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RESUMEN

La resistencia a los antibidticos estd aumentando en todo el mundo a niveles peligrosos, las
enfermedades infecciosas bacterianas comunes son cada vez mas dificiles y a veces imposibles de
tratar, a medida que los antibidticos van perdiendo eficacia. Los carbapenémicos son antibidticos
betalactamicos que poseen una actividad bactericida extremadamente amplia y es administrable

por via parenteral.

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo no experimental con un enfoque cuantitativo de caracter
transversal, realizado en el Hospital Aleman Nicaragiense (HAN). Se llevo a cabo un muestro no
probabilistico por conveniencia. De las 82 cepas de bacilos gram negativos aislados en hemocultivo
que conformaron el universo de la investigacion, dnicamente 43 cepas presentaron resistencia a
carbapenemicos lo que representa un 52.4% del total de las muestras. Las cepas resistentes se
estudiaron con el método Blue-Carba Test y luego con el método de difusion por triple disco en
agar con el objetivo de corroborar la presencia de enzimas Metalo-B-lactamasas en donde todas las

43 resultaron positivas.

Se usO la PCR Multiplex para la deteccion de genes de resistencia presentes en las 43 cepas
seleccionadas con sinergia positiva, donde los resultados obtenidos arrojaron la presencia de genes
tipo: Gen NDM-1 con 69%, 28% IMP y 26% VIMP respectivamente. Hay que resaltar que, se
encontraron 10 cepas con mas de un gen, en las cuales fueron encontrados dos genes en 9 cepas de
P. aeruginosa y en 1 cepas de Enterobacter cloacae y, en todos los casos antes mencionados los

genes encontrados fueron VIM e IMP, genes que codifican Metalo-p-lactamasas.

El mayor porcentaje de aislamientos positivos que presentaron resistencia a carbapenemicos
corresponde a la Unidad de Cuidados Intensivos de Neonatologia con 31 cepas provenientes de esa
sala representando un 72% del total de la muestra poblacional estudiada. El predominio de los
microorganismos en el estudio es: Pseudomona aeruginosa y Klebsiella pneumoniae con un 34%
respectivamente, en el caso de Enterobacter cloacae, un 18% y las que resultaron con una menor

frecuencia estan, Escherichia coli 4% y, Pantoea aglomerans y con 2%.



VALORACION DEL TUTOR

Constantemente estamos escuchando de la aparicion de “super bacterias” que destacan por su
habilidad de resistir a multiples familias de antimicrobianos; las estimaciones y pronosticos no son
alentadores para los hospederos, en la actualidad las estrategias para combatirlas van dirigidas a
medidas de contencién en la diseminacion y de higiene establecidas en las normativas de salud

publica.

Sin las bacterias la vida misma no seria posible, pensar en su erradicacion es imposible y su
evolucion normal es un proceso tan rapido que les ha permitido establecerse en un escalafon
superior; pese a tratarse de seres unicelulares. He aqui la importancia de conocerlas y entender

cudles son estos mecanismos que les han permitido perdurar.

Los esquemas de tratamientos intrahospitalarios en nuestro sistema de salud publica, incluyen a las
familias de B-lactamicos como la principal terapia a ser utilizados gracias a sus bajos efectos
adversos y costos. Es por ello que la aparicion de enzimas de tipo carbapenemasas, con su
capacidad de hidrolizar carbapenémicos; ultima linea de tratamientos de esta familia, reduce
drésticamente las alternativas terapéuticas sostenibles en aquellos pacientes que ademas aguejan

multiples patologias preexistentes.

Considero que éste trabajo de monografia con la tematica “frecuencia de enterobacterias y no
fermentadores portadores de genes VIM, IMP y NDM, aislados de hemocultivos, en pacientes
internos en el hospital aleman nicaragiiense en el periodo de enero a diciembre, 2019.”, tiene
relevancia porque permite establecer la continuidad en el aprendizaje y conocimiento de ésta
pandemia que aqueja a nuestros pacientes en los centros hospitalarios; cuyo fin sera redirigir los
protocolos y esquemas de tratamientos en base a los datos epidemioldgicos que tengamos tanto a

niveles locales como nacional.

TUTOR: Yader Antonio Lanzas Baca
Especialista en Bacteriologia médica.

Licenciado en Bioanalisis Clinico.



VALORACION DEL ASESOR METODOLOGICO

En la ultima década el aumento de la incidencia de infecciones causadas por bacterias
gramnegativas resistentes a multiples farmacos, incluyendo enterobacterias multirresistentes (MR),
estos microorganismos generalmente estan implicados en infecciones graves, por lo que
actualmente suponen un gran problema de salud pablica mundial. Este aumento de resistencias
antimicrobianas, unido al poco desarrollo de nuevos antibi6ticos hace que cada vez dispongamos
de menos opciones terapéuticas para el tratamiento de dichas enfermedades infecciosas.

El aislamiento de bacterias en la sangre de un paciente posee importancia diagnostica y de
prondstico, y se asocia a un cuadro clinico de gravedad. Ello se relaciona con la gravedad de las
infecciones que pueden causar, las dificultades para establecer un tratamiento empirico (e incluso
dirigido) correcto, la facilidad para la dispersion de la multirresistencia y la ausencia de nuevos
antimicrobianos activos frente a estos patdgenos. Siendo las infecciones del torrente sanguineo

muy importantes, pues su mortalidad oscila entre 13.6 y 38%.

Por tal razén considero que este trabajo monogréafico serd de mucha utilidad para contribuir a la
realizacion de futuras investigaciones, al desarrollo cientifico de los profesionales en nuestra
especialidad y todas aquellas afines a nuestro perfil. Por consiguiente, el trabajo con el Tema:
“frecuencia de enterobacterias y no fermentadores portadores de genes VIM, IMP y NDM,
aislados de hemocultivos, en pacientes internos en el hospital aleman nicaragtiense en el
periodo de enero a diciembre, 2019.” reline todos los requerimientos cientificos y metodolégicos

para ser presentado y defendido por sus autores.

Asesora metodoldgica: Lic. Magaly Ruiz Saldivar.
Docente Dpto. Bioanalisis Clinico
POLISAL-UNAN-Managua



GLOSARIO

ADN: Acido desoxirribonucleico

AMC: Amoxicilina-Acido clavulanico
ATCC: American Type culture collection
AMK: Amikacina

ATM: Aztreonam

AMP: Ampicilina

AMP-C: Cefalosporinasas de clase C.
APB: Acido fenil-borénico

BGN: Bacilos gram negativos

BLEE: B-lactamasas de espectro extendido.
CAR: Carbenicilina

CAZ: Ceftazidime

CC: Control de Calidad

CEC: Cefaclor

Cx: Sala de cirugia

CHL.: Cloranfenicol

CIM: Concentracion Minima Inhibidora
CMB: concentracion minima bactericida
CIP: Ciprofloxacino

CLSI: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical & Laboratory Standards
Institute)

CNDR: Centro Nacional de Diagnostico y Referencia



COL.: Colistin

CRO: Ceftriaxona

CXM: Cefuroxime

dNTP’s: Desoxirribonucleotidos libres
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
ERT: Ertapenem

FEP: Cefepime

FOX: Cefoxitin

GEN: Gentamicina

GIM: German imipenemasa

HAN: Hospital Aleman Nicaraguense

I: Intermedio

IAAS: Infecciones asociadas a la asistencia sanitaria
IMP: Imipenem

IMP: Imipenemasa

KPC: Klebsiella pneumoniae Carbapenemasa.
LPS: Lipopolisacarido

LVX: Levofloxacino

MgCL2: Cloruro de magnesio

MBL: Metalobetalactamasas

MNO: Minociclina

MH: Mueller Hinton

MI: Sala de medicina interna



MER: Meropenem

NaCl: Cloruro de sodio

NAL: Acido Nalidixico

NCCLS: Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (National Committee for
Clinical Laboratory Standards)

NDM: New Delhi métalo-beta- lactamasa
OMS: Organizacién Mundial de la Salud
OPS: Organizacién panamericana de salud
OXA: Oxacilinasa

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
PIP: Piperacilina

PBP: Proteinas fijadoras de penicilina

R: Resistente

RPM: Revoluciones por minuto

SO4Zn: Sulfato de cinc

S: Sensible

SAM: Ampicilina sulbactam

SIM: Seoul imipenemasa

SPM: Sao Paulo métalo-beta-lactamasa
SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol

TAE O TBE: Tris- borato-EDTA

TSA: Trypto-Casein Soy Agar

TGC: Tigeciclina

TIC: Ticarcilina



TZP: Piperacilina- Tazobactam

UCI: Unidad de cuidados intensivos de adultos
UCIP: Unidad de cuidados intensivos pediatrica
UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatal
UFC: Unidad formadora de colonias

VIM: Verona imipenemasa

Zn+2: lon Zinc
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I. INTRODUCCION

Las bacterias no fermentadores y enterobacterias son patdgenos hospitalarios relacionados
ampliamente con las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS), que afecta a pacientes
criticamente enfermos y su control en los hospitales es muy dificil debido, a su capacidad para
sobrevivir en condiciones ambientales extremas y posibilidad de transmision cruzada y aérea. El
mecanismo de transmisién mas comin es de persona a persona a través de las manos del personal

médico o la transmision desde superficies contaminadas.

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por la capacidad natural o
adquirida de una cepa bacteriana a permanecer refractaria a los efectos bactericidas o
bacteriostaticos de un antimicrobiano, la ineficacia terapéutica en las infecciones intrahospitalarias
se debe en gran medida al uso irracional de los antibioticos para tratar a pacientes con infecciones
bacterianas, surgiendo asi la resistencia de las bacterias a los antibidticos por diversos mecanismos
y principalmente por expresiones de genes como los estudiados IMP, VIM y NDM; que elaboran
enzimas que hidrolizan las moléculas de los antibioticos. Esto es una problematica que ha causado
preocupacion en la comunidad médica por el incremento de estas afecciones en su mayoria por
bacterias oportunistas que con frecuencia son resistentes a varios tipos de antibioticos aumentando

asi la tasa de morbilidad y mortalidad en la poblacion (Gastelo, Sipion, & Vargas, 2015).

En esta investigacion se estudiaron los genes VIM , IMP y NDM, ya que estos confieren resistencia
a los B-lactamicos usados como tratamiento de primera eleccion en el hospital en estudio,
principalmente los carbapenémicos que anteriormente se usaba como el Ultimo eslabon dentro de
los B-lactdmicos, pero actualmente hay distintos mecanismos que le confieren resistencias a dichos
antibioticos, siendo hoy en dia en muchos casos ineficaces debido, a que los bacilos Gram negativos
presentan resistencia natural o tienen capacidad de compartir genes de bacteria a bacteria como los
que se estudiaron en esta investigacion y a la vez son de relevante importancia epidemioldgica ya
que son los que mas predominan segun estudios realizados anteriormente en el hospital por eso se
considera importante el tema; frecuencia de enterobacterias y no fermentadores portadores de
genes VIM, IMP y NDM, aislados de hemocultivos, en pacientes internos en el hospital

aleman nicaraguense en el periodo de enero a diciembre, 2019.



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el entorno hospitalario clinico uno de los problemas que tienen mayor relevancia son los altos
niveles de resistencia a los antimicrobianos, como los carbapenemes antibioticos ampliamente
utilizados como terapias en las infecciones graves, siendo epidemioldégicamente importante saber

que gen causante de este problema esta predominante en el hospital en estudio.

Basado en este problema de salud publica se plantea la frecuencia de enterobacterias y no
fermentadores portadores de genes VIM, IMP y NDM, aislados de hemocultivos, en pacientes
internos en el hospital aleman nicaragiense en el periodo de enero a diciembre, 2019. Este estudio
pretende identificar las cepas problemas los genes codificadores de enzimas anteriormente

mencionados, que inhiben los tratamientos betalactamicos y la susceptibilidad a priori.

El grupo de las métalo-B-lactamasas (MLBS) en especial las que son codificadas por genes VIM,
IMP y NDM son unas de los més relevantes carbapenemasas debido a su diversificacion estructural
como a su rapida diseminacién por plasmidos, el hospital Aleman Nicaragliense no esta exento de
este problema, por tanto, esta investigacion basa los objetivos en el estudio de este problema
epidemiologico en la unidad de salud de atencion hospitalaria antes mencionada.

Preguntas directrices.

1. ¢Cual es el perfil de resistencia que poseen las enterobacterias y no fermentadores (Pseudomona
y Acinetobacter) productores de carbapenemasas tipo MBL de las muestras en estudio?

2. ¢Cual es la distribucion por salas de enterobacterias y fermentadores productores de
carbapenemasas tipo MBL aisladas de pacientes internos en el hospital aleman nicaragliense?

3. ¢Existe relacion alguna entre los resultados obtenidos del método Kirby Bauer por difusion en
agar de triple disco y la técnica Blue —carba?

4. De los genes estudiados VIM, IMP y NDM ¢cuél predomina mas en las cepas de Bacilos gram

negativos no fermentadores y Enterobacterias identificados utilizando la técnica de PCR multiplex?



Il. ANTECEDENTES

Paget et al., en el afio 2006 al 2009 realiz6 un estudio descriptivo titulado; Resistencia
antimicrobiana en bacterias aisladas en el instituto hondurefio de seguridad social, el cual
registraron 4,812 aislamientos procedentes de diversas k. pneumoniae, Echerichia coli y
Burkholderia cepacia. La Echerichia coli presenté alta resistencia a quinolonas, de 37% a 42%;
Pseudomona aeruginosa tercera generacion y quinolénas, aumentando de 30% en el 2006 a mas
del 40% en el 2009. Acinetobacter baumannii tiene una alta resistencia a todos los antibiéticos
incluso a los carbapenémicos. resistente a meticilina incrementd de 20% en 2007 hasta 36% en el
2009 (Paget et al., 2009).

Chinchilla, Tomas, & Morales, en el periodo del 2012 en la ciudad de Guatemala realizd un
estudio denominado; Deteccion de carbapenemasas tipo NDM-1y KPC-2 en enterobacterias
BLEE+: Evaluacion fenotipica con confirmacidn genotipica en cepas aisladas de enterobacterias
de pacientes que acudian al centro de asistencia que presentaron Betalactamasa de Espectro
Extendido positivo (BLEE+). Se analizaron 118 muestras de las cuales, el 58% eran especies de
Escherichia coli, seguido de Klebsiella pneumoniae con un 42% las cuales el 39% de las
muestras analizadas poseian carbapenemasas tipo Metalo-p- lactamasas (Chinchilla, Tomas, &
Morales, 2012).

Cajina durante el afio 2015 en la tesis final titulada; Infecciones por Pseudomonas aeruginosa y
su perfil de resistencia en egresados del Hospital Infantil Manuel de Jesus Rivera “La
Mascota” del 1 de enero del 2010 al 31 de diciembre del 2014. Concluyo que se encontro
resistencia a Ceftazidime en 103 casos (49%), Cefepime en 102 casos (48.6%),
Piperazilina/tazobactam en 95 casos (46.6%); se encontrd resistencia a Imipenem en 37 casos
(17.6%), al igual que meropenem. Gentamicina se encontré resistente en 120 casos (58.8%),
amikacina en 121 casos (57.9%). Ciprofloxacino se encontro resistente en 120 casos (58%). Se
reporté 0 casos resistentes a Colistin y Polimixina. Es notorio que casi el 50% del nimero de
fallecidos se encontrd en el grupo que era carbapenemasa (+) y probable carbapenemasa; o sea
resistente a Imipenem y meropenem, el mayor porcentaje, casi la mitad de todos los fallecidos
registrados se encontro en el afio 2014, lo que se relaciona como dijimos anteriormente con el

mayor porcentaje de resistencia en este afio (Cajina 2015).
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Gonzélez y Potoy en el afio 2017 titulado, Frecuencia de los genes precursores de
carbapenemasas tipo métalo enzimas en Enterobacterias aisladas de muestras clinicas del
Hospital Aleman Nicaraglense, enero-septiembre, 2017. En donde: Se analizaron cepas
resistentes a carbapenemicos aisladas e identificadas dentro de la familia de las enterobacterias de
las cuales se estudiaron un total de 21 cepas productoras de carbapenemasas tipo B, confirmadas
fenotipicamente por método de difusion de triple disco; como resultado la frecuencia de genes fue
de un 86% para NDM-1 y de 14% para IMP teniendo un impacto en el sistema de salud publica
por el incremento en el porcentaje de mortalidad atribuido a estos genes; la mayoria de las muestras

provinieron de hemocultivos de pacientes ingresados (Gonzales & Potoy, 2017).

Acevedo, Davila y Montenegro 2017 en la tesis titulada; Caracterizacion fenotipica y genotipica
de genes de resistencia productores de enzimas carbapenemasas tipo métalo B lactamasas en
enterobacterias aislados de pacientes internos en el Hospital Aleman Nicaragtense (HAN) en
el periodo enero a diciembre 2017, encontraron El fenotipo de resistencia perteneciente al tipo
MBL en 27 cepas; mediante la técnica de difusion por disco, colocando discos de carbapenémicos
de IMP y MER frente a un disco o inhibidor &cido etilendiaminotetraacético (EDTA); en este
estudio, el gen con mayor frecuencia encontrado a través de la técnica de la PCR convencional fue
el gen NDM-1, con un 61.77% seguido del gen IMP con un 17.65%, el gen SPM conun 11.76% y
finalmente el gen VIM, GIM y SIM con un 2.94% respectivamente. De las cepas estudiadas, se
encontraron 5 cepas que eran portadoras de méas de 2 genes diferentes, asimismo, se aislé 1 cepa

con la presencia de mas de dos genes (Acevedo, Davila y Montenegro 2017).

Arbizu et al. 2018 realizaron otro estudio titulado Nueva Delhi métalo-b-lactamasa en especies
de Enterobacteriaceae aisladas de pacientes hospitalizados, Managua, Nicaragua, de donde:
Analizaron un total de 45 cepas, de las cuales 43 dieron positivas para el test de sinergiacon EDTA,;
21 portaban el gen de Nueva Delhi; el 66% de Métalo-b-lactamasa Nueva Delhi se encontr6 en
aislamientos de Klebsiella pnuemoniae, seguida de Escherichia vulneris, en un 14%, Escherichia
coli en un 5%, Providencia rettgeri en un 5%, Pantoea agglomerans en un 5% y Kluyvera

crycrecens en un 5% (Arbiz Medina et al., 2018).



Arias y Bracamonte en el afio 2019 determinan en el tema; Validacién del método BLUE CARBA
para la deteccion rapida de carbapenemasas tipo metalobetalactamasas en cepas de bacilos
gram negativos procedentes de los diferentes hospitales pertenecientes a la red nicaragtiense
para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, Del total de las cepas utilizadas e
identificadas en este trabajo, el 49% fueron cepas de No Fermentadores predominando P.
Aeruginosa y el 51% fueron de Enterobacterias en su mayoria K. pneumoniae; genotipicamente,
del 100% de las cepas estudiadas, el 79% eran productoras de carbapenemasas tipo VIM, IMP y
NDM, el resto 14% eran cepas productoras de BLEE que solo les confieren resistencia a las
cefalosporinas, el 5% presentaban impermeabilidad pura, que les confiere resistencia a los
carbapenemicos, pero son sensibles a las cefalosporinas y el 2% presentaba AMP-C+BLEE;
seguido a esto, al momento de evaluar el perfil de susceptibilidad el 98% de las cepas de
Enterobacterias present6 una resistencia a AMP, CEC, AMC, ERT, CRO y LEV, mientras que un
70.5% present6 una resistencia a NAL, FEP, ATM, IMP. El antibiotico que presentaba sensibilidad
en el 90% de las cepas fue COL. De las cepas de P. aeruginosa el mayor porcentaje de resistencia
lo obtuvieron IMP y MEM con 97% mientras que el otro 3% presentaba sensibilidad a estos, pero
con resistencia a las cefalosporinas proporcionada por las BLEE. Solo un 16% presentd
sensibilidad a CAZ y FEP y el 100% a COL. En las cepas de A. baumannii el mayor porcentaje de
sensibilidad lo obtuvieron COL y TGC con 100%, seguido de MNO con 78%, mientras que, para
SAM, FEP, CAZ, MEM, IMP, TZP, PIP y SXT el 100% de las cepas presentaron resistencia en su
totalidad (Aria & Bracamonte, 2019).



I11. JUSTIFICACION

Los bacilos gram negativos, en situaciones donde el huésped es vulnerable son patégenos
nosocomiales potenciales, que tienen la capacidad de presentar multiresistencia a la Gltima linea de
antibacterianos B-lactamicos (carbapenemicos), volviéndose un problema de salud publica con
prioridad. Estas bacterias poseen una alta capacidad de diseminarse en el ambiente hospitalario y
han sido relacionadas en muchos estudios con altos porcentajes de morbilidad y mortalidad. Con
el paso del tiempo el grupo de Carbapenemes se han considerado los agentes mas efectivos y mas
utilizados para el tratamiento de las bacterias multirresistentes, esto por tener un bajo costo, poseer
un amplio espectro y mayor actividad es por eso que se realiz6 esta investigacion: frecuencia de
enterobacterias y no fermentadores portadores de genes VIM, IMP y NDM, aislados de
hemocultivos, en pacientes internos en el hospital aleman nicaragiiense en el periodo de enero a
diciembre, 2019. Estos genes son los causantes de la produccion de carbapenemasas que hidrolizan
este grupo importante de betalactdmicos, como NDM, un gen relevante ya que la OMS/OPS en el
2014 subrayo la importancia de reforzar la vigilancia y establecer estrategias de control para

prevenir la diseminacion de metalobetalactamasas tipo New Delhi.

Este estudio tiene la finalidad cientifica de sumarse al esfuerzo de atender y actualizar los datos
epidemiologicos en el hospital Aleman Nicaragliense, donde se han hecho estudios sobre
resistencia bacteriana, sin embargo es necesario hacer mas investigaciones con el objetivo de
contribuir para actualizar la informacion de la red de vigilancia de resistencia, a su vez es de
importancia clinica trabajar con un liquido estéril como lo es la sangre procedente de hemocultivos,
siendo estos analizados en el laboratorio del hospital en estudio y también en el CNDR, asimismo
se contribuye a mejorar el diagnostico microbioldégico mediante la utilizacion de pruebas rapidas
como la prueba Blue Carba utilizada por primera vez en el hospital de estudio. Esta investigacion
ademas permite que se comprendan las directrices de las investigaciones a futuro en este hospital
de la misma manera de la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua-Managua y que la
comunidad de investigadores tengan pautas que les permita consolidar sobre los estudios cientificos

enfocados en la resistencia bacteriana.



IVV. OBJETIVOS

General.

Determinar la frecuencia de enterobacterias y no fermentadores portadores de genes VIM, IMP y
NDM, aislados de hemocultivos, en pacientes internos en el hospital aleméan nicaragiiense en el
periodo de enero a diciembre, 2019.

Especificos.

1. Evaluar el perfil de resistencia que poseen las enterobacterias y no fermentadores
(Pseudomonas y Acinetobacter) productores de carbapenemasas tipo MBL de las
muestras en estudio.

2. Determinar la distribucion por salas de cepas productoras de carbapenemasas tipo MBL
aisladas de pacientes internos en el hospital Aleman Nicaragiiense en periodo de estudio.

3. Relacionar los resultados obtenidos de las cepas estudiadas por el método Kirby-Bauer
por difusion en agar de triple discos con la prueba BLUE-CARBA.

4. ldentificar los genes presentes en las cepas de estudio que codifican enzimas métalo- -
lactamasas VIM, IMP y NDM mediante la técnica PCR multiplex.



V. MARCO TEORICO

5.1 Bacilos Gram negativos
Las bacterias Gram negativas son una familia con mucha diversidad tanto morfolégica como
estructuralmente por eso diferenciarlas primordialmente por medio de la tincion de Gram es muy
importante para su clasificacion y es la méas utilizada en la actualidad. Jawetz, Melnick & Adelberg
(2016) refiere:
La mayor parte de las bacterias se clasifican como gram positivas 0 gram negativas con base a
su respuesta al procedimiento de tincion de Gram. El procedimiento recibi6 su nombre por el
histélogo, Hans Christian gram, quien desarrollo este procedimiento de tincion diferencial en

un intento para tefiir las bacterias en tejidos infectados. (p.23)

Los bacilos Gram negativos es un grupo muy heterogéneo de especies con fines practicos donde
se establecen 4 grupos:

Bacilos de crecimiento rapido en medios de cultivo usuales, que fermentan la glucosa (bacilos
fermentadores) 2. Bacilos de crecimiento rapido en medios de cultivo usuales, que NO fermentan
la glucosa (bacilos no fermentadores) 3. Bacilos de crecimiento rapido o lento, que pueden 0 no
fermentar la glucosa, pero que necesitan de condiciones y medios de cultivo especiales para su

crecimiento. 4. Bacilos Gram-negativo anaerobios estrictos (Zepeda, sf).

5.1.1 Enterobacterias.
La familia Enterobacteriaceae es un grupo muy variado y extenso de bacilos gramnegativo la
familia comprende muchos géneros (Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia, Proteus y otros mas (Jawetz, Melnick, & Adelberg, 2016). EI nombre enterobacteria se
emple6 por la localizacion habitual como saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de
gérmenes ubicuos, encontrandose de forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como
formando parte de la flora intestinal normal de muchos animales ademas del hombre (Garcia &
Rodriguez, 2010, p. 3426).



5.1.1.2 Caracteristicas

Las caracteristicas para este grupo heterogéneo se basan en pruebas de crecimientos en cultivos y
pruebas bioquimicas en donde se les agrupa por similitudes (Garcia & Rodriguez, 2010) clasifica:
Caracteristicas tipicas y distintivas de las enterobacterias:

e Son aerobios no formadores de esporas que pueden crecer en anaerobiosis.

e (anaerobios facultativos).

e Reducen los nitratos a nitritos (con algunas excepciones).

¢ No licuan el alginato.

e Fermentan la glucosa a &cido con produccién de gas o sin ella.

e Son oxidasa-negativos, a excepcién de Plesiomonas.

e Producen catalasa.

e No ven favorecido su crecimiento por la presencia de NaCl.

e La mayoria son méviles (con flagelos peritricos).

e No formadores de esporas.

5.1.2 No fermentadores
Son bacilos o cocobacilos gram negativos, aerobios estrictos, este grupo de bacterias se le empleo
el termino no fermentadores ya que no fermenta los hidratos de carbono, y lo utilizan por via
oxidativa, sin formacién de gas. Generalmente son oxidasa positiva, pueden ser moéviles o

inmoviles, presentan flagelos polares, bipolares y peritricos.

Este gran grupo de bacilos Gram negativos incluye gérmenes pertenecientes a diferentes familias
y otros géneros de incierta clasificacion. Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes,
Acinetobacter, son algunos de ellos, en general desprovistos de grandes atributos de virulencia
demostrables, no producen enfermedad en el individuo sano, pero pueden comportarse como

oportunistas en enfermos inmunodeprimidos (Algorta, 2002).



5.1.2.1 Caracteristicas
Las caracteristicas en morfologia y otros aspectos en metabolismo son similares a las anteriormente

descritas enterobacterias, sin embargo, este grupo tiene caracteristicas diferentes entre estas:

e Bacilos no esporulados aerobios.

e No utilizan hidratos de carbono como fuente de energia o los degradan a través de vias
metabolicas distintas a las habituales.

e Muestran crecimiento en la superficie Agar hierro de kligler (kIA) o Agar triple de
Azlcar-Hierro (TSI) pero ninguno crece en el extremo ni lo acidifica.

5.2 Carbapenemicos

Los farmacos de este grupo presentan un espectro de accion muy amplio, en el que se incluyen
bacterias gram positivas y gram negativas aerobias y anaerobias. Carecen de actividad frente a S.
aureus resistente a la meticilina, Enterococcus faecium, corynebacterium jeikeium vy

Stenotrophomonas maltophilia.

Existen pequefias diferencias entre los componentes actuales del grupo: asi, el Imipenem es mas
activo frente a los microorganismos grampositivos, mientras que el meropenem lo es frente a
algunos gram negativos. ElI Ertapenem presenta escasa actividad frente a P. aeruginosa,

Acinetobacter spp y otros bacilos gram negativos no fermentadores (Lorenzo, et al., 2008).

Sus caracteristicas principales son: amplio espectro de actividad frente a bacterias grampositivas y
gramnegativas, tanto aerobias como anaerobias, rapida penetracion a través de la membrana
externa de las bacterias gramnegativas, gran estabilidad a la hidrélisis por betalactamasas
plasmidicas o cromosomicas porque poseen una cadena trans hidroxietilo en la posicién 6 del anillo
estructural betalactamico, buena union a las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), rapida accion
bactericida frente a gramnegativos y grampositivos, con una concentracion minima bactericida
(CMB) en torno a dos veces la concentracion minima inhibitoria (CMI), efecto postantibidtico de

hasta dos horas frente a gramnegativos y mayor para grampositivos (Gobernado & Acufia, 2007).
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5.2.1 Mecanismo de Accién de los Carbapenemes

En 1976, se obtuvieron los carbapenemes de la tienamicina que es una sustancia antibiotica extraida
de los cultivos de Streptomyces catleya, a partir de este nicleo se obtuvo por sintesis la formidoil-
tienamicina con actividad antibacteriana mayor que los demas antibioticos -lactdmicos.

El primer derivado que se uso fue el Imipenem en 1985. Los antibiéticos carbapenémicos son los
antibioticos B-lactamicos que presentan mayor espectro y actividad. Actian como otros [-
lactamicos uniéndose covalentemente a las proteinas de unién a penicilina (PBPs) PBP-2 1a y PBP-
2 1b con lo que inhiben la sintesis de la pared celular y activan las autolisinas endogenas, esto
genera la muerte celular. Debido a su bajo peso molecular y su estructura hidrofilica estos
compuestos penetran en las bacterias Gram negativas a través de porinas. EI Meropenem es mas
estable ante la accion enzimatica. Las bacterias han creado mecanismos de resistencia contra casi
todos los antibidticos incluyendo este tltimo grupo de B-lactdmicos (Betancourt, Morales, Rivera,
& Gonzalez, 2006, p. 132).

5.3 B-Lactamasas
La clasificacion de las B-lactamasas puede ser definida con base a dos propiedades que son:
La funcional y la molecular. Antes de que los genes fueran clonados y secuenciados las 3
lactamasas fueron analizadas bioquimicamente por el aislamiento de la proteina determinando
su punto isoeléctrico; seguido por su estudio enzimatico para determinar la hidrdlisis del

sustrato y caracteristicas de inhibicion (Brown & Amyes, 2006, p.1).

Esta clasificacion funcional dividio a las -lactamasas en cuatro grandes grupos funcionales con
multiples subgrupos segun Bush, Jacoby, & Medeiros, (1995) refiere: “El grupo 2 esta diferenciado
con base al grupo de sustrato sobre el que actla la enzima. En este esquema de clasificacion
funcional las Carbapenemasas se encuentran principalmente en los grupos 2d, 2f y 3” (Bush,
Jacoby, & Medeiros, 1995, p. 1211).

La clasificacion basada en la homologia de aminoacidos ha dado como resultado 4 grandes grupos.
Queenan & Bush, (2007) refieren:
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Las clases moleculares A, C, y D incluyen a las B-lactamasas con serina en su sitio activo, la
clase molecular B, son todas las metaloenzimas con un centro activo de zinc. Las
carbapenemasas son B-lactamasas con eficiencia catalitica para hidrolisis de carbapenemes,
tienen elevados MICs (CMI) para los carbapenemes, e incluyen enzimas de clase A, B y D.
(p. 440)

Las B-lactamasas hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactamico inactivandolo. Al unirse al
antibiético forman un complejo reversible no covalente y el grupo ester del anillo B-lactamico es
acilado por el grupo hidroxilo libre del residuo de serina, que es el sitio activo de la enzima;
finalmente hay un proceso de hidrdlisis por el cual se reactiva la enzima y libera el antibiético
inactivo (Sanchez, 2007).

5.3.1 Carbapenemasas tipo A
Las Carbapenemasas clase A pertenecen al grupo 2f aparecen de forma esporadica en aislamientos
clinicos desde que fueron descubiertas hace 20 afos.
Estas B-lactamasas han sido detectadas en Enterobacter cloacae, Serratia marcescens y Klebsiella
spp y en brotes pequefios. Tres grandes familias de esta clase incluyen las enzimas NMC/IMI, SME
y KPC. Todas ellas tienen la habilidad de hidrolizar a una variedad de B-lactamicos de amplio
espectro, incluyendo carbapenemes, cefalosporinas, penicilinas y aztreonam y todos son inhibidos

por clavulanato y tazobactam (Queenan & Bush, 2007, p. 440).

5.3.2 Carbapenemasas tipo B o metalo-p-lactamasas

Las metalo-B-lactamasas son metalo enzimas que requieren uno o dos iones de zinc para su

actividad segln Bebrone, (2007) refiere:
Estas enzimas pueden degradar toda clase de B-lactamicos; excepto monobactamicos y son
especiales para la constante y eficiente actividad de carbapenemasa. La primer metalo-p-
lactamasa se detectd en 1966 en Bacillus cereus cuando Sabbath y Abraham demostraron que
la actividad de cefalosporinasa producida por B. cereus era inhibida por EDTA. Durante 20
afios esto fue considerado como una curiosidad bioquimica, pero en 1980 estas enzimas
fueron descubiertas en gran nimero de cepas de P. aeruginosa, Aeromonas hydrophilay, S.

marcescens productoras de brotes nosocomiales. (p. 1686)

12



La mayoria de estas enzimas son del tipo Verona integron-encoded metallo-betalactamase (VIM),
IMP y més recientemente del tipo New Delhi metallo-beta-lactamase-1 (NDM-1). Todas ellas
hidrolizan todos los antibidticos betalactamicos excepto aztreonam. Sin embargo, muchas de las
bacterias portadoras poseen ademas mecanismos de resistencia complementarios que las hacen
también resistentes a este antibidtico. A menudo se identifican en estas bacterias betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) que si son capaces de hidrolizar el aztreonam. Se caracterizan por su
resistencia a los inhibidores de betalactamasas comerciales, y su susceptibilidad a los agentes
quelantes como el EDTA, debido a la estructura metalica de su centro activo metalico. segln
Alcald, (s.f) refiere:

Las carbapenemasas de tipo IMP fueron identificadas por primera vez en una cepa de P.

aeruginosa, recogida en Japon en 1988. Su nombre hace referencia a la resistencia a imipinem,

antibidtico carbapenémico, que presentaba dicha cepa. El gen que codificaba la enzima,

blalMP, estaba localizado en un plasmido por lo que su transmision entre cepas de P.

aeruginosa fue muy répida. A los 5 afios de esta primera notificacion el gen fue encontrado

entre enterobacterias en otros hospitales japoneses.

Por otro lado, las enzimas de tipo VIM fueron aisladas en Francia en 1996 y en Verona, Italia,

en 1997, en cepas de P. aeruginosa. Actualmente las cepas productoras de enzimas de tipo

VIM e IMP son endémicas de Grecia, Taiwan y Japdn, aunque también se han notificado

brotes esporadicos asi como casos aislados en otras partes del mundo. Klebsiella pneumoniae

multirresistente nosocomial es la bacteria productora de estas enzimas mas prevalente.

(pp.10-12)

Existen otras enzimas, siempre de la familia de las carbapenemasas que cobran protagonismo
a nivel mundial por su reciente descubrimiento y las implicaciones en las que se ha reportado
en diferentes partes en varios continentes. De acuerdo Alcala (sf) en su trabajo de grado
afirma que, tal es el caso de New Delhi metallo-beta-lactamasa-1 (NDM-1), una enzima
que por primera vez se reportd en el 2007. Se trataba de un paciente sueco previamente
hospitalizado en Nueva Deli, que padecia una infeccion urinaria causada por Klebsiella
pneumoniae multirresistente. Desde 2010, los productores de NDM-1 se han identificado en
todos los continentes, excepto en ciertas partes de América, con una relacion directa con
India, su principal reservorio. Ademas se comienzan a observar casos no relacionados con

India, que provienen de diferentes localizaciones como la region de los Balcanes, y el medio
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oriente. Estas regiones podrian constituir un segundo reservorio de los productores de NDM-
1.

5.3.3 Carbapenemasas Tipo OXA, Clase D
Dentro de las enzimas de las Carbapenemasas se encuentran los tipos OXA, clase D los autores
Queenan & Bush, (2007) definen: “Las enzimas tipo OXA representan a una de las familias de -
lactamasas codificadas por plasmidos y actualmente se han descrito también en el cromosoma”
(Queenan & Bush, 2007, p. 440).

Estas enzimas se identifican principalmente en enterobacterias, P. aeruginosa y A. baumannii. Son
funcionalmente descritas como penicilinasas capaces de hidrolizar a oxacilina y cloxacilina. En
general son inhibidas pobremente por el acido clavulanico y el EDTA. La primer B-lactamasa tipo
OXA con actividad carbapenemasa fue descrita por Paton y Cols en 1993. Esta enzima fue
purificada de una cepa multidroga resistente de A. baumannii que fue aislada en 1985 de un
paciente en Escocia. La enzima fue llamada ARI-1 (Acinetobacter resistente a Imipenem) después
fue renombrada como OXA-23. Desde 1998 las enzimas OXA han sido identificadas en especies
de Acinetobacter en todo el mundo, por ejemplo: OXA-23 ha sido identificada en brotes de
Acinetobacter resistentes a carbapenemes en Brasil, Korea y Tahiti. OXA-24 y OXA-40 se
encontraron en brotes clonales de hospitales de Esparia y Portugal (Bou, Oliver, & Beltran, 2000,
p. 1556).

Las cepas de Acinetobacter con OXA-23 y OXA-58 causaron multiples infecciones en militares y
civiles que sirvieron en Irak y Afganistan en 2003-2005. Actualmente hay 102 secuencias de OXA
identificadas, 9 de las cuales son de espectro extendido y como minimo 37 estan consideradas como
Carbapenemasas. Los subgrupos 1, 2 y 3 estan basados en las secuencias de OXA-23, OXA-24 y
OXA-51 respectivamente. OXA-51 ha sido encontrado en todas las cepas de A. baumannii
probadas y es un componente natural del cromosoma de esta especie (Queenan & Bush, 2007, p.
445).
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5.4 Antibiograma

El método utilizado con mayor frecuencia para evaluar la sensibilidad de las bacterias a los agentes
antimicrobianos es la denominada prueba de difusion del disco. Esta técnica fue estandarizada por
Kirby y Bauer en 1966, de alli que dicho método también se le conozca con el nombre de “prueba
de Kirby-Bauer”. Es un método sencillo y facil de realizar en los laboratorios de rutina que sélo
brinda informacién cualitativa o semicuantitativa sobre la sensibilidad de un microorganismo a un
antibiético determinado, sin embargo, los resultados obtenidos son de gran valor clinico para
iniciar, mantener o modificar una antibioticoterapia (Velasco, et al., 2008). La Interpretacion de
los halos de inhibicion permite expresar los resultados como sensibles, sensibilidad intermedia o

resistente. Estas Categorias indican lo siguiente:

Sensible (S): la infeccion debida al microorganismo aislado puede ser tratada apropiadamente con
el antibiotico a la dosis recomendada, de acuerdo a la gravedad de la infeccion. Sin embargo, para
la prescripcion definitiva del medicamento, el médico tratante tendra en cuenta algunos factores
tales como biodisponibilidad del antibidtico en el tejido o sistema afectado, presentacion del
medicamento, edad del paciente, condiciones patologicas subyacentes o fisiologicas, entre otras
(Velasco, et al., 2008).

Intermedia (I): indica que el antibidtico tiene aplicabilidad clinica en sitios corporales Donde el
antibiotico alcance concentraciones terapéuticas adecuadas, como es el caso de B-lactamicos y
quinoldnas en el tracto urinario. En otros casos, puede utilizarse el medicamento con seguridad en
dosis elevadas que no alcancen los niveles de toxicidad pero que garanticen actividad terapéutica.
Sin embargo, es recomendable evitar el uso de la categoria “intermedia” cuando sea posible

(Velasco, et al., 2008).

Resistente (R): la bacteria aislada no es inhibida por el antibidtico a las concentraciones
Terapéuticas ideales o la bacteria ha generado mecanismos de resistencia que evaden la actividad
del antibidtico, por lo tanto, la eficacia clinica de este no es confiable. Es Recomendable que ante
el aislamiento de un microorganismo multirresistente clinicamente significativo se ensayen otras

pruebas de susceptibilidad adicionales (CIM), tal es el caso de cepas de Staphylococcus resistentes
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a la vancomicina. El Reporte de los resultados del antibiograma debe ser realizado en forma clara

y precisa y enviados en forma inmediata al médico tratante (Velasco, et al., 2008).

5.5 Deteccion de carbapenemasas

El screening de bacilos gram negativos con carbapenemasa en muestras clinicas est4 basada en el
analisis de susceptibilidad a los carbapenémicos de los aislados productores de carbapenemasas
comparados con los aislados de la poblacién wild Type. Las CMIs de Imipenem y meropenem de
>1 mg/l y Ertapenem de >0,5 mg/l pueden indicar una posible produccion de carbapenemasas. El
Ertapenem parece ser un buen candidato para la deteccion de la mayoria de los bacilos gram
negativos, sobre todo de KPC, ya que los valores de CMIs de Ertapenem a menudo son mas altos
que los de otros carbapenémicos. El inconveniente es que le falta especificidad porque una
permeabilidad disminuida combinada con enzimas BLEE o AmpC puede afectar a las CMIs de
Ertapenem. Los otros 2 carbapenémicos, Imipenem y meropenem, tienen mayor especificidad. En
la gran mayoria de los casos el meropenem es el carbapenémico més activo, puesto que sus CMIs
suelen ser las més bajas. Por ello, este carbapenémico no seria el mas adecuado para la deteccion
de carbapenemasas en enterobacterias y no fermentadores, ya que tendria poca sensibilidad. Todo
esto, hace que el Imipenem sea el carbapenémico de eleccion para un primer paso en la deteccion
de Carbapenemasa, aungue hay que tener en cuenta que las CMIs de Imipenem suelen ser elevadas
en caso de Proteus spp., Serratia spp., Providencia spp. y M. morganii debido a otros mecanismos
de resistencia (Vifa, 2016).

El screening o la deteccion de las carbapenemasas se puede hacer mediante la técnica de discos o
se puede llevar a cabo mediante sistemas automatizados para la determinacién de la susceptibilidad
antimicrobiana, que estan basados en la reconstitucion con una suspensién bacteriana de diferentes
concentraciones de una serie de antimicrobianos liofilizados en unos paneles y su posterior lectura,
realizando la interpretacion de sensible, intermedio o resistente de acuerdo a los puntos de corte
establecidos en cada caso. Ademas, tienen configurados unas recomendaciones de “sistemas
expertos” que permiten inferir mecanismos de resistencia a través de las CMIs de los
antimicrobianos obtenidas. Ejemplos de sistemas automatizados son: Wider, Vitek, MicroScan,
Phoenix (Vifa, 2016).
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5.5.1 Deteccion fenotipica
Estos métodos detectan la produccion de una carbapenemasa por una cepa productora de esta
enzima. En contraste con las técnicas moleculares tienen la ventaja de que no sélo detectan las
carbapenemasas conocidas, sino que son capaces de detectar nuevas carbapenemasas. El principal

inconveniente es que no son capaces de identificar con precision la carbapenemasa producida.

El test de Hodge modificado (THM): es un método basado en la degradacion de un
carbapenémico por una cepa productora de carbapenemasa que permite que una cepa sensible a
carbapenémicos se extienda creciendo méas cerca del disco que contiene el carbapenémico,

distorsionando el halo de inhibicion (Vifa, 2016).

Los métodos basados en la inhibicion por EDTA: se utilizan para la deteccion de MBL. EIEDTA
es un compuesto que se une al centro activo de las enzimas de clase B de Ambler que contiene
iones de Zn+2 (Vifa, 2016).

Los metodos basados en la inhibicion por acido boronico: se utilizan para la deteccion de
carbapenemasas de la clase A. Tienen algunas limitaciones en las especies de enterobacterias
productoras de AmpC (Enterobacter spp, Citrobacter spp, M. morganii, Providencia spp, Serratia
spp...) porque el &cido bordnico también les afecta. La inhibicion de la actividad de las
cefalosporinasas se consigue mediante el uso de cloxacilina. Combinando el &cido bordnico y la
cloxacilina se consigue diferenciar las cepas productoras de carbapenemasas clase A de las cepas
productoras de AmpC (Vifa, 2016).

El test Blue- carba o Carba NP (CNP): son test bioquimicos que estan basados en la hidrolisis
in vitro del Imipenem. La hidrolisis es detectada por un cambio en el valor del pH en caso de blue
carba el viraje de color es de azul a amarillo y para Carba NP el colorante pasa de rojo a

amarillo/naranja (Vifia, 2016).
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5.5.2 Deteccion por métodos moleculares.
Las técnicas moleculares siguen siendo el método de referencia para la identificacion de genes que
codifican enzimas carbapenemasas. Las ventajas de estas técnicas son el poco tiempo que necesitan
(sobre todo las PCR a tiempo real), una elevada sensibilidad y especificidad. Por el contrario, las
principales desventajas son el alto coste, el requerimiento de microbi6logos entrenados y que se

puede perder la deteccion de nuevos genes que codifiquen carbapenemasas.

La mayoria de estas técnicas estan basadas en la PCR y pueden estar seguidas de una secuenciacion
si es necesaria la identificacion exacta del gen. Existen técnicas de PCR de deteccién de un Gnico
gen o de multiples genes de las carbapenemasas mas prevalentes (VIM, IMP, NDM, KPC y OXA)
(Vifa, 2016).

Otros métodos moleculares son los microarrays. Estos son métodos mas versatiles que pueden ser
implantados en la rutina para detectar todas las clases de carbapenemasas con una alta sensibilidad
y especificidad. Estas técnicas tienen interés epidemiolédgico, no clinico, ya que no es necesaria
una identificacion precisa del tipo de carbapenemasa para tratar a los pacientes o para prevenir
brotes (Vifa, 2016).

5.5.3 PCR multiplex
Se basa en la deteccion del multiples producto de amplificacion mediante una electroforesis en gel
de agarosa o acrilamida. los productos amplificados se visualizan mediante una banda, la intensidad
de esta banda es proporcional a la cantidad del producto amplificado y su longitud se verifica
interpolando contra un marcador de peso molecular comercial de longitudes conocidas estas luego

se miden en un software (Salazar, Rodriguez, & Borunda, 2013).

5.5.3.1 Pasos de la PCR
Desnaturalizacion: en este paso es necesario una temperatura de 95°C para la desnaturalizacion
de la doble cadena de ADN, en el caso del ADN gendmico, o el rompimiento de estructuras
secundarias, en el ADNc lo que permite el acceso de los primers a la cadena molde en sus

secuencias complementaria (Salazar et al., 2013).
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Alineacidn: en esta fase, la temperatura se encuentra en un rango entre 55°C y 60°C en el cual la
mayoria de los iniciadores hibridan; esto es, se genera la energia cinética necesaria para que los
iniciadores busquen en las cadenas de ADN su secuencia complementaria y formen los puentes de
hidrogeno con la cadena molde, dejando el extremo 3’OH disponible y listo para la adicion de los

nucleotidos consecutivos por el ADN polimerasa (Salazar et al., 2013).

Extension: se produce a la temperatura 6ptima para el funcionamiento de la ADN polimerasa
empleada, por lo que dependera de esta para la PCR en el caso de la Taq polimerasa, la mas
utilizada es de 72°C (Salazar et al., 2013).

Amplificacién final: una vez terminados los ciclos designados para la PCR, la temperatura de
extension (72°C) se mantiene por cinco minutos, lo que permite que la polimerasa termine la

extension de los productos a los cuales se encuentra unida (Salazar et al., 2013).

Almacenamiento temporal: durante la programacion de los ciclos de la PCR se programa también
un ciclo final de 4°C por varias horas, lo que permite conservar los productos de PCR hasta que se
retire los tubos de reaccion del equipo (Salazar et al., 2013).

Figura: Amplificacion del DNA por PCR Multiplex.

Muestra
94.0 94.0
4:40 0.30 \ 72.0 72.0
1:00 10:00
so0/
0.30
4.0
o0

Fuente: Esquema elaborado por los autores del trabajo.

19



VI. DISENO METODOLOGICO

6.1 Area de estudio

Esta investigacion se realiz6 en el Hospital Aleman Nicaragiiense, ubicado en el departamento de
Managua de donde fue la SIEMENS 300 varas al sur, en el cual son procesadas todas las muestras
de carécter bacterioldgico de sus diferentes areas clinicas en el laboratorio de bacteriologia.

6.2 Tipo de estudio

El tipo de investigacion es de carécter descriptivo no experimental, y de caracter transversal
debido a que la presente investigacion se desarrollé en un espacio de tiempo determinado el cual
no se extendié a mas de un afio y se utilizaron instrumentos en donde se mide y verifica las variables
a estudiar, ya que se profundizo sobre el tema frecuencia de enterobacterias y no fermentadores
portadores de genes VIM, IMP y NDM, aislados de hemocultivos, en pacientes internos en el
hospital aleman nicaragliense en el periodo de enero a diciembre, 2019.

6.3 Universo
El universo estuvo conformado por 82 cepas de bacilos gram negativos procedentes de
hemocultivos positivos de pacientes que ingresaron a las salas del Hospital aleméan nicaraguense,

en donde fueron aisladas por el personal del Hospital Aleman Nicaraguense en el afio 2019.

6.4 Muestra
La muestra fueron 43 cepas de enterobacterias y no fermentadores (Pseudomona y Acinetobacter)
con resistencia a carbapenémicos con enzimas tipo MBL (Metalo-B-lactamasas), seleccionadas

segun los estandares de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana brindados por la CLSI 2019.

6.5 Tipo de Muestreo

Se realiz6 un muestreo no Probabilistico por conveniencia, este tipo de estudio permite seleccionar
aquellos casos accesibles que acepten ser incluidos. Esto, fundamentado en la conveniente
accesibilidad y proximidad de los sujetos o de la muestra para el investigador (Otzen & Manterola,
2017).
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6.6 Unidad de analisis
La unidad de analisis estuvo conformada por todas las bacterias Gram negativas con resistencia a

carbapenémicos con MBL positiva.

6.6 Criterios de inclusion
e Cepas puras de Enterobacterias y No fermentadores (Pseudomona y Acinetobacter) con
resistencia a carbapenémicos aislados de hemocultivos del hospital Aleman Nicaragliense.
e Que las cepas en estudio presenten resistencia a los carbapenemicos con una CMI de 2-4
pg/ml en Imipenem y meropenem y un corte de <19 mm, en la técnica de difusion de
disco en agar.

e Que las cepas presenten sinergia con EDTA y positividad con técnica BLUE-CARBA.

6.7 Criterios de Exclusion
e Cepas que no sean Enterobacterias y No fermentadores (Pseudomona y Acinetobacter)
con resistencia a carbapenémicos aislados de hemocultivos del hospital Aleméan
Nicaraguense.

e Que las cepas en estudio no presenten resistencia a los carbapenémicos con una CMI de
2-4 pug/ml en Imipenem y meropenem y un corte de <19 mm, en la técnica de difusion de
disco en agar.

e Bacilos Gram negativos con resistencia natural a carbapenemicos.

6.8 Recoleccion de datos e informacion

Para iniciar la recoleccion de datos en este estudio fue necesario contar con la autorizacion y
aprobacion del tema por parte del SILAIS-Managua, a su vez constar con el consentimiento del
Hospital Aleman Nicaragiense y Centro Nacional de Diagndstico de Referencia (CNDR). Basados
en el tipo de investigacion se trabajo con el siguiente instrumento de recoleccion de informacion el

cual fue el llenado de las fichas de recoleccién de datos.

La informacién se constat6 del libro de rutina usado en el Laboratorio, el resultado de identificacién

y resistencia respectiva de cada bacteria se agreg6 en la ficha de recoleccion de datos, y las cepas

21



fueron establecidas por los criterios de inclusion y de exclusion anteriormente mencionados,
obtenidos los resultados se especificaron los puntos como el género, especie y perfil de resistencia
asignado en Kirby-Bauer y en Vitek Compact®2 (CIM) y también el resultado de sinergia con
EDTA.

Los resultados obtenidos por analisis molecular (genotipo) y técnica Blue Carba test se
corroboraron en el cuaderno de trabajo de PCR y cuaderno de Control de calidad del area de
bacteriologia CNDR.

Para la realizacién del trabajo se utiliz6 el programa Microsoft Office Word 2019 a la vez se realiz6
una base de datos en programa Microsoft Office Excel 2019 para la elaboracién de las graficas en
donde se incluyeron todas las variables estudiadas planteadas en nuestras fichas de recoleccion de
la informacion. Los analisis estadisticos se realizaron en el programa (IBM SPSS) en donde se
calculd el porcentaje y frecuencias de cada una de las variables y para la creacion y edicion de

diagramas y esquemas al igual que imagenes, se utilizo el programa Paint 3D.
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6.9 Operacionalizacion de las variables

2019.

Variables Sub-Variables Indicador Valores Criterios
Enterobacterias. | Lactosa positiva. Positivo
Bacilos Gram Negativo
Negativos. No Positivo
Fermentadores. | Lactosa negativa. Negativo
Neonato
] _ Carbapenemasas
Distribucién de Unidad de Pediatrico positivas
Salas cuidados Cepas positivas por salas
Intensivos Adultos Carbapenemasas
negativas
IMP MER ERTA
<lug/mL | <1ug/mL | <0.5ug/mL Sensible
CMI pg/mL (Vitek | 2ug/mL | 2pg/mL | 1 pg/mL Intermedio
Compact 2). _
>4 pg/mL | >4 pg/mL | >2 ug/mL Resistente
Susceptibilidad Resistencia a IMP MER ERTA
del carbapenémicos. Medicié
. edicion de los .
antibiograma halos de inhibicién > 23mm > 23mm >22mm Sensible
(mm) por el método [ 20-22mm | 20-22mm | 19-21 mm Intermedio
Kirby-Bauer CLSI
<19 mm <19 mm <18 mm Resistente
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Deteccion de

; _ Positivo
Resistencia a MBL Sinergia con EDTA
carbapenémicos Negativo
con pruebas
fenotipicas con
inhibidores y MBL Positivo
Blue-Carba Test KPC Viraje de color del
OXA reactivo
Negativo
NDM 512 pb
Positivo
Genoti MBL
enotipo IMP
404 pb
Negativo
VIM 261 pb
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae Crecimiento positivo
Tipos de bacterias Enterobacter cloacae
Tipo de muestra | Hemocultivo aisladas Acinetobacter baumannii

Pseudomonas aeruginosa
Pantoea aglomerans

Crecimiento negativo
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6.10 Procesamiento de muestras

Las cepas fueron procedentes del Hospital Aleman Nicaragiiense, en donde se realiz6 su
identificacion de género y especie, antibiograma, clasificacion fenotipica utilizando EDTA, siendo
las positivas emitidas al CNDR en donde se les evalud con un control de calidad externo trabajando
en conjunto con el CNDR, donde se realizé el PCR multiplex en basqueda de los genes VIM, IMP
y NDM de las cepas de BGN con resistencia a Carbapenemes.

6.10.1 Identificacion bacteriana

Para poder identificar a las bacterias se utiliz6 el equipo automatizado VITEK Compact 2, el cual
realiza baterias de pruebas biogquimicas de forma automatizada identificando y realizando el
antibiograma de los microorganismos del estudio, y se corrobord utilizando en la técnica de

difusion de disco en agar.

6.10.2 Perfil de susceptibilidad (Kirby-Bauer)

e Se prepard una suspension con solucién salina (0.85%) estéril con una densidad Optica de
0.5 McFarland del inoculo en tubos de ensayo, utilizando un densitometro.

e Luego se procedid a sumergir un hisopo estéril en la suspension preparada y escurrirlo en
las paredes internas del tubo para retirar el excedente de suspension.

e Se sembro por el método de rayado tri- direccional en agar Mueller Hilton (MH).

e Luego se colocaron los sensi disco de manera estratégica para poder detectar los
mecanismos de resistencia en las cepas en estudio.

e Seincubo a 37°C durante 24 horas.

e Luego de las 24 horas se procedi6 a la lectura de los halos con un caliper, segun las
normas de CLSI 2017.
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6.10.3 Clasificacion de carbapenemasas mediante el uso de inhibidores

e Seinoculo una placa de agar Mueller- Hilton, por el método Kirby Bauer.

e Colocar los discos de la siguiente manera IMI-EDTA-MEM para la identificacion de
metalobetalactamasas: con una distancia de 15 mm entre centro de los discos e incubar a
37°C durante 24 horas.

Interpretacion
Se observara sinergia en una cepa positiva con enzimas métalo-betalactamasa entre los discos IMI-
EDTA-MEM.

Para P. aeruginosa también se observaré sinergia entre CAZ-EDTA.

6.10.4 Blue-Carba Test
Preparacion
Solucion A (csp 100 ml):
e Disolver 40 miligramos de azul de bromotimol en 100 ml de agua (concentracion final
0.04%).
e Disolver en la SN anterior 1,6 miligramos de SO4Zn (concentracion final 0.1 mmol/L).
e Medir PH de la SN y ajustar a 7.0 en el caso que nos diese diferente.

e Filtrar con Millipore (opcional).

Procedimiento
1. Por cada cepa a ensayar, utilizar 2 pocillos de una poli cubeta de 96 pocillos s 0 dos tubos
eppendorf. En cada uno de ellos agregue:

A. 100 micro litro de solucién A (pocillo/ tubo control).

B. 100 micro litros solucién Imipenem 3 mg/ml (pocillo/ tubo de reaccién).

2. Agregar a cada pocillo o tubo, un asa de 5 micro litros completa con colonias crecidas en placa
de MH, TSA o Agar MacConkey y suspenderlas en el liquido de reaccion.

3. Tapar la poli cubeta o los tubos eppendorf.

4. Incubar a 35- 37°C por un maximo de dos horas en agitacion y si no cuenta con un agitador

continuo, agite manualmente cada 15 minutos.
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Lectura e interpretacion

Color tubo control | Color tubo reaccion . o
. . . Interpretacion Criterio
(sin Imipenem) (con Imipenem)

Azul Amarillo Carbapenemasa positivo I

Azul Verde Carbapenemasa positivo I

Verde Amarillo Carbapenemasa positivo i

Azul Azul Carbapenemasa negativo v

Verde Verde Carbapenemasa negativo \Y/

Amarillo Azl 0 verde o Test invalido VI

amarillo

Fuente: INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran

6.10.5 Recuperacion del microorganismo
Después de haber sido aisladas e identificadas las cepas fenotipicamente, pasaron a almacenarse
bajos los criterios establecidos y luego se procedio al llenado de la ficha de recoleccion de datos,
después se inoculé en Agar MacConkey o Mueller Hilton para proceder al envio al CNDR, del
cual se encargd el personal del laboratorio, para después realizar el control de calidad externo y
genotipificacion.
Procedimiento:
e Rotular placas de Agar MacConkey y atemperar respectivamente.
e Con un hisopo estéril se toma una muestra de la cepa en estudio y se inocula en la placa
de Agar dejar que el inoculo sea absorbido por el agar.
e Realizar el rayado de la siembra por agotamiento de estrias para obtener colonias aisladas
e identificables.
e Los platos inoculados se incuban en posicién invertida con temperatura de 36 °C + 1°C
por 24 horas.
e Luego de las 24 horas observar colonias caracteristicas y crecimientos sin
contaminaciones por otros microorganismos.
e Sise observa crecimiento de colonias atipicas o caracteristicas de contaminacion se

realizard un segundo aislamiento a partir de la colonia de interes.
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e Sellar las placas con papel Parafilm, colocar en bolsas de seguridad guardado en termo
para su transporte al CNDR.

Control de calidad:

Escherichia coli ATCC 25922: Resultado UFCs fermentadoras de lactosa con colonias que se
observan de color rosa.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853: Crecimiento de colonias incoloras, transparentes, con un
brillo metalico caracteristico, planas de bordes irregulares con olor caracteristicos a uvas o tamal
pizque después de 24 horas de inoculacién.

Staphylococcus aureus ATCC 25923: Sin crecimiento.

6.10.6 Extraccion de ADN
Las cepas analizadas en el estudio y los controles se cultivaron en agar McConkey y en TSA, el
cual se incuba por 24 horas a 37°C. Se tomaron 3 UFC, las que fueron inoculadas en viales
Eppendorf con 100 ul de agua libre de nucleasas. Estos viales se ingresan en bafio maria durante
10 minutos en ebullicién, seguido de 5 minutos colocadas en hielo para luego ser centrifugadas
por 5 minutos a 12,000 RPM. Luego, se extraen 50 pl del sobrenadante en un nuevo tubo

Eppendorf.

Tipos de primers empleados para el estudio

Primers Secuencia Tamano del
producto

IMPF 5GGYGTTTWTGTTCATACWTCKTTYGA 3’
IMPR 5 GGYARCCAAACCACTASGTTATCT 37 404pb
VIMF 5 AGTGGTGAGTATCCGACAG 3
VIMR 5 AGTAAAGTGCGTGGAGAC 3’ 261pb
NDMF 5 AGCACACTTCCTATCTCGAC 3
NDMR 5 GGCGTAGTGCTCAGTGTC 3’ 512pb

Fuente: Servicio Antimicrobianos, Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbran”.
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6.10.7 PCR Multiplex para MBL

Mezcla para PCR para MBL tipo NDM, IMP Y VIM.

Reactivo Volumen 15 cepas
Buffer 10X 3.25 pl 48.75
MgCL: (25 mM) O ul 0
dNTP’s (10mM) 0,5 ul 7.5 ul
Taq DNA pol (5U/ul) 0,2 ul 6 ul
Primer VIM-F (10 uM) 0,4 ul 6 ul
Primer VIM-R (10 uM) 0,4 ul 6 ul
Primer NDM-F (10 uM) 0,4 ul 6 ul
Primer NDM-R (10 pM) 0,4 ul 6 ul
Primer IMP-F (10 uM) 1 15 ul
Primer IMP-R (10 pM) 1 15 ul
H20 15 pl 225 pl
DNA 2.5
VOL. Final 25 ul

Fuente: Servicio Antimicrobianos, Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-ANLIS

“Dr. Carlos G. Malbran”.
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Condiciones de reaccion para la PCR
La amplificacion se llevo a cabo con el siguiente programa para MBL.:

Se usé el programa de amplificacion, desnaturalizacién 94°C, por 4:40 minutos, seguido de 30
ciclos, 94°C por 30 segundos, hibridacion 50°C por 30 segundos, amplificacion 72°C por 60
segundos, extension final 72°C por 10 min, final 4°C o, haciendo uso del Termociclador Gene
Amp PCR system 9700.

6.10.8 Preparacion del Gel de Agarosa al (1%)
En una balanza electrénica (BE) se pesoé la cantidad de 1.00 gr de Agarose (SIGMA-ALDRICH),
con la ayuda de un Beaker® de 250 ml se mezclé con 100 ml de TBE 1X, una vez agitado se
procediod a calentar la dilucion durante 1:00 minuto en un microondas con el objetivo de conseguir
un aspecto transparente; pasado el minuto y una vez conseguido el aspecto deseado se esperd que
se enfriara para verterlo en la camara y el peine para las ranuras en el gel una vez conseguido el

aspecto de gel.

6.10.9 Electroforesis en Gel de Agarosa (1%0)

Al finalizar el tiempo de los ciclos establecidos se tomaron los viales con el producto amplificado,
para proceder a mezclar bien agregando un buffer de carga.

Para luego agregarlos sobre los pozos en el gel de agarosa (1%) previamente preparada, segun el
protocolo de corrida, a su vez se incluyo el marcador molecular y los controles positivos y control
negativo interno usados en el area de Biologia Molecular del laboratorio de Bacteriologia en el
Centro Nacional de Diagndstico y Referencia (CNDR), ademas se utilizd agua libre de DNAsa
como mezcla de reaccion como validacion en cada corrida. La corrida de electroforesis se realizo
con un programa de trabajo usando un voltaje de 160 voltios por 1 hora 40 minutos, evaluando asi
la migracion de las moléculas por la separacidn del tamafio de pb utilizando una camara con luz
ultravioleta.

Control de calidad para la técnica de PCR Multiplex:

Control Negativo: E. coli 25922 PCR
Control positivo: ETBRC 1-37-37 (NDM)
Control positivo: OPS 222 (IMP)
Control positivo: OPS 188 (VIM)

Los controles fueron brindados por el CNDR.
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6.10 Aspectos éticos

Las cepas a estudiar fueron obtenidas y facilitadas por el Hospital Aleman Nicaragiiense, por lo
que con anticipacion se hizo una peticion al SILAIS-Managua y Docencia del Hospital Aleméan
Nicaragliense, para obtener la aprobacién y el permiso de poder investigar la resistencia en
enterobacterias y no fermentadores en el periodo del afio 2019, por lo cual los resultados obtenidos
seran manejados con privacidad y confidencialidad, con el compromiso de que los datos
conseguidos de este estudio se usen Unicamente con fines académicos y epidemioldgicos por parte
del hospital. En general esta investigacion se realizd basado en los principios basicos de la bioética
recomendados en este tipo de estudio.
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VII. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Figura N°1. Suceptibilidad de Enterobacterias aisladas de hemocultivos.
x
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Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacion de susceptibilidad por el método CMI y por

Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho en el CNDR.

El comportamiento de la resistencia antes los diferentes antibioticos de las 26 cepas pertenecientes
al grupo de enterobacterias, de las cuales todas presentaron metalo-betalactamasas fueron
evaluadas utilizando antibioticos de la familia de betalactamicos, los cuales son especificos para
inhibir la sintesis de pared celular bacteriana y muestran los menores efectos adversos al ser
humano, a su vez fueron sometidas a pruebas otras familias de antimicrobianos que podrian ser

una alternativa ante la resistencia a los betalactamicos.

El 100% de cepas presento resistencia a AMP, CEC, AMC, ERT, CRO, CAZ, IMP, MEM, FOX,
TZP, AMK y GEN. EI 69% de las cepas resultaron resistente a aztreonam y un 23% sensible, CHL
96% Yy 4 % sensible. EI comportamiento de las cepas que presentan los genes NDM, IMP y VIM
muestran resistencia a penicilinas, cefalosporinas de 3 a 4 generacion, pero sensibles ante
Monobactam como Aztreonam en nuestro estudio hubo un 68% de cepas resistentes, siendo una
causa posible la presencia de una BLEE. Con respecto a las Fluoroquinolonas CIP resulto 27%
sensible y 69% resistente, NAL 12% sensible, 88% resistente, LEV 39% sensible, 61% resistente
siendo aun todavia opciones de terapia a elegir, con respecto al Col el 96% fue sensible

presentandose como la terapia opcional mas relevante.
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Figura N°1.2 Suceptibilidad de Pseudomonas aeruginosas aisladas de
Hemocultivos.
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Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacion de susceptibilidad por el método CMI y por

Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho en el CNDR.

De un total de 43 cepas, 15 (35%) fueron identificadas como Pseudomonas aeruginosa, el 100%
presento resistencia a CAZ, FEP, IMP, MEM, PIP, CIP, GEN y AMK resultando con resistencia
variada, ATM 40% siendo el 60% intermedio y TZP 80% siendo el 20% intermedio, por otra parte,
las unica sensible fue COL en su 100%. Las cepas de Pseudomonas aeruginosa poseian
carbapenemasas haciendo estas mas patogenas, esto se suma a que Pseudomona aeruginosa posee
resistencia natural a muchos antibioticos. Los resultados obtenidos se acercaron mucho al estudio
realizado por Arias y Bracamonte de Validacion del método BLUE CARBA para la deteccion
rapida de carbapenemasas tipo metalobetalactamasas en cepas de bacilos gram negativos
procedentes de los diferentes hospitales pertenecientes a la red nicaragliense para la vigilancia de
la resistencia a los antimicrobianos, en donde testearon a todos los hospitales del pais que
pertenecen a la Red de vigilancia en donde obtuvieron un 84.4% de resistencia CAZ, FEP, PIP y
un 97% de resistencia en IMP y MEM y un 100% de sensibilidad a COL.
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Figura N°1.3 Suceptibilidad de Acinetobacter baumannii en

hemocultivos.
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Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacion de susceptibilidad por el método CMI y por
Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho en el CNDR.

De todas las cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenemicos solo dos fueron MBL
positivas, presentado sinergia con EDTA incluyéndolas en el estudio segun nuestro criterios de
inclusion, los resultados obtenidos mostrados en el grafico reflejan un 100% de resistencia a SAM,
PIP, CAZ, FEP, MEM, IMP a la vez se observo resistencia variada, 93% de TZP, 50% de CIP,
50% de AMK, , resultandos sensibles en su 100%, TGC, MNO y COL como anteriormente se
menciona colistin sigue siendo una de los antimicrobiano mas relevantes terapéuticamente en

casos de bacterias resistente a carbapenemasas.

La investigacion es similar al estudio hecho por Arias y Bracamonte (2019) dado que en sus
resultados también encontraron resistencia en un 100% para CAZ, PIP, FEP, MEM e IMP. En
nuestro estudio el porcentaje de sensibilidad a MNO fue del 100% con respecto al resultado
obtenido por Arias y Bracamonte siendo notablemente menor, en cifras, de un 78%. El estudio
también concuerda con los resultados a otros antibioticos que se encontraron sensibles, siendo el

caso de COL y TGC donde, en ambos casos el porcentaje es mayor al 90%.
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La reintroduccion de Colistin como terapia de Gltima linea para el tratamiento de infecciones
producidas por bacilos gramnegativos extensamente resistentes a farmacos (XDR, extensively
drug resistant), es decir, resistentes a carbapenémicos y otros agentes antibacterianos sélo son
susceptibles a Colistin y Tigeciclina en caso que no sean resistentes naturales a ellos, siendo la
caracteristica mas importante de la era post-antimicrobiana ante esta enzima que hidrolizan los

carbapenemicos.

El uso de colistin (COL) puede llegar a ser restringido debido a su toxicidad. Sin embargo, se debe
considerar como opcidn terapéutica, evaluando la resistencia a los demas antibiéticos y los factores
de riesgo y beneficio al momento de utilizarlo como terapia antimicrobiana en el paciente.
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Figura N°2: Distribucion por salas de cepas productoras de
carbapenemasas tipo MBL aisladas de pacientes internos en el hospital
Aleman Nicaraguense.
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Fuente: Datos obtenidos de los aislamientos de hemocultivos positivos en el HAN y a su vez de

las fichas de recoleccidon de datos del estudio.

En el grafico 2 se observa la distribucion de las bacterias con resistencias a carbapenemicos
aisladas de hemocultivos de pacientes hospitalizados en las diferentes salas del hospital aleman
nicaraguense, obteniendo los siguientes resultados: con mayor porcentaje de aislamientos K.
pneumoniae con un 57% para una frecuencia de 4 aislamientos, seguido de P. aeruginosa como
bacteria no fermentadora con un 42% en la sala de UCIN, teniendo una frecuencia de 13
aislamientos y, K. pneumoniae con un 40% para una frecuencia de 2 aislamientos en la sala de
UCI y en menor frecuencia E. coli y A. baumannii con un 6%, siendo la frecuencia de 2
aislamientos respectivamente y, P. aglomerans Unicamente encontradas en la sala de UCI con un
20% para una frecuencia de 1 aislamiento.

Los pacientes ingresados a la Unidad neonatal de cuidados intensivos, son por lo general los que
presentan algun tipo de complicacion al momento de nacer, dependen de factores maternos u otras
complicaciones durante el embarazo y parto. La condicién inmunol6gica no es favorable porque
recién dejan de depender del sistema inmunologico de la madre y deben empezar a formar su

propio sistema de defensa, la inmunodeficiencia y otras complicaciones recurrentes los vuelve
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vulnerable a infecciones nosocomiales, en salas de este tipo de cuidados se presentan con mayor

frecuencia por las caracteristicas de los pacientes que estan bajo supervision medica.

Segun el estudio de Londofo., et al (2015), en Medellin, el estudio de tendencias de la resistencia
antibiotica, revela que entre los factores relacionados con infecciones por bacterias
multirresistentes, se reportan la hospitalizacion prolongada, enfermedades cronicas,
intervenciones quirdrgicas, internacion en UCI, insercion de dispositivos invasivos,
incumplimiento de las normas de aislamiento y de las medidas de bioseguridad, y el uso
inadecuado de antibioticos.

El estudio realizado por Felipe, C et al., donde los resultados obtenidos fueron; Pseudomona spp
71 (43%) y Pseudomona aeruginosa 58 (35%), haciendo un total de 78% de sepsis nosocomial
por Pseudomona. El aislamiento de Pseudomona aeruginosa se acerco a los valores obtenidos en

nuestro estudio que fue encontrada mayormente esta bacteria en la UCIN.

El estudio hecho por Fernandez, B et al., explica que, los microorganismos patdgenos inicialmente
contaminan la piel y/o mucosas del recién nacido llegando al torrente circulatorio tras atravesar
esta barrera cutaneo-mucosa, siendo la inmadurez de las defensas del neonato, sobre todo si es un
recién nacido con muy bajo peso, el principal factor de riesgo que predispone al desarrollo de la
infeccion.

La investigacion realizada por Valdés, D et al., sugiere que la prevalencia de las Enterobacterias
productoras de carbapenemasas ha aumentado en los ultimos afos, principalmente en Klebsiella
pneumoniae productora de carbapenemasa representa un serio problema emergente. La
prevalencia a nivel mundial varia en las diferentes regiones geograficas, la mayoria son adquiridas
nosocomialmente, y con tasas entre el 7,5 y el 44%. La tasa de KPC ha sido del 44 % en
Latinoamérica, sin embargo, en otro estudio de Delgado, C et al., se encontraron en su mayoria
Klebsiella pneumoniae con enzimas de tipo metalo. Se describen casos de Klebsiella pneumoniae
NDM, como agentes infecciosos o colonizantes, en pacientes criticamente enfermos lo que explica
la presencia en salas como la UCI pediéatrica o la UCI con una poblacion mas generalizada donde
los pacientes se aislan por otros problemas relacionados a nacimientos prematuros o enfermedades

de otra indole.
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Figura N°: 3. comparacion de resultados obtenidos del método
Kirby-Bauer por difusion en agar de triple discos con la prueba
Blue-Carba.
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Fuente: Datos obtenidos de sinergia con EDTA y BLUE CARBA realizado en el HAN

corroborado con control de calidad hecho en CNDR.

Se testaron todas las cepas que presentaron resistencia CMI ante los carbapenemicos, resultando
un total de 43 cepas, y al utilizar la técnica por difusion en agar de triple disco con los antibidticos
Imipenem y Meropenem con EDTA, resultaron 43 cepas (100%) resultaron resistentes a
Meropenem y Imipenem y presentaron sinergismo con EDTA representado con el efecto huevo de
las cuales son las incluidas en el estudio. Al relacionar los resultados de la sinergia de triple disco
utilizando EDTA con carbapenemicos y los resultados obtenidos de la prueba rapida Blue-Carba
Test, se obtuvo un resultado de 43 cepas equivalente al (100%) de resultados positivos para esta

prueba.

La técnica de Blue carba test es un método muy practico para detectar carbapenemasas tipo MBL,
por lo tanto, aunque sea una prueba rapida, se puede usar para un diagnéstico eficaz de manera
preliminar para la deteccion de carbapenemasas, segun los ensayos realizados en los Servicio
Antimicrobianos del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas INEI-ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbran” la prueba tiene una sensibilidad y especificidad del 100% para todas las carbapenemasas
(KPC, MBL y OXAs) a excepcion de la OXA/48-OXA/48-LIKE, donde un resultado negativo con
el BLUE-CARBA requerira de pruebas adicionales para definir la presencia de esta

carbapenemasa (2014).
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Figura N° 4: Genes codificadores de Metalo-p-lactamasas en Bacilos
Gram Negativos No Fermentadores y Enterobacterias.
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Fuente: Datos obtenidos de la realizacion de la PCR Multiplex para detectar genes codificadores
de enzimas carbapenemasas tipo Metalo. Técnica realizada en el Laboratorio de Bacteriologia en
el area de Biologia Molecular en el Centro Nacional de Diagndstico y Referencia (CNDR).

De las 43 cepas productoras de carbapenemasas con CMI de 2-4 ug/ml en Imipenem y meropenem
y un corte de <19 mm, en la técnica de difusion de disco en agar solamente 43 cepas fueron
positivas para metalobetalactamasas identificados por su sinergia con EDTA de las cuales se
procedio a genotipificar los genes, resultando mas frecuente el Gen NDM-1 con 69%, 28% IMP y

26% VIMP respectivamente.

El predominio del gen NDM-1 ha venido creciendo desde su primera deteccion en el 2016 cuando
fue genotipificado por primera vez en Nicaragua por Arbizt Medina, et. Al., en enterobacterias de
las cuales 22 cepas de 45 eran portadoras de NDM-1 el 48.89% equivalente, las cual se ha venido
diseminando a medida de los afios, esto se corrobora con la investigacion realizada por Acevedo,
Davila y Montenegro (2017) donde obtuvieron 21 cepas con NDM de 27 un 61.77% siendo la
mayoria, tomando en cuenta nuevamente de que los estudios anteriormente mencionados se
realizaron en enterobacterias, se puede relacionar con nuestros datos ya que la mayoria de cepas

con NDM son enterobacterias.
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Esta investigacion demuestra que la diseminacion no solo se aisla en esta familia sino también se
presentan en No fermentadores como P. aeruginosa, de las cuales 5 cepas fueron portadoras de
NDM equivalentes al 11.6% de las 43 cepas MBL positivas.

El gen IMP aislado en la investigacion realizada por Acevedo, Davila y Montenegro (2017),
fueron 6 cepas equivalentes al 17.65%, siendo asi se puede reflejar la prevalencia y diseminacion
de este gen con respecto a nuestros datos obtenidos que fueron un 28% siendo mayor, por otra
parte en el mismo estudio de Acevedo et al., con respecto al gen VIM en su estudio result un
2.94% que en contraste a nuestros datos presentaron un aumento considerable de la diseminacién
de este gen con un 26%; sin embargo, cabe recalcar que estos genes estuvieron presentes tanto en
las enterobacterias como en géneros de No fermentadoras y a la vez fueron encontrados dos genes
en una misma bacteria; 1 cepas de Enterobacter cloacae, 9 cepas de P. aeruginosa su facilidad de
propagacion por plasmidos hace de estos 3 genes uno de los principales epidemiologicamente por

su facil transmision de bacteria a bacteria.
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VIII. CONCLUSIONES

1. Laresistencia encontrada en enterobacterias productoras de MBL fue del 100% a todos los
betalactamicos, incluyendo carbapenemicos e inhibidores, para la familia de
Fluoroquinolonas hubo una sensibilidad del 39% y un 61% resistente, para
aminoglucésidos un 100% de resistencia; para colistin resultd un 96% de sensibilidad y
solo una cepa resistente equivalente al 4%. En el caso de los no fermentadores P.
aeruginosa y A. baumannii presento resistencia a cefalosporina de 3ra y 4ta generacion,
piperacilina en un 100% resistente. En el caso de Fluoroquinolonas y aminoglucosidos para
P. aeruginosa un 100% de resistencia mientras que en A. baumannii solo el 50% de
resistencia y, colistin con un 100% sensible en ambos casos.

2. Segun la distribucion de las bacterias con resistencia a carbapenemicos aisladas de
hemocultivos de pacientes hospitalizados en las diferentes salas del hospital aleman
nicaraguense, se obtuvo un mayor porcentaje de aislamientos con K. pneumoniae con un
57%, seguido de P. aeruginosa con un 42% en la sala de UCIP y UCIN respectivamente,
K. pneumoniae en la sala de la UCI se aislo en un 40%, y en menor frecuencia E. coliy A.
baumannii con un 6% respectivamente y, P. aglomerans Gnicamente encontrada en la sala
de UCI con un 20%. E. cloacae present6 su mayor aislamiento en la UCIP con un 29% y

en menor porcentaje en las demas salas.

3. Basado en los resultados positivos en un 100% de ambas técnicas, se determind que el uso
de la prueba rapida Blue-Carba Test es efectivo para detectar carbapenemasas tipo Metalo
B-lactamasas de una manera practica y sencilla, tomando en cuenta, como base, la relacion
con el método de sinergia en agar triple disco utilizando EDTA con carbapenemicos donde

el resultado positivo es invariablemente indicativo de carbapenemasas de tipo MBL.

4. EL gen con mayor porcentaje aislados de los 3 genes investigados fue NDM con 25 cepas
al cual equivalente a un 53 %, 22 % para IMP y 14% para VIMP, de las cuales se
encontraron 10 cepas portadoras de dos genes, donde se utilizd la técnica de PCR

multiplex.

41



IX. RECOMENDACIONES

A la UNAN-Managua: Instar a los estudiantes de Ciencias de la Salud sobre la importancia de
investigar sobre el comportamiento y diseminacion de bacterias con resistencia antimicrobiana, y
fomentar la investigacion en esta y otras lineas de trabajo, a su vez estudiar los otros mecanismos
de resistencia a carbapenemicos, creando asi un ambiente de actualizacién continua de la
informacién cientifica, ademéas de permitir que sean méas los que opten por la investigacion

cientifica.

Promover la integracion del estudio de las nuevas técnicas automatizadas para de los mecanismos
de resistencia e identificacién de los mismos que permitan controlar este problema de salud

publica.

Al Hospital Aleman Nicaragiense: Fomentar la comunicacion entre el médico y el laboratorio

clinico para encontrar las mejores opciones terapeuticas de acuerdo al perfil bacteriano reportado.

Sumarle la importancia que tiene el laboratorio de Bacteriologia, facilitar de medios e instrumentos

que dispone el area para el perfeccionamiento del diagndstico con alta precision

Al Ministerio de Salud: Fortalecer los sistemas de vigilancia a nivel nacional para contrarrestar
la diseminacion de estos microorganismos resistentes e implementar protocolos para el manejo

efectivo de la terapia antibiotica en cada paciente.

Garantizar y proveer los insumos adecuados para la prevencion, identificacion, control y

tratamiento de estas infecciones.
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XI. ANEXOS



Anexos 1.

UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA DE
NICARAGUA,
MANAGUA
UNAN - MANAGUA

INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD
BIOANALISIS CLINICO

Ficha de recoleccion de datos:
El proposito principal de la siguiente ficha es la recopilacion de datos de las bacterias procesadas en el
estudio frecuencia de bacilos gram negativos no fermentadores y enterobacterias aislados en
hemocultivos, portadores de genes vim, imp y ndm, en el hospital aleman nicaraglense en el

periodo de enero a diciembre, 2019.

I-Datos generales

Cdédigo de muestra ID

Con antibidtico (si y no)

Procedencia

I1- Identificacion

Microorganismo aislado
de hemocultivo (Género y

especie)

111- perfil de resistencia (se reporta en mm)

Farmaco Estado (S,I,R) Kirby- Vitek (CIM)
Bauer(mm)

CAZ

AMC
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FEP

ATM

PRL

IMP

MEM

TZP

SAM

GEN

CIP

LVX

AMK

TGC

MNO

STX

PIP

CRO

COL

AMP

CEC

ERT

NAL

FOX

CHL

IV- Sinergia con inhibidor

Sinergia a evaluar

Positivo

Negativo

Sinergia con EDTA (metalo

b- lactamasa)
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V. Blue-Carba Test

Positivo
Blue-Carba Test

Negativo

VI- Mecanismo de resistencia genotipica

Metalo B- IMP
lactamasa VIM
NDM

Fecha de extraccion de ADN:
Fecha de amplificacion y electroforesis:
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Tabla N°1: Distribucion porcentual de Enterobacterias y No Fermentadores (A.
baumannii, y P. aeruginosa) con MBL

Frecuencia Porcentaje
Valido P. Aeruginosa 15 35%
A. baumannii 2 5%
E. coli 2 5%
K. pneumoniae 15 35%
E. cloacae 18%
P. aglomerans 1 2%
Total 43 100%

Fuente: Datos obtenidos en base de datos de identificacién bacteriana mediante
VITEK compact 2® y realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho
en CNDR.

Tabla N°2: Porcentaje de aislamientos bacterianos por salas en el Hospital Aleman
NicaragUense

Frecuencia Porcentaje
Salas UCIN 31 2%
UCIP 7 16%
UCI 5 12%
Total 43 100%

Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacidn de identificacion por el método CMI en
Vitek® 2 Compact y por Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad
hecho en el CNDR.
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Tabla N°: 2.1 Porcentaje de aislamiento bacteriano en la sala UCIN en el Hospital
Aleman Nicaragiense

Frecuencia Porcentaje
Valido P. aeruginosa 13 42%
K. pneumoniae 9 29%
E. cloacae 5 16%
E. coli 2 6.5%
A. baumannii 2 6.5%
Total 31 100%

Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacion de identificacion por el método CMI en Vitek®
2 Compact y por Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho en

el CNDR.

Tabla N°: 2.2. Porcentaje de aislamiento bacteriano en la sala de UCIP en el Hospital
Aleman Nicaragtiense

Frecuencia Porcentaje
K. pneumoniae 4 57%
E.cloacae 2 29%
P. aeruginosa 1 14%
Total 7 100%

Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacion de identificacion por el método CMI en Vitek®
2 Compact y por Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho en

el CNDR.
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Tabla N°: 2.3. Porcentaje de aislamiento bacteriano en la sala UCI en el Hospital Aleman
Nicaraguense

Frecuencia Porcentaje
K. pneumoniae 2 40 %
P. aeruginosa 1 20 %
E. cloacae 1 20 o
P. aglomerans 1 20 %
Total 5 100 %

Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacion de identificacion por el método CMI en Vitek®
2 Compact y por Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho en
el CNDR.

52



Tabla N°3.1 Susceptibilidad de Enterobacterias aisladas de hemocultivos positivos de

pacientes internos en el hospital alemén nicaragtiense
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Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacion de susceptibilidad por el método CMI y por

Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho en el CNDR.
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Tabla N°3.1 Susceptibilidad de Pseudomonas aeruginosa aisladas de hemocultivos positivos

de pacientes internos en el hospital aleméan nicaragtiense

ol O] O] O ol o ol ol o

(BN
a1

ol O O] O O] O] O ol w o o

o

Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacion de susceptibilidad por el método CMI y por
Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho en el CNDR.
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Tabla N°3.2 Susceptibilidad de Acinetobacter baumannii aisladas de hemocultivos positivos
de pacientes internos en el hospital aleméan nicaragtiense
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Fuente: Datos obtenidos en base a la realizacion de susceptibilidad por el método CMI y por

Kirby-Bauer realizado en él HAN corroborado con control de calidad hecho en el CNDR.
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Tabla N°4. Resultados de Blue Carba test

Frecuencia Porcentaje
Valido TEST POSITIVO 43 100%
TETS NEGATIVO 0 0%
Total 43 100%

Fuente: Cuaderno de trabajo del HAN corroborado con control de calidad hecho en CNDR.

Tabla N°5 Resultados de IMP y MEM totales con CMI
IMP MEM
Frecuencia 43 43

Porcentaje 100% 100%

Fuente: Cuaderno de trabajo del HAN corroborado con control de calidad hecho en CNDR

Tabla N°6. Frecuencia Bacilos Gram Negativos metalo betalactamasa

Frecuencia Porcentaje
Valido EDTA Positivo 43 52%
EDTA Negativo 39 48%
Total 82 100%

Fuente: Datos obtenidos de la técnica de Sinergia con EDTA para detectar y clasificar
carbapenemasas. Técnica realizada en el CNDR.
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Tabla N°8. Frecuencia de Genes NDM en Bacilos Gram Negativos positivos
fenotipicamente para metalo-betalactamasas

Frecuencia Porcentaje
%Valido Positivo 25 51%
Negativo 24 49%
Total 49 100%

Fuente: Datos obtenidos de la realizacion de la PCR multiplex para detectar genes
productores de enzimas carbapenemasas tipo Metalo. Técnica realizada en el Laboratorio
de Bacteriologia en el &rea de Biologia Molecular en el (CNDR).

Tabla N°9. Frecuencia de Genes IMP en Bacilos Gram Negativos positivos
fenotipicamente para metalo-betalactamasas.

Frecuencia Porcentaje
Valido Positivo 11 22%
Negativo 38 78%
Total 49 100%

Fuente: Datos obtenidos de la realizacion de la PCR multiplex para detectar genes
productores de enzimas carbapenemasas tipo Metalo. Técnica realizada en el Laboratorio
de Bacteriologia en el area de Biologia Molecular en el Centro Nacional de Diagnéstico y
Referencia (CNDR).
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Tabla N°10. Frecuencia de Genes VIM en Bacilos Gram Negativos positivos
fenotipicamente para metalo-betalactamasas

Frecuencia Porcentaje
Vélido Positivo 7 14%
negativo 42 86%
Total 49 100%

Fuente: Datos obtenidos de la realizacion de la PCR multiplex para detectar genes
productores de enzimas carbapenemasas tipo Metalo.

Técnica realizada en el Laboratorio de Bacteriologia en el &rea de Biologia Molecular en el
Centro Nacional de Diagnostico y Referencia (CNDR).
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Tabla N° 11. Base de datos de cepas en estudio estudiadas por las pruebas fenotipicas y

genotipicas

Cadigo

Cddigo HAN CcN;gR Género y especie BIum_erg:S?rba Eigiarrgi:ﬂcgt -
amplificado
685688 208CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
687426 209CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
691232 42CC E. cloacae POSITIVO POSITIVO NDM
693721 88CC E. coli POSITIVO POSITIVO NDM
692074 92CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
691003 119CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
654106 120CC E. cloacae POSITIVO POSITIVO NDM
695066 131CC E. cloacae POSITIVO POSITIVO NDM
695029 134CC E. cloacae POSITIVO POSITIVO NDM
6792935 180CC E. coli POSITIVO POSITIVO NDM
70314 202CC E. cloacae POSITIVO POSITIVO IMP, VIM

704925 203CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
177815 209CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
707194 219CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
708822 220CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
750059 232CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
71320 241CC E. cloacae POSITIVO POSITIVO NDM
760056 243CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
659685 246CC E.cloacae POSITIVO POSITIVO NDM
700036 247CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
711411 248CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
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711516 249CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
152129 250CC E.cloacae POSITIVO POSITIVO NDM
659664 252CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
6796849 231CC P. aglomerans POSITIVO POSITIVO NDM
698978 179CC K. pneumoniae POSITIVO POSITIVO NDM
680268 207CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO NDM
683280 210CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO NDM
684712 40CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP VIM
SD 118CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP VIM
699842 132CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP VIM
SD 133CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP VIM
701315 177CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP VIM
692925 178CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP VIM
704919 204CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO NDM
706189 205CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP
704983 206CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO NDM
707108 207CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP VIM
704145 208CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO NDM
760683 239CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP VIM
SD 240CC P. aeruginosa POSITIVO POSITIVO IMP VIM
570301 201CC A. baumannii POSITIVO POSITIVO VIM
711632 242CC A. baumannii POSITIVO POSITIVO IMP
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FiguraN°:5 Distribucion porcentual de Enterobacterias y No Fermentadores ( A.
baurnannii y P. aeruginosa) con MBL.

E cloacae

E coli

P aeruginosa

Porcentaje

Fuente: Datos obtenidos de los aislamientos de hemocultivos positivos en el HAN y a su vez de

las fichas de recoleccién de datos del estudio.

De las 43 cepas positivas para Metalo-B-lactamasas, el 35% de los aislamientos corresponden a
Pseudomona aeruginosa, de igual manera para Klebsiella pneumoniae con un 35%
correspondiente a 15 cepas respectivamente, un 8% corresponden a Enterobacter cloacae.
Ademas, hubo bacterias con menor cantidad de aislamientos en general, tal es el caso de
Escherichia coli y Acinetobacter baumannii con 5% de aislamientos respectivamente; cabe

recalcar que, hubo un aislamiento de Pantoea aglomerans correspondiente al 2%.
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Figura N°: 6. Flujograma de deteccion de carbapenemasas

Fuente: Centro Nacional de Diagnostico y Referencia (CNDR).
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Figura N°: 6. Flujograma de deteccion de carbapenemasas

Fuente: Centro Nacional de Diagnostico y Referencia (CNDR).
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Anexo 3. Imégenes

Imagen 1.
Seleccion de cepas para extraccion de

Acidos nucleicos.

Imagen 2.

Suspensién de cepas en tubos de
PCR Eppendorf 1.5 ml en agua
libore de DNAsa, RNAsas vy

proteasas.
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Imagen 4.
Centrifugacion de las cepas
luego del proceso del
Thermomixer comfort
Eppendorf a 5 minutos a 12,
00 RPM para extraer 80 ul del
sobrenadante.
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Imagen 3.

Thermomixer comfort Eppendorf
usado para atemperar y mezclar
liquidos en tubos de reaccion cerrada
para la liberacion del ADN durante 10

minutos.




Imagen 5.

Resultado positivo para
carbapenemasas por el
método réapido Blue-Carba
Test, reflejando el tubo con
la coloracion azul como test
control negativo sin
Imipenem, y el resultado de
color amarillo y verde es la
cepa trabajo reaccionando
con el Imipenem.

Imagen 6.

Resultado positivo para
carbapenemasas de tipo Metalo-B-
lactamasas por el método de triple
disco en agar MH usando EDTA como
inhibidor junto con Imipenem vy

Meropenem.



Imagen 8.
Ubicacion de cepas
trabajo y controles al
termociclador Gene
Amp PCR system
9700.

Imagen 7.

Seleccion de ADN de cepas
trabajo y controles positivos
ETBRC 137-37-37, OPS
188, OPS 222.
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Imagen 9.
Inicio del programa de

amplificacion.
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Imagen 10.

Preparacion de TBE 1X
y etiquetado de
reactivo/buffer.



Imagen 11.
Condiciones de corrida en

Agarosa al 1%.
TBE 1X, 160 V a 1.40 h.

Imagen 12.
Fuente de poder utilizada
- 4 para correr la

N=OBOL-FSEOD - 1H-10-¢f - 220 — &= electroforesis.
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Imagen 14.

339353538338

512 pb = —
404 pb ————EE—

2617‘ pb * RSTSEY

Electroforesis en gel de Agaosa al 1%, TBE 1X 140 V a 1.40 h.
Peso Molecular 512 pb, 404 pb, 261 pb.
Pozo 1. Marcador Molecular.
Pozo 2. Mezcla de genes.
Pozo 3. Control Positivo (NDM).
Pozo 4. Control Positivo (IMP).
Pozo 5. Control Positivo (VIM).
Pozo 6. Aislamiento clinico 252CC.
Pozo 7. Marcador Molecular.
Pozo 8. Aislamiento clinico 2CC.
Pozo 9. Aislamiento clinico 240CC.
Pozo 10. Aislamiento clinico 5CC.
Pozo 11. Aislamiento clinico 6CC.
Pozo 12. Control Negativo ssDNA.
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