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VALORACION DEL TUTOR

A pesar de que la resistencia bacteriana es un fenomeno evolutivo natural, la presion selectiva
ejercida por el uso de antibidticos en los Gltimos 70 afios ha acelerado su ritmo mucho més que
lo ocurrido en millones de afios anteriores. Las bacterias han desarrollado multiples mecanismos
de resistencia en su evolucion; produccién de enzimas inactivadoras, mutacion de sitios de
accion, bomba de expulsion, etc. La produccién de carbapenemasas, enzimas inactivadoras de
carbapenémicos, es uno de los mecanismos mas recientes, pero de los mas preocupantes, ya que
inactivan practicamente al ultimo escalon terapéutico frente a microorganismos Gram negativos

multirresistentes.

Considero que el trabajo monogréfico, Identificacién fenotipica de Enterobacterias productoras
de carbapenemasa y genes que portan de Betalactamasa de Espectro Extendido (BLEE), en
cepas aislada de procesos infecciosos en los pacientes internos del hospital Antonio Lenin
Fonseca, en los meses de abril a julio 2014. Es de gran importancia por la situacion de los

hospitales a nivel nacional.

Este trabajo monogréfico, retne todo los requerimientos cientificos y metodolégicos.

Tutor:

Msc. Oscar Arbizd Medina.
Lic. BAC, Msc. Microbiologia Médica.



RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar fenotipicamente Enterobacterias productoras
de Carbapenemasa y genes que portan de 3-lactamasa de Espectro Extendido (BLEE), en cepas
aislada de procesos infecciosos en los pacientes internos del Hospital Antonio Lenin Fonseca, en
los meses de Abril a Julio 2014. El estudio fue descriptivo de corte transversal, con una muestra
de 13 cepas de Enterobacterias, con halos menor o igual a 22mm para imipenem. Para la
identificacion y determinacion del perfil de resistencia se utilizd el sistema VITEK 2 Compact,
en el que se identificaron 12 cepas de Klebsiella pneumoniae y 1 cepa de Escherichia coli, donde
se encontré que las 13 cepas son resistentes a los antibi6ticos B-lactdmicos; cefalotina,
cefotaxima, cefuroxima, cefepime, ceftazidima, ceftriaxona y aztreonam, a los carbapenémicos
(imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem), a las fluoroquinolonas (&cido nalidixico,
ciprofloxacino, levofloxacino y norfloxacino), y trimetroprima sulfametoxazol, 12 son resistentes
a los aminoglucosidos (amikacina), 13 a gentamicina, y 9 a nitrofurantoina. Todas las cepas
mostraron sensibilidad a tigeciclina. Se aplicaron las pruebas fenotipicas para la deteccion de
enzimas carbapenemasas; test de sinergia con acido fenil boronico (APB), en la cual resultaron
negativas las 13 cepas, descartando la presencia de carbapenemasas tipo serinas y el test sinergia
con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), para la deteccion de enzimas de tipo Metalo-p-
lactamasas (MLBs), en el cual dieron positivo las 13 cepas. Se realizo el tets de Hodge como
método complementario, resultando positivo las 13 cepas. En la deteccidn de genes de BLEE por
la técnica de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa, 9 cepas presentaron los 3 genes de BLEE
(CTX, TEM Y SHV), 3 las siguientes combinaciones (CTX Y SHV), (TEM Y SHV), (CTX Y
TEM), 1 solo (TEM) y OXA no se presento.
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Identificacion fenotipica de Enterobacterias productoras de Carbapenemasa y genes que portan f-lactamasa de
Espectro Extendido (BLEE).

1. INTRODUCCION

El surgimiento de Enterobacterias resistente a carbapenémicos, es un problema serio de salud
publica y privada, que involucra a todos los paises alrededor del mundo, se caracteriza por una
resistencia de los microorganismos al efecto del antibiético, asociado a altas tasas de mortalidad
y elevado potencial de diseminacion, debido a su codificacion en plasmidos. Esta resistencia es
adquirida, puesto que no son propias de las bacterias, involucran accion contra las
cefalosporinas, aminoglucocidos, fluroquinolonas y finalmente a los carbapenem, es asi como

disminuyen las alternativas terapéuticas.

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de E.E.U.U, en el 2007 reveld
que un 8% de las cepas de Klebsiella pneumoniae eran resistentes a carbapenemes, en relacion
con menos del 1% del afio 2000. Desafortunadamente, la prevalencia de Enterobacterias
productoras de carbapenemasas ha aumentado durante los Gltimos 10 afios, comprometiendo
seriamente las opciones terapéuticas. Las carbapenemasas clase A de Klebsiella pneumoniae
(KPCs) y las enzimas clase B Metalo-B-lactamasas (VIM e IMP) han sido identificadas en todo
el mundo, siendo endémicas en algunas regiones. Las de clase D del tipo OXA-48 se
identificaron con mas frecuencia en la region Mediterranea y Europa. Recientemente, la MBL-1
New Delhi (NDM-1) fue identificada y se ha diseminado en varios paises de Latinoamérica.

En los ultimos afios en Nicaragua se han identificado cepas con resistencia a los carbapenem,
con mayor frecuencia de tipo Metalo-B-lactamasas y en menor cantidad la de tipo Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa (KPCs), en el 2012 de 36 cepas de ocho hospitales del pais, con
sinergia positiva a 4cido bordnico, 33 resultaron con el gen KPC. En el presente estudio se
describen herramientas fenotipicas, Gtiles para la deteccion de enzimas carbapenemasas en
microorganismos Gram-negativos, y la deteccidén de genes BLEE por el método de Reaccion en

Cadena de la Polimerasa.
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2. ANTECEDENTES

Un estudio realizado por Nastro, M.et.al.(2012), en un hospital de Argentina, en 169
Enterobacterias sin AmpC inducible, detectd el fenotipo BLEE en 152 (90%) aislamientos,
mientras que la presencia de AmpC y de KPC se registraron en una medida mucho mas baja, en
12(7 %) y 5(3 %). Este ultimo fendmeno se presentd en 5 aislamientos de Klebsiella

pneumoniae, en los que también se detectd la presencia de BLEE.

Quizhpe, J.et.al.(2013), realizd un estudio en Ecuador con muestras de 72 cultivos, donde
encontrd 21 (46.7%) cepas BLEE en hospitalizacion y 11 (24.4%) en UCI, el 15% fue de tipo
AmpC (10%) en hospitalizacion y (5%) en UCI; el 20% restante son productoras de
carbapenemasa, encontrandose el 10% en hospitalizacion y el 10% en UCI. Los datos denotan

que a nivel hospitalario existe una alta prevalencia de multirresistencia.

Pacheco, R.et.al.(2014), realiz6 un estudio de bacterias Gram-negativas portadoras del gen
blakec en hospitales de Colombia, donde fueron analizados 273 aislamientos de Enterobacterias,
resultando el 31.1 % positivo para el gen blakec, este gen se encontr6é con mayor frecuencia en

Klebsiella pneumoniae seguido de Pseudomona aeruginosa y otras Enterobacterias.

Garcia, M.M. (2012) idéntico en Guatemala, una cepa de Klebsiella pneumoniae tipo NDM-1,
por tal motivo la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) emitid una alerta para la

vigilancia y deteccion de estas cepas.

En Julio del 2014 Jiménez, A.et.al. Reveld el segundo caso en Costa Rica de carbapenemasa tipo
Metalo-B-lactamasa New Delhi, importado de Nicaragua por un adolescente, con una infeccion
urinaria por Klebsiella pneumoniae, mostro resistencia no solo a p-lactdmicos, sino también a

Amikacina, Ciprofloxacina y Nitrofurantoina.
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Avila, A.J.(2012), realiz6 un estudio de carbapenemasa en 8 hospitales de Managua, capital de
Nicaragua, durante el periodo de 2009-2012, en el que analizd 47 aislados y confirmé la
presencia del gen blakKPC en 33 cepas de las cuales 27(82%) fueron Klebsiella pneumoniae y 6
(18%) Escherichia coli. Al realizar la basqueda de la clonalidad las 27 cepas de Klebsiella
pneumoniae presentaron 13 clones, 7 (K), 3(B), 4(G) en esta se incluyen dos subtipos G1, 3(I)
subgrupo (I11), 2(M), 1(A, C, D, E, F, H, Jy L). En las 6 cepas de Escherichia coli se encontro
4(A) Y 2 clon (B). La mayoria de las cepas que presentaron el gen KPC provienen de la unidad

de cuidados intensivos.
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3. JUSTIFICACION

La resistencia a los antimicrobianos plantea una amenaza cada vez mayor para la salud a nivel
mundial, ya que con frecuencia las cepas resistentes estan ascendiendo de forma progresiva en el
control de enfermedades infecciosas y no estan respondiendo al tratamiento, lo que da lugar a
una enfermedad prolongada. Uno de los principales problemas que han centrado la atencion del
mundo académico, autoridades sanitarias y de la comunidad en general son las infecciones
producidas por Enterobacterias resistentes a los carbapenémicos, ya que por el mal manejo de

estos antibioticos este problema ha duplicado la tasa de mortalidad.

Nuestro interés por llevar a cabo esta investigacion, surge de la necesidad que presentan los
hospitales de realizar un diagnostico rapido, en el cual se identifiquen los mecanismos
enzimaticos y genes causantes de la multiresistencia bacteriana y asi obtener una mejor vision
para que se elaboren nuevos protocolos de medicamentos, con el objetivo de que las terapias

antimicrobianas sean de forma acertada.

Con este estudio se aportard informacioén que serd de mucha utilidad, al personal médico del
hospital Antonio Lenin Fonseca, al Comité de Infecciones Intrahospitalarias y a las Autoridades
del Ministerio de Salud y a la UNAN-Managua como fortalecimiento del conocimiento tanto a

nivel de docencia como a nivel estudiantil.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual es la frecuencia de Enterobacterias productoras de Carbapenemasa, y genes que portan de
Betalactamasa, en cepas aisladas de procesos infecciosos en los pacientes internos del Hospital

Antonio Lenin Fonseca, en los meses de Abril a Julio 2014?
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5. OBJETIVO GENERAL

Identificar fenotipicamente Enterobacterias productoras de carbapenemasa y genes que portan
de B-lactamasa de Espectro Extendido (BLEE), en cepas aislada de procesos infecciosos en los

pacientes internos del Hospital Antonio Lenin Fonseca, en los meses de Abril a Julio 2014.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificacién bacteriana y determinacién del perfil de resistencia a través del sistema

VITEK 2 Compact de las cepas en estudio.

2. Aplicar el Test de sinergia con EDTA y Test de sinergia con Acido Bordnico para la

deteccion fenotipica de carbapenemasa.

3. Determinar genes BLEE por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en las cepas en

estudio.
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6. MARCO TEORICO

6.1. Enterobacterias

Las Enterobacterias son un grupo extenso, cuyo habitat natural es el intestino del ser humano
y de los animales, son bacilos Gram-negativos, moviles con flagelos peritricos no mdviles;
poseen la capacidad de multiplicarse en medios con peptona o extracto de carne sin que se afiada
cloruro de sodio u otros suplementos; pero dan un mejor resultado en agar MacConkey, éstas se
proliferan en medios aerobios y anaerobios (son anaerobios facultativos); fermentan la glucosa,
a menudo producen gas, catalasa positiva, oxidasa negativa y reducen nitratos a nitrito. La
familia comprende muchos géneros (Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella,

Serratia, Proteus y otros mas). Jawetz, E.et. al (2012).
6.2. Patogenia

Las Enterobacterias presentan numerosos factores de virulencia, la mayoria se adhieren a las
superficies mucosas y colonizan mediante de fimbrias, poseen toxinas como la hemolisina que
potencia la accién de las frimbrias, presentan una capsula antifagocitaria, tienen la capacidad de
secuestrar factores nutricionales como el hierro por la produccion de sideroforos; que son
compuestos quelantes de hierro extracelulares (enterobactina, aerobactina). Son capaces de variar
la fase antigénica; la expresion del antigeno capsular K y del antigeno flagelar H estan bajo el
control del microorganismo, Estos pueden o no expresarse, siendo una de las caracteristicas que

protege a la bacteria de la accién celular mediada por anticuerpos. Nava, V.E. (2014).

Género Klebsiella: EI principal factor de virulencia, es la capsula de polisacaridos que la
protege de la accion fagocitica de los neutréfilos y de la accion bactericida del suero mediada
por el complemento y ademas le proporciona el aspecto mucoide a las colonias aisladas, presenta
tres tipos de frimbrias, siendo las de tipo | las responsables de la unién al mucus y células
epiteliales del tracto gastrointestinal, secretan quelantes de hierro de bajo peso molecular
denominados sider6foros, que son capaces de competir con las proteinas del huésped en la
captura del hierro. Klebsiella pneumoniae suele comportarse como un patégeno oportunista,
que sobre todo ocasiona infecciones en pacientes hospitalizados, con enfermedades subyacentes

0 inmunosupresion, previamente colonizados por el microorganismo, pueden llegar producir una
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neumonia lobular primaria adquirida en la comunidad, las neumonias producidas por las distintas
especies de Klebsiella llevan generalmente a la destruccion necrotica de los espacios alveolares,
la formacion de cavidades y la produccién de esputos hemoptisicos. Generalmente se aislan de
infecciones como: heridas, de partes blandas, del aparato urinario e infecciones relacionadas con
dispositivos intravasculares y otros dispositivos invasivos, infecciones de las vias biliares,
peritonitis y meningitis. Una forma emergente de Klebsiella son los abscesos hepaticos

piogénicos con o sin metéstasis sépticas. Moreno, P.O.( 2011).

Geénero Escherichia: Comprende solo una especie de importancia médica (Escherichia coli) y
son capaces de producir infecciones del tracto urinario y entéricas tales como: diarrea,
disenteria, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico o extraintestinales (infecciones

urinarias, septicemias, meningitis, peritonitis, abscesos, etc.).Mufioz, A.et.al.( 2006).

6.3 Antibioticos

Son sustancias utilizadas para impedir el desarrollo de bacterias en el cuerpo humano
suprimiendo su crecimiento y originando su destruccion. Por el tipo de actividad letal, se dividen
en antibidticos bactericidas, estos actian destruyendo a todas los microorganismos, siendo muy
atiles en pacientes inmunocomprometidos y en infecciones graves, que producen septicemias.
Antibioticos bacteriostaticos, inhiben transitoriamente la multiplicacién bacteriana sin llegar a
destruirlos, por lo que el huésped necesita de un sistema inmunitario en buen estado, para que el

mismo logre controlar el proceso infeccioso. Nufiez, F.B.et.al (2008).

6.3.1 p-lactamicos

Amplia familia de antibidticos que actGan inhibiendo la Gltima etapa de la sintesis del
peptidoglucano a partir de la inhibicion de la transpeptidasas, conocida como proteinas ligadoras
de penicilina (PBP). Este proceso en los Gram-positivos es facilitado por presentar gran cantidad
de peptidoglucano, el cual posee una caracteristica mas hidrofilica. En cambio para algunos
Gram-negativos el proceso se torna mas dificil, puesto que presenta lipopolisacaridos en su
membrana externa y en algunos casos carecen de porinas de alta permeabilidad lo que dificulta la

penetracion del farmaco dentro de la célula. Escalante, G.E. (2012).


http://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n_del_tracto_urinario
http://salud.kioskea.net/faq/8871-bacteria-patogena-definicion
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6.3.2 Cefalosporinas

Constituyen uno de los grupos de antibioticos mas conocidos en la actualidad dentro de los
B-lactamicos, poseen baja toxicidad intrinseca e inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana.
Las cefalosporinas se clasifican en funcion de su actividad antibacteriana como: Cefalosporina
de primera generacion, Cefalosporina de segunda generacion, Cefalosporina de tercera
generacion y Cefalosporina de cuarta generacion todas con el propoésito de actuar frente a

bacterias Gram-positivas y Gram- negativas. Sabin, R. (2001).

6.3.3 Penicilina

Son un grupo de antibiéticos utilizados en la terapéutica por poseer una importante actividad
bactericida, presentan un nucleo quimico comun conocido como acido 6-aminopenicilinico, que
con diferentes modificaciones origina las distintas penicilinas. Su mecanismo de accion se da por
inhibicion de la biosintesis de mucopéptidos de la pared celular, siendo mas efectiva durante la

multiplicacion activa de la bacteria. Snchez, S.L.et.al. (2004).

6.3.4 Carbapenémicos

Constituidos por antibioticos B-lactamicos dotados de mayor espectro, actividad y resistencia
a las B-lactamasas, son altamente potentes contra bacterias Gram- negativas y Gram- positivas lo
que los vuelve imprescindibles para el tratamiento de numerosas infecciones nosocomiales

graves, incluso algunas de origen comunitario. Monge, M.K.et.al. (2013).

Familia de los Carbapenémicos
Imipenem
Es caracterizado por presentar un potente espectro de actividad bactericida contra la mayoria
de patogenos Gram-positivos, Gram-negativos, aerobia y anaerobia inhibiendo la sintesis de la
pared celular. Monge, M.K.et.al. (2013).

Doripenem

Muestra mas actividad intrinseca que otros carbapenémicos en Enterobacterias productoras de
B-lactamasas de espectro extendido y AmpC; Pseudomona aeruginosa, Acinetobacter spp y
otros no fermentadores. Chinchilla, A.M, et.al. (2013).
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Meropenem
Posee un amplio espectro con mayor actividad bactericida frente a las Enterobacterias,
Haemophylus influenzae y Pseudomona aeruginosa. Este antibi6tico es menos activo contra

Estafilococos y Enterococos que el imipenem.Sanchez, S.L. et. al (2004).

Ertapenem

Es el Unico carbapenem de la lista sin actividad resefiable frente a Pseudomona aeruginosa y
Acinetobacter, por lo que su papel va dirigido a infecciones intrahospitalarias producidas por
Enterobacterias BLEE+ cepas productoras de p-lactamasas de espectro extendido. Losa,
F.F.(2013).

Mecanismo de Accidn de los carbapenémicos

Estos antibidticos muestran una elevada selectividad por las diferentes enzimas de proteinas
unidoras de penicilinas (PBPs), en bacterias Gram-negativas, el carbapenémico ejerce su funcion
al atravesar la membrana externa a través de porinas inespecificas denominadas OMPs (outer
membrane protein). Una vez en el sitio, inhibe la sintesis de la pared celular durante la
transpeptidacion, ya que al unirse a residuos de serina que forman parte de las PBPs, impide que
la pared bacteriana se ensamble adecuadamente, debilitdndola y provocando la lisis de la célula
bacteriana. La capacidad antimicrobiana del carbapenémico va a depender de la estructura y

tiempo de accion de cada uno de ellos. Monge, M.K.(2013).

6.3.5 Monobactamicos

Fueron los primeros antibidticos B-lactdmicos monociclicos obtenidos de bacterias, aunque en
la actualidad son producidos sintéticamente. El Aztreonam fue el primer antibidtico

monobactamico disponible comercialmente, seguido por el carumonam y el tigemonan.

6.3.6 Aztreonam
Es un antibidtico bactericida que actua sobre la sintesis de la pared celular; su espectro esta
limitado a microorganismos aerobios Gram-negativos tales como Enterobacterias, y otros

microorganismos con resistencias multiples. Esta indicado fundamentalmente en infecciones por
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Pseudomona aeruginosa y no posee actividad frente a Gram-positivos y anaerobios, por lo que
preserva la flora normal del tracto digestivo y por consiguiente no produce diarrea. Sanchez,
S.L.et.al.(2004).

6.3.7 Aminoglucosidos

Son antibidticos naturales o semisintéticos, de estructura heterociclica, bactericidas de amplio
espectro (con excepcion de la espectinomicina). Se utilizan para tratar infecciones por bacterias
aerobicas Gram- negativas o en combinacion sinérgica con antibidticos inhibidores de la sintesis
de la pared celular contra algunos Gram-positivos resistentes, como Enterococcus spp. Prat, S.
(2004).

Mecanismo de accion

Actuan sobre bacterias sensibles principalmente en Gram-negativas aerobias, pasando a través
de las porinas, luego son transportadas por moléculas de oxigeno hasta el sitio de accion,
inhibiendo la sintesis de proteinas a nivel de las subunidades 30sde los ribosomas (encargados de
la lectura del codigo genético), formando proteinas defectuosas no funcionales que modifican la
traduccion del ARNm.Rubio, O.D.(2012).

6.3.8 Quinolonas

Son un grupo de antimicrobianos sintéticos, de las cuales cabe destacar el acido nalidixico y
las quinolonas fluoradas, como: norfloxacino, ciprofloxacino, ofloxacino y levofloxacino, cuyo
espectro de actividad se centra en las bacterias Gram-negativas aunque se han ido ampliando
sobre los Gram-positivos, anaerobios e incluso micobacterias con las nuevas fluoroquinolonas

como moxifloxacino. Navarro, F. et.al.( 2010).
6.3.9 Inhibidores de B-lactamasas

Son compuestos farmacologicos con poca actividad antimicrobiana intrinseca, pero
inhibidores de muchas B-lactamasas, por lo que combinados a los antibidticos B-lactamicos
restauran la propiedad antimicrobiana que estas han perdido debido a la presencia de las enzimas

[-lactamasas. Estos son el &cido clavulénico, sulbactam y el tazobactam.
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Mecanismo de accion de inhibidores de B-lactamasas.

Estos actuan por dos mecanismos:
a) Ligandose de manera irreversible por su alta afinidad con el sitio catalitico de las B-
lactamasas, previniendo de esta manera la hidrolisis de las penicilinas.
b) Mediante la fijacion directa a las PBP bacteriana, lo cual incrementa la actividad
antibacteriana de la penicilina.
Es por tal razén que se les denomind en un principio antibidticos suicidas, ya que poseen
inhibidores potentes de la mayor parte de betalactamasa plasmidica y algunas B-lactamasas

cromosomicas. Nufiez, F.B. et.al. (2011).

6.4. La resistencia bacteriana puede ser natural o adquirida.

Resistencia Natural

Las bacterias poseen patrones propios de resistencia a los antimicrobianos, esta depende de
funciones o estructuras codificadas generalmente en el cromosoma bacteriano. Se caracteriza por
ser inherente a una especie en particular, ya que dichos microorganismos pueden perder los
sitios blancos o poseer barreras naturales, evitando que el agente antibacteriano actle al no poder
alcanzar su objetivo. Es una propiedad innata de la bacteria y pueden estar involucrados uno o

varios mecanismos de resistencia.

Resistencia Adquirida
Es un verdadero cambio en la composicion genética de la bacteria de tal manera que si un
antibacteriano alguna vez tuvo actividad sobre ella, al adquirir resistencia éste ya no es mas

efectivo. Este tipo de resistencia es muy frecuente debido al abuso masivo de los antibioticos.

La tolerancia debe ser considerada como un tipo de resistencia adquirida a pesar que el
organismo permanece sensible a la droga. Freile, N.B et.al.(2008). Las bacterias pueden adquirir
genes de resistencia de un microorganismo vecino, siendo o no este de la misma especie. Dicho

intercambio genético puede darse durante tres procesos:
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Transformacion

El ADN es adquirido directamente a partir de una bacteria que ha liberado su material genético
al exterior y es tomado por la bacteria receptora, dentro de ella el ADN podra mantenerse como
tal, cuando se trate de un elemento autbnomo, o bien integrarse en el genoma del huésped por

recombinacion.

Transduccion
Un bacteriofago interviene en el proceso, transfiriendo los genes de resistencia entre

bacterias compatibles.

Conjugacion
Via principal de diseminacion de genes de resistencia, entre las poblaciones
bacterianas que consiste en la transferencia de genes entre dos células que estan en
contacto. Villanueva, D.K.(2010).

6.4.1 Mecanismos de Resistencia a los Antibidticos B-lactamicos

A. Modificacion enzimatica del antibidtico: Las bacterias producen enzimas capaces
de crear cambios en la estructura del antibi6tico, haciendo que este pierda su
funcionalidad. Las f-lactamasas son proteinas que hidrolizan el anillo -lactamico
de los antibidticos. De igual forma las enzimas modificadoras de los
aminoglucosidos son capaces de modificar estos antibidticos, mediante reacciones

de acetilacion, adenilacion 'y fosforilacion.
B. Bombas de expulsion: Operan tomando el antibidtico del espacio periplasmico y
expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accion, este

mecanismo es frecuentemente utilizado por las bacterias Gram negativas.

C. Alteraciones del sitio de accion: Las bacterias pueden alterar el sitio donde el

antibidtico se une a la bacteria, para interrumpir una funcion vital de esta, este
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mecanismo es, principalmente, utilizado por las bacterias Gram- positivas, las
cuales generan cambios estructurales en los sitios de accion de los antibioticos p-
lactdmicos a nivel de las proteinas unidoras de penicilinas (PBP). Tafur, J.D. et. al
(2008).

D. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: Las bacterias pueden
generar cambios en la bicapa lipidica, principalmente por cambios en las porinas,
que son proteinas que forman canales llenos de agua embebidos en la membrana
externa que regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos, los antibioticos.
Lo anterior puede llevar a que la membrana externa no permita el paso de estos

agentes al espacio periplasmatico. Apaza P.R. et.al.( 2008).

6.4.2 Mecanismo de Resistencia de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

Escherichia coli: Este microorganismo tiene la capacidad de producir enzimas p-lactamasas
cromosémicas 0 extracromosomicas (mediadas por plasmidos). Confiere resistencia a los B-
lactdmicos excepto cefamicinas y carbapenémicos, ademas los plasmidos que codifican las
BLEE portan genes de resistencia (transposones) a otros antimicrobianos como aminoglucosidos,
tetraciclinas y cotrimoxazol, es por esto que el fenébmeno de resistencia cruzada es muy frecuente
y el tratamiento de las infecciones producidas por esta cepa tiene una mayor dificultad. Algunos
autores han demostrado en aislamientos clinicos de Escherichia coli, que la presencia de B-
lactamasas sumado a fenémenos de impermeabilidad o perdida de porinas produce resistencia a

carbapenem. Garcia, M. (2013).

Klebsiella pneumoniae: Las cepas de este género presentan, como Unica resistencia natural, la
produccion de una B-lactamasa de espectro ampliado (BLEA). Practicamente todas las Klebsiella
pneumoniae producen cromosémica y constitutivamente bajos niveles de esta enzima, se trata de
SHV-1 (clase A de Ambler, grupo 2b de Bush). El espectro de actividad de esta B-lactamasa
incluye amino y carboxipenicilinas, es por ello que a pesar de los bajos niveles de enzima
producidos, Klebsiella pneumoniae, es naturalmente resistentes a ampicilina (AMP), amoxicilina
(AMX), carbenicilina (CAR) y ticarcilina (TIC). Villar, E.H.et.al.( 2014).
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6.4.3 Resistencia adquirida a los B-lactamicos

a)

b)

Hiperproduccion de pB-lactamasa de Espectro Ampliado (BLEA)

Son producidas casi siempre por codificacion plasmidica y transferibles a otras
bacterias por conjugacion. Dado a que estas P-lactamasa ampliaban el espectro de
hidrolisis de las penicilinas, se les denomin6 PB-lactamasas de Espectro Ampliado
(BLEA). Estas actian rompiendo el puente amida del anillo B-lactamico, por lo que el
antibacteriano no puede unirse a las PBP, y no genera el impedimento de la sintesis de la
pared celular. Casellas, J. M.(2011).

Hiperproduccion de AMP-C.

Es denominada derrepresion, se trata de enzimas elaboradas por cepas de
Enterobacterias, siendo el Enterobacter spp el género que tiene mayor significacion
clinica, particularmente Enterobacter cloacae. Las cepas salvajes productoras de AmpC,
lo hacen a bajos niveles, pero cuando estas bacterias se exponen a f-lactamicos se induce
su expresion y generan resistencia a la cefalosporinas de 1™ 2% 3%  generacion,
cefamicinas, penicilinas, combinacion con inhibidores de p-lactamasas vy
monobactamicos. Unicamente no se ven afectadas por las cefalosporinas de cuarta
generacion y carbapenémicos, a menos que posean otros mecanismos de resistencia

como: perdida de porinas, BLEE, carbapenemasas entre otros.

Segun la localizaciéon y expresion del gen, las AmpC pueden ser: Cromosomicas
inducibles, cromosomicas no inducibles contitutiva y plasmidicas inducibles, plasmidicas
constitutivas. Rojas, D. D.(2009).

[-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE)
Son enzimas capaces de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas de amplio espectro y

monobactamicos, pero no las cefamicinas, ni los Carbapenémicos. Se encuentran

mediadas generalmente por plasmidos y derivan de otras enzimas con menor espectro
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hidrolitico. La aparicion de las BLEE ha dificultado enormemente el tratamiento de
numerosas infecciones bacterianas, porque estas cepas presentan, ademas de resistencia a
la gran mayoria de los B-lactdmicos, altas tasas de resistencia a antimicrobianos de otras
familias. Diaz, M.A. et.al (2009).

6.5 Clasificacion de las p-lactamasas

Han sido clasificadas de acuerdo a dos esquemas generales: la clasificacion molecular de
Ambler basada en la similitud de la secuencia de aminoacidos y la clasificacion funcional de
Bush-Jacoby-Medeiros, que tiene en cuenta los perfiles del inhibidor y el sustrato. EI esquema
de Ambler clasifica a las B-lactamasas en 4 grupos nombrados con las letras de la A-D.

Clase A: penicilinasas (encontradas en Staphylococcus aureus), TEM-1, SHV-1, B-lactamasas
cromosomales de Proteus, Klebsiella y carbapenemasas.

Clase B: Metalo B-lactamasas que requieren un ion bivalente para su actividad (Zinc2+).

Clase C: pB-lactamasas usualmente tipo cromosomal, AmpC propia de la mayoria de
Enterobacterias.

Clase D: B-lactamasas plasmidial tipo OXA.

Dentro de esta clasificacion se encuentran las carbapenemasas, enzimas capaces de hidrolizar
la mayor parte de B-lactamicos, incluidos los carbapenémicos, las de clase B o Metalo-f3-
lactamasas por ejemplo: VIM o IMP no presentan actividad frente a aztreonam y su accion es
inhibida con EDTA. Las de clase D tienen actividad frente a oxacilinas, siendo OXA-48 la mas
frecuentemente reportada y por ultimo las clase A, que suelen ser sensibles a la accion del acido
clavulanico y presentan una menor actividad frente a meropenem que a imipenem, de estas la
KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase) es la mas ampliamente diseminada en todo el
mundo en sus variantes KPC-2 y KPC-3. Jacoby, B.K. et.al ( 2010).

6.5.1 Resistencia a carbapenemes

Las enzimas carbapenemasas representan la familia mas versatil de las B-lactamasas, ya que
tienen la capacidad de hidrolizar carbapenémicos y P-lactdmicos. Ademés poseen la
caracteristica de ser resistentes contra la accion de los inhibidores de B-lactamasas y pueden

estar codificadas en el cromosoma bacteriano o estar presentes en elementos genéticos moviles.
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6.5.2 Serino carbapenemasas

Hidrolizan penicilinas, cefalosporinas (en menor grado cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion), monobactamicos y carbapenémicos. Su actividad hidrolitica depende del sustrato
sobre el que actuan, por ejemplo, SME-3 y KPC-2 hidrolizan mejor el Imipenem que el

Doripenem y son levemente inhibidas por el acido clavulanico y el tazobactam.

6.5.3 Carbapenemasas del tipo KPC, por Klebsiella pneumoniae

Son las mas frecuentes en el mundo, presentan una importante actividad hidrolitica frente a
practicamente todos los antibidticos B-lactdmicos, y solo son inhibidas parcialmente por el &cido
clavulénico y el tazobactam. Estas confieren grados variables de resistencia a los carbapenemes y
debido a su asociaciéon frecuente con otros mecanismos de resistencia, las cepas portadoras
aparecen como multirresistentes a los B-lactamicos y otras familias de antibidticos. Velasquez, J.
et.al (2013).

6.5.4 Carbapenemasas tipo serina de la clase D (oxacilinasas)

Las carbapenemasas tipo serina de la clase D (oxacilinasas) se han caracterizado
principalmente en A. baumannii, el espectro de actividad entre todas las oxacilinasas es bastante
similar, puesto que hidrolizan débilmente imipenem y meropenem, no hidrolizan ni
cefalosporinas de espectro extendido ni aztreonam, a excepcion de OXA 27, y todas son
predominantemente penicilinasas con gran poder hidrolitico frente a oxacilina. Ademas, pueden

o0 no ser inhibidas por el acido clavulanico, a excepcién de OXA 23 que es resistente.

A pesar de que hasta la fecha las oxacilinasas no han recibido tanta atencion como las Metalo-
B-lactamasas, es importante considerarlas como potencialmente peligrosas, aunque su actividad
carbapenemasa es pobre, se incrementa si otros mecanismos de resistencia estan presentes (como
bombas de eflujo o disminucion en la permeabilidad ocasionada por cambios en las porinas o por

modificaciones en las proteinas de unién a las penicilinas). Chinchilla, P.A.et.al.(2013).
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6.5.5 Metalo B-lactamasas (MBLs) o Carbapenemasas clase B

Todas las Metalo B-lactamasas (MBLs) comparten las siguientes caracteristicas funcionales:

Potente actividad carbapenemasa, resistencia a los inhibidores de p-lactamasas (acido

clavulanico y sulfonas), y ausencia de actividad contra monobactamicos. Siendo las primeras

dos caracteristicas las que generan mayor preocupacion desde el punto de vista clinico.

Existen dos tipos de MBL.: Las residentes; que se encuentran codificadas como parte de la

carga cromosomica de algunas especies bacterianas, y Las adquiridas; codificadas por genes

heterdlogos que se adquieren por transferencia genética horizontal, entre los mas importantes

desde el punto de vista de la relevancia clinica y la diseminacién epidemioldgica son los tipos
IMP, VIM, SPM y NDM. Cornalglia, G.H. et.al (2011).

6.5.6 Enzimas B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) mas destacadas: TEM, SHV, CTX-M
y OXA.

TEM: La enzima TEM-3 fue la primera BLEE tipo TEM descrita en 1984 fruto de una
mutacion puntual de la enzima TEM-2. Aunque la mayoria de B-lactamasas tipo TEM
han sido descritas en Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, también se han
observado en otros géneros de Enterobacterias como Enterobacter aerogenes, Proteus

mirabilis, Morganella morganii, Salmonella entérica y Providencia rettgeri.

SHV: Son pocos los derivados de SHV, algunas enzimas SHV presentan actividad
hidrolitica preferente por Cefotaxima y ceftacidima (SHV-2 y SHV-12), otras hidrolizan
mas rapidamente la Cefotaxima, la ceftacidima o el aztreonam como el SHV-3 y las que
muestran la preferencia por ceftacidima (SHV-4, SHV-6). La mayoria de SHV se han
encontrado en cepas de Klebsiella pneumoniae, aunque estas enzimas se han descrito en,

Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa.

CTX: Descritas principalmente en Escherichia coli, aunque se han encontrado en otras
Enterobacterias. Las cepas de Escherichia coli, a menudo presentan corresistencia a

trimetropim-sulfametoxazol, tetraciclina, gentamicina, trobamicina y ciprofloxacino. La
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presencia de estas enzimas, se han descrito en diferentes especies de la familia
Enterobacteriaceae y en zonas geograficas muy distintas, la mayoria de sus genes son de
codificacion plasmidica. Se cree que algunas de las p-lactamasas plasmidica tipo CTX-
M derivan de la B-lactamasa cromosomica de Kluyvera ascorbata o K cryocrescens con

las cuales muestran una alta homologia.

=  OXA: Presenta alta afinidad por la Oxacilina y la Cloxacilina y son poco inhibidas por el
Acido clavulanico. Se dividen en 9 grupos, dentro de las cuales algunas enzimas
presentan actividad frente a las cefalosporinas de 3" y 4% generacion y/o aztreonam.
Estas B-lactamasas plasmidica de espectro extendido raras veces se han encontrado en
Enterobacterias y son predominantes en Pseudomona aeruginosa.Villanueva,D.K.(
2010).

6.6 Elementos genéticos de transferencia horizontal en Enterobacterias.

La transferencia horizontal parece tener un papel crucial en la adaptacion bacteriana a nichos
ecoldgicos especificos, en la diseminacion y persistencia de la resistencia a antibidticos entre
miembros de la familia Enterobacteriaceae. La transferencia horizontal esta mas favorecida por
la proximidad entre microorganismos que comparten caracteristicas genéticas como el tamafio

del genoma o su contenido en G+C.

Plasmidos: Se componen de una region constante que posee los genes responsables de funciones
esenciales como la replicacion, el mantenimiento y la transferencia, y una region variable donde
se localizan los genes responsables de funciones adaptativas (resistencia a antibioticos, factores
de virulencia, o produccion de bacteriocinas). Amorim, D.A. ( 2010).

Transposones: Sonsecuencias de ADN que llevan informacion para una transposasa y en los
extremos secuencias repetidas, conocidas como de insercion, en medio de esta secuencia puede
encontrarse la insercion de genes de virulencia, como toxinas 0 genes de resistencia a

antibidticos. Estos se pueden integrar en el cromosoma de las bacterias o insertarse en fagos.
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Integrones: Elementos de ADN mdviles que pueden capturar genes de resistencia o virulencia,
los cuales estan en casetes y como acarrean una integrasa, pueden introducirse en el cromosoma,
es por esta razon que los transposones y los plasmidos de bacterias; de esta manera, pueden
replicarse y expresar la informacion que llevan. Lopez, A.M.(2011).

6.7. Epidemiologia de las carbapenemasas

La prevalencia de la Enterobacterias productoras de carbapenemasas (CPE) primordialmente
en Klebsiella pneumoniae en zonas de endemidad, puede variar entre el 20 y 40%. Inicialmente
parecio causar infecciones adquiridas en los hospitales, sobre todo en pacientes de Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI). Recientemente se ha extendido en diferentes contextos sanitarios,

incluido los servicios de atencion a largo plazo.

Varios investigadores han evaluado los factores asociados con un mayor riesgo, en lIsrael y
han demostrado que la situacion fundamental del huésped, tratamiento de antibidtico previo, y la
estancia en la UCI, son factores de riesgo independientes para la colonizacién o infeccion por
carbapenemasas, otros factores que se han asociados incluyen érganos solidos y trasplantes de
células madres , la presencia de un catéter biliar , maltiples dispositivos invasivos, antes de la
cirugia y la presencia de heridas. La presion de seleccion de antibidticos puede ser un factor
adicional que influye en la colonizacion con estos organismos. Estudios de casos y controles han
demostrado que casi todas las clases de antibioticos pueden seleccionar para Enterobacterias

Productoras de Carbapenemasa (CPE).

Dado a que las Enterobacterias forman parte de la flora entérica humana, una colonizacién
prolongada de CPE significa el dep6sito mas grande de pacientes colonizados, ejerciendo mas
presion de colonizacion que a su vez dara lugar a mayores tasas de transmision de paciente a
paciente. La trasmision cruzada se produce de manera mas eficiente en los centros sanitarios

donde las préacticas de control de infecciones son pobres.

En una unidad quirdrgica donde el cumplimiento de higiene de manos fue del 21%, la
probabilidad de que un paciente sea colonizado por Enterobacterias productoras de

carbapenemasa (CPE) fue de 7.1% por semana de hospitalizacion y la incidencia de nuevas
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colonizaciones fue de 9.1/1.000 pacientes por dia. Se estima que una porcién de pacientes
colonizados (10 a 30%) va a desarrollar infeccion por carbapenemasa, esta proporcion esta
probablemente relacionada con la severidad de la enfermedad de base y parece ser mayor en los
pacientes inmunocomprometidos (paciente en quimioterapia de induccion para la leucemia

mieloide aguda o post-trasplante alogénico de células madre). Tzouvelekis, L.S.et.al (2012).

En los ultimos 10 afios, se reportd un incremento de Carbapenemasas en Enterobacterias, en
E.E.UU vy Grecia reportdndose una marcada endemicidad por Klebsiella pneumoniae
productoras de carbapenemasa, las metaloenzimas, también se han reportado en todo el mundo,
con una mayor prevalencia en el sur de Europa y Asia, carbapenemasas del tipo de oxacillinasa-
48 han sido identificados, en su mayoria, en los paises Mediterraneos, Europeos y en India.
Recientemente se han identificado Enterobacterias productores de Metalo-B-lactamasas-1 de
Nueva Delhi, originales del reino unido, india, Pakistan y ahora en todo el mundo. Nordmann,
P.et.al (2009).

6.8. Sistema automatizado VITEK.

Es un sistema automatizado para identificacion bacteriana y estudio de sensibilidad
antimicrobiana. La identificacion de las bacterias en este sistema se basa en la inoculacion de una
suspension de microorganismos en tarjetas con determinados paneles de reacciones bioguimicas.
La sensibilidad antimicrobiana se lleva a cabo a través de tarjetas que contienen diluciones
estandarizadas de distintos antibidticos correspondientes a los puntos de corte de sensibilidad
establecidos por CLSI. Romeu, B. ( 2010).

Trabaja a través de un sistema de tarjetas con micro pocillos que contiene sustratos, determina
la susceptibilidad microbiana por CIM, utiliza estdndares establecidos por la CLSI vy tiene la
capacidad de procesar 60 tarjetas. La identificacion microbiana se da traves de colorimetria

avanzada.

Detecta bacilos Gram-negativos Enterobacterias y no fermentadores clinicamente relevantes,
trabaja con una suspension bacteriana de 0.5-0.63 McFarland en 3 ml de salina, identifica 135
especies y emite resultados entre 3 < 10 horas, posee un sistema experto avanzado que valida

automaticamente todos los resultados. Gomez. C.B.( 2014).
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6.9. Prueba de sinergia para la identificacion fenotipica de carbapenemasas

Test de sinergismo con triple disco, utilizando 4&cido fenil boronico y &cido

etilendiaminotetraacético.

Se fundamenta en la potenciacion del halo de inhibicion, que se genera alrededor
del disco del antibidtico, cuando este se enfrenta a un disco cargado con un inhibidor de
la accion enzimatica. Por tanto, se considera resultado positivo cuando se observa una
potenciacion del halo de inhibicién, generado entre ambos discos. Machado, M.F.et.al.(
2010).

Los discos de Acido Fenil Bordnico son utilizados para la deteccion fenotipica de
enzimas AmpC y carbapenemasas de clase A de Ambler, mediante la prueba de

sensibilidad a los microbianos.

El disco de EDTA, es empleado en la deteccidon fenotipica de Metalo-B-lactamasa
(MBLs), por el método de triple disco, el cual consiste en colocar, sobre una placa de
agar Mueller-Hinton inoculado con la cepa problema, un disco que contiene un agente
quelante (EDTA, SMA, acido dipicolinico o acido 2-mercaptopropiénico) rodeado por un
disco de imipenem (10ug) y otro de meropenem (10ug). Esta prueba es positiva si se
observa un aumento del halo de inhibicion o la presencia de una zona de inhibicion entre

el imipenem y/o el meropenem y el agente quelante. Machado, M.F..et.al.( 2010).
Test de Hodge

Consiste en demostrar el crecimiento de una bacteria susceptible a carbapenémicos,
alrededor de otra sospechosa de producir carbapenemasas, por la difusién de ésta en el
medio de cultivo en el cual se ha colocado un disco con una concentracion estandarizada,
de alguno de los carbapenémicos. Si bien la sensibilidad de este test es buena, presenta
falsos positivos en casos de altas prevalencias de enzimas tipo BLEE o AmpC con

hiperproduccion. De la Lastra, V. et.al (2010).

22



Identificacion fenotipica de Enterobacterias productoras de Carbapenemasa y genes que portan f-lactamasa de
Espectro Extendido (BLEE).

La inactivacion del carbapenem (meropenem o ertapenem) de la carbapenemasa
producida por la cepa problema, permite el crecimiento de Escherichia coli sensible
(ATCC 25922) a los lados de la estria efectuada con la cepa problema. Moreno, O.P.
(2013).

6.10. Método Molecular
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena a la Polimerasa, es una reaccion enzimética in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN, dura varios ciclos
repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello la reaccion
aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa, que tiene la capacidad de sintetizar

naturalmente el ADN de las células. Tamay, D.D.et.al.(2013)
Etapas de cada ciclo de PCR

Desnaturalizacion 90-95°C: La doble hebra de ADN templado o molde se abre por efecto
del calor, esto sucede porque la energia térmica rompe los puentes de hidrégeno que
mantienen las dos hebras de DNA juntas a temperaturas mas bajas. Se prefiere la
desnaturalizacion térmica de DNA a la desnaturalizacién quimica porque es facilmente

reversible por enfriamiento.

Hibridizacion: Annealing 0 apareamiento de los cebadores o “primers” a las regiones
flanqueantes de la secuencia de ADN a amplificar, en el rango de 55-65°C (Estrada,
2013). La hibridacion del cebador, inicia cuando la mezcla de reaccion se enfria y los
cebadores oligonucledtidos que se encuentran a los lados de la zona por amplificar, se
hibridan con las hebras simples de la molécula de DNA molde. Koneman, W.E. et.al.
(2008).

Extension: Durante esta etapa la ADN polimerasa termoresistente incorpora nucleétidos
en el extremo 3" del cebador utilizado como molde la cadena de ADN previamente

desnaturalizada. La temperatura a la que se realiza esta etapa de la reaccion suele ser de
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72°C ya que es la temperatura a la que la “Taq polimerasa” alcanza su maxima actividad.
Normalmente una extension de 20 segundos es suficiente para fragmentos menores de
500 pares de bases, y 40 segundos para fragmentos por encima de 1.2Kb. Al finalizar
cada uno de los ciclos el nimero de copias obtenidas se duplica y después de 20 ciclos ya
tenemos aproximadamente 1 millon de copias de cada una de las moléculas molde
iniciales ADN. Estrada, L.C.(2013).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
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Chinchilla,P.A.et.al.(2013)
6.11. Electroforesis en gel por campo pulsado

La electroforesis en gel es un método que se emplea para separar macromoléculas
(&cidos nucleicos y proteinas) en funcion del tamafio, la carga eléctrica y otras
propiedades fisicas, consiste en aplicar corriente eléctrica a las moléculas para que
atraviesen una placa de gel. La fuerza motriz de la electroforesis es la tensién eléctrica
aplicada a los electrodos en ambos extremos del gel. Las propiedades de una molécula
determinan la velocidad con que un campo eléctrico puede desplazarla a través de un

medio gelatinoso.

La separacion de las macromoléculas depende de dos variables: carga y masa. Cuando

una muestra biologica, como por ejemplo el ADN, se mezcla en una solucion tampon y
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se aplica a un gel, esas dos variables actian conjuntamente. La corriente eléctrica de un
electrodo repele las moléculas, al tiempo que el otro electrodo las atrae. La fuerza de
friccion del material de gel actia como tamiz molecular, separando las moléculas en
funcion de su tamafio. Durante la electroforesis, las macromoléculas son empujadas a
través de los poros, dependiendo su tasa de migracion por el campo eléctrico de los
siguientes factores: Fuerza del campo, Tamafio y forma de las moléculas, Hidrofobicidad
relativa de las muestras, Fuerza idnica y temperatura del tampdn en que se desplazan las
moléculas. Somma, M.et. al.(2007)
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7. DISENO METODOLOGICO
Area de estudio
El estudio se realizo en el &rea de bacteriologia del Hospital Antonio Lenin Fonseca, ubicado en
Managua. Siendo este un hospital de referencia, donde se atienden pacientes de todos los

departamentos por contar con una diversidad de especialidades.

Tipo de estudio

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal, en el cual se llevo a cabo la identificacion
fenotipica de Enterobacterias productoras de carbapenemasa y genes que portan de f-lactamasa
de Espectro Extendido (BLEE), en cepas aisladas de procesos infecciosos en los pacientes

internos del hospital Antonio Lenin Fonseca, en los meses de Abril - Julio 2014.

Universo
El universo estuvo conformado por 730 cepas de Enterobacterias, aisladas de pacientes
atendidos por procesos infecciosos en el hospital Antonio Lenin Fonseca, las cuales representa el

100% del universo.

Muestra

La muestra de estudio fue de 13 cepas de Enterobacterias que equivalen al 1.8% del universo de
las muestras remitida al &rea de bacteriologia del hospital Antonio Lenin Fonseca, en los meses
de abril a julio 2014.

Tipo de muestreo

El tipo de muestreo fue no probabilistico por conveniencia.

Para la seleccion de la muestra se utilizaron los siguientes criterios
Criterios de inclusion:
1. Pacientes atendidos en la consulta interna del Hospital Antonio Lenin Fonseca y que
tuviesen procesos infecciosos.

2. Que las cepas presentaran halos de inhibicion < 22mm para imipenem.
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Criterios de exclusion:

1. Todas las cepas contaminadas.

Recoleccion de datos
Se solicitd autorizacion para el acceso a los expedientes, que el hospital lleva de los pacientes
que presentan B-lactamasa y que son sospechosos de carbapenemasa, de donde fueron extraidos

los datos de cada paciente.

Procesamiento y Analisis

La informacion fue extraida de registros de laboratorio y se asegurd que las muestras fueran
previamente procesadas, por el hospital Antonio Lenin Fonseca en el programa WHONET
Version 5.6.

El Transporte de las cepas, del hospital Antonio Lenin Fonseca al laboratorio del POLISAL,
se realiz6 en caldo leche, en microviales de 1500 ul y sellado con glicerina, cada muestra con su
respectivo codigo, con el cual fueron procesadas en el hospital, almacenandolas a una

temperatura de -4 a -20 °C.

Se realizd el método de Kirby Bauer, evaluando la sensibilidad de las cepas al imipenem, ya
que segun los protocolos del CLSI, un halo para imipenem <22mm es sospechoso de la presencia
de carbapenemasa. Posteriormente fueron transportadas en caldo leche al hospital Metrépolis

Xolotlan “Solidaridad” para su respectivo analisis.

Se realizé control de calidad al caldo leche, en agar sangre de carnero, con el cual confirmamos

que nuestro caldo estaba libre de contaminantes.

1) La identificacion del género, especie y la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos se llevo a cabo mediante el sistema VITEK 2 compact.

Para la preparacion del inoculo, se tom6 una UFC de MacConkey de la cepa

problema, luego se realizd una suspension homogénea en un tubo de ensayo
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conteniendo 3ml de solucién salina al 0.45%, para las dos tarjetas restantes se
pasaron 145ul en tubos con 3ml de solucién salina, posteriormente ajustamos la
turbidez en el equipo DenSiCheK Plus al del estandar 0.5-0.63 de McFarland, que es
con la que trabaja el VITEK 2.

Se procedié a montar en tres tarjetas de plastico (GN, AST -XN06 y AST- GN69),
se utilizé una escala McFarland para cada tarjeta, se proceso en el VITEK, donde
cada tarjeta es llenada por el equipo con el inoculo bacteriano estandarizado,
mediante una bomba de vacio y luego las tarjetas son selladas herméticamente, se
introducen a un incubador a 35°C y cada 10 minutos el sistema hace una lectura y se
mide la concentracion del indculo bacteriano. Cada tarjeta tiene un pozo control
positivo de crecimiento y es en este pozo, donde se construye una curva normal de
crecimiento bacteriano.

Se utilizaron las siguientes tarjetas:
e GN: 64 pruebas bioquimicas
e AST XNO06: AN, ATM, CF, CTX, CTT, FOX, CPD, CzX, CXM, DOR,
MEM, MXF, NA, NOR, PIP, TE, TIC, TCC, TGC.
e AST GN69: AMC, AM, SAM, CZ, FEP, CAZ, CRO, CIP, ETP, GM, IPM,
LEV, FT, TZP, TM, SXT.

Control de calidad de las tarjetas
e Escherichia coli ATCC 25922
e Escherichia coli ATCC 35218
e K. Pneumoniae ATCC 700603
Control de calidad de MacConkey

Escherichia Coli ATCC 25923
lactosa ~ Tiempo de incubacién Temperatura de incubacién Crecimiento
Positivo 18 hrs 35°C Excelente
Proteus mirabilis

Negativo 18 hrs 35°C Excelente
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2)

3)

Tets de Sinergia con &cido boronico

Se preparo la escala McFarland 0.5 de las cepas a evaluar a partir de Mueller-
Hinton de 18-24 horas; se tom6 una UFC de colonias con un asa recta y se realiz6
una suspension del microorganismo en solucion salina al 0.85%, ajustamos la

turbidez del inoculo a la escala 0.5 McFarland.

Se inoculé sobre la superficie del agar Mueller-Hinton en tres direcciones, se dejo
secar la placa por 5 minutos, se colocé un disco de Acido Aminofenilboronico de
300ug a 1,5 cm entre un disco de IMI y un disco de MEM, se incubo a 35°C en

aerobiosis durante 16-18 horas.

Un resultado positivo se evidencia por una sinergia o deformacion de los halos
(efecto huevo) en cualquiera de los dos antibidticos hacia el acido boronico, este
indicaria la presencia de enzimas clase A y un resultado negativo no presenta sinergia

o deformacidn de los halos.

Test de sinergia con EDTA

Se prepar6 una suspension 0.5 McFarland de las cepas ya purificadas a evaluar a
partir de Mueller-Hinton de 18-24 horas, se tomé una UFC con un asa recta y se
realiz6 una suspension del microorganismo en solucién salina al 0.85%, se ajustd la

turbidez del inoculo a la escala 0.5 McFarland.

Se inoculo sobre la superficie del agar Mueller-Hinton en tres direcciones, se dejo
secar la placa por 5 minutos, colocamos un disco de EDTA de (10ug) a 1,5 cm entre
un disco de IMI y un disco de MEM, se incubo a 35°C en aerobiosis durante 16-18

horas.

El resultado positivo se evidencio por la sinergia o deformacion de los halos
(efecto huevo), en cualquiera de los dos antibidticos hacia el EDTA, indicando la
presencia de Metalo-p-lactamasas y un resultado negativo no presenta sinergia o

deformacion de los halos.
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Control de calidad de Mueller Hinton
Enterococcus faecalis ATCC- 29212

Temperatura
PH Profundidad  Tiempo de incubacion incubacion Timina/Timidina
7 4.5 18 hrs 35°C 32mm

Pseudomona aeruginosa ATCC-27853
Ca*y Mg*
7 4.5 18 hrs 35°C 19mm

4) Test de Hodge utilizado como prueba complementario.

Se prepard una suspension 0.5 McFarland de la cepa de referencia Escherichia coli ATCC
25922 en solucion salina al 0.85%, se inocul6 en la superficie del agar Mueller-Hinton en tres
direcciones, se dejé secar la placa por 5 minutos, seguidamente se coloco un disco de IMP
(10ug) en el centro del agar, se tom6 una colonia de un cultivo de 18 a 24 horas de los
aislamientos a evaluar y se estrié desde el borde del disco hacia la periferia, incubando a 35°C
en aerobiosis durante 16-18 horas.

Un test de Hodge positivo se evidencia por el crecimiento de ATCC de Escherichia coli en el
punto de intercepcion entre el halo de inhibicién generado por la difusion del antibidtico y la
estria de la cepa problema, formando una hendidura en la parte proximal del disco y un test

negativo no presenta crecimiento en el punto de intercepcion. Cardenas, R.E. (2014).
Interpretacion segun Sinergia con EDTA, Acido fenil Borénico y test de Hodge complementario
a. Inhibicion con EDTA y Test de Hodge positivo: Alta sospecha de carbapenemasa
de clase B (VIM, IMP, NDM).

b. Inhibicion con APB y Test de Hodge positivo: Alta sospecha de carbapenemasa
de clase A (KPC).
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4)

c. Inhibicion con EDTA y Test de Hodge negativo: Sospecha de carbapenemasa de
clase B que, con frecuencia, pueden dar un falso negativo en el test de Hodge.
d. Ausencia de inhibicion con EDTA+ Test de Hodge negativo: No produccion de

carbapenemasa. Cardenas, R.E. (2014).

El Reaislamiento, Extraccion, Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Convencional y Electroforesis por campo pulsado en gel de agarosa, se realiz6 en el
laboratorio de Biotecnologia, ubicado en el edificio del POLISAL de la UNAN-
MANAGUA.

Reaislamiento y Extraccion de ADN

Las cepas y los controles se reaislaron en agar sangre por 24 horas a 37°C, se
realizd una suspension de colonias de cada cepa en microviales que contenian 100ul
de agua sigma, se mezclo en vortex, seguidamente se llevé ebullicion por 10 minutos,
se bajé la temperatura en hielo por 5 minutos, se centrifugd por 5 minutos a 12000
rpm, seguidamente se separd de cada vial 70ul del sobrenadante y se dispenso en otro

vial estéril.

Reaccién en cadena de la polimerasa

Para ello se utiliz6 un Termocyclador de PCR, marca Eppendorf AG, Modelo:
22331, Numero de serie: 5341-005452, Voltaje: 100-130, Potencia: 800 watt,
Frecuencia: 50/60 H. Para la amplificacion del ADN molde se utilizd6 puRe Taq
Ready-To-Go PCR beads, la concentracion corresponde a Tris- HCI 10 mM, (pH
9.0), KCI 50 mM, MgCI2 1.5 mM, dNTPa 200 uM y de Taq polimerasa 2.5 ul.
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Secuencias de iniciadores y tamafio del producto amplificado

Iniciadores Secuencias 5°-3" Gen Tamafio Condiciones del Termocyclador
SHV-F CTT TAT CGG CCC TCACTC AA
SHV-R AGG TGC TCA TCA TGG GAA AG SHV 273 pb
TEM-F CGC CGC ATA CAC TAT TCT CAG TEM Desnaturalizacion

AAT GA 445 ph 94°C por 5min:;1 ciclo
TEM-R ACG CTC ACCGGC TCCAGATTTAT
CTX-F ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK

ATG GC 94°C 30 seg-50°C 30 seg-72°C 60

seg ; 30-35 ciclos

CTX-R TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA CTX 593 pb g

AYC AGC GG
OXA-F ACACAATACATATCAACTTCGC Extension final: de 72°C por 10 min;
OXA-R AGTGTTTAGAATGGTGATC OXA  813pb L ciclo

Por cada Microvial de PCR se agregaron las cantidades de la mezcla de PCR como se detalla
a continuacion en el siguiente cuadro. Posteriormente se llevaron al Termocyclador por un
periodo de 1 hora y 30 minutos, donde se realizaron un total de 30 ciclos para la obtencion
del ADN amplificado.

Mezcla de PCR

Material Ul por reaccion Concentracion final
Bla CTX-Mf 10 uM 2ul 0.2uM
Bla CTX-Mr 10 uM 2ul 0.2uM
Bla TEM-Mf 10 uM 2 ul 0.2uM
Bla TEM-Mr 10 uM 2ul 0.2uM

Bla SHV -f 10 uM 2 ul 0.2uM

Bla SHV-f 10 uM 2 ul 0.2uM

Bla OXA- f10 uM 2ul 0.2uM

Bla OXA-r 10 uM 2ul 0.2uM
Agua MilliQ 7ul
ADN molde 2ul
VT 25ul

32



Identificacion fenotipica de Enterobacterias productoras de Carbapenemasa y genes que portan f-lactamasa de
Espectro Extendido (BLEE).

Preparacion de gel de agarosa al 1%

Se pesO 1.5 gr de agarosa, se disolvio en buffer (TBE 0.5X), seguidamente se llevo a un
microondas un periodo de 3 a 5 minutos, transcurrido este periodo de tiempo la disolucion se
pasd a un recipiente que contenia agua para bajar la temperatura hasta un punto que fuese

soportable al tacto, se agregd 12ul de bromuro de etidio, mezclandose de manera circular.

Preparacion de la cdmara de corrida

Se dispensd la disolucion de agarosa lentamente en la cdmara de corrida por uno de los
extremos de la bandeja, se dejé polimerizar, seguidamente se le agregd buffer TBE 0.5X hasta
cubrir el gel, posteriormente se procedié a montar el marcador, los controles y las muestras. Se
conectaron los electrodos de la cAmara a la fuente de poder, se gradu6 el voltaje a 120 v, para la

corrida de las muestras por un periodo de 45 minutos.

Los Genes investigados fueron: CTX, TEM, SHV y OXA, siguiendo el procedimiento de
Pitout, J.D.et.al.(2004). Los genes se expusieron a luz ultravioleta, fueron analizados segun su
peso molecular y fotografiados, Se utilizd una cepa control positivo de Escherichia coli ATCC
25922.

La informacién recopilada de los registros de laboratorio y los resultados de los analisis

fueron procesados en Excel 2010, el informe final se realiz6 en Word 2012.
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8. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

INDICADORES

VARIABLES | SUB- VALORES CRITERIOS
VARIABLES
Enterobacterias
Identificacion 64 pruebas colorimétricas 135 Especies
Bacteriana No
Fermentadores
Cefalotina
Cefuroxima
Cefalosporinas Ceftazidima
Ceftriaxona Sensible
Sistema Cefepime
VITEK
Perfil de Cefamicinas Cefoxitina
Resistencia
Meropenem
Carbapenem Imipenem SI/NO
Ertapenem
Doripenem Intermedio
Monobactamicos | Aztreonam

Fluroguinolonas

Acido Nalidixico
Ciprofloxacino

Levofloxacino
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Norfloxacino

Amikacina
Aminoglucésidos | Gentamicina
Glicilciclinas Tigeciclina

Nitrofuranos

Sintéticos

Nitrofurantoina

Cotrimoxazol

Trimetropim/Sulfametoxazol

Resistente

Sinergismo
Test de Utilizando Acido Boronico Positivo
Sinergismo Sinergismo
Utilizando EDTA Negativo
Técnica de Gen blaCTX
PCR Gen blaTEM SI/NO
Gen blaSHV
Gen blaOXA

Segun Lineamientos de la CLSI 2014
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9. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
Grafico 1. Namero de aislamientos con halos iguales 0 menores a 22mm para imipenem en cepas

del Hospital Antonio Lenin Fonseca analizadas en los meses Abril — Julio 2014.

Aislamientos obtenidos de Enterobacterias

m Klebsiella pneumoniae

m Escherichia coli

Fuente: Resultados de Laboratorio.

Se aislaron 13 cepas sospechosas de Carbapenemasas con halos <22mm para Imipenem,
siguiendo los lineamientos del CLSI 2,014. Klebsiella pneumoniae se presentd con mayor

frecuencia en 12 cepas, y Escherichia coli en una cepa.

Klebsiella pneumoniae se obtuvo con mayor frecuencia, debido a que este microorganismo
estd muy adaptado al ambiente hospitalario y sobrevive mucho tiempo en las manos del personal
de salud, lo que facilita su transmision entre personas, como en diferentes sitios, ya que este
microorganismo es tolerante a la desecacién en el medio, sobrevive en la piel debido a su capsula
hidrofilica, presenta adhesinas y fibrinas que le permiten adherirse a la superficies y mantener el
contacto con el huésped, posee una endotoxina que facilita su multiplicacion en los tejidos del
hospedero. Incluso aparece implicado en procesos de origen comunitario, principalmente en

pacientes que ya han sido previamente hospitalizados, adquiere con cierta facilidad plasmidos
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conjugativos, que en la mayoria de los casos, portan genes que codifican resistencia para

multiples antimicrobianos altamente estables.

Escherichia coli, se presentd en menor frecuencia en nuestra investigacion, debido a que
pertenece a la flora normal, por ende prevalece mas en los pacientes de la comunidad y afecta en

menor proporcion a nivel hospitalario, se puede prevenir usando las normas de higiene.

El simple hecho de que tenga una frecuencia baja, no significa que no tenga relevancia, ya
que en Latinoamérica, es el segundo microorganismo causante de infecciones nosocomiales
después de Klebsiella pneumoniae, sin embargo hay estudios de hospitales que reflejan que

Escherichia coli tiene mayor prevalencia que Klebsiella pneumoniae.

Nuestros resultados difieren con un estudio realizado en Guatemala Gordillo R.M.et.al.
(2012), donde Escherichia coli fue aislado como el principal microorganismo causante de

infecciones intrahospitalarias y Klebsiella pneumoniae como el segundo.
Se relaciona con un estudio en cuba realizado por Martinez, M.G. (2011), donde de 139 cepas,

fueron aisladas 71 de Klebsiella pneumoniae y 68 de Escherichia coli, predominando Klebsiella

pneumoniae.
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Grafico 1.1. Perfil de resistencia antimicrobiana en las cepas de Klebsiella pneumoniae y

Escherichia coli, analizadas en los meses Abril a Julio del 2014.

Perfil de Resistencia en Klebsiella pneumoniae y Escherichia

coli
100%100% 100% 100%100%100% 1007 100%100% 100% ;0 100%100% 100%100% 100% 4o,
92.3%
69.20%
13 3 13 3 13 13 fh3 gh3 9

| 00%

CF FOX CMX CZX CRO ATM FED AN GM NA CIP LV NORMEM IMP ETP DOR SXT TGC FI

Fuente: Resultados de Laboratorio.

CF: Cefalotina, FOX: cefoxitina, CMX: cefuroxima, CAZ: ceftazidime, CRO: ceftriaxone,
ATM: Aztreonam, FEP: Cefepime, AN: Amikacina, GM: Gentamicina, NA: Acido Nalidixico,
CIP: ciprofloxacin, NOR: Norfloxacino, LV: Levofloxacin, ETP: Ertapenem, DOR: Doripenem,
IMP: Imipenem, SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol, TGC: Tigeciclina, FT: Nitrofurantoina.

La sensibilidad antimicrobiana se determind mediante el sistema VITEK 2 compact, donde se
encontrd que las 13 cepas son resistente a la mayoria de los antibidticos p-lactamicos; cefalotina,
cefotaxima, cefuroxima, cefepime, ceftazidima, ceftriaxona y aztreonam, a las fluroquinolonas
(&cido nalidixico, ciprofloxacino, levofloxacino y norfloxacino), a los carbapenem (imipenem,
meropenem, ertapenem, doripenem), a trimetropima/ sulfametoxazol; a 12 son resistentes a los
aminoglucosidos amikacina y 13 a gentamicina, y 9 a nitrofurantoina. Las 13 mostraron

sensibilidad a tigeciclina.
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Nuestros resultados no difieren de un estudio realizado en Nicaragua por Avila, A.J.(2012),
donde las cepas del hospital Antonio Lenin Fonseca presentaron resistencia a la mayoria de los

antibioticos, mostrando sensibilidad total a colistina y en menor medida a amikacina.

Otro estudio en Buenos Aires Argentina , en el 2012 de Klebsiella pneumoniae revela
resistencia a betalactamicos, fluroquinolonas, aminoglucésidos, conservando sensibilidad a
colistina y tigeciclina. Estos antibioticos estan indicados en complicaciones de la piel y tejidos
blandos. Cérdovaa, E.et.al.(2012).

Un anélisis de aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli de Metalo-f-
lactamasa tipo VIM en Esparia, ya mostraba en el 2005 una cierta similitud con nuestros datos,
resistencia a Imipenem, Meropenem, ciprofloxacino, piperacilina-tazobactam, ceftazidima,

gentamicina, amikacina y trobamicina. Lavilla, S.et.al.( 2005).

Se aislo una cepa de Escherichia coli con sensibilidad a tigeciclina, este perfil es igual
presentado por las cepas de Klebsiella pneumoniae, lo que indica que ambas especies bacterianas
han adquirido los mismos mecanismos de resistencia. Se relaciona con los datos aportados por
Avila, A.J.(2012) en cepas de Escherichia coli del Hospital Roberto Calderdn, donde se encontrd
resistencia a la mayoria de los antibi6ticos y sensibilidad total a colistina, en nuestro estudio no
se incluyd colistina, por que no contabamos con este antibidtico, pero es un farmaco efectivo en

infecciones por multiresistentes, localizadas y generalizadas.

El Centro Nacional de Referencia de Bacteriologia en Costa Rica a inicios del 2014 aislé una
cepa de Escherichia coli procedente de Nicaragua la cual presento resistencia a los p-lactamicos,
también a ciprofloxacino, trimetoprim-sulfametoxazol y sensibilidad a nitrofurantoina. CNRB,
(2014).

En todos lo aislamientos la Unica opcidn terapéutica es tigeciclina, se considera como una
potencial alternativa frente a los carbapenemasa, esta indicada en el tratamiento de infecciones

complicadas de piel y tejidos blandos e Infecciones intra-abdominales. Su excrecién se da por
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via biliar, lo que limita su indicacién en infecciones urinarias, debido a la baja concentracion de

farmaco alcanzado. Seral, C.et.al.(2012).

La problematica de las infecciones por microorganismos multirresistente en los hospitales del
Pais, es posible que este asociada a la presion ejercida por el uso indiscriminado de los
antibidticos y la falta de un buen control de infecciones, estos factores van de la mano con las
altas estancias en el hospital y el hacinamiento, lo que conlleva a la facil diseminacién de las
bacterias, tomando en cuenta que no se practican las medidas correctas de contacto entre cade

pacientes.
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Grafica 2. Analisis fenotipico de aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli en

cepas remitidas del Hospital Antonio Lenin Fonseca en los meses de Abril a Julio del 2014

Deteccion Fenotipica De Carbapenemasas

m Positivo m Negativo
100% 100%

APB Deteccion de

KPC EDTA Deteccion de
MLBs

Fuente: Resultados de Laboratorio.
IMP: Imipenem 10ug, MEM: Meropenem 10 ug, EDTA: Etilen-diamino-tetra-acetico 10ug,
APB: Acido Fenil Borénico APB 300 ug.

Se realizo la deteccion fenotipica de enzimas carbapenemasas tipo KPC, por medio del test de
sinergismo con é&cido boronico (APB), resultando negativo a los 13 aislamientos y se buscd
enzimas de tipo Metalo-p-lactamasas, por medio del test de sinergia con &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), dando un resultado positivo al 100% de los aislamientos. Al
comparar entre los resultados de las dos pruebas, se observa que existe una buena correlacion y
se puede concluir que los 13 aislados son resistente a los carbapenemes, por produccién de
carbapenemasa tipo Metalo-f-lactamasa. Se realizo el método de hodge para complementar los

resultados, el cual dio positivo a las 13 cepas.
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Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Bora. A. (2014), donde fueron
analizados 216 aislamientos, 41 eran de Escherichia coli y 185 de Klebsiella pneumoniae, donde
se sospechaba de un total de 39 aislamientos como productor de carbapenemasa, curiosamente se
encontrd que todos los sospechosos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae resultaron ser
positivos al método de hodge y al método de discos combinados con EDTA vy el total de los

aislamientos con Metalo-B-lactamasas eran resistentes a maltiples antimicrobianos.

Un estudio en Guatemala por Chinchilla. P.A.Et.al, (2013), donde fueron analizadas 118
cepas de Enterobacterias, de las cuales el 58% fueron Escherichia.coli y 42% Klebsiella
pneumoniae , los resultados fenotipicos por el metodo de Kirby Bauer, demostraron que la
presencia de Metalo-p-lactamasas (MBLs) fue superior con un 33%, a la de Klebsiella
pneumoniae carbapenemasas (KPC) con un 2.5% , sobre la totalidad de las muestras. Segun la
literatura las carbapenemasas tipo KPC se encuentran en mas del 50% de los aislamientos de
Enterobacterias, 1o que las convierte en las carbapenemasas mas frecuentes en el mundo, no

obstante en Guatemala la carbapenemasa de mayor frecuencia es la de tipo MBLs.

Los tres tipos de MBLs que se han encontrados en Klebsiella pneumoniae también se han
identificado en numerosas ocasiones en otras especies de Enterobacterias, incluyendo
Escherichia coli (VIM, IMP, NDM), las Metalo-B-lactamasas poseen actividad contra los
carbapenemes, no hidrolizan los monobactamicos como el aztreonam, son inhibidas por
quelantes como el EDTA, ademas de esto las MBLs no son inhibidas por los antibi6ticos como:

acido clavulanico, sulbactan y tazobactan. Tzuvelekis. L.S.et.al. (2012).

La OMP y la OPS en el 2011 emitieron la alerta de la circulacion de una nueva
carbapenemasa tipo Metalo-f-lactamasa llamada ‘“New Delhi”, diseminada tanto en distintas
especies bacterianas como a nivel geogréafico, la OMS subraya la importancia de reforzar la
vigilancia y establecer estrategias de control para prevenir la diseminacion de este mecanismo de

resistencia.
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Grafico 3. Genes BLEE encontrados en Enterobacterias productoras de Carbapenemasa, aisladas
de procesos infecciosos en pacientes internos del Hospital Antonio Lenin Fonseca, en los meses
de Abril a Julio del 2014.

Frecuencia de genes encontrados en Enterobacterias productoras
de carbapenemasas

B TEM = TEM, SHV = CTX-M, SHV = CTX-M, TEM = CTX-M, TEM, SHV OXA

Fuente: Resultados del Laboratorio.

El grafico muestra los genes BLEE, determinados a traves del método de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa, en las cepas productoras de carbapenemasas, en el cual 9 de las trece cepas
presentaron los tres genes (TEM; SHV y CTX), 3 de ellos presentaron las combinaciones (TEM,
SHV) y (TEM, CTX), (CTX y SHV), una solo un gen (TEM) y el gen OXA no se presento en
ninguno de los aislamientos. Estos datos demuestran una vez mas que, la presencia de BLEE no
excluye la presencia de carbapenemasa, ni la presencia de carbapenemasas no excluye la

presencia de BLEE.
Los genes expresados por estas cepas estudiadas en el HALF coinciden con un estudio

realizado en Ledn por, Amaya, E.et.al. (2008), donde de 26 cepas de Klebsiella pneumoniae, 23

de ellas presentaron los tres genes simultaneamente y difieren en tres cepas, ya que dos de ellas
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presentaron un solo gen y una no presento ningdn gen; En este estudio no incluyeron Escherichia
coli. Estos datos indican que la multiresistencia sigue predominando en nuestro pais desde que
se realizo este estudio, lo cual tiene gran relevancia clinica debido a que los pacientes se estan

quedando sin opciones terapéuticas.

En otro estudio realizado en Brasil por Adriane et.al en el 2012, fueron aisladas 24 cepas 15
fueron no productores de BLEE por el método de doble disco, pero todas presentaron al menos
uno de los tres genes, se observaron combinaciones como blaSHV y blaCTX-M , blaSHV y
blaTEM, y la combinacion de los tres genes se dio en 5 cepas, lo cual indica que no solo
Nicaragua como pais en via de desarrollo tiene esta problematica, sino también paises
desarrollados, el hecho de que Escherichia coli no se incluya en estos estudios citados no
significa que no sea una amenaza para la salud de los pacientes, tiene mucha relevancia a nivel
hospitalario y en la comunidad. La prevalencia de BLEE en Klebsiella pneumoniae es mas
frecuente oscila entre 45.5% — 51.9% y Escherichia coli, en 8.5 — 18.1%, respectivamente.
Abreu, S.et.al. (2014).

El perfil de resistencia concuerda con el perfil genético, debido a que el gen SHV tiene
actividad solo contra penicilinas de amplio espectro (ampicilina, ticarcilina, piperacilina), pero
por mutaciones puntuales su efecto ha sido ampliado a cefalosporinas de tercera generacion,
TEM hidroliza penicilina y cefalosporinas de primera generacion como Cefazolina, CTX-M
tiene actividad hidrolitica frente a cefotaxima, hidrolizan también Ceftazima y Cefepimas, en
este gen la actividad frente a aztreonam es variable. Estas enzimas estan asociadas con plasmidos
transferibles, que codifican frecuentemente resistencia transferida a aminoglucésidos,

cloranfenicol, tetraciclinas y trimetoprim-sulfametoxazol. Alvarez, H.E. (2009).

Los datos encontrados en este estudio son de mucha relevancia, ya que cada afilo mueren
millones de personas, a causas de una infeccion por bacterias multiresistentes, la Organizacion
Mundial de la Salud y el Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades
(ECDC), estiman que las bacterias resistentes a los antibacterianos son responsables en Europa
de alrededor de 400.000 infecciones, generando 2,5 millones de dias adicionales de

hospitalizacion y 25.000 muertes por afio, con un gasto superior a los 1.500 millones de euros,
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por los costos de la atencion sanitaria. Segun el CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) de Estados Unidos, cada afio mueren en ese pais mas de 23.000 personas por
infecciones causadas por bacterias resistentes, y generan unos costes sanitarios alcanzando los

20.000 millones de ddlares. Farmacologia.(2014).
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10. CONCLUSIONES

1. En el andlisis por el sistema VITEK 2 Compact se identificaron 12 cepas de Klebsiella
pneumoniae y una de Escherichia coli, en el perfil de sensibilidad se encontr6 que las 13
cepas son resistente a la mayoria de los antibioticos B-lactamicos (cefalotina, cefotaxima,
cefuroxima, ceftazidima,cefepime, ceftriaxona y aztreonam); fluroquinolonas (&cido
nalidixico, ciprofloxacino, levofloxacino y norfloxacino); carbapenem (imipenem,
meropenem, ertapenem y doripenem), y trimetropim/ sulfametoxazol; 12 son resistentes
a los aminoglucésidos amikacina y 13 gentamicina) y 9 a nitrofurantoina. Las 13 cepas

mostraron sensibilidad a tigeciclina.

2. En las pruebas fenotipicas para la deteccion de carbapenemasas, el test de sinergia con
acido borodnico dio negativo en los 13 aislamientos, descartando la presencia de enzimas
KPC y en el test de sinergia con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), todas las cepas
resultaron positivo, indicando la presencia de enzimas tipo Metalo-p-lactamasas y se
realizd el test de Hodge como método complementario, donde se encontrdé que las 13

cepas estudiadas dieron positivo.

3. En el andlisis genotipico por la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, se
encontré que 9 de los 13 aislamientos presentaron tres genes de BLEE (CTX, TEM y
SHV), este perfil fue el predominante, las cepas restantes presentaron las siguientes
combinaciones (CTX y SHV), (TEM y SHV), (CTX y TEM), (TEM) y el gen OXA no
se presento en las 13 cepas, confirmando que la presencia de BLEE no excluye la
presencia de carbapenemasa, ni la presencia de carbapenemasas no excluye la presencia
de BLEE.
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11. RECOMENDACIONES
Al Ministerio de Salud

1. Mantener la vigilancia activa a la resistencia antimicrobiana.

Al Hospital

2. Darle importancia y seguimiento a los hallazgos en el laboratorio.

3. Abastecer al laboratorio de materiales necesarios para la deteccion de mecanismos de

resistencia.
Al Personal del Laboratorio

1. Elaborar documentos de forma periddica sobre la resistencia bacteriana y entregarlos
al comité de infecciones intrahospitalarias, para que exista un control de la evolucion
que este problema esta teniendo en las distintas areas del hospital.

A la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua

1. Divulgar la informacion de este tipo de estudios, para instruir a los estudiantes de la

importancia que tiene el buen uso de los antimicrobianos.

2. Promover investigaciones de este tipo para asi informarse sobre los cambios que van

adquiriendo las bacterias.
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Imagen 1. Clasificacion de las betalactamasas de Bush, Jacoby y Medeiros.

GRURD | CLASE SUSTRATO DE INBIBICION | INHIBICION ENZIMAS
MOLE- PREFERENGIA PORAC. | POREDTA REPRESENTATIVAS
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(tomado de Anfimicrobial Agents and Chematherapy, Juna 19853)




Imagen 2. Algoritmo de deteccion de carbapenemasa
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Imagen 3. Montaje en el VITEK 2 Compact
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Imagen 4. Montaje de las tarjetas




Imagen 5. Registro de codigo y datos del paciente




Imagen 6. Pasaje en caldo leche




Imagen 7. Vista de los resultados VITEK 2 Compact, 64 Pruebas bioquimicas
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Imagen 8. Programa WHONET version 5.6

Utilizado para validacion de resultados del VITEK y aseguramiento de que las

muestras fueron procesadas anteriormente por el Hospital Antonio Lenin
Fonseca.



Imagen 9. Hoja de Resultados VITEK

N° de Cliente:

Nombre del paciente:

Informe clinico

Localizacién: Hospital Antonio Lenin Fonseca

N° de examen: 551-Secrecion

Editado 08-ene-2015 09:31 CST

N° paciente:
Médico:
N° de aislamiento: 1

Organismo seleccionado: Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae

Origen: Recogida:
Comentarios:

Informacion de identificacion Tiempo de anélisis: 4,00 horas Estado:  Final

. . 99% Probabilidad Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae

Suganismp;salacelonado Bionimero: 6607734753164010

Recuento:

Mensajes de analisis de ID

. _ Z:]an;gii:de 9,25 horas e Final
Informacion de se"nsnb:hdadl o — Estado
o i lanalisis: 7,75 horas Final
Antibidtico (o311]] Interpretacion Antibidtico CMI |Interpretacién

BLEE NEG - Ceftriaxona >= 64 R
Ampicilina >= 32 R Cefepima 16 |
Amoxicilina/Acido clavulanico >= 32 R Aztreonam >= 64 R
Ampicilina/Sulbactam >= 32 R Doripenem >=8 R
Ticarcilina >=128 R Imipenem >=16 R
Ticarcilina/Acido clavulanico Meropenem >=16 R
Piperacilina >=128 R Amicacina >= 64 R
Piperacilina/Tazobactam >=128 R Gentamicina >=16 R
Cefalotina >= 64 R Tobramicina >=16 R
Cefazolina >= 64 R Acido nalidixico >= 32 R
Cefuroxima >= 64 R Ciprofloxacino >=4 R
Cefuroxima Axetil >= 64 R Levofloxacino >=8 R
Cefotetan >= 64 R Moxifloxacino >=8 R
Cefoxitina >= 64 R Norfloxacino >=16 R
Cefpodoxima >=8 R Tetraciclina >=16 R
Cefotaxima >= 64 R Tigeciclina 2 S
Ceftazidima >= 64 R Nitrofurantoina 64 |
Ceftizoxima >= 64 R Trimetoprima/Sulfametoxazol | >= 320 R

+= Antibidtico deducido *= AES modificado **= Usuario modificado




Imagen 10. Hoja de Resultados Whonet

HOSPITAL ESCUELA ANTONIO LENIN FONSECA
' Departamento de Bacteriologia

Nimero de identificacién = Localizacién = Medicina de mujeres
Nombre = Cama = 201

Apellido = - Origen = Hospitalizado

Edad = 64 Tipo de muestra = Orina

Sexo=f Diagnostico = Primario

Fecha de la muestra = 19-Mar-2014 Nosocomial infection =

Nimero de la muestra = 114

Orina, conteo de colonia Mayor de 100,000 UFC x ml de orina
BLEE Positivo
Microorganismo = Klebsiella pneumoniae ss. pneumoniae

Amicacina S Cefepima R
Cefotaxima R Ceffriaxona R
Ciprofloxacina R Gentamicina S
Imipenem R Meropenem R
Nitrofurantoina R

Médico MARIA REGINA NAVAS

Cadigo del medico 33154

Analista Lic. Tania Sequeira Torres

Cédigo Minsa 30302

Carbapenems = No-Sensible
Non-susceptible isolates are rare.

ESBL-producing Enterobacteriaceae
Depending on your area, resistant isolates may be uncommon.

Fluoroquinolones = No-Sensible :
Depending on your area, resistant isolates may be uncommon.

Possible ESBL-producing Enterobacteriaceae
Depending on your area, resistant isolates may be uncommon,



Imagen 11. Métodos de discos combinados, Sinergia con EDTA.

Se puede apreciar que en el método de discos combinados, no hubo sinergia con el
acido clavulanico y se observa la deformacion del halo entre los discos de imipenem,
EDTA y meropenem.




Imagen 12. Sinergismo con acido Bordnico Negativo

En la imagen se observa el test de sinergismo con acido boronico dando un
resultado negativo y sinergia con EDTA resultando positivo




Imagen 13. Test de Hodge complementario positivo

Notese la deformacion del halo de inhibicion, que se produce en
torno a una cepa productora de carbapenemasa.




Imagen 14. Termocyclador Eppendorf

ADN Thermo Cycler Gene AmpR PCR sistem (appliedBiosystems,
Forter City, CA)




Imagen 15. Genes blarem, blactx, blasnv. OXA no se encontro

originan la resistencia a los p-lactamicos.

Corrida electroforética en gel de agarosa al 1.5 % en TBE
Carril lescalera, carril 2 control, carril 3-20 genes observados en la corrida
electroforética




Tabla 1. Numero de aislamientos con halos <22mm para imipenem en cepas del hospital

Antonio Lenin Fonseca analizadas en los meses Abril — Julio 2014.

Hospital Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
Numero Porcentaje Numero  Porcentaje  total Porcentaje
HALF 12 92.30% 1 7.7 13 100%
Total 12 92.30% 1 7.7 13 100%

Fuente: Resultados de laboratorio.

Tabla 1.1. Perfil de resistencia antimicrobiana en las cepas de Klebsiella pneumoniae y

Escherichia coli analizadas en los meses Abril a Julio del 2014.

Antibioticos Frecuencia Porcentaje
CF 13 100%
FOX 13 100%
CMX 13 100%
CZX 13 100%
CRO 13 100%
ATM 13 100%
FED 13 100%
AN 12 92%
GM 13 100%
NA 13 100%
cIp 13 100%
LV 13 100%
NOR 13 100%
MEM 13 100%
IMP 13 100%
ETP 13 100%
DOR 13 100%
SXT 13 100%
TGC 0 0%
FT 9 69.20%

Fuente: Resultados de laboratorio.



Tabla 2. Andlisis fenotipico de aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli en
cepas remitidas del Hospital Antonio Lenin Fonseca en los meses de Abril a Julio del 2014.

Test de sinergismo

Positivo

Negativo

Total

Fuente: Resultados de laboratorio.

Sinergismo con APB  Sinergismo con EDTA
Frecuencia %

Frecuen %
cia
0 0% 13 100%
13 100%
0 0%
13 100%
13 100%

Tabla 3. Genes BLEE encontrados en Enterobacterias productoras de Carbapenemasa, aisladas

de procesos infecciosos en pacientes internos del Hospital Antonio Lenin Fonseca en los meses

de Abril a Julio del 2014.

Genes

blatem

blatem, blasHv
blacTx, blatem

blacTtx, blashyv

blaTtem, blashv, blacTx
blaoxa

Total
Fuente: Resultados de Laboratorio.

Frecuencia Porcentaje

1 7.6%
1 7.6%
1 7.6%
1 7.6 %
9 69.2%
0 0%

13 100%



GLOSARIO

Enterobacterias: Familia de bacilos gram negativos, que contienen mas de 30 géneros y mas de

100 especies que pueden tener morfologia de bacilos o cocos.

Peptidoglucano: Leda a las bacterias los diferentes tipos de formas y las protege de una ruptura

osmotica.

Transposones: Secuencia de ADN, que puede moverse de manera autosuficiente a diferentes
partes del genoma de una célula.

BLEE: Betalactamasas de Espectro Extendido, son enzimas que hidrolizan o inactivan a las

cefalosporinas y monobactames.

PBPs: Proteinas unidoras de penicilina.

AmpC: Enzimas pertenecientes de forma natural en algunas enterobacterias y bacilos Gram-

negativos, son capaces de resistir la inhibicion por acido clavulanico.

Bacteriostatico: Antibioticos que inhiben la reproduccion bacteriana sin llegar a destruirlos.
Carbapenemasa: Enzimas pertenecientes a la familia Betalactamasa que inactivan los

carbapenemes, ocasionando una resistencia a todo este grupo de antimicrobianos.

Gen: Es un segmento corto de ADN, que informa a un microorganismo cuando producir una

proteina especifica.

Plasmidos: Son moléculas de ADN extracromosomico, circular o lineal que pueden replicarse de

forma independiente en una bacteria.

MBL.: Enzimas con iones de zinc en su sitio activo, caracterizadas por hidrolizar carbapenemes e
inhibidores de B-lactamicos como &cido clavulénico y tazobactam pero susceptibles a la inhibicion

por agentes quelantes como EDTA.



