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Resumen

La resistencia a los antibidticos carbapenémicos en la familia
Enterobacteriaceae supone uno de los mayores desafios sanitarios. El principal
mecanismo de resistencia es la produccién de carbapenemasas que hidrolizan el anillo
B-lactamico de los carbapenémicos. Estas enzimas dan lugar a perfiles de resistencia
muy dispares segun la clase de carbapenemasa, siendo la deteccién y diferenciacion
temprana de cada una de ellas de vital importancia a la hora de proporcionar un
tratamiento antibidtico adecuado. En la actualidad existe una gran variedad de métodos
para la deteccién de carbapenemasas. La aplicacion de la mayoria de dichos métodos
depende del aislamiento en cultivo puro del microorganismo objeto de estudio. En este
trabajo se llevd a cabo una extensa revision bibliogréafica sobre aquellos métodos
centrados en la deteccion de carbapenemasas en enterobacterias directamente a partir de
la muestra biologica. Aunque son necesarios estudios adicionales, la deteccion rapida de
carbapenemasas, sin necesidad de aislar la bacteria, ofrece informacion clinica de gran

utilidad que contribuye para la instauracion de un tratamiento antibiotico adecuado.

Palabras clave: Enterobacteriaceae, carbapenemasas, deteccion rapida.

Abstract

Resistance to carbapenems antibiotics in the Enterobacteriaceae family poses
one of the greatest microbiological challenges. The main mechanism of resistance is the
production of carbapenemases that hydrolyze the p-lactam ring of carbapenems. These
enzymes give rise to very different resistance profiles according to the class of
carbapenemase, being the early detection and differentiation of each one of them of vital
importance for providing an adequate antibiotic treatment. Currently there are a wide
variety of methods for the detection of carbapenemases. The application of most of
these methods depends on the isolation in pure culture of the microorganism under
study. In this work, an extensive bibliographic review was carried out on those methods
focused on the detection of carbapenemases in Enterobacteriaceae directly from the
biological sample. Although additional studies are necessary, the rapid detection of
carbapenemases without the need to isolate the bacteria, offers highly useful clinical

information that contributes to the establishment of an adequate antibiotic treatment.

Keywords: Enterobacteriaceae, carbapenemases, rapid detection.
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1. Introduccidén

1.1. Resistencia a antibioticos en la familia Enterobacteriaceae

El hallazgo casi fortuito de la penicilina dio paso a una nueva época
revolucionaria en la que el desarrollo exponencial de nuevos antibiéticos marcé un antes
y un después en el ambito sanitario (Suéarez et al., 2009). No obstante, como
consecuencia del uso masivo y descontrolado de los antibioticos répidamente
aparecieron bacterias resistentes frente a los mismos. La resistencia bacteriana a los
antibidticos supone una gran amenaza para la salud puablica, y pone en peligro la
supervivencia de la medicina moderna (Ruiz-Garbajosa et al., 2016; WHO, 2017)

En la actualidad resulta especialmente preocupante la diseminacion global de
bacterias gram-negativas multirresistentes, es decir, que muestran resistencia a muchos
de los antibioticos habitualmente empleados para combatirlas. Uno de los ejemplos més
dramaticos se da en la familia Enterobacteriaceae, aunque tambiéen es frecuente en otras

bacterias gram-negativas como Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa.

La familia Enterobacteriaceae es un grupo heterogéneo de bacilos gram-
negativos ampliamente distribuido en la naturaleza. Ademéas de ser miembros de la
microbiota intestinal, entre las enterobacterias se encuentran especies que son
responsables de una gran proporcion de infecciones graves que amenazan la vida y que
han incorporado numerosos mecanismos de resistencia frente a la gran mayoria de
antibioticos. La resistencia frente a los antibidticos p-lactamicos empleados para tratar a

las enterobacterias es un problema mundial (Cui et al., 2019; Pascual et al., 2014).

1.2. Antibidticos carbapenémicos
Los carbapenémicos son antibidticos que tienen amplio espectro y gran potencia

frente a bacterias gram-negativas y gram-positivas, siendo ampliamente utilizados para
tratar infecciones causadas por las enterobacterias. Pertenecen a la familia de los
antibioticos  B-lactdmicos que incluye a las penicilinas, cefalosporinas y
monobactamicos. Los carbapenémicos a menudo se usan como antibiéticos de ultimo
recurso cuando los pacientes con infecciones se enferman gravemente o se sospecha

que albergan una bacteria resistente (Nordmann et al., 2012a).

La tienamicina fue el primer carbapenémico descubierto en 1976 como un

producto natural de Streptomyces catleya (Kahan et al., 1979). A partir de su estructura
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se desarrollaron carbapenémicos sintéticos méas estables como el meropenem, ertapenem

y doripenem, que conservan la estructura bésica y el mecanismo de accién (Figura 1).
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Figura 1. Representacién de la estructura quimica de los principales tipos de carbapenémicos. Imagen
adaptada de Fresnadillo Martinez et al., 2010 y Kahan et al., 1979.

Los carbapenémicos inhiben la sintesis de la pared bacteriana durante la
transpeptidacion desestabilizando su estructura molecular. Se unen a residuos de serina
de peptidasas situadas en la cara externa de la membrana citoplasmatica denominadas
Proteinas que Fijan Penicilinas (PBPs, del inglés, Penicillin Binding Protein). La pared
celular se debilita dando lugar a la lisis bacteriana. Por ello, se consideran habitualmente

como antibidticos bactericidas (Fresnadillo Martinez et al., 2010; Suarez et al., 2009).

1.3. Mecanismos de resistencia a los antibioticos carbapenémicos

La resistencia a carbapenémicos en bacterias gram-negativas constituye un
problema sanitario a nivel global que continGa en crecimiento (Nordmann et al., 2019).
Existen multiples evidencias que sugieren que aquellos pacientes infectados o
colonizados con patdgenos resistentes a carbapenémicos tienen mayor probabilidad de

morbi-mortalidad que los infectados por patdgenos sensibles (van Duin et al., 2013).

En el afio 2017 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estableci6 un listado
de prioridad global donde se incluyen aquellos patdgenos resistentes a los antibidticos
frente a los cuales es urgente y necesario obtener nuevos antibidticos para su

tratamiento. En la categoria de prioridad mas alta se incluyeron a las enterobacterias
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resistentes a carbapenémicos (ERC), Acinetobacter baumannii resistente a

carbapenémicos y Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos (WHO, 2017).

Se han descrito 4 mecanismos principales que confieren resistencia a
carbapenémicos: la produccion de enzimas p-lactamasas (carbapenemasas), la sinergia
entre otras B-lactamasas y modificaciones en las porinas, las bombas de eflujo y las
modificaciones en las PBPs (Fresnadillo Martinez et al., 2010; Suérez et al., 2009). En
ocasiones, se pueden encontrar en una misma bacteria varios de estos mecanismos
simultaneamente, incluso diversas carbapenemasas, dando Ilugar a perfiles de

susceptibilidad que complican su deteccidn e interpretacion (Bonomo et al., 2018).

1.3.1. Resistencia mediada por la produccion de carbapenemasas

Actualmente, el mecanismo clave de resistencia a carbapenémicos es la
hidrolisis mediada por enzimas carbapenemasas (Figura 2). Las carbapenemasas
constituyen la familia mas versatil y potente de p-lactamasas con la habilidad de
hidrolizar los carbapenémicos. Son comunmente producidas por los denominados
“organismos productores de carbapenemasas” (CPO, del inglés Carbapenemase
Producing Organisms), teniendo especial relevancia clinica en los ultimos afios las
enterobacterias productoras de carbapenemasas (CPE, del inglés Carbapenemase

Producing Enterobacteria), que se han diseminado globalmente (Miriagou et al., 2010).

Centro catalitico Clases moleculares Grupos y subgrupos
de enzimas
. AmpC, ACT,
CLASE C Nt DA
CLASE A KPC(1-12)
SERINA-
HIDROLASA
OXA-X:
CLASED OXA-48, OXA-23,
CARBAPENEMASAS OXA-181
(B-LACTAMASAS)
IMP
METALO-BETA-
LACTAMASA zn* [ | CLASEB 1‘\71131\1\41

Figura 2. Clasificacion resumida de los diferentes tipos de carbapenemasas segin el dominio catalitico
central y la preferencia de sustrato de cada una. Se muestran las 4 clases diferenciales de cada tipo y los
grupos y subgrupos que conforman cada una de ellas. Dentro de cada subgrupo se contemplan las
variantes alélicas de algunos genes como es el caso de blakec, al cual se le asignan 12 variantes.
Modificada de Peter et al., 2012 y Richter et al., 2012.
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Los genes que codifican las carbapenemasas estan ubicados principalmente en
elementos genéticos que favorecen su persistencia (integrones) y transmision

(plasmidos, transposones) contribuyendo a su rapida dispersion (Suérez et al., 2009).

Las carbapenemasas se clasifican por sus estructuras moleculares y pertenecen a
3 clases de B-lactamasas: las clases A, B y D del sistema de clasificacion de Ambler
(Meletis et al., 2016). Las clases A y D requieren serina en el centro activo, mientras
que la clase B, las metalo-p-lactamasas (MBLs) 1 o 2 iones de zinc para poder
hidrolizar el anillo de lo B-lactamico (Ulyashova et al., 2010).

Asi, distintivamente se conocen:

1. La clase A o las K. pneumoniae carbapenemases (KPCs) incluye enzimas
que hidrolizan un amplio espectro de sustratos, que incluyen penicilinas, algunas

cefalosporinas, aztreonam y carbapenémicos (Martinez-Martinez et al., 2014).

2. La clase B o las metallo-B-lactamasas (MBLs), tales como la NDM (New
Delhi metallo-s-lactamasa), VIM (Verona integron-encoded metallo-f-lactamase) e
IMP (Imipenem metallo-$-lactamase), (Nordmann et al., 2012b). Poseen una amplia
accion frente a casi todo el conjunto de los p-lactamicos, exceptuando monobactamicos.
Ademas, pueden ser facilmente diagnosticadas, ya que los quelantes como el EDTA

inhiben la actividad de MBL al unirse al zinc (Martinez-Martinez et al., 2014).

3. La clase D engloba a todas las oxacilinasas conocidas con nomenclatura
OXA-X carbapenemasas (Martinez-Martinez et al., 2014). Se trata de un grupo
relevante a tenor de la distribucion global de sus multiples variantes reportadas en

numerosas especies (Azizi et al., 2015; Nordmann et al., 2012b).

La clase C de B-lactamasas (AmpC) no es considerada intrinsecamente como un
grupo de carbapenemasas, sin embargo, juega un papel determinante en la resistencia a
los carbapenémicos al coexistir con mecanismos de impermeabilidad de la membrana
y/o bombas de eflujo (Meletis et al., 2016).

Las EPCs se encuentran actualmente diseminadas por todo el mundo. Cabe
destacar la gran propagacion internacional de las enterobacterias productoras de KPCs
debido a la expansion clonal de cepas de K. pneumoniae pertenecientes al clon ST258.
Ha alcanzado un predominio casi global (Vera-Leiva et al., 2017), estando distribuida

en regiones como Europa, Medio Oriente, EEUU y Latinoamérica (Figura 3A).
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Figura 3. Distribucion global de los productores de carbapenemasas mas comunes. (A) Distribucion de
Enterobacteriaceae productoras de KPC. (B) Distribucion de Enterobacteriaceae productoras de NDM.
(C) Distribucion de Enterobacteriaceae productoras de OXA-48. Adaptada de Bonomo et al., 2018.

Las enterobacterias productoras de la carbapenemasas NDM fueron detectadas
por primera vez en Nueva Delhi (India) en 2007, siendo consideradas endémicas
(Chandola et al., 2018), (Figura 3B). No obstante, actualmente se han encontrado por
todo Reino Unido, Pakistan e Israel), siendo la mayor causa de brotes infecciosos
clinicos de CPO en Estados Unidos (Nordmann et al., 2011). Finalmente, la
diseminacion de las enterobacterias productoras de la carbapenemasa OXA-48,
detectadas por primera vez a mediados de la década de 2000 en Turquia, y se
actualmente se encuentra con frecuencia en varios paises europeos, asi como en el norte
de Africa (Bonomo et al., 2018) (Figura 3C).

1.4. Deteccion de enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPCs)

Debido a su gran prevalencia y diseminacion, la deteccion de los
microorganismos productores de carbapenemasas (CPOs) y, concretamente de las
EPCs, es un gran reto prioritario en los laboratorios de microbiologia clinica de todo el
mundo. Su deteccidn correcta aporta informacion que permite la eleccion del antibiotico
mas adecuado para el tratamiento de la infeccion, permitiendo instaurar las medidas
adecuadas de aislamiento para evitar los posibles brotes de infeccidén y/o colonizacion
(Poirel et al., 2015). Sin embargo, su deteccion incluye una serie de dificultades ya que
no se puede basar simplemente en obtener el perfil de resistencia y actualmente no se ha

estandarizado una metodologia precisa de forma adecuada (Hammoudi et al., 2014).
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Especialmente, la deteccién de portadores fecales de EPCs es una préactica
clinica rutinaria en muchos lugares del mundo y se recomienda por varias

organizaciones de salud para contener la diseminacion de dichos microorganismos.

Para la deteccion de EPCs se lleva a cabo un cribado inicial de susceptibilidad
empleando habitualmente sistemas automatizados Yy ensayos de difusion con discos
(Figura 4). La primera causa de sospecha de produccion de carbapenemasas en un
aislado clinico es un aumento en la CMI a los carbapenémicos, o una disminucién en el
didmetro de la zona de inhibicién. Este resultado hace que un aislado bacteriano se
seleccione posteriormente para un andlisis confirmatorio de produccion de

carbapenemasas utilizando métodos més especificos (Miriagou et al., 2010).

CRIBADO DE ENTEROBACTERIAS

Susceptibilidad a carbapenémicos empleando puntos de
corte de EUCAST o CLSI

I 1
Cepas susceptibles a Cepas con resistencia intermedia o
los carbapenémicos total a los carbapenémicos

| I
[ [ |

KPosibilidad de otros

; ) Posibilidad de ser
No carbapenemasas ; ;
carbapenemasa
mecanismos de resistencia a
carbapenémicos:
combinacion de
impermeabilidad. exflujo.
\AmpC o ESBL... J
(ra . R
/Métodos fenotipicos: (mas comunes) \ Métodos genotipicos:
1. Test de Hodge Modificado Identificacion de carbapenemasas
2. Test basado en inhibidores: I-PSR (simplels o multiples).
: en tiempo rea

Clase A mediante APBP; i 1 ot o

Clase B mediante EDTA o 4cido dipicolinico 2. Métodos comercializados:

Clase C mediante cloxacilina. Xpert Carba-R

3. Medios de cultivo cromogénicos que \__ 3. Microarrays de ADN. Y,

contienen carbapenémicos

4. Test CarbaNP

Meétodos menos comunes (especializados)
5.MALDI-TOF MS

K 6.Ensayos de inmunodiagnostico /

Figura 4. Esquema simplificado de la metodologia utilizada para la deteccién de carbapenemasas en
Enterobacteriaceae. APBP: 4&cido aminofenil borénico; EDTA: &cido -etilenodiaminatetraacético;
MALDI-TOF MS: Espectrometria de masas (desorcion/ionizacion mediante laser asistida por Matriz);
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa. Imagen adaptada de Hammoudi et al., 2014.
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Las técnicas para la deteccion de carbapenemasas son diversas y abundantes. Se
han desarrollado una gran cantidad de métodos para la deteccion de carbapenemasas,

desde los ensayos fenotipicos convencionales hasta las técnicas moleculares novedosas.

1.4.1. Deteccién de carbapenemasas con métodos fenotipicos

Los métodos fenotipicos convencionales empleados para la deteccién de
carbapenemasas se basan en la aplicacion de test de susceptibilidad (hidrolisis del
carbapenémico) o en la inhibicion de las carbapenemasas usando inhibidores especificos
(Hammoudi et al., 2014; Nordmann et al., 2012c) (Figura 4). El test de Hodge
modificado (MHT, del inglés Modified Hodge Test) es un método fenotipico
comunmente empleado. También, los test basados en inhibidores cuyo fundamento es
que la actividad de determinadas carbapenemasas disminuye en presencia de inhibidores
especificos de carbapenemasas, y los productores de carbapenemasas se hacen mas
sensibles a los B-lactdmicos. Adicionalmente se usan los métodos de deteccion con
medios de cultivo que incluyen carbapenemicos, existiendo medios cromogénicos
comerciales para la deteccion de aislados productores de carbapenemasas: CHROMagar
KPC, Brilliance CRE, chromID Carba, SUPERCARBA, etc. (Hammoudi et al., 2014).

Se han desarrollado nuevos métodos mejorados basados en técnicas bioquimicas
siendo uno de los mas novedosos y revolucionarios el test denominado Carba NP. Este
método se basa en la hidrélisis del anillo B-lactdmico del imipenem por el aislado
estudiado, seguido de un cambio de color del indicador de pH, habitualmente el rojo
fenol de rojo a amarillo/naranja (Poirel et al., 2015; Shinde et al., 2017). Este test ha
mostrado buenos resultados de sensibilidad y especificidad, y elimina la necesidad de

realizar otros test fenotipicos in vitro como el MHT o técnicas basadas en inhibidores.

Los ensayos fenotipicos son econdmicos y faciles de realizar. Sin embargo, el
tiempo necesario para obtener los resultados es grande, entre 24 y 48 horas. Asimismo,
carecen de la sensibilidad y especificidad necesarias para poder diferenciar la naturaleza

de las clases, grupos y subgrupos de carbapenemasas (Aguirre-Quifionero et al., 2017).

1.4.2. Deteccidn de carbapenemasas con métodos moleculares

Los métodos basados en técnicas moleculares o genotipicas se consideran los
métodos de referencia para la identificacion de genes que codifican las carbapenemasas
(Nordmann et al., 2011). La PCR es el método molecular tradicional mas cominmente

empleado. Se han desarrollado sistemas de PCR multiple en tiempo real para la
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deteccion de la mayoria de carbapenemasas como KPC, OXA-48, VIM, IMP y NDM
(Cui et al., 2019; Hemarajata et al., 2015). Algunos de esos métodos que actualmente se
comercializan, como por ejemplo el Xpert Carba-R, un método de PCR en un formato
de cartucho que se ejecuta en la plataforma GeneXpert (Tato et al., 2016).

Se han desarrollado otros métodos moleculares novedosos y cuya tecnologia es
prometedora. Test de microarrays de oligonucleétidos (Dally et al., 2013; Song et al.,
2019; Ulyashova et al., 2010), amplificacion isotérmica mediada por lazo (Srisrattakarn
et al., 2017) y la secuenciacién del genoma completo, entre otros (Patel et al., 2016).

1.4.3. Deteccién de carbapenemasas con métodos protedmicos

Varios estudios han descrito la deteccion de actividad carbapenemasa usando
una plataforma de espectrometria de masas MALDI-TOF (Bou et al., 2014). Se
compara el espectro generado por el carbapenémico no hidrolizado (intacto) con el
obtenido, después de la hidrdlisis del anillo B-lactamico por la carbapenemasa. Esta

técnica se ha mostrado como una herramienta util para la deteccion de carbapenemasas.

1.5. Necesidad de la deteccion rapida de carbapenemasas

La rapidez en el diagnodstico puede jugar un papel determinante en la curacion
del paciente, ya que permite la administracion de un tratamiento adecuado (Cantdn et
al., 2015). Un aspecto que condiciona cada vez mas la necesidad de disponer de un
diagnostico rapido, es el aumento de las tasas de infecciones graves causadas por
bacterias resistentes a los antibioticos, como es el caso de las EPCs, lo que ocasiona una
gran probabilidad de error en el tratamiento antibiético empirico. Por tanto, un area en
la que la innovacion en microbiologia ha tenido un gran auge ha sido la del diagndstico

rapido, muy superpuesto a la atencién continuada en microbiologia (Vila et al., 2016).

Por definicion, aquellos ensayos que para su realizacion requieren previamente
la obtencion de colonias bacterianas aisladas o aislados bacterianos se consideran test
convencionales, no rapidos. Por otro lado, aquellos ensayos que pueden ser aplicados
directamente a una muestra biologica, o aquellos que emplean microorganismos
después de realizar algun paso previo de incubacion de la muestra, se consideran test de
diagndstico rapido. Asi, los test rapidos permiten obtener el resultado el mismo dia en

que se obtuvo la muestra, test que deben ser sensibles y especificos (Bou et al., 2014).
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La inmensa mayoria de los ensayos de deteccion de carbapenemasas
desarrollados y disponibles en la actualidad, requieren la obtencion de los
microorganismos en cultivo puro previamente a la realizacion del test, siendo, por lo
tanto, considerados como test convencionales. Esto lleva consigo que el tiempo de
obtencion del resultado desde la recepcion de la muestra hasta el diagndstico, sea de al
menos 24-48 h (Gauthier et al., 2017). Aunque su desarrollo esta en auge, son menos
los estudios que hasta la fecha han puesto a punto y comprobado la aplicabilidad de la
deteccion de carbapenemasas directamente a partir de las muestras biol6gicas.

Actualmente estamos asistiendo a un cambio importante en los laboratorios de
microbiologia clinica en el que se incluyen avances tecnoldgicos tales como el
diagndstico molecular, la microbiologia digital y las técnicas de espectrometria de
masas (MALDI-ToF, ESI-ToF). Se estan realizando grandes esfuerzos en el desarrollo
de test rapidos de deteccion de carbapenemasas, principalmente moleculares, pero
también protedmicos y fenotipicos, directamente a partir de diferentes tipos de muestras

clinicas y de colonizacién (heces, sangre, orina, esputo, lavado bronquial, entre otras).

Existen diversos estudios que demuestran que dichos avances en el diagnostico
microbioldgico reducen el tiempo de generacion de los resultados de las pruebas, lo cual
posee un impacto clinico evidente. Se trata de un campo de investigacion en expansion,
muy activo y prometedor. En este trabajo de revision bibliografica pretendemos revisar
aquellos articulos de investigacion que describen el desarrollo y la aplicacién de
métodos rapidos de deteccion de carbapenemasas en enterobacterias. Se contemplara
cualquier ensayo, ya sea fenotipico, molecular o protedmico, que tenga como prioridad
obtener los resultados directamente a partir de la muestra biolégica y, preferentemente,
el mismo dia de recepcion de la misma. Se trata de comprobar qué tipo de ensayos son y

analizar la implementacion de dichas técnicas en el diagnostico microbioldgico actual.
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2. Objetivos.
Segun los antecedentes descritos se plantean los siguientes objetivos:
2.1. Objetivo General

Conocer el estado actual en el que se encuentra el desarrollo y aplicacion de los
métodos rapidos de diagnostico para detectar carbapenemasas en Enterobacteriaceae.

2.2. Objetivos Especificos
1. Describir la base metodoldgica de los principales ensayos de deteccion directa

de carbapenemasas a partir de muestras bioldgicas, clinicas y de colonizacidn.

2. Comparar la sensibilidad, especificidad y rapidez de dichos métodos en

relacion con otros métodos convencionales generalmente empleados.
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METODOLOGIA

3. Metodologia.

3.1. Estrategia de busqueda y criterios de seleccion bibliogréfica
Para llevar a cabo esta revision bibliogréafica se ha seleccionado como principal
fuente de informacién la base de datos de acceso libre MEDLINE, utilizando como

motor de blsqueda PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Inicialmente se

consultaron una serie de articulos sobre la resistencia a los antibioticos carbapenémicos
mediada por carbapenemasas en la familia Enterobacteriaceae y las diferentes
metodologias habitualmente empleadas para la deteccion de las mismas. Estos articulos
constituyeron la base de informacion con la que se redact6 la introduccion del trabajo.

Partiendo de esta base se realizd una segunda busqueda, ésta orientada al
objetivo principal del estudio, los métodos de deteccion molecular de carbapenemasas a
partir de muestras biologicas de pacientes. Se consideraron una serie de criterios que
incluyeron: términos clave de interés intimamente relacionados, con un idioma

predeterminado (el Inglés) y fecha de publicacion de los articulos entre 2010 y 2020.

Las basquedas se realizaron aplicando las siguientes combinaciones de palabras
clave: “Carbapenemase y rapid detection”, “Carbapenemase y molecular detection™,
“Carbapenemase y Multiplex real-time PCR", “carbapenemase y microarray”,
“carbapenemase y real-time PCR", “carbapenemase y whole-genome sequencing”,
“carbapenemase y direct detection”, ‘“carbapenemase y detection y VIM",
“carbapenemase y detection y KPC”, “carbapenemase y detection y OXA” y “Xpert
Carba-R y carbapenemase”. Se evaluaron los titulos de los articulos, y en ocasiones, los
resumenes, con el fin de identificar y seleccionar Unicamente aquellos de libre acceso
que trataran sobre métodos aplicados directamente a muestras biologicas.
Adicionalmente, cuando se considerd necesario, se reviso la bibliografia incluida en los
articulos seleccionados para analizar articulos complementarios de interés que no habian

sido localizados en las basquedas iniciales empleando los criterios antes comentados.

Finalmente, el contenido mayoritario del apartado de resultados y discusion de

este trabajo se basd en un total de 21 articulos que fueron analizados en mayor detalle.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4. Resultados y Discusion

4.1. Deteccion directa de carbapenemasas a partir de muestras biolégicas

El répido diagndstico de las EPCs se ha convertido en una prioridad en los
laboratorios de microbiologia clinica. En los ultimos afios se han desarrollado y puesto a
punto una gran diversidad de métodos fenotipicos, moleculares y proteémicos para la
deteccion de carbapenemasas (Aguirre-Quifionero et al., 2017). Adicionalmente a su
deteccion en pacientes infectados, se ha establecido como una prioridad la deteccion y
vigilancia de pacientes colonizados, ya que desempefian un papel fundamental en la
epidemiologia de las EPCs (Nordmann et al., 2011).

La mayoria de nuevos métodos descritos para la deteccién de carbapenemasas,
aungue han mejorado en rapidez respecto a los anteriores, siguen dependiendo de la
obtencién en cultivo puro de las bacterias objeto de estudio (Bou et al., 2014). Esto
supone un retraso en el diagnostico y dificultades para elegir el tratamiento antibiotico
méas adecuado sin demora. Por ello, la deteccion de carbapenemasas directamente a
partir de la muestra bioldgica del paciente, ya sea muestra de infeccion o de

colonizacion, supone un gran avance que permite contribuir a un diagndéstico rapido.

En este trabajo se ha revisado la bibliografia relacionada con el desarrollo de
métodos de deteccion rapida directamente a partir de las muestras biolégicas. La mayor
parte de los ensayos se han aplicado usando muestras de heces (Saliba et al., 2019), algo
esperable debido a la gran importancia que tiene la colonizacion de los pacientes por
EPCs. Sin embargo, se han desarrollado test con diferente rendimiento que se aplican a

diversidad de muestras clinicas: orina, esputo, lavado bronquial, sangre, entre otras.

Se ha podido corroborar que las técnicas moleculares rapidas basadas en la
deteccién de acidos nucleicos son las que mas ampliamente se han aplicado
directamente sobre las muestras bioldgicas. Sin embargo, esta en auge el desarrollo de
diversos métodos protedmicos y fenotipicos muy prometedores. Ademas, en los ultimos
afios la disponibilidad de ensayos comerciales estandarizados para la deteccion de
carbapenemasas ha experimentado una gran explosion (Canton et al., 2015; Lau et al.,
2015; Nordmann et al., 2019; Tang et al., 2018).

A continuacion, se presentan los principales métodos descritos en la bibliografia

consultada. Se presentaran sus caracteristicas, limitaciones y las perspectivas futuras.
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4.1.1. Métodos moleculares

Diversos estudios han comprobado que es posible la identificacion directa en
muestras biolégicas de muchos de los genes que codifican carbapenemasas empleando
métodos moleculares. Hay que tener en cuenta que en el caso de aplicar estos métodos
moleculares sigue siendo necesaria la identificacion de la EPCs mediante cultivo.

La mayor parte de las técnicas moleculares descritas se basan en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction). Se han revisado
trabajos que incluyen ensayos de PCR simple y maltiple, segln se detecte un Gnico gen
0 multiples genes, principalmente basados en PCR en tiempo real. Adicionalmente,
algunos de los estudios han desarrollado técnicas moleculares de deteccion directa
usando microarrays de ADN y pirosecuenciacion. Algunos ensayos se han adaptado con

al formato comercial y unos pocos han conseguido ser aprobados para su uso clinico.

Debido a la gran importancia clinica y al papel epidemiolégico que desempefian
los pacientes colonizados con EPCs, la gran mayoria de los métodos moleculares

revisados en este trabajo se aplican directamente sobre muestras rectales o de heces.

4.1.1.1. PCR en tiempo real.
La PCR en tiempo real es una variante de la PCR que permite amplificar y
recopilar datos de manera simultdnea durante el proceso en lugar de al finalizar el

proceso. Se basa en diversas tecnologias como Tagman® o las sondas de hibridacion.

Existen importantes estudios que han llevado a cabo la puesta a punto de
ensayos usando la PCR en tiempo real sobre muestras clinicas. Asimismo, también se
han aplicado directamente en muestras colonizacion relacionadas con la identificacion

rapida de pacientes colonizados con EPCs (Naas et al., 2011; Singh et al., 2012).

En Naas et al., 2011 desarrollan detalladamente una PCR cuantitativa (QPCR) en
tiempo real empleando la tecnologia TagMan para detectar los genes blanpm-1 tras la
extraccion del ADN directamente a partir de muestras de heces. EIl ensayo mostré una
excelente sensibilidad y especificidad, con limites de deteccion inferiores a los de las
técnicas de cultivo. Ademas, en relacion a las técnicas de cultivo evaluadas, la gPCR de

los genes blanpwm-1 permitio obtener los resultados mas rapido (4 h frente a 48 h).

En Richter et al., 2012, implementan una insolita y ultrarrapida PCR en tiempo

real, disefiada para detectar las 12 variantes alélicas de la carbapenemasa KPC

14



RESULTADOS Y DISCUSION

(blakeci/a blakeci2) a partir de muestras perirectales y nasales. Estas muestras se
emulsionaron en placas de agar con medio PBS estéril como fase previa a la extraccion
del ADN vy realizacion de la PCR. De la misma manera que en el estudio anteriormente
descrito, los resultados se compararon con los obtenidos utilizando métodos fenotipicos

convencionales para llevar a cabo la validacion del ensayo.

La PCR en tiempo real también se ha empleado para detectar simultdneamente
dos genes de carbapenemasas, denominandose como PCR duplex en tiempo real. En el
estudio de Vasoo et al., 2013 se llevé a cabo la amplificacion simultanea de los genes
blakec ¥ blanom directamente a partir de muestras clinicas de vigilancia, y de muestras
contaminadas artificialmente perianales, perirectales y de heces. Una de las
peculiaridades es que el método mostré una excelente sensibilidad en muestras
perirectales y perianales de vigilancia tras un procedimiento simple de lisis (cuando los
hisopos no estan visiblemente sucios con heces), y se podria aplicar a las heces y a los

hisopos sucios, después de llevar a cabo un paso previo de extraccion de acido nucleico.

4.1.1.2. PCR multiple en tiempo real.

La deteccion de multiples genes de carbapenemasas simultaneamente mediante
PCR en tiempo real a partir de muestras bioldgicas ha supuesto un gran avance en el
diagnostico. Un hecho interesante es que se han desarrollado diversas métodos que se
han adaptado a un formato comercial: GenePOC (Baeza et al., 2019) SpeeDx Carba
(beta) PCR (Bordin et al., 2019) y el Xpert Carba-R entre otros (Tato et al., 2016).

El Xpert Carba-R (Cepheid) merece especial atencidn debido a la rapidez en la
obtencién de los resultados y al nimero considerable de estudios en los que se ha
evaluado su rendimiento. Se trata de un método aprobado por la FDA de diagndstico
cualitativo rapido en formato de cartucho (Figura 5). Inicialmente fue desarrollada para
detectar los genes blaive, blanowm, blakec, blaoxa-ss y blavim directamente en muestras
rectales (Tato et al., 2016). Posteriormente se perfecciond incluyendo la deteccion de
las dos variantes alélicas del gen blaoxa-s, blaoxa-1s1 Y blaoxa-232, ya que estas tienen

un gran potencial de causar problemas en el ambito clinico (Dortet et al., 2016).

Utilizando como criterio de busqueda el nombre del ensayo “Xpert Carba-R” en
PubMed se obtuvieron 54 articulos, llevados a cabo desde 2015 hasta 2020. Once de
dichos articulos estudiaban su aplicacion directamente sobre diferentes muestras

biologicas, 7 sobre muestras de heces y 4 en otras muestras clinicas: esputo,
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hemocultivos positivos, lavados bronquiales y broncoalveolares (Cointe et al., 2019;
Cortegiani et al., 2016). En general, los estudios realizados que han evaluado el
rendimiento del Xpert Carba-R directamente sobre muestras clinicas han obtenido
valores de sensibilidad y especificidad superiores al 95%. Este aspecto, unido a la
rapidez de obtencién de los resultados (< 1h), demuestra que se trata de un ensayo
cualitativo robusto y preciso para detectar 5 familias de genes de carbapenemasas

relevantes a partir de muestras bioldgicas, principalmente de muestras de colonizacion.
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Figura 5: Protocolo de montaje del Xpert Carba-R. (1) En primer lugar, se inserta el hisopo en el interior
del vial de elucion y se corta por la ranura, quedando inserto en el bote durante 30 segundos. (2) En
segundo lugar, la muestra se agita en el vortex durante 30 segundos y, seguidamente, se inserta en el
cartucho. (3) Por altimo, el cartucho se inserta en la plataforma GeneXpert y comienza el ensayo. (4) Tras
aproximadamente 40 minutos, se procede a la recoleccion de datos e identificacion de una o varias
resistencias gracias al software informatico especializado. Imagen adaptada de Tang & Stratton, 2018.

Otro ejemplo es un método no comercial de PCR multiple usando una nueva
sonda Tagman que permite detectar las variantes alélicas del gen blakec de especimenes

clinicos (muestras perirectales y nasales) en menos de 2 horas (Richter et al., 2012).

Recientemente, se ha llevado a cabo un metaanalisis diagndstico para revisar y
evaluar el rendimiento general de todos los métodos de PCR descritos para la deteccion
de carbapenemasas en hisopados rectales (Saliba et al., 2020). Los resultados globales
mostraron que los métodos descritos presentan una buena sensibilidad del 0.95 (IC:
0.902-0.989) y una excelente especificidad del 0.994 (IC: 0.965-1). Sin embargo, los
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autores recalcan la necesidad de realizar estudios adicionales de evaluacion del

rendimiento de la PCR directamente en muestras rectales para confirmar sus hallazgos.

4.1.1.3. Microarrays de ADN

El microarray es una técnica desarrollada para estudiar maltiples genes al
mismo tiempo. Se trata de un formato basado en la sintesis inicial de sondas de ADN,
unidas a un soporte 0 base sélida (chip) y con una posicién conocida sobre la que
podemos hibridar una muestra marcada. El apareamiento de las bases complementarias
entre la muestra y las secuencias de genes en el chip produce una cantidad de luz que se

puede medir, identificando de esta manera los genes que se expresan en esa muestra.

Los microarrays de ADN permiten la deteccién de un nimero mucho mayor de
genes que la PCR y, adicionalmente se pueden incluir dianas especificas para la
identificacion de las bacterias. Varios sistemas comerciales de microarrays estan
disponibles en la actualidad para la deteccion directamente a partir de muestras de
sangre con alta especificidad. Por ejemplo, el Verigene y el BioFire Film Array se
pueden aplicar directamente a las muestras de sangre (hemocultivos) sin necesidad de
aislar las bacterias (Ledeboer et al., 2015; Salimnia et al., 2016; Sullivan et al., 2014).

Una ventaja respecto a los métodos de PCR, es que el empleo de los
microarrays de ADN permite la deteccion de polimorfismos de un solo nucleotido
(SNPs, del inglés Single Nucleotide Polymorphisms) en las secuencias diana de los
genes de carbapenemasas (Figura 6). Esto es Util para la investigacion detallada de
brotes de infeccion y en los estudios epidemioldgicos, permitiendo la deteccion y

diferenciacion de varios genes de resistencia, incluyendo distintas variantes alélicas.

En el estudio de Peter et al., 2012, se desarrollé y evalué un ensayo con un
nuevo microarray de ADN capaz de identificar las variantes KPC-2 a KPC-11
directamente a partir de muestras de orina sin crecimiento previo del cultivo. La
importancia de su diferenciacion recae en las pequefias diferencias en los perfiles de
resistencia que otorga cada una, valores de MICs a carbapenémicos y eficacia de
inhibidores de betalactamicos muy dispares. Se confeccionaron 4 sondas de
oligonucledtidos disefiadas para identificar SNPs en las 4 posiciones responsables de las
diferencias entre variantes (nucledtidos 147, 308, 716 y 814). Los resultados
permitieron identificar de forma precisa las diferentes variantes de KPC en un periodo

de aproximado de 5 h, dependiendo del método de extraccion de ADN empleado.
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Figura 6: Procedimiento del ensayo con microarray para detectar genes codificadores de carbapenemasas
en enterobacterias. (A) Amplificacion por PCR y marcado del ADN diana. (B) Hibridacion: el producto
de ADN monocatenario diana se hibrida especificamente en condiciones rigurosas con las sondas
correspondientes. En concreto, se disefiaron 32 sondas, sentido y antisentido, para identificar los SNPs en
cuatro puntos calientes de mutacién (posiciones 147, 308, 716 y 814 del gen blakec). (C) Deteccion:
Visualizacion y, posteriormente, analisis automatizado de la imagen de la matriz. La intensidad de la
sefial de cada sonda determina qué alelos estan presentes en la muestra por medio de un algoritmo
especifico del ensayo. Modificada de Braun et al., 2014 y de Peter et al., 2012.

En otros estudios se ha empleado la tecnologia de microarrays de ADN para
detectar CPE directamente a partir de botellas de hemocultivo positivos con un 100% de

concordancia respecto a otros métodos evaluados y mayor rapidez (Juiz et al., 2014)

De manera general, cabe destacar que para los test moleculares realizados a
partir de sangre se requiere que esta sea cultivada en un sistema de cultivo de sangre

(hemocultivo) automatizado de laboratorio estandar antes de la realizacion de la prueba.

4.1.2. Métodos fenotipicos.

Los test fenotipicos se basan en la deteccion de la actividad carbapenemasa y
hasta la fecha la inmensa mayoria Unicamente pueden ser llevados a cabo después de
que se ha obtenido un cultivo puro a partir de la muestra obtenida del paciente. El
proceso requiere de un tiempo considerable que puede ser de 2-3 dias (Hammoudi et al.,
2014). Recientemente se han descrito ensayos fenotipicos novedosos que permiten la
deteccidn de carbapenemasas directamente de muestras biolégicas en un tiempo inferior
(Hogan et al., 2019; Jonasson et al., 2020; Sfeir et al., 2020; Takissian et al., 2019).
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Los ensayos mas recientes, por lo general, se han perfeccionado conforme a la
necesidad urgente que existe en la obtencion de resultados rapidos que aporten datos
consistentes en cuanto a la susceptibilidad antimicrobiana de aquellos microorganismos
que causan infecciones invasivas, como las infecciones del torrente sanguineo. Por ello,
estos suelen testarse a partir de muestras directas de hemocultivos positivos. Al igual
que la deteccidn directa en hemocultivos positivos empleando métodos moleculares, es
necesario que la sangre se cultive en un sistema de cultivo de sangre automatizado de
laboratorio estandar antes de la prueba. Para la mayoria de las bacterias Gram negativas,
este paso toma 8-24 h desde la carga del instrumento hasta obtener un cultivo positivo.

En un estudio reciente llevado a cabo por Sfeir et al., 2020 llevan a cabo la
adaptacion del método de inactivacién de carbapenémicos modificado (mCIM, del
inglés Modified Carbapenem Inactivation Method) para su aplicacion en la deteccion de
carbapenemasas directamente en hemocultivos positivos, denominando a dicho método
Blood-mCIM. Los resultados estan disponibles entre 22 y 28 h después del hemocultivo
positivo, lo que supone un avance de un dia respecto a los resultados convencionales de
susceptibilidad antibiotica. Ademas, muestra una sensibilidad y especificidad del 100%.
Al contrario que otros métodos fenotipicos para la deteccion directa de hemocultivos
positivos como Carba NP, B-CARBA, Y NeoRapid CARB test (Dortet et al., 2014;

Meier et al., 2019), el ensayo Blood-mCIM no requiere un procesamiento adicional.

Otra prueba de diagnostico fenotipico rapido es la evaluada en Takissian et al.,
2019 denominada NG-Test Carba 5. Aplicando este ensayo inmunocromatografico a
hemocultivos positivos consiguieron una deteccién sensible (97.7%) y especifica
(96.1%) de las cinco familias de carbapenemasas mas extendidas (KPC, NDM, VIM,
IMP y OXA-48-like) en menos de 30 minutos desde la sefial positiva del hemocultivo.
Sin embargo, se trata de una prueba de concepto y debe validarse en muestras clinicas

ya que emplearon hemocultivos contaminados artificialmente con bacterias de interés.

Uno de las principales necesidades en microbiologia clinica es disponer de
pruebas rapidas estandarizadas de susceptibilidad antimicrobiana, especialmente en
pacientes con infecciones de la sangre. A continuacién comentaremos algunos de los
trabajos realizados en esa direccion empleando deteccion directa en hemocultivos
positivos. Se trata de métodos que permiten la deteccion de susceptibilidad antibidtica,

incluida a los carbapenémicos. Por tanto, aunque no son métodos disefiados
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especificamente para la deteccion de carbapenemasas, consideramos que es interesante

su inclusion aqui ya que suponen un gran avance de los métodos de deteccion directa.

El trabajo de Jonasson et al., 2020 se basa en la deteccion de la susceptibilidad
antimicrobiana, mediante la difusion en disco de EUCAST directamente a partir de
frascos de hemocultivo positivos. Este ensayo denominado prueba rapida de
susceptibilidad antimicrobiana (RAST, del inglés Rapid Antimicrobial Susceptibility
Testing) proporciona resultados en menos de 8 h en comparacion con las 16-24 h del
método EUCAST estandarizado. Esto

haciendo que los resultados de susceptibilidad sean de utilidad de manera temprana.

supone un impacto bastante significativo

Un estudio reciente desarrollado por Hogan et al., 2019 se presenta un novedoso
ensayo de RAST empleando el sistema VITEK2, un nuevo uso del mismo (Figura 7).
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Figura 7. Preparacion del in6culo a partir de frascos de hemocultivo BD BACTECTM FX positivos para
la prueba VITEK®2 AST basada en un método de lisis de glébulos rojos y centrifugacion bacteriana.
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Este método consiste en un ensayo rédpido de susceptibilidad antibidtica
directamente a partir de cultivos de sangre positivos. Los autores demuestran que el
sistema VITEK®2 se puede utilizar para proporcionar resultados altamente precisos
directamente de hemocultivos positivos para Enterobacteriaceae en un tiempo

promedio de 9h. Se trata de una estrategia innovadora, pragmatica y con un bajo costo.

4.1.3. Métodos protedmicos

Hasta el momento los métodos protedmicos se aplican o bien sobre aislados
bacterianos, o sobre cultivos de sangre positivos. Algunos estudios se han encaminado a
detectar la actividad carbapenemasa empleando una plataforma de espectrometria de
masas basada en ionizacion MALDI (desorcion/ionizacion mediante laser asistida por
matriz) acoplada a un analizador TOF (tiempo de vuelo) o MALDI-TOF. Esta estrategia
compara el espectro MALDI-TOF generado por el carbapenémico intacto (no

hidrolizado) con el obtenido tras hidrolisis del anillo B-lactamico por la carbapenemasa.

En un amplio y exhaustivo estudio los autores desarrollaron un ensayo basado en
MALDI-TOF MS para la deteccion rapida de la resistencia a varios antibiéticos -
lactamicos, entre ellos el ertapenem y meropenem. Aparte de aplicarse a las bacterias
aisladas en cultivo, se obtuvieron excelentes resultados cuando se aplico directamente
hemocultivos positivos (Sparbier et al., 2012). Este y otros resultados sugieren que el
MALDI-TOF puede ser una herramienta de gran utilidad para la deteccion rapida y
fiable de carbapenemasas en muestras biologicas. Se deben estandarizar varios

parametros del ensayo para facilitar su reproducibilidad y su empleo generalizado.

4.2. Limitaciones de la deteccidn directa a partir de la muestra

Como se ha comentado previamente, la gran ventaja de los métodos de
diagnostico rapidos es la reduccion significativa del tiempo de respuesta. Ademas, si
son métodos precisos, proporcionan informacion de gran utilidad en un tiempo record.
No solamente ayudarian a la seleccion del antibiético mas adecuado, sino que
contribuirian a la activacion temprana de los protocolos y medidas de control de

infecciones con las que intentar frenar la diseminacion de las EPCs evitando los brotes.

Concretamente, muchos ensayos han detectado e identificado satisfactoriamente
EPCs en muestras rectales para el control la colonizacion e infeccion por estos

microorganismos. Por ello, en estudios futuros convendria conocer su utilidad como
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meétodo de cribado en pacientes de reciente hospitalizacion posiblemente infectados por
EPCs, y en aquellos individuos en los que se tengan altas sospechas de ser portadores .

Sin embargo, la deteccion directamente a partir de muestras bioldgicas presenta
ciertas dificultades técnicas, que en ocasiones van a depender del tipo de muestra. Estas

dificultades plantean ciertas limitaciones y existen retos a los que se deben enfrentar:

¢ Uno de los problemas dificiles de resolver en el caso de la deteccion directa
(por ejemplo, en la deteccion a partir de muestras de heces) por métodos moleculares es
la imposibilidad de asignar el/los marcador/es de resistencia detectados a un patégeno
particular. Por lo tanto, es necesario procesar la muestra para aislar la bacteria, aunque
el cultivo se podria realizar s6lo en aquellas muestras que dieran resultado positivo
aplicando el método molecular. De cualquier manera, algunas aproximaciones han
conseguido avanzar en la deteccion simultanea directa en la muestra de la especie
bacteriana y de los genes de resistencia (Stefan et al., 2018). Los autores desarrollaron
con éxito un ensayo pionero donde realizan una secuenciacion dirigida empleando el
principio de secuenciacion masiva de nueva generacion, con el fin de diagnosticar
enfermedades infecciosas. Para ello, se incluyeron sondas dirigidas al gen de la
carbapenemasa KPC y una sonda de inversion molecular optimizada dirigida a
multiples regiones variables dentro del gen de ARN ribosomico 16S, para demostrar la

capacidad de identificar simultaneamente el agente responsable de la infeccion.

¢ Un ejemplo que sirve para mostrar algunas de las limitaciones de estos
métodos es la deteccion directa en muestras de sangre. La deteccion de
microorganismos mediante metodos moleculares directamente en la sangre del paciente,
sin necesidad de incubacion previa, tiene el interés de acelerar la identificacion tanto del
microorganismo como de algunos genes asociados a resistencia al no requerir el cultivo.
Sin embargo, la mayor parte de los métodos desarrollados, como los descritos en este
trabajo, se aplican sobre frascos de hemocultivo positivos. La aplicacidn directa de estas
técnicas en sangre esta mucho menos validada y, por tanto, se utilizan menos en la
practica clinica habitual. Esto es debido a que el disefio de métodos moleculares que
utilizan la sangre periférica plantea varios problemas: la baja carga de microorganismos
en sangre (hasta 1-10 bacterias/ml de sangre), la variedad de microorganismos
diferentes que pueden causar esta patologia y la presencia de inhibidores en las muestras

de sangre (por ejemplo, la elevada proporcion de ADN humano respecto al ADN
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microbiano). Estas limitaciones condicionan que la sensibilidad de estos métodos no sea
Optima y no permita descartar la infeccién en caso de resultados negativos. Ademas, la
cantidad de muestra que se analiza en estos métodos es mucho menor (entre 1-5 ml) que
la inoculada en los hemocultivos lo que contribuye a la baja sensibilidad. Otra
limitacién importante es la elevada cantidad de genoma humano que puede interferir
con los cebadores y la existencia de sustancias inhibitorias del proceso de amplificacion

como hierro, inmunoglobulinas, hemoglobina y heparina.

¢ En cuanto a la limitacion impuesta por la baja carga de microorganismos en
las muestras biol6gicas, en muchos de los ensayos descritos, el escaso nimero de
muestras portadoras de EPCs disponibles y/o el reducido nimero de EPCs presentes en
algunas muestras bioldgicas, por ejemplo en la orina, fue insuficiente para poder
detectar resistencia a carbapenemasas. Por lo tanto, a la hora de ejecutar el ensayo
satisfactoriamente fue necesaria la manipulacion de las muestras afadiendo

artificialmente cantidades conocidas de EPCs con perfiles de resistencia conocidos.

¢ Otra limitacidbn observada tiene que ver con la viabilidad de los
microorganismos en las muestras biolégicas. En algunos de los estudios revisados el
factor principal por el que aparecian falsos positivos era la viabilidad de las
enterobacterias presentes en las muestras bioldgicas. El efecto de un débil crecimiento
puede ser consecuencia de que el paciente haya sido tratado recientemente con
antimicrobianos. De esta observacion se concluye que disponer del historial clinico de
aquellos individuos que se incluyan en el ensayo debe ser un aspecto a tener en cuenta
(Cortegiani et al., 2016; Richter et al., 2012; Tato et al., 2016; Vasoo et al., 2013).

4.3. Perspectivas futuras del diagnostico rapido de EPCs
Los métodos de diagndstico rapidos, concretamente aquellos de aplicacion
directa a las muestras de los pacientes, tienen el potencial de mejorar la vigilancia, el

diagndstico y el tratamiento de las enterobacterias resistentes a los carbapenémicos.

Actualmente se encuentran disponibles o en desarrollo varios métodos basados
la deteccidn rapida de EPCs. Aungue ninguna plataforma molecular puede contener
todos los genes de carbapenemasas 0 mecanismos de resistencia posibles que confieren
resistencia a los carbapenémicos, uno puede imaginar que las pruebas futuras podrian
incorporar tantos métodos rapidos para la deteccion molecular de las carbapenemasas

comunes y la determinacion mediante métodos no moleculares de la susceptibilidad
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antimicrobiana general. Sin duda esto permite la répida identificacién de EPCs y el
inicio de una terapia antibiotica efectiva, asi como iniciar la toma de medidas para el
control de la infeccion en pocas horas, en lugar de dias, tras obtener un resultado
positivo en el cultivo. Sin duda, esto daria lugar a mejores resultados, menor

transmision de EPCs y aparicion de resistencias, y menores costos de atencion médica.

Ademas, probablemente, la caracterizacion molecular de los genes que codifican
las carbapenemasas ofrece la oportunidad de dirigir la terapia con antibiéticos frente a
mecanismos de resistencia especificos. Esto es especialmente de interés a medida que se
desarrollan nuevas combinaciones de inhibidores de antibidticos [B-lactamicos/pB-

lactamasa, aunque sin duda se requieren mas investigaciones para demostrarlo.

Para tener un impacto 6ptimo en los pacientes, se deben implementar pruebas
rapidas de deteccion de EPCs junto con intervenciones en la administracion de
antimicrobianos u otras formas de apoyo a la toma de decisiones clinicas. El impacto
clinico y economico de los metodos de diagnostico rapido para la identificacion de
EPCs probablemente dependera de la prevalencia local de EPCs, siendo areas de gran

interés para futuras investigaciones.
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5. Conclusiones

1. Los métodos moleculares son los que se han aplicado con mayor éxito para la
deteccion directa de carbapenemasas a partir de muestras biolégicas. Sin embargo, se
han desarrollado ensayos prometedores basados en otras metodologias.

2. La caida en la comercializacion de nuevos antibiéticos hace que el diagndstico
rapido haya adquirido una importancia clave para el control de las infecciones causadas
por enterobacterias multirresistentes. En este sentido, los métodos de deteccion directa

de carbapenemasas a partir de las muestras biolégicas suponen un gran avance clinico.

3. Debido a las limitaciones que presentan en la actualidad los métodos
moleculares, incluidos los de aplicacion directa en muestras clinicas, estos no sustituyen

a los métodos de deteccion fenotipicos de carbapenemasas, sino que los complementan.

4. El desarrollo de métodos de deteccion rapida esta en auge y se han descrito
maltiples métodos novedosos. Es necesario llevar a cabo estudios adicionales que
evalUen su rendimiento en diferentes laboratorios y situaciones clinicas, para tratar de

conseguir su implementacion generalizada en los laboratorios de microbiologia clinica.

Conclusions

1. Molecular methods have been the most successfully applied for the direct
detection of carbapenemases from biological samples. However, promising trials have

been developed based on other methodologies.

2. The decline in the commercialization of new antibiotics means that rapid
diagnosis has acquired a key importance for the control of infections caused by
multidrug-resistant Enterobacteriaceae. In this sense, the methods for the direct

detection of carbapenemases from biological samples represent a great clinical advance.

3. Due to the current limitations of molecular methods, including those for direct
application to clinical samples, they do not replace phenotypic carbapenemase detection

methods, but rather complement them.

4. The development of rapid detection methods is booming and many novel
methods have been described. Additional studies evaluating its performance in different
laboratories and clinical situations are necessary to try to achieve its widespread

implementation in clinical microbiology laboratories.
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