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Glosario
A

ADN: Acido desoxirribonucleico

AMPc: Enzimas pertenecientes de forma
natural en algunas enterobacterias y
bacilos Gram-negativos, son capaces de
resistir la inhibicion por &cido clavulanico.
APB: Acido fenil bordnico.

B

BLEE: Beta-lactamasa de espectro

extendido

C

CEP: Cefalotina

CEC: Cefaclor

CRO: ceftriaxona

CIM: concentracion minima inhibitoria
CTX: Cefotaxima

CXM: cefuroxima

COL: Colistina

CHL: Cloramfenicol

D

DNTPS: desoxirribonucle6tidos trifosfato
E

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético
F

FOX: Cefoxotin
FEP: Cefepime

H

HALF: Hospital Antonio Lenin Fonseca

IMP: Imipenem

ITU: infecciones el tracto urinario

K

KPC: Klebsiella pneumoniae
Carbapemasa

KCN: cianuro de potasio

L

LPS: lipopolisacéridos

M

MBL: Metalo beta lactamasa

MEM: Meropenem

N

NDM: New Delhi Metalo Carbapenemasa.
@)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
P

PBP: Proteina Fijadora de Penicilina

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

S

SMA: mercaptoacetato de sodio

T

TBE: Disolucion tampén tris borato y
EDTA.
TGH: transferencia genética horizontal

U

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.



Resumen

El presente estudio de tipo descriptivo de corte transversal, tuvo como objetivo conocer la
prevalencia del gen blaNDM en Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, aislados de
procesos infecciosos en paciente del Hospital Antonio Lenin Fonseca de la ciudad de
Managua en el periodo de Junio a Octubre — 2017, donde se estudiaron 152 cepas; El 64.48%
fueron E. coli y 35.52% K. pneumoniae. Se encontré que 13 cepas eran resistentes a los
carbapenemicos ,10 fueron K. pneumoniae y 3 E. coli, correspondiendo al 18.89% del
universo, 12 de las 13 cepas dieron positivas para el test de sinergia con EDTA. Con el
método genotipico para la determinacion de blaNDM se encontr6 una prevalencia 4.86% de
K. pneumoniae y 1.96%. de E. coli.

En el perfil resistencia se encontrd que las 13 cepas fueron resistentes a los antibidticos -
lactdmicos; Cefalotina, Cefepime, Cefaclor, cefuroxima, ceftriaxona, Cefoxotin, Cefotaxima
y también a los carbapenémicos Imipenem, meropenem, 12 cepas resultaron resistentes a

Cloranfenicol y Gentamicina.



indice
N (11 (T L1 T ox o] o [PPSR 1
2. ANTECERUBNTES ...ttt bttt ettt ettt e b e et e e se e st e e beeneesbeebeeneesreebeaneens 2
3e JUSHITICACION. ...ttt bbbttt ettt b bbb b 4
4. Planteamiento del problema...........ccooiiii 5
5. ODJELIVO GENEIAL .....c..i e 6
T Y/ - T ot o I T ] [ o OSSP 7
6.1  Familia ENterobacteriaCeae.........cocovvviiiiiiiiieiciee e 7
6.1.1  Genero KIEDSIEHA .........coviiiiie e 7
6.1.2  Genero ESCNEriChIa.........coiiiiiiieiics e 8
6.2  Agentes antimiCroDIANO0S. .........ccviiiiiieiice e 8
6.3 MecaniSmOS A FESISLENCIA. .......cuiiirrierieiie ittt 10
6.3.1  Resistencia NAatural.........cccoooiiiiiiie s 10
6.3.2  Resistencia adquUIrida...........cccvevieieiieieiie e 10
6.3.3  Transferencia genética horizontal...............cccoeveeieiiiiie i 10
6.3.4  Mecanismos de Resistencia a los Antibioticos B-1actdmicos ............ccceeee. 12
6.3.4.1 Alteracion en las barreras de permeabilidad.............cccocoevvvieiireiieiieneennn. 12
6.3.4.2 Bombas de EflUjO.......cccouviiiiiii 12
6.3.4.3 Modificacion del sitio BIanCo............ccovvevieieiiiecc 12
6.3.4.4 Modificacion enzimatica del antibiotico...........ccccvvvivecicviccccc e 13
6.3.5  Mecanismo de Resistencia de Klebsiella pneumoniae...........ccccccovevveineenen. 13
6.3.6  Mecanismo de Resistencia Escherichia Coli...........cccoooviiiiniiiiiiicnieiee, 13
6.4  Clasificacion de las carbapenemasas ...........ccoovveieiiiiie i 13
6.4.1  Metalo-P-1actamasa ........ccccceiiiiiiiiiiieii 14
6.5  New Delhi metalo-beta-1actamasa. ..........cooovreiieiiiieiiere e 14
6.6  Deteccion de CarbapeNEMASAS.......cceierieriiririeieie ettt 14
6.6.1  MEtodos fENOLIPICOS .....ocviiiiiiiieie et 15
6.6.1.1  KIMDY-BaUBK ..ot 15
6.6.1.2 Testde Sinergia Con EDTA ..ot 16
2 |V [=1 (oo [o J €= 1o 1] o] o1 SO PR 17
6.6.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa..........ccccocereerineiinicnenecseeeeesenes 17
7. Diseflo MetodOIOGICO ......ccueiuiiiiiiiiiiiieieee e 20
8. Operacionalizacion de Variables............ccoveieiiiiecie e 26
9. Analisis y diSCuSIiON de reSUAA0S. ........coueiriiriiieririeeee e 27
O O] o [1 ] o] L= SRR 35
11. RECOMENUACIONES.....ccuieiieeiieitieieestesieesteeseestee e eseesseesseeseesseesteeseesseesseeeeeneesseeneeaneesseenes 36
2 =11 o] Tl |-\ 1 T USSR 37



blaNDM 2017

1. Introduccion

La resistencia bacteriana a antibiéticos se ha convertido en una de las crecientes
preocupaciones en salud publica, debido a que en las Gltimas décadas el uso excesivo de
antibidticos, ha seleccionado de manera sucesiva clones bacterianos con mecanismos de
resistencia cada vez mas potentes, dificultando el tratamiento de infecciones ocasionadas por
microorganismos multirresistentes. (Moncada M. 2014)

Las enterobacterias productoras de carbapenemasas son un subtipo de enterobacterias que
son capaces de hidrolizar los antibiéticos Carbapenémicos, se ha sefialado también que con
frecuencia la resistencia debida a carbapenemasas, se acomparia de resistencia a otros grupos
de antibioticos, como Fluoroquinolonas, Trimetoprim Sulfamethoxazole y aminoglicésidos,
lo que complica aun mas el tratamiento de las infecciones causadas por estos agentes. Por lo
que las infecciones por bacterias productoras de carbapenemasas se asocian a mayor estancia
hospitalaria y mortalidad. También es importante mencionar que este tipo de resistencia, que
es mediada por plasmidos, se puede transferir con mayor facilidad a otras enterobacterias, lo
que facilita su rapida diseminacion (INCIENSA 2014).

Nueva Delhi Metalo-beta-lactamasa (NDM) es una enzima que hace que las bacterias sean
resistentes a una amplia gama de antibioticos  lactamicos. Estos incluyen los antibi6ticos de
la familia carbapenem, que son un pilar para el tratamiento de infecciones bacterianas
resistentes a los antibidticos. Desde el afio 2009, cuando se realizo la deteccion del gen NDM
en un ciudadano sueco que enfermd con una infeccion bacteriana resistente a los antibidticos
que adquirio en la India, se ha ido documentando la diseminacién de este mecanismo y su
circulacion en otros paises. Este gen se transfiere muy facilmente a otras bacterias y desde
entonces han ido apareciendo en casos de infecciones producidas por bacterias que portan
dicha resistencia. (HPA, 2009)

En los Gltimos afios en Nicaragua se han identificado cepas con resistencia a los carbapenem,
con mayor frecuencia de tipo Metalo-R-lactamasas, en asi también estudio realizado en
Nicaragua revelo la presencia del gen NDM, por ello es importante realizar una deteccion,

confirmacion y comunicacion oportuna del aislamiento de enterobacterias sospechosas.
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2. Antecedentes

En el afio 2009 en Suecia; (Yong D. et al) reportan el primer caso clinico en el cual se detectd
la produccion de blaNDM a nivel mundial, fue un paciente masculino de 59 afios que era
originario de la India pero que habia vivido en Suecia durante muchos afios y que a menudo
regresaba a la India, en el 2008 es remitido a un hospital de Orebro en Suecia Durante su
estadia se le aisla Klebsiella pneumoniae, los estudios moleculares no fueron concluyentes
ya que no se pudo detectar ninguno de los genes de las MBL, posteriores pruebas realizadas
por Yong D. et al demostraron que la cepa poseia nuevo tipo de Carbapenemasa B, al cual

nombraron Nueva Delhi Metalo-beta-lactamasa.

Por otra parte, en el afio 2012 en Guatemala; (Pasteran F. et al) informan de los dos pimeros
casos de K. pneumoniae productores de NDM identificados. EI primer caso correspondio a
un paciente de 1 afio con neumonia nosocomial el segundo caso correspondi6 a un paciente
adulto. Las cepas se enviaron a la laboratorio referencia regional de Argentina para su
analisis, los estudios moleculares confirmaron la presencia de blaNDM en las cepas.

En el afio 2014 en Guatemala; (Chinchilla, Tomas, & Morales) realizaron otro estudio donde
identificaron la presencia de carbapenemasas tipo Nueva Delhi Metalo-B-lactamasas (NDM)
en enterobacterias con B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE), De 118 cepas el 58%

fueron E. coli y el 42% K. pneumoniae, el 19% presentaron el gen NDM.

En el afio 2014 en Argentina; los cientificos del Laboratorio Nacional de referencia de
argentina (INEI-ANLIS) confirman su primer hallazgo de colonizacion por enterobacteria
productora de una metalo-beta-lactamasa del tipo NDM en la Ciudad de Buenos Aires y fue
confirmado como Providencia rettgeri, La cepa fue aislada de un paciente de mediana edad,

con hospitalizacién y sin antecedentes de viaje.

En el afio 2014 en Costa Rica; El Centro Nacional De Referencia de Bacteriologia de Costa
Rica en conjunto con el Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en nutricion y
salud realiza su primer aislamiento de Metalo-f -lactamasa New Delhi correspondiente a una
cepa de Escherichia coli aislada del urocultivo de una paciente pediatrica procedente de

Nicaragua.
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En el afio 2016 en Nicaragua; (Arbizu O. et al) y realizaron una investigacion en el Hospital
Alemén Nicaragliense donde se estudiaron 249 cepas, de la cuales, 45 eran resistentes a los
carbapenémicos; 20 de estas cepas dieron positivas para genes metalo enzimas (IMP, VIM,
SPM, SIM, GIM), sin embargo, en 21 cepas fue identificado el gen New Delhi, El 66% de
New Delhi pertenecia a Klebsiella pneumoniae seguida de E. vulneris con el 14% en
Escherichia coli, P. rettgeri, P agglomerans y Kluyvera cryocrescens en un 5%

respectivamente.
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3. Justificacion

La aparicién de enterobacterias resistentes a carbapenémicos es un serio problema de salud
mundial que se encuentra en aumento, el uso inapropiado de antibioticos y la aplicacion
insuficiente de las medidas de prevencion y control, son unos de los factores mas importantes
relacionados con la diseminacién de bacterias multirresistentes. Adicionalmente, las
bacterias tienen la capacidad de mutar o generar mecanismos para transferir genes de
resistencia. En consecuencia, las infecciones ocasionadas por bacterias resistentes, son una
causa importante del aumento de la morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados y
constituyen una carga social y econémica significativa tanto para el paciente como para el
sistema de salud en general, debido principalmente a estancias hospitalarias méas prolongadas
y mayores riesgos de mortalidad.

Actuales estudios epidemioldgicos destacan la adquisicion bacteriana del potente arsenal en
resistencia como lo es la carbapenemasa NDM, el cual representa una amenaza global por su
alta eficacia en la hidrolisis de todos los antibidticos B-lactamicos (excepto aztreonam),
incluyendo los carbapenémicos, que son utilizados como la ultima herramienta terapéutica
cuando los otros antibioticos han fracasado. Es por tal razén que surge la necesidad de este
estudio monografico, con el fin de aportar informacion epidemioldgica sobre la prevalencia
del gen blaNDM basada en métodos moleculares y de esta manera contribuir con datos de
gran relevancia, para que los médicos puedan tomar las medidas apropiadas para el manejo
de los pacientes y a su vez las autoridades pertinentes puedan instaurar las medidas de

vigilancia y contencion para evitar la diseminacion de este gen.

Con este estudio se aportara informacion 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.
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4. Planteamiento del problema
¢Cual es la prevalencia del gen blaNDM en Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli,
Aislados de procesos infecciosos en paciente del Hospital Antonio Lenin Fonseca de la

ciudad de Managua en el periodo de Junio a Octubre — 20177
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5. Objetivo general

Conocer la prevalencia del gen blaNDM en Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli,
Aislados de procesos infecciosos en paciente del Hospital Antonio Lenin Fonseca de la
ciudad de Managua en el periodo de Junio a Octubre — 2017

Obijetivos especificos

1. Detectar fenotipicamente la resistencia a carbapemicos mediante test de sinergia con

acido etilendiaminotetraacético en cepas de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.

2. ldentificar la prevalencia del gen blaNDM mediante técnica Molecular de (PCR) en cepas

de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.

3. Describir el perfil de resistencia antimicrobiano de las cepas en estudio.
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6. Marco tedrico

6.1 Familia Enterobacteriaceae
La familia Enterobacteriaceae es un grupo de bacterias que contiene mas de 30 géneros y

mas de 100 especies. Los miembros de esta familia forman parte de la microbiota del
intestino, de otros 6rganos del ser humano y de otras especies animales. (Ortega M. G., 2014)
Son microorganismos con forma de baston, por lo general de 1-3 um de largo y 0,5 pm de
diametro, su envoltura celular se caracteriza por una estructura multilaminar. La membrana
interna consiste en una doble capa de fosfolipidos que regula el paso de nutrientes,
metabolitos y macromoléculas. La capa externa, consiste en un peptidoglucano delgado junto
con un espacio periplasmico que contiene una elevada concentracién de proteinas. La
membrana externa compleja consiste en otra doble capa de fosfolipidos que incluyen
lipopolisacaridos (LPS), lipoproteinas, proteinas porinas multiméricas y otras proteinas de la
membrana externa. Entre estas proteinas hay algunas organelas complejas que irradian hacia
el exterior: los flagelos, estructuras que se utilizan para la locomocion y que provienen de
una estructura basal localizada en la membrana interna, las fimbrias (o pili comunes), con
importante funcién como adhesinas y los pili sexuales, estructuras presentes en las bacterias
que contienen plasmidos conjugativos y que las bacterias utilizan para mediar la transferencia

conjugativa de ADN del plasmido. (Garcia & Rodriguez, 2010)

6.1.1 Genero Klebsiella

Klebsiella pneumoniae es la especie de mayor relevancia clinica dentro del género bacteriano
Klebsiella, compuesto por bacterias gramnegativas de la familia Enterobacteriaceae, que
desempefian un importante papel como causa de las enfermedades infecciosas oportunistas.
Fermentan la lactosa, la mayoria produce colonias sumamente mucoides en placas debido a
la produccion de una capsula de polisacarido abundante y todas son inmoviles. Son indol-
negativas y pueden crecer en KCN vy utilizar citrato como unica fuente de carbono. K.
pneumoniae forma parte de la flora habitual intestinal y de la cavidad oral. Es capaz de causar
ITU y neumonia en personas por lo demas sanas, aunque casi todas las infecciones por este
microorganismo se adquieren en el hospital u ocurren en pacientes debilitados por

enfermedades subyacentes. (Garcia & Rodriguez, 2010)
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6.1.2 Genero 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.). Como todas las bacterias Gram
negativas, la cubierta de E. coli consta de tres elementos: la membrana citoplasmatica, la
membrana externa y, entre ambas, un espacio periplasmico constituido por péptido-glucano.
Esta Gltima estructura confiere a la bacteria su formay rigidez, y le permite resistir presiones
osmaticas ambientales relativamente elevadas su éptimo de desarrollo se encuentra en el
entorno de la temperatura corporal de los animales de sangre caliente. (Ortiz, Rodriguez, &
Urbina, 2014)

6.2 Agentes antimicrobianos

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodindmico, ejercen una accién especifica sobre
alguna estructura o funcion del microorganismo, tienen elevada potencia biologica actuando
a bajas concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad para las células
de nuestro organismo. El objetivo de la antibioticoterapia es controlar y disminuir el nimero
de microorganismos viables, de modo que el sistema inmunologico sea capaz de eliminar la
totalidad de los mismos. (Seija & Vignoli, 2006)

Betalactamicos

Los betalactamicos son un grupo de antibioticos de origen natural o semisintético que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo betalactamico. Acttan inhibiendo la Gltima
etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana. Constituyen la familia mas numerosa de

antimicrobianos y la més utilizada en la practica clinica. (Seija & Vignoli, 2006)

Familia de los Carbapenemes
Los carbapenemes pertenecen al grupo de los antibidticos beta-lactamicos. Al igual que las
penicilinas, el anillo beta-lactamico est& unido a un anillo de cinco componentes, pero en el

caso de los carbapenemes es insaturado y con un atomo de carbono sustituyendo al azufre
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caracteristico tipico de las penicilinas. Estas caracteristicas bioquimicas son responsables de
que los carbapenemes compartan algunas caracteristicas con otros agentes beta-lactamicos,
como las penicilinas y las cefalosporinas, pero que también tengan algunas propiedades muy
distintas de ellos. (Quesada, 2009 )

Mecanismo de accion

Las enzimas transpeptidasas catalizan la reaccion que forma un enlace cruzado entre los
peptidoglicanos de la pared celular bacteriana; esta condicion es necesaria para mantener la
forma celular y prevenir la lisis por la presion osmdtica elevada. Las isoenzimas
transpeptidasas se encuentran en las proteinas fijadoras de penicilinas. La estructura quimica
de los agentes beta-lactdmicos es muy similar a la del sustrato de las transpeptidasas, por lo
que pueden unirse al sitio activo de esas isoenzimas, inactivandolas de forma irreversible.
Como resultado, al inhibir la sintesis del peptidoglicano se interfiere con la estructura de la
pared celular bacteriana, lo que conduce a la muerte bacteriana en aquellas que se encuentren
en crecimiento activo y sintetizando la pared celular. La muerte celular esta relacionada con

hidrolasas, llamadas autolisinas, localizadas en la pared celular. (Quesada, 2009 )

Imipenem

Imipenem, también conocido como N-formimidoil-tienamicina, es un derivado semi-
sintético de tienamicina, el compuesto original producido por la bacteria filamentosa
Streptomyces cattleya. Su actividad bactericida se produce inhibiendo la sintesis de la pared
celular bacteriana en bacterias Grampositivas y Gram-negativas, mediante la union a

proteinas transportadoras de penicilina (PBPs). (AEP, 2015)

Meropenem

El Meropenem es un carbapenem semi-sintético quimicamente similar a Imipenem, con un
grupo metilo en C1 y un grupo dimetil-carbomoilpirrolidinetio en C2 que sustituye a la
cadena lateral tio-alquilica del Imipenem, aumentando la actividad sobre bacterias

gramnegativas. (Gobernado M. , 2010)
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6.3 Mecanismos de resistencia

La resistencia bacteriana tanto natural como adquirida se puede abordar desde el punto de
vista molecular y bioguimico de tal forma que se pueden clasificar en tres mecanismos
basicos, por medio de los cuales las cepas bacterianas pueden adquirir resistencia a los
antibioticos de acuerdo al mecanismo expresado y el mecanismo de accién del antibiotico.
Los mecanismos de resistencia son: inactivacion del antibiotico, alteracion del sitio blanco
del antibiotico y alteracion de barreras de permeabilidad. Cabe resaltar que los tres

mecanismos pueden ocurrir simultdneamente (Cano & Contreras., 2013)

6.3.1 Resistencia natural

Las bacterias poseen patrones propios de resistencia a los antimicrobianos, esta depende
defunciones 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. (Ortiz, Rodriguez, &
Urbina, 2014)

6.3.2 Resistencia adquirida

La resistencia adquirida es una caracteristica propia de una especie bacteriana, que por
naturaleza es sensible a un antibiotico pero que ha sido modificada genéticamente ya sea por
mutacién o por adquisicion de genes de resistencia (plasmidos, transposones e integrones).
Son evolutivas y su frecuencia depende de la utilizacion de los antibioticos. (Cano &
Contreras., 2013)

6.3.3 Transferencia genética horizontal

La transferencia genética horizontal (TGH) es el evento por el cual un organismo adquiere
material genético de otra célula que no es su progenitor mecanismos muy comun entre las
bacterias. Por el contrario, la transferencia vertical ocurre cuando un organismo recibe

material genético de sus ancestros, como en el caso de las bacterias en las cuales la

10
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Transferencia Vertical ocurre por fisién binaria cuando las bacterias se duplican. (UBA,
2015)

Plasmidos

Son moléculas circulares de ADN de doble cadena que constituyen una unidad de replicacion
independiente del cromosoma. Por esto puede encontrarse mas de una copia del mismo
plasmido dentro de la célula bacteriana. En general los plasmidos de mayor tamafio se
encuentran en una o unas pocas copias, mientras que los mas pequefios pueden estar en hasta
cien copias por célula Aunque el ADN plasmidico no porta informacion genética esencial
para la vida de la bacteria, si porta genes que le confieren nuevas propiedades fenotipicas y
que le pueden ser Utiles para su adaptacion al crecimiento en determinados ambientes, y en
algunos casos estos plasmidos contienen genes que codifican enzimas capaces de degradar
algunos antibidticos, permitiendo que la bacteria sobreviva a la accion de los mismos.
(Betancor, Gadea, & Flores, 2006)

Transposones

Los Transposones son segmentos de ADN que ademas de portar la informacidn necesaria
para la transposicion, contienen genes que pueden codificar diferentes propiedades
fenotipicas. Dentro de éstas se destaca la resistencia a ciertos antibidticos. Algunos plasmidos
poseen uno 0 mas Transposones que portan determinantes de resistencia a antibidticos; la
capacidad de estos elementos para transponerse de un plasmido a otro, proporciona a la
bacteria gran flexibilidad para desarrollar resistencia, dado que dichos plasmidos son
generalmente conjugativos, por lo que pueden transferirse entre distintas bacterias.
(Betancor, Gadea, & Flores, 2006)

Integrones
Son elementos de ADN mdviles que pueden capturar genes de resistencia o virulencia, los

cuales estan en " cassettes " y como acarrean una integrasa, pueden introducirse en el
cromosoma, los transposones y los plasmidos de bacterias; de esta manera, pueden replicarse

y expresar la informacion que llevan. (Lopez, 2011)

11
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6.3.4 Mecanismos de Resistencia a los Antibidticos f-lactdmicos

6.3.4.1 Alteracion en las barreras de permeabilidad

Las porinas son canales proteicos de la membrana externa de las bacterias Gram negativas
que participan en el transporte de moléculas hidrofilicas desde el medio externo al espacio
periplasmatico. Los carbapenem llegan al espacio periplasméatico pasando a través de
porinas. Los genes que codifican las porinas pueden sufrir mutaciones y producir proteinas
alteradas no funcionales o pueden disminuir su expresion. Ambos procesos dan origen a
bacterias mutantes deficientes en porinas, las cuales presentan una baja permeabilidad al paso

de moléculas hidrofilicas como los carbapenem. (Suérez, Kattan, Guzman, & Villegas, 2006)

6.3.4.2 Bombas de Eflujo

En la membrana celular se encuentran las Ilamadas bombas de eflujo que llevan a cabo la
internalizacion y expulsién de los antimicrobianos. Una amplia variedad de bombas de eflujo
provee resistencia antimicrobiana tanto en bacterias Gram positivas como en Gram negativas.
En el caso de las bacterias Gram negativas involucra también componentes en la membrana
externa y citoplasma. Estas proteinas forman canales que exportan activamente a un agente
antimicrobiano fuera de la célula tan rapido como entra. Este mecanismo confiere resistencia
a tetraciclinas, quinolonas, cloranfenicol, beta lactamicos, asi como a los antisépticos y
desinfectantes de tipo amonio cuaternario utilizado para la limpieza de superficies. (Cano &
Contreras., 2013)

6.3.4.3 Modificacion del sitio blanco

Las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibidtico se une. Este mecanismo es
principalmente utilizado en bacterias Gram positivas, sin embargo, el nUmero de reportes de
Gram negativos resistentes a carbapenémicos mediado por este mecanismo ha ido en
aumento. En el caso de los carbapenémicos, la modificacion en las PBP disminuye su
afinidad por los B-lactamicos sin afectar su funcion dentro de la célula bacteriana. Este
mecanismo ademas podria ser el responsable que algunas especies de forma natural sean

poco sensibles o resistentes (Tafur, Torres, & Villegas, 2008)
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6.3.4.4 Modificacion enzimatica del antibidtico

Las bacterias producen enzimas capaces de crear cambios en la estructura del antibi6tico,
haciendo que este pierda su funcionalidad. Las B-lactamasas son proteinas que hidrolizan el
anillo B-lactamico de los antibidticos. De igual forma las enzimas modificadoras de los
aminoglucosidos son capaces de modificar estos antibioticos, mediante reacciones de
acetilacion, adenilacion y fosforilacion. (Ortiz, Rodriguez, & Urbina, 2014)

6.3.5 Mecanismo de Resistencia de Klebsiella pneumoniae

Las cepas de este género presentan, como unica resistencia natural, la produccion de una -
lactamasa de espectro ampliado (BLEA). Practicamente todas las Klebsiella pneumoniae
producen cromosomica 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) (Ortiz, Rodriguez, & Urbina,
2014)

6.3.6 Mecanismo de Resistencia Escherichia coli

Escherichia coli no presentan resistencia natural a los antibioticos beta-lactamicos, excepto
a Penicilina, Meticilina y Oxacilina, E. coli aunque producen la enzima tipo AmpC en forma
constitutiva, no inducible, habitualmente con un minimo modo de expresion, no presentan
resistencia a las aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina), carboxipenicilinas
(carbenicilina y ticarcilina) y acil ureidopenicilinas (mezlocilina y piperacilina), salvo en

cepas que hiperproducen AmpC.

6.4 Clasificacion de las carbapenemasas

Las carbapenemasas representan la familia mas versatil de las B-lactamasas. Tienen la
capacidad de hidrolizar tanto a los carbapenémicos como a otros B-lactamicos. Ademas,
presentan la caracteristica de ser resistentes contra la accién de los inhibidores de f-

lactamasas disponibles. Pueden estar codificadas en el cromosoma bacteriano o estar
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presentes en elementos genéticos mdviles. Se ha propuesto una clasificacion en cuatro
grupos: (Moreno, 2013)

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

Clase B: Metalo -lactamasas que requieren un ion bivalente para su actividad (Zinc2+).
Clase C: B-lactamasas usualmente tipo cromosomal, AmpC propia de la mayoria de
Enterobacterias.

Clase D: B-lactamasas plasmidial tipo OXA.

6.4.1 Metalo-B-lactamasa

Este es quiza el grupo mas relevante de carbapenemasas debido tanto a su diversificacion
estructural como a su diseminacion practicamente mundial y en diferentes especies
bacterianas. Son enzimas que tipicamente hidrolizan todos los B-lactamicos excepto
monobactamicos y son inhibidas por quelantes de iones metélicos tales como EDTA o acido
dipicolinico. Los genes MBLs pueden ser transportados en cassettes dentro de integrones,
transposones, plasmidos, elementos denominados regiones comunes (CRs) que pueden 0 no
ser transferibles, o estar insertos en el cromosoma, La adquisicion de estos genes
potencialmente pueden conferir resistencia a un amplio espectro de antibioticos B-lactamicos.
Dentro de las MBLs se distinguen ocho grupos: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, AIM, DIM y
NDM. (Moreno, 2013)

6.5 New Delhi metalo-beta-lactamasa.

La NDM-1, es una carbapenemasa transferible perteneciente a la clase molecular B de la
clasificacion de Ambler, caracterizandose por presentar zinc en su sitio activo y pudiendo
hidrolizar a todos los beta-lactamicos, a excepcion de los monobactamicos. Asi mismo, las
bacterias NDM-1, suelen cursar con otros mecanismos de resistencia frente a antibioticos de

diversas familias. (Delgado, Montenegro, Chiappe, & al, 2017)

6.6 Deteccion de Carbapenemasas

La deteccion de enterobacterias productoras de carbapenemasas en el laboratorio requiere un
analisis detallado del antibiograma y de la sensibilidad a todos los beta-lactamicos, la

implementacién con metodos fenotipicos y la confirmacion mediante deteccion de la
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hidrdlisis del carbapenem, inhibicion de la actividad de la enzima con inhibidores especificos

y mediante métodos moleculares.

6.6.1 Métodos fenotipicos

La identificacion fenotipica bacteriana se basa fundamentalmente en la comparacion de las
caracteristicas fenotipicas de bacterias desconocidas con aquellas de cultivos tipo. La
fiabilidad de la identificacién esta en proporcion directa al numero de caracteristicas
similares. En Microbiologia Clinica, la experiencia y asociacion entre el microorganismo y

el sitio y tipo de infeccidn es de gran ayuda en la identificacion preliminar.

Cepas sospechosas de producir con IMP
— carbapenemasa. Confirmar con: SENSIBLE

$3.C36/C46

+ + - +
- - + .
- - = +
v 2 v v L
Sme (Sma)  KPC MBL AmpC
IMI, NMCA (Ent) l l i ¥ o
v v v

Enviar a CNR para confirmacion molecular e OXA CTX-M**

* Para Salmonella utilizar IMP <=24 mm y para la tribu Proteoe utihzar IMP <222 + MERQ <=27 mm. ** Deberd presentar perfil de BLEE compatible con cefotoximasa

6.6.1.1 Kirby-Bauer

La prueba de sensibilidad por difusién con discos 0 método de Kirby-Bauer consiste en
colocar discos de papel impregnados de antibi6ticos en la superficie de un agar previamente
inoculado con una suspension bacteriana de concentracion conocida. La concentracion del
antibidtico disminuye a medida que se incrementa la distancia desde el disco. Se produce
simultaneamente la difusion de antibidtico y el crecimiento bacteriano en la superficie del

agar. Cuando se alcanza la masa celular critica de bacterias, después de 4 ¢ 10 horas, aparece
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el crecimiento bacteriano. En el area donde la concentracion de antibiotico es suficiente para
evitar el crecimiento bacteriano se observa un halo de inhibicion con borde definido
claramente y con el disco ubicado en el centro del circulo. En el borde de este halo la
concentracion del antibiético, conocida también como concentracion critica, se aproxima a
la CIM (Concentracion Inhibitoria Minima o MIC por sus siglas en inglés) obtenida en las
pruebas de dilucion. (WHONET, PROTOCOLO DE TRABAJO RED WHONET
ARGENTINA, 2017)

Imipenem y Meropenem para deteccion de carbapenemasas:
La resistencia a carbapenemes en enterobacterias es cada vez mas frecuente. Si se utiliza el

método de difusion con discos se debe tener en cuenta el punto de <22 mm para IMI como
screening de presencia de carbapenemasas, excepto en Salmonella spp que se utiliza IMI<24
mm y en tribu Proteae donde las cepas salvajes pueden dar valores de halo de inhibicion
menores a 22 mm y por lo tanto no es aplicable (WHONET, PROTOCOLO DE TRABAJO
RED WHONET ARGENTINA, 2017)

6.6.1.2 Test de sinergia con EDTA

El disco de EDTA, es empleado en la deteccion
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, &cido dipicolinico o
acido 2-mercaptopropionico) 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  Figura 1. Test de sinergismo con triple disco.
En esta fotografia se muestra el efecto sinérgico entre
inhibiciéon entre el Imipenem y/o el Meropenem y el disco de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
con los carbapenems al colocar los discos a una
el agente quelante. Ver figura 1. (Guevara, distancia de 20 Mm (centro a centro). (Ortega R. ,

2017)
Gamboaa, Machadoa, & Vera, 2010)
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6.6.2 Método Genotipico

Las ventajas de las técnicas moleculares radican en su sensibilidad, su especificidad y su
seguridad. Desde el punto de vista de la seguridad, estas técnicas no requieren el aislamiento
del agente infeccioso y se pueden llevar a cabo en muestras o extractos fijados quimicamente
(inactivados). Debido a su sensibilidad, permiten detectar muestras muy diluidas de ADN
microbiano en un tejido, aunque el agente no se esté replicando ni produciendo otros indicios
de infeccion. Estas técnicas permiten distinguir cepas basandose en las diferencias de sus
genotipos (es decir, mutantes), lo cual resulta especialmente Gtil para distinguir cepas
resistentes a los agentes antiviricos, las cuales pueden diferir en un Gnico nucleétido (Murray,
Rosenthal, & Pfaller, 2013)

6.6.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (siglas de su nombre en inglés Polymerase
Chain Reaction) permite generar una gran cantidad de copias de un fragmento de DNA (&cido
desoxirribonulceico). El requisito fundamental para poder llevar a cabo la reaccién es
disponer de fragmentos cortos de DNA de cadena sencilla complementarios a los extremos
del fragmento a amplificar. Estos fragmentos servirdn como cebadores para que una enzima
polimerasa sea capaz de incorporar nucleétidos complementarios a la cadena molde. Una vez
completada la reaccion la cantidad fragmento amplificado se puede visualizar mediante

técnicas sencillas de separacion de fragmentos de DNA. (Pérez, 2017)

Etapas de la PCR
La PCR es un proceso que consta de tres pasos:

e Desnaturalizacion: En esta el ADN blanco de doble cadena se somete a una
temperatura de 90° a 95 °C durante 30 segundos permitiendo la separacion de las dos
cadenas.

e Alineamiento: En esta la temperatura de la mezcla se disminuye hasta alcanzar la
temperatura adecuada para favorecer el apareamiento de los primers con la secuencia
blanco, lo cual generalmente ocurre entre 45 a 55 °C (dependiendo de la temperatura

de Fusion o Tm de los primers) durante 20 a 30 segundos
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Original DNA- i
Para ser replicado. 5 3 5 3
‘ T UL
5 3 BAARRERAE
’ ! T 3 5’ T
5 4 3 o LEALRE
T
BLRRLRERE
3 e U8
- (TITTITIT 5 3 d“"l
- ' ¥ 5 T
' MRRLRRRE MARERARE
’ ¢ y . v
Cadena inicial de ADN 3 5 3 5
Nucleétido |||":'

Desnaturalizacion aproximadamente a 90°C

Hibridacion de la cadena inicial aprox a 68°C

Elongacién aprox a 72°C Figura 2.ciclos de la reaccion en cadena de la polimerasa. (IDT)

e Elongacion o extension: En este la temperatura de la mezcla se eleva hasta 72 °C para
que la Tag polimerasa (DNA polimerasa) comience el proceso de extension en
direccion 5° a 3’ agregando los nucledtidos correspondientes, obteniéndose la hebra

complementaria de DNA o AMPLICON.

Fundamento
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) amplifica copias simples de ADN varios

millones de veces y constituye una de las técnicas mas modernas de analisis genético Se
incuba la muestra con dos oligébmeros cortos de ADN, denominados primers, los cuales
contienen unas secuencias complementarias a las de los extremos de una secuencia genética
conocida del ADN completo, un polimerasa de ADN dotada de estabilidad térmica (Taq u
otra polimerasa obtenida a partir de bacterias termofilicas), nucleétidos y tampones. Los
oligdbmeros se hibridan con la secuencia apropiada de ADN y actian como primers para la
polimerasa, la cual copia ese segmento de ADN. Posteriormente se calienta la muestra con
el proposito de desnaturalizar el ADN (separar las cadenas de la doble hélice) y se enfria para
permitir la hibridacion de los primers con el nuevo ADN formado en el ciclo anterior. Cada
copia de ADN se convierte en una nueva plantilla para la sintesis de nuevas moléculas. El
proceso se repite un gran nimero de veces (de 20 a 40) con el fin de amplificar la secuencia

del ADN original de manera exponencial. Una secuencia diana se puede amplificar 1.000.000

18



blaNDM 2017

de veces en unas pocas horas con este método. Esto con el propdsito de identificar el agente
causante de la enfermedad (Rodriguez & Barrios, 2007)

Componentes de la reaccion

Deoxinucleétidos trifosfato (ANTPs)

Los dNTP que se usan en la replicacion del ADN contienen tres fosfatos unidos al grupo
hidroxilo 5' de la desoxirribosa y dependiendo de la base nitrogenada seran dATP, dTTP,
dCTP 0 dGTP.

Primers

Son secuencias cortas de nucleotidos 20-24 nucleétidos de longitud, complementarias a una
region del DNA que se quiere amplificar.

Tampon de la reaccion
Por lo general esta formado por: 10 mM tris-HCI (pH=8.4 a T ambiente), 50 mM CIK, 0.1%

w/v gelatinay 1.5 mM MgCI
Taq DNA Polimerasa

La polimerasa Taqg trabajara en el paso de replicacién: la polimerasa construye cada cadena
simple de ADN marcada por un iniciador en una cadena doble de ADN.
Electroforesis en gel de agarosa

—
La electroforesis en gel de agarosa es una de las tecnicas mas =
utilizadas para analizar y caracterizar &cidos nucleicos de s
distintas procedencias. Los geles se comportan como un tamiz :
molecular y permiten separar moléculas cargadas en funcién -
de su tamafo y forma. Asi, moléculas de DNA de diferente —
tamafio van a emigrar de forma distinta en una electroforesis -e

en gel de agarosa. Ademas, si en dicha electroforesis se aplican

—

marcadores de peso molecular (fragmentos de DNA de tamafio -

Figura 3. Corrida electroforética en
gel de agarosa, para revelar una
. . . reaccion de PCR. En el carril de la
en estudio. (Padilla, Dapena, Galisteo, & et al) derecha se observa un marcador de
peso molecular y en los dos carriles
anteriores el producto de la

conocido) se puede calcular el tamafio aproximado del DNA
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7. Disefio metodologico

Area de estudio

El estudio se realiz6 en el Hospital Antonio Lenin Fonseca de la ciudad de Managua. Siendo
este un hospital de referencia nacional, donde se da atencion general a una gran cantidad de
pacientes este cuenta con diversas especialidades y tiene la capacidad de albergar hasta 230

paciente en cama.
Tipo de estudio

Se realizd un estudio de tipo prospectivo descriptivo de corte transversal, en el cual se llevo
a cabo la identificacion fenotipica de Enterobacterias Gram negativas productoras de
Carbapenemasas y genes que portan blaNDM en cepas aisladas de procesos infecciosos en

los pacientes del hospital Antonio Lenin Fonseca.

Universo
El universo estuvo conformado por 152 cepas; 54 Klebsiella pneumoniae y 98 de Escherichia
coli, aisladas de pacientes atendidos por procesos infecciosos en el hospital Antonio Lenin

Fonseca en los meses de Junio - Octubre 2017, las cuales representa el 100% del universo.

Muestras

La muestra de estudio estuvo conformada por 13 cepas; 10 de Klebsiella pneumoniae y 3 de
Escherichia coli fenotipicamente resistentes a los carbapenemicos que equivalen al 18.89%
del universo de las muestras remitida al area de bacteriologia del Hospital Antonio Lenin

Fonseca, durante el periodo en estudio.

Tipo de muestreo

Se realizo un estudio no probabilistico por conveniencia.

Criterios de inclusion
e Que las cepas obtenidas fuesen identificadas como Klebsiella pneumoniae vy
Escherichia coli.

e Que las cepas presentaran fenotipicamente el mecanismo de sinergia con EDTA.
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e Que las cepas presenten valores de halos de inhibicién menores a 22mm para IMP y
MEM.
e Que las cepas fuesen obtenidas de pacientes hospitalizados en el Hospital Antonio

Lenin Fonseca.

Recolecciéon de datos

Se solicitd autorizacion para el acceso a los registros de laboratorio, que el hospital lleva de
los pacientes que son sospechosos de carbapenemasa, de donde fueron extraidos los datos de

cada paciente.

Etica de la investigacion

Los aspectos éticos se basaron en garantizar la confidencialidad de la informacion que se
encontrd en los antibiogramas y registros de identificacion. De esta manera los investigadores
se comprometen a no publicar ni proporcionar informacion a terceros de ningln dato que
identifique la persona a quien se le realizo el cultivo. La informacion de las cepas de
Enterobacterias resistente a Carbapenem fueron recolectadas, mediante una autorizacion por
escrito dirigida al director del laboratorio del Hospital Antonio Lenin Fonseca

Obtencion de la muestra

Las muestras de cepas de Enterobacterias resistente a Carbapenem fueron recolectadas,
mediante un cultivo de muestras biologicas procedentes de pacientes internos en la sala UCI

del Hospital Antonio Lenin Fonseca.

Limitaciones del estudio.

La mayor dificultad que se presentdé durante el estudio fue la obtencion de recursos

econdémicos para adquisicion de los materiales para la realizacion de las pruebas genotipicas.
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Procesamiento y analisis de la muestra
Recuperacion de las cepas en estudio.

Identificadas y llenadas fichas de datos, las cepas se inocularon en Agar MacConkey para su
recuperacion y activacion, se incubaron por 18 horas a 37°C, esta recuperacion de colonias
se realiz6 en el laboratorio de bacteriologia del hospital Antonio Lenin Fonseca, se
trasladaron las cepas en placas selladas y rotuladas, hasta los laboratorios de Biologia
molecular para la realizacion de la extraccién del ADN y posterior realizacion de la PCR

convencional.

a) Inoculacion en Agar MacConkey
Se ambientaron placas de agar MacConkey y rotular respectivamente:

1. Se tomé una UFC con un asa redonda, de un plato anteriormente inoculado.

2. Se realiz6 la siembra haciendo rayado por agotamiento para obtener colonias
caracteristicas y bien aisladas.

3. Se llevaron las placas y colocaron en posicion invertida en ambiente de incubacion
con temperaturas de 36°C por 18 horas.

4. Luego del periodo de incubacion se observaron colonias caracteristicas y
crecimientos sin contaminaciones por otros microrganismos, se sellaron las placas
con papel parafilm, después se colocaron en bolsas de seguridad y se guardaron en

termos para su transporte hacia el laboratorio de biologia molecular.

b) Test de sinergia con EDTA

La fenotipificacion de las cepas se realiz6 en el laboratorio de bacteriologia del hospital

Antonio Lenin Fonseca

1. Setomd una UFC con un asa recta y se realizo una suspension del microorganismo
en solucién salina al 0.85%, se ajustd la turbidez del inoculo a la escala 0.5
McFarland.

2. 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 15 mm entre
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un disco de IMI y un disco de MEM, se incubo a 35° en aerobiosis durante 16-18
horas.

3. El resultado positivo se evidencio por la sinergia o deformacion de los halos (efecto
huevo), en cualquiera de los dos antibioticos hacia el EDTA, indicando la presencia
de Metalo-B-lactamasas (fig. 1) y un resultado negativo no presenta sinergia o
deformacidn de los halos.

c) Extraccién de ADN de las cepas en estudio.
La extraccion del ADN de las cepas se realizo en el laboratorio de biologia molecular del
POLISAL.
1. En un tubo Eppendorf rotulado se midieron 100 pl de aguas libres de nucleasas.
2. De un cultivo fresco(24h) se realiz6 un pool de células/ufc (4-5 colonias) y se inoculo
en el tubo Eppendorf con agua libre de nucleasas.
Se dio vortex para homogenizar la muestra.
Se coloco el tubo en bafio maria en ebullicion por 10 minutos.
Se retiro la muestra y se enfrio en hielo por 5 minutos.

Luego se centrifugo a 12,000 rpm por 5 minutos.

N o g b~ w

Se extrajo 80 ul del sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf asegurando la tapa y
rotulandose segun la cepa extraida.

8. Finalmente, de se procedi6 a guardar las extracciones en refrigeracién a -70°C.
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d) Reaccion en cadena de la polimerasa
Se realizé la mezcla del Mastermix para la técnica PCR convencional, donde se colocaron
los diversos componentes de acuerdo al protocolo de trabajo y de acuerdo al volumen de

muestra a correr en la PCR.

Protocolo de trabajo para la mezcla y amplificacion corrida de New Delhi Metalo carbapemasa

Nombre primer Gen  Secuencia5’--3’

NDM-F NDM 5'-AGC ACACTT CCT ATC TCG AC -3'

NDM -R 5- GGC GTA GTG CTC AGT GTC -3'

Tamafio amplicén Ciclado

512pb Desnaturalizacion inicial = 94°C por 5min.
Ciclado =30-35 ciclos de:94°C 20seg -- 50°C 30seg -- 72°C
60seg;

Extension final = 72°C por 10min

Reactivo Volumen
Reaction Buffer(10x) 2,5 pl
Enhancer solution P. 5x 0.7 ul
DNTPs 05 pul
Bla-NDM Forward 0.5 ul
Bla-NDM Reverse 0.5 ul
Tag-polimerasa 0.5 ul
ADN (producto) 2.5 ul
Agua (Sigma) 175
Volumen final 25 ul
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e) Preparacion del gel agarosa para la corrida (1.5 %)

1. Se pesaron 1.5 gr de agarosa liofilizada y se colocaron en un beaker.

2. Se le agregaron 100 ml de TBE con concentracion de 1X

3. Se coloco el beaker en el microondas por 2-3 minutos hasta que se disolvio
completamente presentando aspecto transparente.

4. Luego se colocaron 3 pl de Bromuro de etidio y se mezclo.

5. Se vertio el gel en la cdmara con peine para su gelificacion.

6. Una vez gelificado se retiré el peine y se le coloco TBE 1X en los lados de la camara.

f) Electroforesis en gel de agarosa

Se le agreg6 buffer TBE 1X 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 gradud el voltaje a 120 v, para la corrida de las muestras por un
periodo de 1 hora y 30 minutos. EI Gen investigado fue: NDM con un peso molecular
512pb los genes se expusieron a luz ultravioleta, fueron analizados segin su peso

molecular y fotografiados.

Procesamiento de la informacion
La informacion recopilada de los registros de laboratorio y los resultados de los andlisis
fueron procesados en Excel y SPSS Statistics, el informe final se realizé en Word 2016 y

PowerPoint 2016 para la presentacion.
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8. Operacionalizacion de variables

Variable
Carbapenemasa

Genotipo

Resistencia
Antibiética

Subvariable

Fenotipo Metalo-
carbapemasa
NDM

Halo

Indicador
Imipenem
Meropenem
EDTA

BlaNDM

Medicion

Valor Criterio

Halo< 22mm Carbapenemasa

Halo<21mm

Sinergia Positivo
Negativo

512 pb Positivo
Negativo

CEP< 14mm Resistente

FEP< 18mm Sensible

CEC< 14mm

CXM< 14 mm

CRO< 19 mm

FOX< 14 mm

IMP< 19mm

MEM< 19 mm

GEN <12 mm

CTX< 22 mm

CHL< 12 mm
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9. Analisis y discusion de resultados

Grafico N° 1. Test de sinergia con EDTA de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli
aisladas de procesos infecciosos en paciente del Hospital Antonio Lenin Fonseca de la ciudad

de Managua en los meses de Junio a Octubre- 2017.

1.52%

m Positiva m Negativa

98.48%

Se realizd la deteccion fenotipica de enzimas carbapenemasas tipo Metalo-3-lactamasas, a
13 aislamientos por medio del test de sinergia con acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
dando un resultado 98.48 % positivo y el 1.52% fue negativo por lo que es probable que esté

presente otro tipo mecanismo de resistencia.

Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Cerda, Martinez, & Perez, (2016)
en el Hospital Aleman Nicaraguense, donde aislaron 249 cepas de las 45 de estas fueron
resistentes a los carbapenemicos, 68.90% correspondia a K. pneumonie, el 8.90% a E.coli y
el 2.2% a otras enterobacterias a las cuales se les realizo la prueba de sinergismos con APB
y EDTA, donde Metalo-R-lactamasas se presentd con mayor frecuencia representado por el
91%.
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Asi mismo un estudio realizado por Ortiz. et.al. en nicaragua (2014) donde fueron analizados
13 aislamientos, 12 eran de Klebsiella pneumoniae y 1 de Escherichia coli, se encontr6 que

todas mostraron sinergismo con EDTA.

Las Carbapenemasas son enzimas capaces de hidrolizar los antibiéticos Carbapenémicos. La
produccion de estas enzimas parece ser la causa mas ampliamente distribuida de resistencia
a carbapenémicos ya que su distribucion en distintas especies bacterianas es extensa. Ariza
& Lebn (2013)

Los resultados obtenidos en la deteccion fenotipica por sinergismo con EDTA realizado en
el Hospital Antonio Lenin Fonseca demostraron una mayor frecuencia de Metalo-f-
Lactamasa, aunque segun la literatura las carbapenemasas de tipo Serino -p-Lactamasa se
encuentran presente en mas del 50% de los aislamientos de enterobacterias a nivel mundial.
A diferencia de lo citado anteriormente estudios realizados en Nicaragua en el afio 2015 y
2016 en hospitales de la ciudad de Managua, en donde se realiz0 la deteccion fenotipica para

carbapemasa evidenciaron una alta prevalencia de Metalo-p-Lactamasa.
Por otro lado, la reciente aparicion de NDM se esta convirtiendo en la carbapenemasa mas

amenazante, debido a su prolifica diseminaciéon y su habilidad para hidrolizar todos los 8
lactamicos. Gabriel. et. al (2010)
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Grafico 2. Prevalencia del gen blaNDM Klebsiella pneumoniae aisladas de procesos
infecciosos en paciente del Hospital Antonio Lenin Fonseca de la ciudad de Managua en los

meses de Junio a Octubre- 2017.

4.86%

m Positiva

m Negativa

95.14%

El grafico muestra la Prevalencia del gen blaNDM, determinada a traves del método de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa, en donde de 54 cepas aisladas de Klebsiella
pneumoniae, 10 de ellas cumplieron con los criterios de inclusidn, de las cuales 9 presentaron

el gen blaNDM, lo que muestra una prevalencia del 4.86%

Este resultado difiere de un estudio realizado por Chinchilla et. al (2013) en la ciudad de
Guatemala, en donde se aislaron 58 cepas de pacientes de los Hospitales Privados del Grupo
MEDAX y 60 cepas almacenadas en el Laboratorio Nacional de Salud de Guatemala con un
total de 118 cepas, el 58% fueron E. coli y el 42% fueron K. pneumoniae, en donde se

encontro una prevalencia 14.16% de K. pneumoniae que presentaban el gen blaNDM.

En otro estudio Oscar. A. et al (2016) realizaron una investigacion en el Hospital Aleman
Nicaragiiense en donde se analizaron 249 cepas, de la cuales, 45 eran resistentes a los
carbapenémicos, en 21 cepas fue identificado el blaNDM, el 66% pertenecia a Klebsiella
pneumoniae con una prevalencia del 12%, esto concuerdan con nuestros datos debido a que

la bacteria K. pneumoniae presento la mayor prevalencia.
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Si bien los resultados obtenidos pertenecen a un solo centro y la situacion epidemioldgica es
particular para las distintas instituciones del pais, es importante notar que la prevalencia
blaNDM en aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenemes, resulto de
4.86% lo cual sugiere un brote de K. pneumoniae productora de NDM-1 posiblemente esta
transmision fue dada al compartir la misma area de hospitalizacion entre los pacientes
infectados cabe destacar que Klebsiella pneumoniae es un patégeno oportunista que adquiere
con cierta facilidad plasmidos que en la mayoria de los casos, portan genes que codifican
resistencia para maltiples antimicrobianos, siendo repetidamente asociado a infecciones
adquiridas tanto en la comunidad como a nivel hospitalario, debido a que este
microorganismo esta muy bien adaptado al ambiente del hospital y sobrevive mucho tiempo

en las manos del personal de salud, lo que facilita su transmision entre personas.

La propagacion de aislamientos productores de carbapenemasas en diferentes paises, ha
aumentado la problematica global de la resistencia antibacteriana; especialmente desde el
afio 2008, con la alerta a nivel mundial de aislamientos de E. coli y K. pneumoniae
productores de NDM, La importancia de la deteccion de esta nueva Carbapenemasa consiste
en el riesgo de transmision de un mecanismo de resistencia que produce falla terapéutica con

la mayoria de los antimicrobianos disponibles actualmente.
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Grafica 3. Prevalencia del gen blaNDM en Escherichia coli de procesos infecciosos en
paciente del Hospital Antonio Lenin Fonseca de la ciudad de Managua en los meses de Junio
a Octubre- 2017.

1.96%

m Positiva

m Negativa

98.04%

El grafico muestra la Prevalencia del gen blaNDM, determinada a través del método de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa, en donde de 98 cepas aisladas de Escherichia coli, 3
cumplieron con los criterios de inclusion, siendo 2 de ellas portadoras del gen blaNDM, lo

gue muestra una prevalencia del 1.96%.

El analisis genotipico muestra una baja prevalencia del gen blaNDM para Escherichia coli,
resultado que concuerda con la investigacién de Oscar. A. et al (2016) en la ciudad de

Managua en cual reflejo que E. coli tenia una prevalencia del 1.2%.

En otro estudio realizado por Chinchilla et. al (2013). En la evaluacion genotipica se observo
que la de carbapenemasas de tipo NDM fue mayor en K. pneumoniae que en E. coli, y

podemos relacionarlo con los resultados obtenidos en esta investigacion.

Escherichia coli, presentd menor prevalencia en la investigacion, el hecho de que tenga una
prevalencia baja, no significa que no tenga relevancia ya que E. coli es el microorganismo

mas frecuentemente implicado en bacteriemias nosocomiales y comunitarias.
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E. coli tiene la capacidad de intercambiar material genético por medio de elementos tales
como plasmidos y bacteriofagos, como respuesta de adaptacion a entornos nuevos y
adversos. estos elementos genéticos contribuyen a la aparicion de agentes patdgenos con
mayor virulencia, supervivencia ambiental y resistencia a los antibioticos.

Las enterobacterias productoras de carbapenemasas tipo NDM se han convertido en un reto
importante en los servicios de atencion de salud ya que estan asociadas con altas tasas de
morbilidad y mortalidad, especialmente entre pacientes con hospitalizacion prolongada,
enfermedad grave y exposicion a procedimientos invasivos. En E. coli esta enzima ya ha sido

documentada en otros como Nicaragua, Costa Rica, Per( y Argentina.
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Grafica 4. Perfil de resistencia de aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli
aisladas de procesos infecciosos en paciente del Hospital Antonio Lenin Fonseca de la ciudad
de

100% 100% 100% 100%  100% 100% 100% 100% 7.7% 7.7% 100%

92.3 92.3
% %
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En el perfil resistencia se encontrd que las 13 cepas fueron resistentes a los antibioticos -
lactdmicos; Cefalotina, Cefepime, Cefaclor, cefuroxima, ceftriaxona, Cefoxotin, Cefotaxima
y también a los carbapenémicos Imipenem, meropenem, 12 cepas resultaron resistentes a

Cloranfenicol y Gentamicina.

Los resultados del estudio concuerdan con el estudio de (Cerda, Martinez, & Perez, 2016)
realizado en el Hospital Aleman Nicaragiiense donde se encontré que las 13 cepas de las
cuales 12 pertenecieron a K. pneumoniae y 1 a E. coli, todas ellas presentaron resistencia a

la mayoria de los antibioticos B-lactdmicos, carbapenemicos y gentamicina.

Otro estudio realizado por (Ortiz, Rodriguez, & Urbina, 2014) en el Hospital Antonio Lenin
Fonseca en afio 2014, también encontrd que la mayoria de sus cepas, presentaban resistencia

a la mayoria de los antibioticos, excepto a colistin.
El uso incorrecto de los antibiéticos puede englobar diferentes causas como la prescripcion

innecesaria, retraso en su administracion en pacientes en estado critico, utilizacion de

antibidticos de amplio espectro con demasiada generosidad, o uso incorrecto de antibidticos
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de espectro reducido, empleo de dosis de antibidtico inferior o superior a la adecuada,
duracion del tratamiento antibiético demasiado corta o demasiado prolongada y el
tratamiento antibidtico no ajustado segun los datos del cultivo microbiologico, las bacterias
productoras de carbapenemasas ocasionan un problema de gran magnitud porque la presencia
de estas enzimas inhibe a los carbapenémicos y hace a la bacteria resistente a todos los demas
B-lactamicos, excepto aztreonam en el caso de las metalo-p- lactamasas. Por tanto quedan
pocos antibidticos eficaces y por ello surge la necesidad de combinar antimicrobianos por

dos posibles ventajas: el efecto sinérgico y la prevencion de resistencias.

Aunque en el perfil de sensibilidad no se testeo aztreonam debido a que el hospital no fue
abastecido de este. Algunos estudios recomiendan el uso de este ya que es resistentes a la
hidrolisis de las metalo-B-lactamasas, asi también las glicilciclinas (Tigeciclina) y las
polimixinas (Colistin) han mostrado actividad in vitro contra enterobacterias portadoras de
NDM, sin embargo, hay que partir de la base que aquellos aislamientos portadores de NDM
pueden también producir otras enzimas de resistencia que podrian hidrolizar estos y por tanto

producir falla terapéutica.
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10.Conclusiones

1. En la prueba fenotipicas para la deteccion de carbapenemasas, se demostro a través de
sinergismo con &cido etilendiaminotetraacético que 98.48 % de las cepas con resistencia
a los carbapemicos presentaban, enzimas carbapenemasas tipo Metalo-3-lactamasas.

2. Enelandlisis genotipico para la deteccion del gen New Delhi Metalo, mediante la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, se demostré una prevalencia 4.86% para
Klebsiella pneumoniae y 1.96%. para Escherichia coli.

3. En el perfil resistencia se encontr6 que las 13 cepas fueron resistentes a los antibidticos
B-lactdmicos; Cefalotina, Cefepime, Cefaclor, cefuroxima, ceftriaxona, Cefoxotin,
Cefotaxima y también a los carbapenémicos Imipenem, meropenem, 12 cepas resultaron

resistentes a Cloranfenicol y Gentamicina.
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11.Recomendaciones

1. Al Ministerio de salud mantener la vigilancia activa a la resistencia antimicrobiana y
también abastecer y capacitar los laboratorios de materiales necesarios para la deteccion

fenotipica de mecanismo de resistencia.

2. Al hospital para que realice estudios, para la busqueda de carbapenemasas en las cepas
aisladas en el laboratorio

3. A la UNAN-MANAGUA Polisal para que promueva mas estudios de genotipificacion

bacteriana, para conocer de manera méas detallada la resistencia a los carbapenemicos que

afecta a nuestro pais.
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Instrumento de la recoleccion de la informacion

La presente ficha de trabajo tiene como objetivo la recopilacion de datos
referentes a la muestra del estudio Prevalencia del gen blax,. de Klebsiella
pneumoniae resistente a Carbapenemasa, en cepas aisladas de cultivos
realizados a Pacientes internos del Hospital Antonio Lenin Fonseca de la ciudad
de Managua en el periodo de Junio a Octubre del 2017.



FICHA DE RECOLECION DE INFORMACION
DATOS GENERALES

Fecha de recoleccion de la muestra:

N° trabajo de la muestra: SExo: Edad:
Nombre del paciente:

Tipo de muestra: Exp: Sala:

Microorganismo aislado

Genero:
Especie:
Mecanismo de resistencia

POSITIVO NEGATIVO

Metalo-b-lactamasa  sinergia con
EDTA
KPC sinergia con APB

oxicilinasa: sin efecto de sinergia
FARMACO S R FARMACO S

Antibiograma OXA CXM
AMP IPM
CEP MEM
CEC AMC
CRO TZP
CAZ KF
CTX CIP
FEP SXT
FOX coL
GEN CHL

NAL AMK



Electroforesis en Gel de agarosa para la determinacion de New
Delhi Metalo.

°
-
C 4
c
(+}
O

Ladder
Control

N 12 13 14 15 16 17

1)  Ladder
2) Control positivo

4) 17-075 (Pos)

5) 17-076 (Pos)
6) 17-077 (Pos)
7) 17-078 (Neg)
8) 17-079 (Neg)
9) 17-080 (Pos)
10) Ladder

1) 17-081 (Pos)
12) 17-082 (Pos)
13) 17-083 (Pos)
14) 17-084 (Pos)
15) 17-085 (Pos)
16) 17-087 (Pos)

17) 17-088 (Pos)
18) Control Negativo

SINERGIA NEGATIVA SINERGIA POSITIVA



Tabla N°1 Analisis fenotipico de aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli en

EDTA Frecuencia Porcentaje
Negativo 1 1.52
Positivo 12 98.48
Total 13 100,0

cepas remitidas del Hospital Antonio Lenin Fonseca en los meses de Junio a Octubre 2017

Tabla N°2 Anélisis Genotipico de Klebsiella pneumoniae aisladas de procesos infecciosos en
paciente del Hospital Antonio Lenin Fonseca de la ciudad de Managua en los meses de Junio a

NDM Frecuencia Porcentaje
Negativo 45 486
Positivo 9 95.14
Total 54 1 100,0

Octubre- 2017.

Tabla N°3 Analisis Genotipico de Escherichia coli aisladas de procesos infecciosos en paciente del

NDM Frecuencia Porcentaje
Negativo 98 1.96
Positivo 2 98.04
Total 54 100,0

Hospital Antonio Lenin Fonseca de la ciudad de Managua en los meses de Junio a Octubre- 2017

Tabla N°4 Perfil de aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli en cepas remitidas
del Hospital Antonio Lenin Fonseca en los meses de Junio a Octubre 2017.

Sensible Resistente

Frecuencia Porcentaje  Frecuencia Porcentaje
CEP 0 0% 13 100%
FEP 0 0% 13 | 100%
CEC 0 0% 13 100%
CXM 0 0% 13 | 100%
CRO 0 0% 13 100%
FOX 0 0% 13 | 100%
IMP 0 0% 13 100%
MEM 0 0% 13 | 100%
CHL 1 7.7% 12 92.3%
GEN 1| 71% 12 923%
CTX 0 0% 13 100%
coL 13 | 100% 0 0%




Presupuesto del proyecto

Nombre del articulo

Unidad de medida

Costo unitario

Guantes Facilitado -

Agar Mueller Hinton Facilitado -

Agar PSA Facilitado -

EDTA Donado -

Parafilm Facilitado -

Discos para antibiograma | 2 paquetes $ 10 (Equivalente C$ 303)
con Imipenem

Discos para antibiograma 2 paquetes $ 10 (Equivalente C$ 303)
con Meropenem

Platos Petri 3 paquetes C$ 180

Agar MacConkey 1 frasco $ 70 (Equivalente C$ 2,121)
Dreams Tap DNA 1 kit $ 451 (Equivalente C$ 13,665.3)

Polimerase

Costo total

16, 572.3




