequefios como para tener una buena
volatilidad y vaporizarse bajo la accion de un rayo laser.

» Deben de ser acidos para poder transmitir protones a la muestra y asi
poder ionizarla.

» Deben de ser compuestos aromaticos para asi poder absorber los rayos

ultravioletas del laser.
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El espectro

Los datos almacenados son procesados con el fin de visualizarlos en forma de
espectro en el que cada pico corresponde a un tipo de molécula. En el eje de las
ordenadas se representa la intensidad relativa de la sefal, ,mientras que en el eje

de las abscisas se indica la talla de la molécula en Dalton.

Figura 5 Esquema general del funcionamiento de un espectrémetro de

masas MALDI-TOF*

MS Detector A
(Mass to charge (m/z) ratio) -

Neutral field -
[Dfifﬂ TOF 0.00 -

513 1013
/’\ MS Profile
. (match to database)
T\Il »
Electrostatic field 8
(Acceleration) 2 jeire R
© 090 00000
o090 (-0 - - - - I -
; g b coooO\;oooOOOOC o g o o
L B L BN BT - - ,
0 000 0O00CO0O0ODO0QDO0OOCO : :
ol ol ol R R Protein and Matrix
0 O OD0OO0ODODODODOOODO
0 O 00 00000O0CO0OCODO
%0 0 0O OO OO O O0OO0OOCGO

* Clark AE, Kaleta EJ, Arora A, Wolk DM. Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry: a fundamental shift in the routine practice of clinical microbiology. Clin Microbiol
Rev. 2013 Jul;26(3):547-603
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Sistemas y bases de datos disponibles

Dentro de los fabricantes de espectrometros de masas, existen dos sistemas
MALDI-TOF disefiados para su uso en microbiologia, uno comercializado por
Bruker y el otro por Biomerieux. Cada equipo incluye un software de manipulacion,
una base de datos ya creada y un sistema experto responsable de la correcta
identificacion. La identificacion de un determinado microorganismo se basa en el

analisis del espectro generado y es en esto en lo que difieren los dos sistemas.

% BRUKER

El Software propuesto por Bruker se llama Biotyper y es capaz de identificar
bacterias, Micobacterias y hongos. En este sistema los espectros obtenidos son
comparados con una base de datos generada mediante multiples repeticiones

sobre cepas de referencia.

Una puntuacion basada en las masas identificadas y su intensidad es utilizada
para la emision de los resultados de tal manera que una puntuacién entre 2,33 y 3
es equivalente a una identificacidon muy probable a nivel de especie; entre 2 'y 2,32
como una buena identificacion a nivel de genero y probablemente a nivel de
especie; entre 1,7 y 1,999 como identificacion probable de genero mientras que

puntuaciones inferiores a 1,699 suponen la no identificacion de la muestra.
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% BIOMERIEUX

Vitek—-MS es el software propuesto por Biomerieux. Este sistema difiere del
anterior en la presentacion de los resultados que se expresa en porcentajes de
concordancia de tal manera que porcentajes situados entre un 60% y un 100%
significan que la identificacion es fiable, mientras que un porcentaje inferior al 60%
implica una baja correlacion por lo que el sistema nos da a elegir entre varias

identificaciones posibles.
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Avplicaciones en microbiologia clinica

Su rapida expansion dentro de los laboratorios de microbiologia clinica va
acompanada de un elevado interés por intentar desarrollar nuevas utilidades como
la identificacidon de microorganismos directamente de muestra clinicas sin cultivo
previo (Ferreira et al. 2010, 2011a, 2011b), la deteccibn de mecanismos de
resistencia o el estudio de relaciones entre microorganismos mediante el analisis
de su perfil proteico (Burckhardt et al. 2009; Mencacci et al. 2012), este ultima

aplicacion con resultados muy dispares (Spinali et al. 2014).

< DETECCION DE MECANISMOS DE RESISTENCIA

Aunque la rapida identificacion de los microorganismos con la técnica MALDI-TOF
permite mejorar el tratamiento empirico, la rapida determinacion de las
sensibilidades a las diferentes antibidticos sigue siendo la variable que mas
condiciona un buen manejo terapéutico del paciente. Cierto es que la identificacion
de las bacterias responsable de la infeccidbn permite acotar el tratamiento en
funcion de los perfiles de resistencia de las especies implicadas pero no supone
una ciencia exacta. La espectrometria de masas es una metodologia que permite
analizar las proteinas bacterianas por o que no es descabellado pensar que se
pueda utilizar para caracterizar las enzimas responsables de los diferentes

mecanismos de resistencia. En esta linea varios han sido los trabajos publicados
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(Edwards-Jones et al. 2000; Wybo et al. 2011; Griffin et al. 2012) aunque debido a

su complejidad no son utilizados en la rutina diaria.

Una opcion mas simple y mas viable dentro de los laboratorios de microbiologia
clinica es detectar los productos de degradacion de los antibiéticos debido a un
determinado mecanismo de resistencia, en 2012 el grupo de Hooff presenté un
trabajo en el cual detectaban la presencia de una -lactamasa tipo TEM-1 en una
cepa de Escherichia coli (Hooff et al. 2012). Para ello, incubaron esta cepa en una
solucion de ampicilina de manera que, después de esta incubacion, se produjo un
cambio en el peso molecular de la ampicilina debido a la hidrdlisis de esta por la 3-
lactamasa; este cambio de masa, al ser sobre una molécula de bajo peso
molecular, es facilmente detectable lo que hace que esta técnica sea viable en

rutina.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Tres factores explican la alarma creada ante este tipo de microorganismos:

» Su elevada diseminacion por transferencia a través de plasmidos. Es
inevitable la comparacion con la evolucién de las cepas productores de
CTX-M en la ultima década (Fig. 6)

» La extrema dificultad para detectar este tipo de mecanismos de resistencia.

» La posibilidad de fracaso terapéutico usando carbapenemes si hay alguna
carbapenemasa implicada ( aunque la cepa en cuestion sea sensible a

carbapenemes en el antibiograma).

Parece evidente que, tanto a nivel epidemiolégico como a nivel clinico, es
necesario la puesta a punto de nuevos métodos de diagnostico rapidos y fiables
para la deteccion de cepas productoras de carbapenemasas con el fin de

optimizar el tratamiento y de limitar la difusion de este tipo de enzimas.
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Figura 6 ECDC. EARSS annual report from the European Surveillance
System 2005 y 2012. Proporcion de Klebsiella pneumoniae aislados de

muestras invasivas resistentes a cefalosporinas de tercera generacion

a Proportion of 3rd gen. cephalosporins Resistant (R) @ Proportion of 3rd gen. cephalosporins Resistant (R)
ecoc  Klebsiella p iae Isolates in Participating ecdc Klebsiella p i lates in Participating
=== Countries in 2005 === Countries in 2012

Basandonos en la posibilidad de detectar indirectamente la hidrolisis enzimatica
producida sobre los anillos B-lactamicos (fig. 7), nuestro trabajo fue poner a punto
esta metodologia para poder aplicarla a la deteccion de carbapenemasas, con los

siguientes objetivos generales y especificos:
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Figura 7 Incorporacion de una molécula de H20 tras la hidrolisis del anillo 3-

lactamico por parte de la enzima y su monitorizaciéon mediante MALDI-TOF
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General

» Disefar un método basado en la tecnologia MALDI-TOF MS para poder
identificar los microorganismos productores de carbapenemasas

directamente de hemocultivos positivos.

Especificos

» Disefar una metodologia para la deteccién de carbapenemasas mediante
MALDI-TOF MS.

» Validacion prospectiva y estudio de incidencia.

> l|dentificar los microorganismos directamente de los frascos de hemocultivo
positivos mediante lisis-centrifugacion y MALDI-TOF MS.

» Detectar de carbapenemasas directamente desde los hemocultivos

positivos mediante MALDI-TOF MS.
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E hsayo de hidrélisis mediante MALDI-TOF

Listado de cepas

Todas las cepas fueron aisladas de muestras clinicas y pertenecen a la coleccion
de nuestro laboratorio, todas fueron caracterizadas previamente a nivel molecular

(anexo 1). La cepa Escherichia coli ATCC 25922 se utiliz6 como control negativo.

» Cepas no productoras de carbapenemasas:
o Enterobacterias (n = 29)
o Pseudomonas aeruginosa (n=20)
» Cepas productoras de carbapenemasas:
o Enterobacterias [n=6 (2 IMP, 3 VIM y 1 KPC)]

o Pseudomonas aeruginosa [n =8 (7 VIMy 1 IMP)]
Protocolo de trabajo

Para el ensayo de hidrdlisis mediante MALDI-TOF MS, se parti¢ de cultivos de 18-
24h en agar Muller-Hinton con los cuales se realiz6 una suspension lechosa en
tubos eppendorf con una solucion de ertapenem 0,25 mg/ml (Invanz, Merck Sharp

& Dohme, NJ) diluido en un buffer de reaccion (20 mmol/l Tris-HCI, 0,01% sodium
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dodecyl sulfate, pH 7.0). Esta suspension se incubo durante 4 horas en agitacion a
37°C. Pasadas estas cuatro horas, se centrifugaron los eppendorf (2 min a 12000
g) y finalmente se depositd un microlitro del sobrenadante junto con un microlitro

de matriz HCCA (10 mg/ml).

Obtencion y analisis de los espectros

Para la obtencidn de los espectros (Fig. 8) se utilizé un aparato microflex, con el
programa flexcontrol optimizado para detectar moléculas de bajo peso molecular.

Para el analisis de los espectros se utilizo el programa flexanalisis (anexo 1)
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Figura 8 Espectro del ensayo de hidrélisis®
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® Espectro del ensayo de hidrdlisis (ertapenem) con E.coli ATCC 25922 y con cepas productoras
de carbapenemasas (IMP, KPC, VIM). Los picos correspondientes a las formas no hidrolizadas del
ertapenem estan indicadas mediante flechas .

[M + H] : pico del ertapenem

[M + Na]’: pico del aducto formado con una molécula de sodio

[M + 2Na]": pico del aducto formado con dos moléculas de sodio

[Mhydr./decarb. + H]* : pico de la forma hidrolizada y descarboxilada

[Mhydr + H]": pico de la forma hidrolizada

[Mhydr./decarb. + NaJ": pico del aducto de la forma hidrolizada junto con una molécula de sodio.
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Validacién prospectiva y estudio de incidencia

Material biolégico

Todos los aislados se trabajaron en el contexto de la rutina de nuestro laboratorio.
Para ello, las muestras clinicas fueron valoradas segun los criterios establecidos
en nuestro laboratorio. El antibiograma se realizé mediante el sistema MicroScan
(Siemens Healthcare Diagnostics, West Sacramento, CA) y/o mediante
disco/difusion, y la identificacion se realizd mediante MALDI-TOF MS (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania). Los resultados de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) se interpretaron segun los criterios del Clinical and Laboratory

Standars Institute (CLSI) (CLSI 2013).

Para la validacion de la técnica de hidrolisis mediante MALDI-TOF MS vy el estudio
de incidencia se estudiaron las cepas que se aislaron de muestras clinicas durante

5 meses (21-01-2013 y el 21-06-2013) y que cumplieron los siguientes requisitos:

< ENTEROBACTERIAS

Se siguieron las recomendaciones de cribado establecidas en el documento de

deteccidon de mecanismos de resistencia de EUCAST.
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http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Resistance_mecha

nisms/EUCAST _detection_of resistance_mechanisms_v1.0 _20131211.pdf

» halos < 25 mm para meropenem y/o CMI >0,125 mg/l para ertapenem
y/o >1 mg/l para imipenem.
o Excepciones: Géneros Proteus/ProvidencialMorganella SOLO se
valora meropenem y ertapenem. Género Enterobacter SOLO se

valora imipenem y meropenem.

% PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Se siguieron las recomendaciones aportadas por el grupo de Willems (Willems et
al. 2013) en el que establecen como punto de corte para el cribado una CMI =4 o
lo que es lo mismo toda cepa que no presente un perfil de sensibilidad segun los

puntos de corte clinicos propuestos por el CLSI (CLSI 2013).
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Deteccion fenotipica de carbapenemasas

Con las cepas que cumplieron los criterios anteriores se realizd la técnica de
sinergia combinada de doble disco (CDDST) descrita por Willems (Willems et al.

2013), la cual se describe a continuacion:

a. Se inocul6 una placa de agar Mueller-Hinton a partir de una suspension de
la cepa problema en solucién salina con una turbidez equivalente a un 0,5
de la escala de McFarland.

b. Se coloco discos de (se preparan afiadiendo el volumen de inhibidor
indicado en la tabla 2):

» Meropenem, meropenem + cloxacilina, meropenem + acido
fenilborénico (APB) e imipenem + EDTA para enterobacterias

» Meropenem, meropenem + cloxacilina, meropenem + acido
fenilbordénico (APB) y ceftazidima + EDTA para Pseudomonas .

c. Se Incubd a 35 + 2°C durante 16-20 horas.

d. Se midi6é en milimetros los diametros de las zonas de inhibicion completa

e. Se midio el incremento en el halo de inhibicién del carbapenem con

inhibidor respecto al del carbapenem solo.
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Tabla 2 Preparacion de los discos con sus respectivos inhibidores e

incremento de halos necesarios para considerar una sinergia

Microorganismo Enzima Disco/tableta Inhibidor [C] [V] Incremento
Acido
Clase A | MErOPEeM | feniboronico | 00MIM | 10m | > 4mm
Enterobacterias 9 Cloxaciina | 75mg/ml | 10ml | >5mm
Imipenem
Clase B (10 mg) EDTA 0,1M 10 ml >5mm
Acido
Clase A Meropenem fenilborénico 60 mg/mi 10 ml >4 mm
Pseudomonas (10 mg) —
: Cloxacilina 300 mg/ml 10 ml >3 mm
aefuginosa Ceftazidima
Clase B (30 mg) EDTA 0,1M 8 ml >5mm

Figura 9 Algoritmo de interpretacion de la técnica de sinergia combinada de

doble disco (CDDST)

CDDST

Sinergia con APB + no

Sinergia con ABP +

sinergia con cloxacilina sinergia con cloxacilina Sinergia con EDTA No sinergia
ESBL + Perdida de
Posible presencia de porinas o
Carbapenen;\asa de clase| | | AmpC + perdida de — Metalo-betalactamasa | ——{Carbapenemasa de Clase
Porinas D o bombas de expulsion
(pseudomonas)

75

Yannick Hoyos Mallecot




MATERIAL Y METODOS

Ensayo de hidrélisis mediante MALDI-TOF

Para la validacion de la técnica se realizd en paralelo esta técnica junto con la
CDDST a todas las cepas que cumplieron los criterios de cribado. La metodologia

fue estrictamente la misma utilizada en el apartado anterior.

Confirmacion molecular de carbapenemasas

La confirmacion de estas carbapenemasas se realiz6 mediante PCR multiplex
con los cebadores descritos por diferentes grupos (Mendes et al. 2007; Cole et al.
2009; Poirel et al. 2011). En el contexto de la rutina de nuestro laboratorio sélo se
realiza la confirmacion mediante PCR cuando segun el algoritmo de interpretacion
del CDDST se debe sospechar la presencia de una carbapenemasa. Pero en el
contexto de validacion de la técnica se realizé a todas las cepas que cumplieron

los criterios de cribado

Tabla 3 Primers y tamano de los amplicones

Tamano del

amplicon (pb) Referencia

Diana PRIMER

GCG TGG TTA AGG ATG AAC AC )
OXA- 48 CAT CAA GTT CAA CCC AAC CG 438 Poirel et al. 2011

VIM GTT TGG TCG CAT ATC GCAAC 382 Mendes et al. 2007

AAT GCG CAG CAC CAG GAT AG

GAA TAG RRT GGC TTA AYT CTC
IMP CCA AAC YAC TAS GTT ATC 188 Mendes et al. 2007

TCT GGA CCG CTG GGA GCT GG
KPC TGC CCG TTG ACG CCC AAT CC 399 Cole et al. 2009
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< PREPARACION DE MASTER MIX

Tabla 4 Master mix para PCR multiplex

Reactivo Cantidad (x1)
Buffer Il (con Mg®) 2,0 ul

dNTPs (10 mM) 0,4 ul

Primers F y R ( mM) 0,8 ml (por cada primer)
Taq (Kapa, 5 U/ ml) 0,1 ul

Agua hasta volumen final (20 pl)
Muestra 2 ul

< PREPARACION DE ADN MOLDE

a. Se tomo 1 colonia de medio solido y resuspendio en 100 pl de H,O
b. Se calenté 10 min a 95°C
c. Se centrifugd 5 min en ultracentrifuga

d. Se recogi6 el sobrenadante

% CONDICIONES PCR

Tabla 5 Condiciones de la PCR multiplex para genes IMP y OXA-48

IMP y OXA-48
Fase T2 (°C) T N° ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 30s 1
Desnaturalizacion 95 30s 35
Hibridacion 52 30s 35
Extensién 72 1 min 35
Extension final 72 2 min 1
Mantenimiento 4 0 -
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Tabla 6 Condiciones de la PCR multiplex para genes VIM y KPC

VIM+ KPC
Fase T2 (°C) T N° ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2m 1
Desnaturalizacion 95 30s 35
Hibridacion 60 30s 35
Extensién 72 1 min 35
Extension final 72 2 min 1
Mantenimiento 4 0 -

< DETECCION Y REVELADO DEL AMPLIFICADO

La deteccién de los amplicones se realiz6 mediante electroforesis en gel de

agarosa al 2% de los productos de amplificacion (fig. 10)

a. Preparacion las muestras:

» Se afiadio 10 yl del amplificado + 2 yl de tampon de carga

b. Preparacion del Marcador de Peso Molecular (MPM: 150-2100 pb)

» Se afiadio 4 yl del MPM + 2 ul de tampdn de carga

c. Se mezcld en una tira de parafilm ambas cantidades y cargar en los pocillos

del gel

d. Se dejo6 correr el gel a 100v durante 30 minutos aproximadamente

Yannick Hoyos Mallecot
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Figura 10 Gel con marcador de peso molecular
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Identificacién bacteriana de hemocultivos positivos

mediante lisis centrifugacién y MALDI-TOF

Durante el periodo comprendido entre febrero y abril 2012, 100 hemocultivos
(BACTEC Plus Aerobic/Anaerobic, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.)
positivos elegidos aleatoriamente se estudiaron con la técnica de MALDI-TOF y se
compararon simultdaneamente con los métodos convencionales utilizados en
nuestro laboratorio: tincion de Gram, WIDER (Francisco Soria Melguizo, S.A.,
Madrid, Espaia),Vitek (Biomerieux, Marcy L’Etoile, Francia) y MALDI-TOF de las
colonias. Para la técnica de MALDI-TOF directamente del hemocultivo se utilizo
como detergente para la lisis dodecilsulfato sédico (SDS) (fig. 11). Las muestras
se analizaron en un microflex LT system, calibrado con Bruker Bacterial Test
Standard. Para la identificacion se sumaron hasta 240 disparos en modo
automatico, el espectro resultante se import6 al software MALDI BioTyper 3.0 y se

comparo con la base de datos existente.
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Figura 11 Procedimiento esquematizado de MALDI-TOF MS directo de

hemocultivo
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Identificacién de carbapenemasas directamente del

hemocultivo

Cepas

Todas las cepas fueron aisladas de muestras clinicas y pertenecieron a la
coleccion de nuestro laboratorio. Fueron caracterizadas previamente a nivel

molecular. Se utilizaron las siguientes cepas:

» Escherichia coli ATCC 25922 como control negativo.
» Cepas no productoras de carbapenemasas:
o Enterobacterias (n = 10)
o Pseudomonas aeruginosa (n = 10)
» Cepas productoras de carbapenemasas
o Enterobacterias [n =11 (3 IMP, 4 VIM, 1 KPC y 3 OXA-48)]

o Pseudomonas aeruginosa [n =8 (6 VIMy 2 IMP)]
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Simulacion de los hemocultivos

Debido a la baja incidencia encontrada de cepas productoras de carbapenemasas
durante el estudio prospectivo, se decidié proceder a la simulacién de los

hemocultivos para poner a punto la técnica.

Para ello, se procedi6 a inocular viales de hemocultivo (BACTEC ™Plus Aerobic/F)
con 10 ml de sangre suplementado con 1 ml de una suspensién con 10-100
unidades formadoras de colonia de la cepa a estudiar. Esta suspension se realizd
mediante sucesivas diluciones en H;O partiendo de un 0,5 de McFarland.
Inmediatamente después, se introdujeron los viales en un BACTEC™ 9240 blood

culture system (BD Diagnostic System, Sparks, MD) hasta su positividad.

Procesamiento de los hemocultivos positivos

El procesamiento de los hemocultivos positivos se realizé segun muestra la

siguiente figura (fig. 12).
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Obtencion de los espectros

Para la obtencion de los espectros se utilizo un aparato microflex, con el programa
flexcontrol optimizado para la deteccion de moléculas de bajo peso molecular (ver

anexo 3).

Analisis de los espectros

Para el analisis de los espectros se utilizo el programa flexanalisis (ver anexo 3).
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Figura

12 Esquema de procesamiento mediante MALDI-TOF MS de los

hemocultivos positivos
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RESULTADOS

E nsayo de hidrélisis mediante MALDI-TOF (ver anexo 1)

Identificacién bacteriana de hemocultivos positivos

mediante lisis centrifugacién y MALDI-TOF (ver anexo 2)

Identificacién de carbapenemasas directamente del

hemocultivo (Ver anexo 3)

Validacién prospectiva y estudio de incidencia

Descripcién de las cepas

Durante el periodo establecido 65 aislados cumplieron los criterios establecidos
para la busqueda de carbapenemasas, de los cuales 31 fueron enterobacterias y

34 Pseudomonas aeruginosa.
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Descripcion segun servicio asistencial

Figura 13 Numero de aislados de Pseudomonas aeruginosa por servicio

Pseudomonas aeruginosa

15

10

O
& 6"9\ ° (}-@bo
¥
. 5}6
&

Figura 14 Numero de aislados de enterobacterias por servicio

Enterobacterias
12
10
8
6
1
2
0
RS & &@,\ I N c',@g 2
&P 2 O SRS @ S A ' 3¢
e 8 & F K& ° & &° & © &
oF & & @ S N LS
& ¥ § @ & S
& N & N >
A G ) & ,ga
& & &
Q\O < &3
@
O
&

88

Yannick Hoyos Mallecot



RESULTADOS

Descripcion segun tipo de muestra

Figura 15 Numero de aislados de Pseudomonas aeruginosa por tipo de

muestra
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Descripcion segun especies

Figura 17 Numero de cepas distribuido por especies

Cepas que cumplieron criterios de inclusion

Tan solo se aislaron 3 cepas productoras de carbapenemasas, todas de tipo VIM

(2 Enterobacter cloacae y 1 Pseudomonas aeruginosa)

Figura 18 Porcentaje de cepas productoras y no productoras de

carbapenemasas
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Resultados MALDI-TOF MS / CDDST / PCR

Pseudomonas aeruginosa

» Deteccion de la hidrdlisis por MALDI-TOF MS

La técnica de deteccion de la hidrdlisis del anillo B-lactamico mediante MALDI-TOF

MS presentd una sensibilidad y especificidad del 100%.

» Deteccion fenotipica mediante CDDST

La deteccion fenotipica utilizando la CDDST presentd una sensibilidad del 100%

pero hubieron 4 falsos positivos (2 cepas categorizadas como metalo-B-

lactamasas y 2 categorizadas como clase A cuando no lo eran).

Tabla 7 Comparacion de resultados obtenidos en Pseudomonas aeruginosa

con la técnica de sinergia combinada de doble disco (CDDST) y la técnica de

referencia (PCR)

Resultado PCR

Positivo negativo
Positivo (Verdader1o Positivo) (Falso ;ositivo)
Resultado
copst Negativo 0 29
9 (Falso Negativo) (Verdadero Negativo)
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vp

» Sensibilidad: x 100 = 100%
(VP+VN)
> Especificidad: ——~——x 100 = 87,8 %
(VN+FP)
» Valor predictivo positivo: P %100 = 20%
(VP+FP)

VN
(FN+VN)

» Valor predictivo negativo: X 100 = 100%

Enterobacterias

» Deteccion de la hidrolisis por MALDI-TOF

La técnica de deteccion de la hidrdlisis del anillo B-lactamico mediante MALDI-TOF

presento una sensibilidad y especificidad del 100%.

» Deteccion fenotipica mediante CDDST

En enterobacterias el test de CDDST presenté una sensibilidad y especificidad
aceptables si bien 9 enterobacterias no produjeron sinergia con el CDDST por lo
que la interpretacion de estas cepas fue una produccion de OXA-48 y/o ESBL +
perdida de porinas lo que supuso un 27 % de las enterobacterias estudiadas.
Todas estas cepas resultaron no tener OXA-48 cuando se realizd la confirmacion

por PCR.
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Tabla 8 Comparacion de resultados obtenidos en enterobacterias con la
técnica de sinergia combinada de doble disco (CDDST) y Ila técnica de

referencia (PCR)

Resultado PCR
Positivo negativo
Positivo 2 !
(Verdadero Positivo) (Falso Positivo)
Resultado
CDDST
Negativo 0 . 28 .
(Falso Negativo) (Verdadero Negativo)
> Sensibilidad: ——— x 100 = 100%
(VP+VN)
> Especificidad: ———x 100 = 96,5 %
(VN+FP)

» Valor predictivo positivo: P %100 = 66,6%
(VP+FP)

» Valor predictivo negativo: N %100 = 100%
(FN+VN)
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Tabla 9 Resultado de las diferentes técnicas de deteccion de carbapenemasas

en Pseudomonas aeruginosa

CEPA Especie PCR | MALDI Interpretacion CDDST
C3E®6 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C3ES8 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C3F2 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C3F3 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C3F4 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C3G7 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C3G8 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C3G9 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C3H1 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C3H2 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C3H4 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C3H6 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C3H9 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C3l4 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C315 Pseudomonas aeruginosa - - metalo-B-lactamasa
Cc3l7 Pseudomonas aeruginosa - - metalo-B-lactamasa
C4A1 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C4A2 Pseudomonas aeruginosa - - Carbapenemasa de clase A
C4A3 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C4B3 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4B4 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4C5 Pseudomonas aeruginosa | VIM + metalo-B-lactamasa
C4C7 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4D1 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C4D4 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4D6 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4D7 Pseudomonas aeruginosa - - AmpC + perdida de porinas
C4D8 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4D9 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4E2 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4E3 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4E5 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4E7 Pseudomonas aeruginosa - - Otros mecanismos
C4F3 Pseudomonas aeruginosa - - Carbapenemasa de clase A

Yannick Hoyos Mallecot
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Tabla 10 Resultado de las diferentes técnicas de deteccion de carbapenemasas

en enterobacterias

CEPA Especie PCR | MALDI '”t%%rgtggé”

C3F8 Klebsiella pneumoniae - - ESBL + perdida de porinas y/o OXA-48
C4G1 Enterobacter cloacae VIM + Metalo-f3-lactamasa

C3E7 Enterobacter cloacae - - AmpC +/- perdida de porinas
C3F1 | Enterobacter aerogenes - - AmpC +/- perdida de porinas
C3F5 Escherichia coli - - ESBL + perdida de porinas y/o OXA-48
C3F9 Escherichia coli - - ESBL + perdida de porinas y/o OXA-48
C3G2 Morganella Morganii - - AmpC +/- perdida de porinas
C3G4 | Enterobacter aerogenes - - AmpC +/- perdida de porinas
C3H3 Escherichia coli - - ESBL + perdida de porinas y/o OXA-48
C3I2 | Enterobacter aerogenes - - AmpC +/- perdida de porinas
C3I8 | Enterobacter aerogenes - - AmpC +/- perdida de porinas
C3I9 | Enterobacter aerogenes - - AmpC +/- perdida de porinas
C4A7 Enterobacter cloacae - - AmpC +/- perdida de porinas
C4A5 | Enterobacter aerogenes - - AmpC +/- perdida de porinas
C4A6 Citrobacter freundii - - AmpC +/- perdida de porinas
C4A9 Klebsiella pneumoniae - - AmpC +/- perdida de porinas
C4B1 Citrobacter freundii - - AmpC +/- perdida de porinas
C4B8 Escherichia coli - - ESBL + perdida de porinas y/o OXA-48
C4B9 Morganella Morganii - - AmpC +/- perdida de porinas
C4C2 Enterobacter cloacae - - AmpC +/- perdida de porinas
C4C3 Escherichia coli - - ESBL + perdida de porinas y/o OXA-48
C4C4 Klebsiella pneumoniae - - ESBL + perdida de porinas y/o OXA-48
C4C9 | Enterobacter aerogenes - - AmpC +/- perdida de porinas
C4D2 f:tfrrr?vgzlcltlir - - AmpC +/- perdida de porinas
C4F2 Enterobacter cloacae - - AmpC +/- perdida de porinas
C4F9 Enterobacter asburiae - - AmpC +/- perdida de porinas
C4F4 Klebsiella pneumoniae - - ESBL + perdida de porinas y/o OXA-48
C4F7 Enterobacter cloacae VIM + metalo-B-lactamasa

C4F6 Klebsiella pneumoniae - - ESBL + perdida de porinas y/o OXA-48
C4G9 Enterobacter cloacae - - Carbapenemasa de clase A
C4H3 Enterobacter cloacae - - AmpC +/- perdida de porinas

95




CONCLUSIONES




CONCLUSIONES

1. La identificacién de carbapenemasas mediante MALDI-TOF puede ser una
buena alternativa a los métodos tradicionales ya que es facil de realizar,
econdmica y con resultados en una jornada de trabajo. Su empleo, adicionando al
buffer que contiene el carbapeneme diferentes tipos de inhibidores, para detectar
la inhibicion de la hidrdlisis, puede ser de utilidad en estudios epidemiologicos y el
tratamiento dirigido. No obstante, la ausencia de interpretacion automatizada
mediante software comercial limita actualmente su empleo en la rutina

hospitalaria.

2. La validacion prospectiva de esta metodologia presenté una concordancia total
con la técnica de referencia, confirmando asi la excelente sensibilidad vy

especificidad de la misma.

3. La presencia en nuestro medio de cepas productoras de carbapenemasas en
muestras clinicas de pacientes infectados durante el periodo estudiado es baja,

en comparacion con lo descrito en otras regiones.

4. La identificacidn directa de bacilos gramnegativos en hemocultivos positivos
mediante MALDI-TOF es adaptable a la rutina diaria del laboratorio y permite
conocer la identidad del microorganismo responsable de una bacteriemia con 24
horas de antelacién, sin presentar discordancia con la identificacion mediante

pruebas fenotipicas.
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5. Tanto la deteccion de carbapenemasas como la identificacion directa de bacilos
gramnegativos desde hemocultivos positivos son totalmente compatibles vy
realizables en un protocolo unificado, con resultados en una jornada de trabajo. No
obstante, requiere personal con experiencia para su realizacion. Esto unido a la
baja frecuencia de presentacion de estas enzimas hace que su utilidad sea
debatible, aunque si su diseminacion tiene el mismo curso que las B-lactamasas

de espectro extendido se podria considerar su inclusién en la rutina
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Introduction

Abstract

We have evaluated a matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) method for the identification of
carbapenemases and for distinguishing metallo-f-lactamases (MBLs). A total
of 49 noncarbapenemase-producing and 14 carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa clinical strains, previously
characterized by PCR, were included in the study. With MALDI-TOF MS, the
presence of carbapenemases was confirmed by the detection of ertapenem
hydrolysis (lost of molecular peaks: 476-5 Da, 498-5 Da, 520-5 Da and presence
of degradation products) in the mixture of the bacteria with the antibiotic, and
classification was achieved by selective inhibition of carbapenemase activity (the
ertapenem molecular peak was maintained) with ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA). We obtained a good concordance among the results of PCR and
MALDI-TOF MS. This method appears to be simple, fast and reliable for
distinguishing in few hours different classes of carbapenemases, which can be
very useful for epidemiological studies or to establish a specific antimicrobial
therapy.

boronic acid (APB)) to differentiate among AmpC,
metallo-f-lactamases (MBLs) and Klebsiella pneumoniae

Gram-negative bacilli that are resistant to carbapenems
due to carbapenemase production represent an emerging
problem that limits available therapeutic options. Early
detection of carbapenemase production is essential to
administer appropriate treatment. Resistance to carbapen-
ems can be determined on the phenotypic level with sus-
ceptibility tests; however, many carbapenemase producers
do not confer resistance levels to carbapenems. Pheno-
typic methods for screening carbapenemase producers as
modified Hodge test and techniques that use carbapenems
in combination with different inhibitors (e.g. cloxacillin,
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) or 3-aminophenyl
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carabapenemase (KPC) are available. The drawbacks of
these phenotypic assays are a limited reliability and a
delay in results of at least 18 h (Cohen Stuart and Lever-
stein-Van Hall 2010; Giske et al. 2011). Another approach
to characterizing enzymatic mechanisms is to use molecu-
lar methods to detect specific DNA segments of these
enzymes, which are faster (results in <4 h) and offer high
sensitivity and specificity. However, their elevated specific-
ity is also a drawback, because they only detect known
enzymes; therefore, specific primers are required for each
enzyme under study, increasing the complexity and cost
of these techniques.



MALDI-TOF MS, for differentiating metallo-$-lactamases

There have been recent reports of a method that
examine f-lactamase activity using matrix-assisted laser
desorption ionization—time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) to detect f-lactam ring hydrolysis
(Burckhardt and Zimmermann 2011; Hrabak et al. 2011;
Ledeboer and Hodinka 2011); the hydrolysis degradation
product of the f-lactam antibiotic shows a molecular
mass different from that of native molecule. Moreover,
combination of the f-lactam antibiotic with clavulanic
acid (CA) and APB inhibits the hydrolysis produced by
extended-spectrum  f-lactamases (ESBLs) and KPC,
respectively, permitting their identification (Sparbier et al.
2012). The goal of the present investigation was to apply
this method that would also allow identification of MBLs
from their inhibition with EDTA, for differentiating
between metallo-beta-lactamases and other carbapenemas-
es in Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp.

Results and discussion

Ertapenem hydrolysis assay

Spectra from the hydrolysis assay after incubation of Esc-
herichia coli ATCC 25922 with ertapenem solution, at
4 h, showed the molecular peak of ertapenem [M + H]*
at 476-5 Da and peaks corresponding to adducts formed
with one sodium, [M + Na]*, at 498.5 Da and two
sodium, [M + 2Na]*, at 520-5 Da (Fig. 1a). Results of
the hydrolysis assays of the carbapenem nonsusceptible
strains, which do not produce carbapenemases (n = 49),
were analogous to those obtained with E. coli ATCC
25922.

Hydrolysis assay results for the carbapenemase-produc-
ing strains (10 VIM, 3 IMP, 1 KPC) showed no peak cor-
responding to the nonhydrolysed forms of ertapenem
(476-5 Da, 498-5 Da, 520-5 Da). We also found peaks
corresponding to the hydrolysed, decarboxylated form
[Mhpydrdecars.  H]* at 450-5 Da, the hydrolysed form
[Mpyqr + H]" at 4945 Da and the hydrolysed sodium
adduct [Mhydr./decars. T Na]* at 4725 Da.; however, the
last two were not always present (Fig. 1a).

Peak corresponding to the hydrolysed, decarboxylated
form [Mhydr,/dcmbﬂrH]+ at 450-5 Da was present in
both sensitive and resistant strains as previously described
(Burckhardt and Zimmermann 2011; Lee et al. 2013).
This finding suggests that ertapenem molecule may suffer
a spontaneous degradation.

Therefore, as previously reported (Burckhardt and
Zimmermann 2011; Sparbier et al. 2012; Lee et al. 2013),
carbapenem hydrolysis was considered positive if the
ertapenem intact molecule mass peaks (476-5 m/z, its
monosodium salt, 498-5 m/z and its disodium salt,
520-5 m/z) completely disappeared.
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EDTA Inhibition hydrolysis assay

Ethylenediaminetetraacetic acid inhibition assay results
showed peaks for the nonhydrolysed forms of ertapenem
(4765 Da, 498-5 Da and 520-5 Da) in the IMP-, VIM-
producing strains, but not in the KPC-producing strain
(Fig. 1b).

Additionally, the E. coli ATCC 25922 (used as no carb-
apenemase producer control) showed the same peaks than
the MBL strains (Fig. 1b).

A MBL-producing strain was defined as a strain with
carbapenemases that maintains at least the molecular peak
of ertapenem after inhibition with EDTA.

Based on these criteria, we obtained a good concor-
dance among the results of PCR and MALDI-TOF MS
(Table 1).

Our findings are in agreement with previous reports
that techniques based on MALDI-TOF MS offer good
reliability to detect carbapenemase-producing strains with
respect to routine methods and have the advantage of
greater speed, yielding results within two and 4 h (Burck-
hardt and Zimmermann 2011; Hrabak et al. 2011; Sparbi-
er et al. 2012).

Other researchers have used various carbapenems and
different incubation times in the hydrolysis assay. Sparbi-
er et al. (2012) used imipenem, ertapenem and merope-
nem and 3 h of incubation time; Hrabdk et al. (2011)
used meropenem and the same incubation time; Burck-
hardt et al. used ertapenem and 1, 1-5 and 2-5 h of incu-
bation. In our study, we used ertapenem because the
peaks of meropenem are not clearly visible in a spectrum
when HCCA matrix is employed.

A limitation of our study is the presence of only one
KPC, due to its low prevalence in our region. However,
our methodology shows that metal chelators such as
EDTA would not affect this type of enzymes while KPC
could be inhibited by APB as previously described (Spar-
bier et al. 2012).

From a clinical point of view, it is important to know
quickly the presence of carbapenemases; however, identifi-
cation of the type of carbapenemase involved is not so
urgent and often is relegated to reference centres due to
complexity of molecular methods and unreliability of the
phenotypic assays. With this technique, simple and reli-
able results are achieved, and given the increasing use of
MALDI-TOF MS in clinical microbiology makes this
methodology an option in any laboratory routine.

In the near future, this approach may be useful for the
early detection of mechanisms of resistance to different
antibiotics, allowing a more rapid selection of the most
effective treatment and complementing susceptibility test-
ing methods. However, we think that there is a need to
standardize protocols and validate methods based on
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Figure 1 Mass spectra of the ertapenem hydrolysis and inhibition assay. (a) MALDI-TOF MS spectra of ertapenem after hydrolysis assay with E.
coli ATCC 25922 and carbapenemase-producing strains. (b) MALDI-TOF MS spectra of ertapenem after EDTA inhibition assay with E. coli ATCC
25922 and carbapenemase-producing strains. The most representative ertapenem’s peaks are highlighted in grey. Peaks corresponding to nonhy-
drolysed form of ertapenem are indicated with arrows. Units on the y axes represent relative intensity. ‘IMP, KPC, VIM': carbapenemase-producing
strains. ‘EDTA": ethylenediaminetetraacetic acid (metallo-f-lactamases inhibitor).

MALDI-TOF MS for clinical application in further studies
with more strains and with different types and expression
levels of enzymes.

Materials and methods

Bacterial isolates

Forty-nine noncarbapenemase-producing Enterobacteria-
ceae (n =29) and Ps. aeruginosa (n = 20), and 14 carba-
penemase-producing Enterobacteriaceae [n = 6 (2 IMP, 3
VIM and 1 KPC)] and Ps. aeruginosa [n =8 (7 VIM and
1 IMP)] were included in the study. Strains were clinical
isolated from our laboratory collection (Table 1). Escheri-
chia coli ATCC 25922 was used as a carbapenemase-nega-
tive control strain.

Identification and antimicrobial susceptibility

Species identification and antibiotic susceptibility testing
were performed using the WIDER system (Francisco Soria
Melguizo S.L. Madrid). MICs of carbapenems were con-
firmed using the E-test (BioMerieux, Marcy [IEtoile,
France). Results were interpreted according to the criteria

Letters in Applied Microbiology © 2013 The Society for Applied Microbiology

of the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI
2013). All strains were resistant to at least one carbape-
nem.

Genotypic confirmation

The presence of carbapenemases was established on the
molecular level for all isolates, using multiplex real-time
PCR assay for identification of metallo-beta-lactamase-
encoding blapyp, blayry (Mendes et al. 2007) and real-
time PCR assay for detection of KPC genes (Cole et al.
2009).

MALDI-TOF MS Ertapenem hydrolysis assay

For the carbapenem hydrolysis assay, the strains were
grown for 1824 h on Mueller-Hinton agar (Francisco
Soria Melguizo. S.L. Madrid.), and a dense suspension of
the organism was prepared in Eppendorf tubes with
50 uL of a ertapenem solution 0-25 mg ml~' (Invanz,
Merck Sharp & Dohme, NJ) diluted in reaction buffer:
20 mmol 17" Tris-HCL, 0-01% sodium dodecyl sulfate
(SDS), pH 7-0; Sigma-Aldrich (Hrabdk et al. 2012). This
suspension was incubated in agitation at 37°C for 4 h.
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Table 1 Summary of the ertapenem hydrolysis/inhibition assay data
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MALDI-TOF MS
CLSI susceptibility interpretation (MIC)  hydrolysis assay
Bacterial species (no. of Molecular
Strain type isolates tested) assay Meropenem  Ertapenem Imipenem  ERT* EDTAf Result
Noncarbapenemase-  Escherichia coli ATCC 25922 ND S S S - — No Carbapenemases
producing (n=1)
strains (n = 50) Pseudomonas aeruginosa — I-R (4—>32) ND I-R (4—>32) — - No Carbapenemases
(n=29)
Escherichia coli (n = 2) - R (>4) FR(1-=2)  S(=1) - - No Carbapenemases
Klebsiella pneumoniae - I-R (2—>4) R (1->2)  S(<1) - - No Carbapenemases
(n=3)
Enterobacter cloacae (n = 15) — S R (1-=2)  I-R (2-4) - - No Carbapenemases
Carbapenemase- Klebsiella pneumoniae IMP R (>32) R (8) 1(2) + - MBL
producing (n=1)
strains (n = 14) Klebsiella oxytoca (n = 1) IMP R (4) R (8) R (4) + - MBL
Pseudomonas aeruginosa IMP R (>32) ND R (>32) + - MBL
(n="1)
Klebsiella pneumoniae VIM R (>32) R (>32) R (>32) + — MBL
(n=1)
Enterobacter cloacae (n =2) VIM R (>32) R (16) R (>32) + - MBL
Pseudomonas aeruginosa VIM R (8—>32) ND R (>32) + - MBL
(n=7)
Klebsiella pneumoniae KPC R (>32) R (>32) R (>32) + + NO MBL

(n=1)

*Ertapenem hydrolysis assay performing incubation with 50 uL of ertapenem solution 0-25 mg mi~" (Invanz, Merck Sharp & Dohme, NJ) diluted
in reaction buffer (20 mmol I Tris-HCI, 0-01% sodium dodecyl sulfate [SDS], pH 7-0; Sigma-Aldrich).
+EDTA inhibition hydrolysis assay performing incubation with 50 uL of ertapenem solution 0-25 mg ml~" supplemented with EDTA 50 mg ml~’

(Merck).

The tubes were then centrifuged for 2 min at 12000 x g.
Finally, 1 uL of the supernatant was placed directly onto
a MALDI-TOF target plate and dried at room tempera-
ture, subsequently adding 1 uL of HCCA matrix solution
(10 mg ml™" cyano-4-hydroxycinnamic acid) and drying.

MALDI-TOF MS EDTA Inhibition hydrolysis assay

The inhibition hydrolysis assay was performed using the
same procedure described for ertapenem hydrolysis assay
except that the ertapenem solution was supplemented
with EDTA 50 mg ml™".

MALDI-TOF MS measurements

Mass spectra were acquired with a Microflex LT mass
spectrometer using FLEXCONTROL 3.3 software (Bruker Dal-
tonics GmbH, Bremen, Germany), following the protocol
described by Sparbier et al. (2012). Spectra were recorded
in the positive linear mode in the mass range of 100—
1000 Da with 25-35% laser intensity; each spectrum was
the sum of 240 laser shots.

For calibration, we used an external standard (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Germany), consisting of
bradykinin (1-5) and bradykinin (1-7). The HCCA peaks

[M + H]" at 190-05 Da and [2M + H]" at 379:02 Da,
the bradykinin (1-5) peak [M + H]" at 573-31 Da and
the bradykinin (1-7) peak [M + H]" at 757-40 Da were
employed for calibration.

Data analysis

The rLEXANALYSIS 3.3 program (Bruker Daltonics GmbH)
was used for the spectrum analysis. Peaks were detected
using previously reported settings (Sparbier et al. 2012).
Briefly, spectra were smoothed (algorithm, SavitzkyGolay;
width, 0-2 m/z; cycles, 1) and baseline subtracted (algo-
rithm, TopHat). Peaks were automatically selected with
the following parameter settings: peak detection algo-
rithm: centroid; signal-to-noise threshold, 2; relative
intensity threshold, 0%; minimum intensity threshold,
100; peak width, 0-2 m/z; height, 80%; and were com-
pared with the molecular masses of ertapenem [M + H]*
at 476-5 and its salt [M + Na]* at 498-5 Da, with a toler-
ance of 0-5 m/z.
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Introduccién: La espectrometria de masas Matrix-Assisted Laser Desorption-lonisation Time-of-Flight
(MALDI-TOF) es una técnica rapida y fiable de identificacién bacteriana.
Meétodos: Se evaltia un método para identificacién directa del hemocultivo fécil, rapido de realizar y de
bajo coste.
Resultados: El porcentaje de identificaciones con puntos de corte de > 1,7 y > 1,4 para aceptable identi-
ficacién de especie y género fue del 77,5 y del 93,8%, respectivamente.
Conclusion: El buen funcionamiento, la rapidez y el bajo coste hacen que esta técnica sea apropiada y
facil de implantar en los laboratorios de microbiologia clinica.
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Bacterial identification from blood cultures by a rapid Matrix-Assisted Laser
Desorption-Ionisation Time-of-Flight mass spectrometry technique

ABSTRACT

Keywords:

Mass spectrometry

Matrix-assisted laser desorption-ionisation
time-of-flight

Bacteria identification

Blood culture

Introduction: Matrix-Assisted Laser Desorption-Ionisation Time-of-Flight (MALDI-TOF) Mass Spectrome-
try is rapid and accurate for the bacterial identification.
Methods: We have evaluated a less laborious and less time consuming method for microorganism iden-
tification directly from positive blood cultures.
Results: When we considered the scores > 1.7 and > 1.4 for acceptable identification of species and genus,
the percentage of identification was 77.5% and 93.9%, respectively.
Conclusions: This method is reliable, rapid and cost-effective for implementation in routine use in clinical
microbiology laboratories.

© 2012 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccién

convencionales, ofreciendo la posibilidad de implementar un tra-
tamiento antimicrobiano precoz mas dirigido en los pacientes con

La espectrometria de masas Matrix-Assisted Laser Desorption-
Ionisation Time-of-Flight (MALDI-TOF) ha demostrado ser una
técnica rapiday fiable para la identificacién bacteriana en los labo-
ratorios de microbiologia clinica. Su realizacién directamente a
partir de los hemocultivos positivos permite reducir considerable-
mente el tiempo de obtencién del resultado respecto a los métodos

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: xurxocabal@hotmail.com (J.J. Cabrera-Alvargonzalez).

sepsis.

Hasta la fecha se han publicado varios protocolos, algunos basa-
dos en diferentes centrifugaciones y lavados para eliminar los
eritrocitos! y otros que utilizan tubos separadores de sueroZ, ambos
seguidos de una extraccién con dcido férmico/acetonitrilo.

Bruker Daltonics (Bremen, Alemania) ha comercializado un
método, Sepsityper®, con el cual se han obtenido buenos resul-
tados de identificacién® pero que, al incluir también un paso de
extraccién, resulta laborioso cuando se utiliza en la rutina diaria
del laboratorio de microbiologia clinica.

0213-005X/$ - see front matter © 2012 Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.
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1 ml sangre

Afadir 200 ul de SDS al 5%

Vortear

Incubar durante 3-5 minutos

Centrifugar 1 min a 13200g

Decantar el sobrenadante

Resuspender el sedimento con 1ml de H20 (miliQ)
Centrifugar 1 min a 13200g

Retirar el sobrenadante

« Aplicar el sedimento en la tarjeta
«+ Afadir 1 pl de &cido férmico y dejar secar
« Anadir 1 pl de matriz (HCCA)* y dejar secar

v

MALDI-TOF MS
fingerprinting

Figura 1. Procedimiento esquematizado de MALDI-TOF directo de hemocultivo.
* HCCA: alfa-cyano-4-acido hidroxicindmico.

En un estudio realizado con la base de datos de ANDROMAS*
se ha descrito un método que permite reducir el coste y el
tiempo utilizando saponina como agente lisante de eritrocitos. Mas
recientemente, Martiny et al.> han desarrollado un procedimiento
parecido pero utilizando la base de datos de BRUKER (Biotyper), eli-
minando unade las 2 fases de lavado y sin ningtin tipo de extraccién,
mostrando buenos resultados.

El objetivo de nuestro trabajo ha sido evaluar los resultados de
las identificaciones bacterianas obtenidas con MALDI-TOF directa-
mente del hemocultivo, utilizando una modificacién de la técnica
de Martiny et al. que podria mejorar la tasa de identificaciones sin
aumentar el tiempo de realizacién.

Métodos

Durante el periodo comprendido entre febrero y abril 2012,
100 hemocultivos (BACTEC Plus Aerobic/Anaerobic, Becton Dickin-
son, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) positivos elegidos aleatoriamente
se estudiaron con la técnica de MALDI-TOF y se compararon simul-
taneamente con los métodos convencionales utilizados en nuestro
laboratorio: tincién de Gram, WIDER (Soria Melguizo, Espaiia),
Vitek (BioMerieux, Marcy L'Etoile, Francia) y MALDI-TOF de las
colonias. La técnica de MALDI-TOF directamente del hemocultivo
se realiz6 como la descrita por Martiny pero se afiadié un procedi-
miento de extraccién rapida con acido férmico® sobre la extensién
de la muestra en la tarjeta y se utiliz6 como detergente dodecilsul-
fato sédico (SDS) en lugar de saponina (fig. 1).

Las muestras se analizaron en un microflex LT system, calibrado
con Bruker Bacterial Test Standard. Para la identificacién se suma-
ron hasta 240 disparos en modo automatico, el espectro resultante

se import6 al software MALDI BioTyper 3.0y se comparé con la base
de datos existente. El analisis se realiz6 siempre por duplicado y se
retuvo el valor mas alto de las 2 determinaciones. Los resultados de
las identificaciones se clasificaron en diferentes franjas de valores
y se caracterizaron utilizando 2 tipos de puntos de corte. Por una
parte, los recomendados por los fabricantes, en donde > 2 identi-
fica como especie, entre 1,9 y 1,7 identifica como género y <1,7 no
identifica. Por otra, los basados en la experiencia de otros autores2’
que consideran que puntos de corte mas bajos (PCMB) como > 1,7
y > 1,4 son aceptables para especie y género, respectivamente, y
<1,4, «no identifica».

Resultados

De los 100 hemocultivos positivos, 2 fueron falsos positivos, los
cuales, con valores < 1,4, se clasificaron por la técnica de MALDI-TOF
como «no identifica» con ambos puntos de corte.

Los 98 restantes presentaron la siguiente distribucién: 25 baci-
los gramnegativos (BGN), 71 grampositivos (GP) y 2 levaduras. No
hubo ningtn hemocultivo polimicrobiano.

Enlatabla 1 sereflejan los microorganismos aislados y la compa-
racién de su identificacién por los métodos convencionales usados
en el laboratorio con la resultante del MALDI directo del hemocul-
tivo con sus correspondientes valores.

A pesar de retener solo el microorganismo con el valor mas
alto de las 2 determinaciones, cabe destacar que coincidieron las
identificaciones en todos los duplicados a excepcién de 7 casos
que correspondian a cepas con valor <1,4 y, por lo tanto, fueron
considerados como «no identifica».

Utilizando los puntos de corte comerciales, se identificaron
correctamente a nivel de género el 96% de los BGN y el 73,3% de
los GP, a nivel de especie el 88% de los BGN y el 35,3% de los GP, y
no se identificaron el 4% de los BGN y el 26,7% de los GP. Cuando
se utilizaron los PCMB se obtuvo identificacion correcta de género
en el 100% de los BGN y en el 93% de los GP, identificacién correcta
de especie en el 96% de BGN y el 73,3% de GP, y el 7% de los GP no
fueron identificados.

Dentro del grupo de los GP, la tnica identificacién errénea fue
un Streptococcus mitis, que se identificé como Streptococcus pneu-
moniae, un error bastante comdn debido a la gran semejanza de
estas 2 especies® y que se produjo con los 2 tipos de punto de corte.
En las dltimas actualizaciones del software ya se advierte que la
técnica no es capaz de diferenciar entre estas 2 especies, limitando
laidentificacién a S. pneumo/mitis, por lo que mas que un error debe
considerarse una limitacién de la técnica MALDI-TOF.

El Gnico anaerobio aislado, Clostridium baratii, no fue identifi-
cado. Respecto a las levaduras, solo una pudo identificarse a nivel
de género y cuando se utilizaron los PCMB.

El porcentaje total de identificaciones correctas usando los pun-
tos de corte comerciales fue de 77,5% a nivel de género, 47,9% a nivel
de especie y 22,5% no fueron identificados. Al utilizar los PCMB, las
cifras fueron del 93,9, del 77,5 y del 6,1%, respectivamente.

Discusion

Nuestro protocolo, como el descrito por Martiny, es perfec-
tamente adaptable a la rutina de trabajo en un laboratorio de
microbiologia clinica y proporciona un mayor porcentaje de iden-
tificaciones correctas que puede deberse al uso del método de
extraccién rapido con acido féormico. Saffert et al.?, combinando
SDS y una extraccién larga, obtienen resultados muy similares a los
nuestros con una serie muy semejante.

La gran diferencia entre el porcentaje de identificaciones correc-
tas entre BGN y GP es un hecho ya constatado en otras series'~.
En nuestro estudio se ha aislado un mayor porcentaje de GP y
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Comparaci6n de la identificacién bacteriana con los métodos convencionales y la técnica rapida de MALDI-TOF directa del hemocultivo

Meétodos convencionales

MALDI directo del hemocultivo

Franjas de valores

3-23 2.299-2 1.999-1,7 1.699-1,4 <14
Acinetobacter baumanii (n=1) Acinetobacter baumanii (n=1) 1
Pseudomonas aeruginosa (n=3) Pseudomonas aeruginosa (n=3) 1 1 1
Enterobacter cloacae (n=1) Enterobacter cloacae (n=1) 1
Escherichia coli (n=15) Escherichia coli (n=15) 7 8
Klebsiella pneumoniae (n=5) Kilebsiella pneumoniae (n=5) 3 1 1
Totales gramnegativos (n=25) 48% 40% 8% 4% 0%
Staphylococcus lugdunensis (n=1) Staphylococcus lugdunensis (n=1) 1
Staphylococcus aureus (n=9) Staphylococcus aureus (n=9) 2 5 2
Staphylococcus capitis-capitis (n=4) Staphylococcus capitis-capitis (n=4) 2 1 1
Staphylococcus hominis (n=11) Staphylococcus hominis (n=11) 2 4 4 1
Staphylococcus haemolyticus (n=4) Staphylococcus haemolyticus (n=4) 1 2 1
Staphylococcus epidermidis (n=22) Staphylococcus epidermidis (n=21) 1 12 7 1
Staphylococcus aureus (n=1) 1
Staphylococcus pettenkoferi (n=2) Staphylococcus pettenkoferi (n=1) 1
Starkeya novella (n=1) 1
Staphylococcus cohnii (n=1) Staphylococcus cohnii (n=1) 1
Staphylococcus warneri (n=1) Staphylococcus warneri (n=1) 1
Staphylococcus pasteuri (n=1) Staphylococcus pasteuri (n=1) 1
Micrococcus luteus (n=1) Micrococcus luteus (n=1) 1
Enterococcus faecium (n=2) Enterococcus faecium (n=2) 2
Enterococcus faecalis (n=5) Enterococcus faecalis (n=5) 3 2
Enterococcus durans (n=1) Enterococcus durans (n=1) 1
Streptococcus mitis/oralis (n=1) Streptococcus pneumoniae (n=1) 1
Streptococcus thermophilus (n=2) Streptococcus thermophilus (n=1) 1
Enterococcus faecium (n=1) 1
Corynebacterium urealyticum (n=1) Corynebacterium urealyticum (n=1) 1
Crynebacterium freneyi (n=1) Enterococcus faecium (n=1) 1
Clostridium baratii (n=1) Pseudomonas syringae (n=1) 1
Totales grampositivos (n=71) 5,7% 29,6% 38% 19,7% 7%
Candida albicans (n=2) Candida albicans (n=1) 1
Filifactor villosum (n=1) 1
Totales levaduras (n=2) 50% 50%
Totales (n=98) 16/98(16,3%)  31/98(31,6%)  29/98(26,6%)  16/98(164%)  6/98 (6,1%)

observamos que la baja tasa de identificacién correcta, sobre todo
a nivel de especie y con los puntos de corte establecidos por los
comerciantes (35,3%), se debe principalmente a especies de estafi-
lococos coagulasa negativos, que en muchos casos son considerados
contaminantes pero que son aislados frecuentemente en hemocul-
tivos. La mejora que resulta cuando aplicamos los PCMB (73,3%)
podria ser mayor con la ampliacién del nimero de espectros de
cada especie incluida en la base de datos'©.

Pensamos que la fiabilidad de las identificaciones con PCMB,
ya demostrada por varios articulos, sugiere un reajuste de los
puntos de corte. Nosotros también observamos en este estudio la
buena concordancia de las identificaciones de MALDI-TOF y de los
métodos convencionales cuando se aplican PCMB. Algunos autores
consideran adecuado aplicar en estos casos criterios adicionales,
como la necesidad de que coincidan las 3 primeras identificaciones
de MALDI-TOF o que exista una diferencia significativa (general-
mente 0,3) entre las primeras identificaciones coincidentes y la
primera discrepante. En nuestro estudio, aunque solo hemos apli-
cado el criterio de PCMB, hemos observado que ademads en todos
los casos en que se consider6 aceptable identificacién de género o
aceptable identificacién de especie, las 3 primeras identificaciones
de MALDI-TOF coincidian en el género y en la especie, respectiva-
mente. En 15 de los 16 microorganismos con valores en el intervalo
de 1,7 a 1,4, la identificacién con ambos métodos coincidia incluso
también a nivel de especie, aunque 5 coincidian solo en la primera
identificacién proporcionada por MALDI-TOF.

Como limitacién de nuestro trabajo tendriamos que destacar la
casi ausencia de anaerobios (solo un aislado) o de levaduras (solo 2),
que no nos permite sacar conclusiones. En ambos tipos de micro-
organismos se ha descrito su dificultad para ser identificados por
la técnica de MALDI-TOF y se ha sugerido la necesidad de ampliar

la base de datos para ellos. Algunos autores mejoran sus resultados
con las 2 modificaciones que aqui se realizan, la extraccién rapida
con icido férmico y PCMB similares a los aqui utilizados®.

Por dltimo nos gustaria resaltar el bajo coste de este método,
tanto en reactivos como en tiempo. La técnica para un hemocultivo
se realiza en aproximadamente 20 min, pero si consideramos que
en la rutina diaria se suelen trabajar varios hemocultivos a la vez,
el tiempo por hemocultivo se veria aiin mas reducido.

Concluimos que los buenos resultados, unidos a la rapidez y al
bajo coste de esta técnica, hacen de ella una medida apropiada
y facil de implantar dentro de los laboratorios de microbiologia
clinica.
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MALDI-TOF MS has been evaluated to detect carbapenemases activity and pathogen identification directly from
positive blood cultures. 21 non-carbapenemase producers and 19 carbapenemase producers Enterobacteriaceae
and Pseudomonas aeruginosa strains were included in the study. This technique is simple and detects
carbapenemases in 4.5 h with high sensitivity and specificity.
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In the last decade we have observed a rapid increase of infections
due to carbapenem resistant bacteria (Canton et al., 2012), putting in
danger our antibiotic options. Carbapenems resistance is often due
either to the amount of processes like efflux pumps, porin loss and
hyperproduction of enzymes, or to acquisition of genes encoding
enzymes capable of hydrolysing carbapenems (carbapenemases)
(Walsh et al., 2005).

The use of mass spectrometry for detection of carbapenemase activ-
ity seems to be generally accepted (Hrabak et al., 2013). Matrix-assisted
laser desorption-ionization time of flight (MALDI-TOF) equipment is
increasingly used in microbiological laboratory (Clark et al., 2013)
making this approach a rapid and easy way to detect carbapenemases.
Early detection of these enzymes responds mainly to epidemiological
studies, but for bacteriemic patients, choosing an inappropriate antimi-
crobial therapy can considerably worsen their prognosis (Qureshi et al.,
2012), justifying the need of an accurate and rapid test to detect
carbapenemases producing strains directly from positive blood cultures.

The goal of the present investigation was to apply mass spectrome-
try directly from positive blood cultures in order to detect and identify
carbapenemases carrying strains.

A panel of 20 non-carbapenemase producing Enterobacteriaceae
(n=10) and P. aeruginosa (n = 10), and 19 carbapenemase producing
Enterobacteriaceae (n = 11, 3 IMP, 4 VIM, 1 KPC and 3 OXA 48) and
P. aeruginosa (n = 8, 6 VIM and 2 IMP) clinical strains from our

* Corresponding author at: Department of Microbiology, University Hospital Virgen de
las Nieves, 18014 Granada, Spain. Tel.: 434 958 020465.
E-mail address: riazzoc@gmail.com (C. Riazzo).

http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2014.07.016
0167-7012/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

laboratory collection were included in the study, all of them not sensi-
tive to at least one carbapenem. Escherichia coli ATCC 25922 was used
as a carbapenemase negative control strain (Table 1). The presence of
carbapenemases was established on the molecular level for blayyp,
blayv and blagpc genes, as previously described (Hoyos-Mallecot
et al,, 2014). Additionally, a PCR with specific primers for blaoxa — 4s
(Poirel et al., 2011) was performed for all the isolates.

For each strain, BACTEC™ Plus Aerobic/F culture vials were inoculated
with 10 mL of fresh sterile blood and supplemented with 1 mL suspension
containing 10-100 CFU (colony-forming unit) of an 18-24 hour culture.
The inoculum was prepared by doing serial dilutions of 0.5 McFarland
(McFarland, 1907) in sterile H,O. Immediately after inoculation, the
bottles were loaded into the BACTEC™ 9240 blood culture system (BD
Diagnostic System, Sparks, MD) until positivity was detected (Positivity
time: 9.89-19.43 h). The inoculum (CFU/mL) was always checked after
positivity (Table 1).

Positive blood cultures were processed as follow (Fig. 1): 8 mL sam-
ple of positive broth was extracted and centrifuged at 600 g for 10 min
in order to remove blood cells. The supernatant was collected and cen-
trifuged at 14,000 g for 1 min, then the supernatant was removed and
the pellet was washed twice using 1 mL of sterile water. Finally a last
centrifugation at 13,200 g for 1 min was performed in a 1.5 mL tube in
order to pellet bacteria. Once microorganisms were pelleted, carbapen-
em hydrolysis assay was performed as previously described (Hoyos-
Mallecot et al., 2014); briefly we resuspended the pellet with 50 pL of
a ertapenem solution 0.25 mg-mL~ ! (Invanz, Merck Sharp&Dohme,
NJ, USA) diluted in reaction buffer: 20 mmol-1~ " Tris-HCl, 0.01% sodium
dodecyl sulfate [SDS], pH 7.0 (Sigma-Aldrich). This suspension was
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Table 1
Summary of the pathogen identification and ertapenem hydrolysis assay data performed directly from positive blood cultures.
Bacterial species Molecular CLSI susceptibility MALDI-TOF MS MALDI-TOF MS Cfu/mL
assay interpretation (MIC) Pathogen identification Hydrolysis assay’ 108
Meropenem Ertapenem Imipenem (score)
Escherichia coli ATCC ND S S S E. coli (2191) - 3
Enterobacter asburiae — ND S$(<0.5) 1(2) Enterobacter kobei (1.73) - 2
Enterobacter cloacae - ND S$(<0.5) 1(2) E. cloacae (2.115) - 25
E. cloacae - ND S$(<0.5) 1(2) E. cloacae (2.287) + 5
E. cloacae - ND R(2) S(<1) E. cloacae (2.236) - 8
E. coli - S(<1) R(2) S(<1) E. coli (2.299) - 5
E. coli - S(<1) 1(1) S(<1) E. coli (2.37) + 5
E. coli - S(<1) 1(1) S(<1) E. coli (2.348) - 10
Klebsiella pneumoniae - S(<1) S$(<0.5) 1(2) K. pneumoniae (2.286) - 9
K. pneumoniae - S(<1) R(2) S(<1) K. pneumoniae (2.122) — 7
K. pneumoniae — ND $(<0.5) 1(2) K. pneumoniae (2.129) - 10
Pseudomonas aeruginosa - R(8) ND R (>8) P. aeruginosa (2.161) - 1.5
P. aeruginosa - R(>8) ND R(>8) P. aeruginosa (2.148) - 4
P. aeruginosa - R(8) ND R(8) P. aeruginosa (2.01) - 3
P. aeruginosa - R(>8) ND R(>8) P. aeruginosa (2.271) - 4
P. aeruginosa - 1(4) ND 1(4) P. aeruginosa (2.34) - 2
P. aeruginosa - R(>8) ND 1(4) P. aeruginosa (2.277) - 25
P. aeruginosa - 1(4) ND R(>8) P. aeruginosa (2.08) — 2
P. aeruginosa - R(8) ND R(8) P. aeruginosa (2.06) - 25
P. aeruginosa - R(>8) ND R(>8) P. aeruginosa (2.328) — 0.9
P. aeruginosa - R(8) ND R(8) P. aeruginosa (2.052) - 1
E. cloacae IMP R(>32) ND R(>32) E. kobei (2.329) + 6
Kilebsiella oxytoca IMP R (4) R(8) R (4) K. oxytoca (2.323) + 5
K. pneumoniae IMP R (>32) R (8) 1(2) K. pneumoniae (1.99) + 3
P.aeruginosa IMP R(>32) ND R (>32) P. aeruginosa (2.115) + 3
P. aeruginosa IMP R(8) ND R(>32) P. aeruginosa (2.22) + 15
E. cloacae VIM 1(2) R (4) 1(2) E. kobei (2.239) + 5
E. cloacae VIM R(>32) R (16) R(>32) E. cloacae (2.342) + 5
E. cloacae VIM R (32) R (4) ND E. kobei (2.245) + 10
K. pneumoniae VIM R(>32) R(>32) R(>32) K. pneumoniae (2.334) + 5
P. aeruginosa VIM R (>32) ND R (>32) P. aeruginosa (2.352) + 15
P. aeruginosa VIM R(>32) ND R(>32) P. aeruginosa (2.292) + 6
P. aeruginosa VIM R (>32) ND R (>32) P. aeruginosa (2.355) + 1
P. aeruginosa VIM R(>32) ND R(>32) P. aeruginosa (2.3) + 18
P. aeruginosa VIM R (>32) ND R (>8) P. aeruginosa (2.2) + 1.5
P. aeruginosa VIM R(8) ND R(>32) P. aeruginosa (2.289) + 4
K. pneumoniae OXA-48 1(2) ND R (>32) K. pneumoniae (2.212) + 7
K. pneumoniae OXA-48 S(1) ND R (4) K. pneumoniae (2.175) + 4
K. pneumoniae OXA-48 S(1) ND R (16) K. pneumoniae (2.159) + 4
K. pneumoniae KPC R (>32) R(>32) R (>32) K. pneumoniae (2.106) + 6

1 — Ertapenem hydrolysis assay performing incubation with 50 pL of ertapenem solution 0.25 mg-ml~" (Invanz, Merck Sharp&Dohme, NJ, USA) diluted in reaction buffer (20 mmol-1~"

Tris-HC, 0.01% sodium dodecyl sulfate [SDS], pH 7.0; Sigma-Aldrich).

incubated in agitation at 37 °C for 4 h, (for E. coli ATCC 25922 and
Klebsiella pneumoniae KPC we also checked hydrolysis at 1 and 2 h).
The tubes were then centrifuged for 2 min at 12,000 g. Finally 1 pL of
the supernatant was placed directly onto a MALDI-TOF target plate
and dried at room temperature, subsequently adding 1 pL of HCCA Ma-
trix solution (10 mg mL™ " cyano-4-hydroxycinnamic acid) and drying.
Mass spectra were acquired with a Microflex LT mass spectrometer
using FlexControl 3.3 software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany ), following the protocol described by Sparbier et al (Sparbier
et al., 2012). For spectrum analysis the FlexAnalysis 3.3 program
(Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) was used. Peaks were
compared with the molecular masses of ertapenem ([M + H]|" at
476.5 Da, [M + Na]*t at 498.5 Da, [M + 2Na]™ at 520.5 Da, and
[Mhydr./decarb. + H]* at 450.5 Da) with a tolerance of 0.5 m/z.
Carbapenemase producers were established using the following
criteria: absence of all ertapenem intact peaks ([M + H]" at
476.5 Da, [M + Na]* at 498.5 Da and [M + 2Na]* at 520.5 Da) and
presence of peak corresponding to hydrolysed, decarboxylated form
[Mhydr./decarb. + H] T at 450.5 Da, this peak has been described in both
carbapenemase and non-carbapenemase producers when done directly
from plated microorganisms (Burckhardt and Zimmermann, 2011; Lee
et al,, 2013). This peak in fact is not really useful for discrimination pur-
pose, but its absence may reveal interferences between ertapenem and
blood cells, so when the peak corresponding to [Myar/aecars, + H] ™ at

450.5 Da disappeared, the assay was classified as invalid (Fig. 2). This
problem was observed in 2 of the 40 strains (Table 1), however when
the hydrolysis assay was repeated, both strains could be classified cor-
rectly. Using these criteria, we only found 2 discrepancies between
PCR and this technique corresponding to one Enterobacter cloacae
and one E. coli, which were classified wrongly as carbapenemase pro-
ducers because of over expression of AMPc as previously described
(Burckhardt and Zimmermann, 2011).

Identification was performed after hydrolysis assay through an
in plate extraction (Hoyos-Mallecot et al., 2013) using the remain-
ing pellet of the last centrifugation. FlexControl 3.3 and Maldi
Biotyper 3.0 software (Bruker Daltonics) were used for the analy-
sis. Identification of bacteria to species level was consistent with
conventional identification for all the strains tested (Table 1) with
the exception of Enterobacter sp., which species differentiation in the
cloacae complex was nonconcordant as previously described (Risch
etal, 2010).

Using MALDI-TOF MS for bacteria identification directly from blood
cultures represents an advance in the treatment of septic patients
(Clerc et al., 2013). Nevertheless, the prediction of resistance patterns in
bacteria is not possible just with pathogen identification. For this purpose,
MALDI-TOF has been evaluated recently for detecting resistance against
3rd generation cephalosporins and aminopenicillins in Enterobacteriaceae
(Jung et al,, 2014).
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Fig. 1. Protocol for detection and identification of strains carrying carbapenemases directly from spiked blood cultures using MALDI-TOF MS.

When considering bacteriemia due to carbapenemase producers
almost all B-lactams are not useful against these isolates. Therefore,
having a short-term tool to predict the presence of carbapenemases
would be very useful for an early and appropriated treatment. Both
real-time PCR (Francis et al., 2012) and carba NP test (Dortet et al.,
2013) have showed to be reliable techniques for rapid detection of
carbapenemases directly from positive blood cultures. Our protocol
not only detected carbapenemase producing strains with excellent
values of sensitivity (100%) and specificity (90%), but also identified
the pathogen involved in bacteriemia. Moreover, although we used a 4
h incubation time because it was suitable for our laboratory routine,
this test can be performed even in less time as the process of pelleting
microorganisms takes 20 min and the detection of hydrolysis could be
as short as 1 h for KPC producing K. pneumoniae (data not shown),
allowing carbapenemase detection and pathogen identification in a
maximum of 4.5 h.

We conclude that this technique is simple, fast and reliable for detec-
tion of carbapenemases directly from positive blood cultures; however
additional studies with more strains should be performed in order to
confirm sensitivity and specificity.
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Les carbapenems (imipenem, meropenem,ertapenem et doripenem) sont les
antibiotiques du groupe des béta-lactamines qui ont le plus grand spectre d activité
en incluant un grand nombre de bacilles a Gram négatif (Pseudomonas,
Acinetobacter, enterobacteries) Ces antibiotiques ont un usage restreint au milieu
hospitalier et sont prescrits en général dans un contexte d’infections
nosocomiales. lls ont une excellente activité antibactérienne due a leur
perméabilité élevée et a une grande stabilité face a la grande majorité des béta-

lactamases.

La résistance aux carbapenems se doit surtout a la perte des porines pour ces
antibiotiques avec, en méme temps la production d’une céphalosporinase ou
d'une béta-lactamase au spectre étendu (BLEEs); mais, derniérement, un
nouveau phénomeéne de résistance lié a la production de béta-lactamases avec
une extraordinaire activitt face aux carbapenems est apparu: les

carbapénémases.

Ces enzymes se divisent en trois classes selon la classification d"”AMBLER:

* La classe A: Dont les représentants majeurs sont les enzymes de type
SME, IMI, NMC, KPC et GES. Leur particularité réside dans le fait qu’elles
sont inhibées in-vitro par |"acide boronique et par I'acide clavulanique, Elles

hydrolysent toutes les béta-lactamines.
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* Laclasse B: Ce sont des métallo-béta-lactamases de type IMP, VIM, NDM,
SPM, GIM et SIM. Elles ont besoin de zinc dans leur site actif, ce qui
explique leur inhibition par des agents chélatants de cations tels que |'acide
Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA) ou l'acide dipicolinique;
cependant, elles ne sont pas affectées par les inhibiteurs suicides type
clavulanique ou tazobactam. Elles hydrolysent toutes les béta-lactamines a

exception de I'aztreonam.

* La classe C: correspond aux enzymes de type oxacilinases du groupe
OXA-48 like (OXA-48, OXA-162, OXA-163, OXA-181, OXA-204, OXA-232,
OXA-244, OXA-245, OXA-247, etc.) Ces enzymes sont actives face aux
carbapenems mais peu ou pas actives face aux céphalosporines de
troisieme génération méme si elles sont en général toujours
accompagnées d’une coproduction de BLEEs qui confére ainsi une
multirésistance a la bactérie. Ce type d’enzymes n’est pas affecté non plus

par les inhibiteurs suicides.

Trois facteurs expliquent I"alarme suscitée face a ce type de micro-organismes:

* Leur dissémination élevée par transfert au travers de plasmides. La
comparaison avec |'évolution des souches productrices de CTX-M dans leur
derniére décennie est inévitable, ce qui laisse supposer que, si nous

n’employons pas les moyens nécessaires, nous trouverons bientét ce type
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de micro-organismes multirésistants pas uniquement dans le milieu

hospitalier.

* L’extréme difficulté pour détecter ce type de mécanisme de résistance,
parce qu’a I'neure actuelle, il ne semble pas y avoir de méthode totalement

fiable pour pouvoir écarter la présence d’une carbapenemase.

* La possibilité d’'un échec thérapeutique en utilisant des carbapenems s’il y
a une carbapenemase impliquée (méme si la souche en question est

sensible aux carbapenems in-vitro).

Traditionnellement, la détection des carbapenememases repose sur un premier
screening basé sur |'analyse du phénotype de résistance obtenu a partir d'un
antibiogramme classique. Postérieurement, on peut utiliser les propriétés
d’inhibition de chaque groupe pour confirmer la présence d’un type déterminé de
carbapenemase méme si cela s'avere trés compliqué et tres laborieux car les

meéthodes décrites présentent des sensibilités et des spécificités trés variables.

Pour finir, la confirmation finale doit se faire par des méthodes moléculaires dont
le principal inconvénient est qu’elles détectent que des enzymes déja connues et
qu'en plus, elles sont en général seulement disponibles dans des centres de

référence.
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Il parait évident que, tant au niveau épidémiologique qu'au niveau clinique, la mise
au point de nouvelles méthodes de diagnostic rapide et fiable pour la détection
des souches productrices de carbapenememases est nécessaire pour optimiser

le traitement et limiter la diffusion de ce type d’enzymes.

Ces dix derniéres années, les laboratoires de microbiologie clinique subissent une
révolution; en effet, on est en train de vivre une substitution de la microbiologie
classique au bénéfice de nouvelles techniques de diagnostic basées sur la

génomique et plus réecemment dans | aire de la protéomique.

Une des caractéristiques de ces derniéres est leur extréme fiabilité mais surtout,
et, c’est ce qui les convertit en un outil fondamental, leur simplicité et leur court
délai de réponse pouvant ainsi guider le praticien dans ses décisions jusqu’a 24 h.

avant.

Parler de protéomique, c’est parler de spectrométrie de masses et, dans le champ
de la microbiologie clinique, c’est synonyme de Matrix-Assisted Laser Desorption
ionization-Time Of Flight (MALDI-TOF).La spectrométrie de masse MALDI-TOF est
un spectrométre avec une source d’ionisation en forme de laser assisté d’une
matrice et d'un analyseur de temps de vol. La ionisation des molécules au moyen
de cette technique est plus douce qu avec d autres types de spectrométres, ce qui
permet d’analyser des molécules de taille supérieure peu volatiles et sensibles a

la chaleur sans qu’elles se dégradent. C'est pourquoi, on l'utilise pour ["analyse
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des molécules comme les peptides, les protéines, les glycoprotéines ou les
oligonucléotides. Il s’agit d'une méthode qui, au moyen de I'application de
I"énergie laser a un échantillon imbibé dans une matrice, arrive a la vaporiser et a
l'ioniser (et, éventuellement, il peut se produire un phénoméne d’entrainement qui
va ioniser a son tour une partie des protéines contenues dans |'échantillon). Ces
protéines ionisées sont soumises a une acceélération dans un champ électrique et
a une migration a travers un tube a vide jusqu’a un détecteur. Le temps passé
depuis sa vaporisation/ionisation jusqu'a sa détection dépendra du quotient
masse/charge (m/z) de cette protéine. Ce quotient m/z permettra de déterminer la

masse exacte de la protéine de maniere extrémement fiable.

Dans le cas des micro-organismes on génére de cette fagon un profil de protéines
avec différents quotients m/z qui se comporte comme une empreinte digitale en
permettant d’identifier avec une grande fiabilité le micro-organisme a partir dudit
profil moyennant sa comparaison avec une base de données préalablement
créée. C'est pour cette utilité que ces appareils ont été fabriqués dans le champ
de la microbiologie clinique mais, s'agissant d'un spectrométre de masse, ses
applications sont illimitées. C'est pourquoi, il n'est pas étonnant qu’on ait essayé
d’utiliser ce type d’instruments a d autres fins comme |'étude des relations entre
les microorganismes avec |'analyse de leur profil protéique ou la détection de
mécanismes de résistance toujours avec le méme objectif de raccourcir le temps

de réponse par rapport aux méthodes plus traditionnelles.
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Dans le cas des carbapenemases, s'agissant d'un mécanisme enzymatique, ces
enzymes vont provoquer l'inactivation des béta-lactamines grace a une hydrolyse
de leur anneau central avec la conséquente incorporation d'une molécule d'eau qui
entraine une augmentation du poids moléculaire de ce composé d'environ 18 Da.
Ce changement de masse peut se détecter moyennant MALDI-TOF MS de sorte
que les souches non productrices de carbapenemases ne modifient pas le poids

moléculaire du carbapenem.

Cette méthode, comparée aux méthodes de routine classique, proportionnerait une
information beaucoup plus rapide parce qu'elle est basée sur une activité
enzymatique et pas sur une croissance bactérienne qui nécessite des incubations

d'au moins 18h.

En nous basant sur la possibilité de détecter indirectement I'hydrolyse enzymatique
produite sur les anneaux béta-lactamiques, notre objectif a été de mettre au point
une méthodologie qu'on puisse appliquer a la détection des carbepanemases a

partir de cultures bactériennes ou d'échantillons directs comme les hémocultures.

A cette fin, on a mis au point une technique a partir de cultures de 24h sur Agar
Muller-Hinton. Une fois au point, cette technique a été validée moyennant une
étude prospective pendant une période de 5 mois, en profitant ainsi pour évaluer

l'incidence de ce type de micro-organismes dans notre milieu. En plus, on a utilisé
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cette méthodologie pour détecter la présence de ce type de micro-organismes

dans un échantillon clinique aussi remarquable que les hémocultures.

A propos de l'incidence des cépes productrices de carbapenemases, cette
derniére a été assez modérée en comparaison a ce qui a été décrit dans d'autres
régions, méme si, dans notre hépital, on ne réalise pas de maniére systématique
des études de colonisation, ce qui pourrait expliquer le faible nombre de souches

productrices de carbapenemases trouvées.

A propos de la détection de carbapenemases moyennant MALDI-TOF, on
peut arriver a la conclusion que c'est une technique facile et trés fiable parce
gu'elle a présenté une sensibilité et une spécificité de 100% pendant ['étude
prospective. Son application pour la détection directement de I'hnémoculture s'est
révélée également excellente méme si la faible incidence de ce type de micro-
organismes, a I'neure actuelle, en fasse une technique non suggestive a inclure

en routine.

131



ANEXO 5: CONCLUSIONES (FRANCES)




ANEXO -5

1. La détection de carbapenemases par MALDI-TOF peut supposer une bonne
alternative aux test phénotypiques puisque ce test la est facile a réaliser,
économique et fourni des résultats en quelques heures. Son emploie avec des
différents type d’inhibiteurs permet la différenciation du genre de carbapenemase
produite, ce qui peut résulter trés utile en épidémiologie ou pour choisir un
traitement plus spécifique. Cependant 'absence d une interprétation automatisée a
travers un software limite I'emploie de cette technique en routine dans les

laboratoires de microbiologie clinique.

2. La validation prospective de cette meéthodologie présenta une concordance
parfaite avec la technique de référence, confirmant ainsi I'excellente sensibilité et

spécificité de celle la.

3. La présence de souches productrices de carbapenemases dans notre région,
sur des prélévements de patients infectées pendant la période étudiée, est
relativement basse si on la compare avec les données fournies dans d’autres

régions.

4. L’identification directe des bacilles a Gram négatif sur des flacons
d’hémoculture positifs par MALDI-TOF, est une méthodologie totalement
adaptable a la routine du laboratoire et permet de connaitre |'espéce responsable
d’une bactériémie avec 24 heures d’avance sans présenter de discordance avec

I'identification phénotypique
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5. Tantdét la détection de carbapenemases comme lidentification des bacilles a
Gram négatif directement sur des flacons d"hémocultures positifs sont totalement
réalisables dans un méme proces avec des résultats disponibles en quelques
heures. Cependant la difficile interprétation des résultats additionnée a la rare
présence de bactériemies produites par de souches productrices de
carbapenemases fait que I'inclusion de cette technique en routine de nos jours ne

sois pas tout a fait envisageable.
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