UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA, MANAGUA
INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD
“Luis Felipe Moncada “

UNAN- MANAGUA

Trabajo monogréafico para optar al Titulo de:
Licenciatura en Microbiologia

TEMA:
CARACTERIZACION FENOTIPICA DE BACILOS GRAM NEGATIVOS RESISTENTES A
CARBAPENEMES PROCEDENTES DE LA RED NICARAGUENSE PARA LA
VIGILANCIA DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS, NICARAGUA, ENERO
DEL 2014 - DICIEMBRE DEL 2016.

Autores
Br. Fransisco José Caldera Gutiérrez

Br. Douglas Alexander Robles Cortes

Tutor:
Julissa Avila Acufia.

Lic. Bioanalisis Clinico.
Asesor Metodologico:

Lic. Roberto Enrique Flores.

Docente, UNAN-Managua.

Managua, Nicaragua, Marzo del 2017



Agradecemos a:

Dios, por su infinito amor y brindar la vida. Todos los docentes que compartieron sus
conocimientos, especialmente a Lic. Julissa Avila, Lic. Lissette Sandoval y Lic. Roberto Flores.

Al departamento de Bacteriologia (CNDR), por abrirnos sus puertas y permitir procesar las cepas
en sus instalaciones; y a los laboratorios de la Red Nicaragulense para la Vigilancia de la Resistencia

a los Antimicrobianos, por su colaboracion en la recoleccion de datos.



Dedicado a:

Dios por brindarme la vida, la sabiduria y la paciencia para poder llegar a este punto tan

importante para nosotros.

Mis padres Juana Isabel Gutiérrez Ramos y José Francisco Caldera Rugama por los valores
inculcados en mi, y todos los consejos que a lo largo de estos cinco afios de aventura, han formado

parte de mi dia a dia.

Mis amigos de la universidad, a los que quiero y considero como parte de mi familia; sin sus animos
y ayuda en esos momentos en los cuales mis padres no estaban cerca, esto no hubiera sido posible.

-Fransisco J. Caldera.

Dios, creador de todo, razén de mi existencia, por su infinita fidelidad al concederme concluir esta

etapa de mis estudios.

Mis padres, Douglas Robles & Déborah Cortés y mi abuelita Esperanza Castillo, por su ejemplo

y apoyo incomparable.

Natan Esau Robles Cortés, mi hermano, por animarme y ser un ejemplo de dedicacion.

-Douglas A. Robles.



RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar fenotipicamente bacilos gram negativo
resistentes a carbapenemes procedentes de la Red Nicaragliense para la Vigilancia de la resistencia a
los antimicrobianos, Nicaragua, enero del 2014 — diciembre del 2016. El estudio fue retro prospectivo
de corte transversal, en el cual se estudiaron 195 cepas de bacilos gram negativos, con halos menores
o0 iguales a 21mm a Imipenem. La investigacion se llevo a cabo en 2 fases: En la primera, se recolectd
de los libros de registro del CNDR la informacion de las cepas del 2014 — 2015, para el estudio de
géneros, especies, perfil de susceptibilidad, Test de Hodge Triton, sinergias con EDTA y APB; y en
la segunda fase, se les realiz6 las pruebas bioquimicas, antibiogramas, sinergismo y THT a las cepas
del 2016; en donde 68 eran A. baumanni, 62 P. aeruginosa y 65 enterobacterias. En el caso de las
enterobacterias, el microorganismo que predominé fue K pneumoniae con 45 aislamientos. Las
enterobacterias presentaron una resistencia del 100% a casi todos los betalactamicos, a excepcion de
6 cepas que presentaron sensibilidad a Aztreonam. P. aeruginosa tuvo un alto nivel de resistencia a
casi todos los antibidticos testados, a excepcion de aztreonam, ya que solo 31 cepas fueron resistentes;
ademas, las 62 cepas estudiadas fueron sensibles a colistin. A. baumanni fue resistente practicamente
todos los antibidticos probados, exceptuando Minocilina, para el cual 62 cepas presentaron
sensibilidad.

Para la prueba de sinergismo con EDTA y APB, 140 cepas tuvieron sinergia con EDTA indicando
la produccidén de carbapenemasas tipo metalo; 9 presentaron sinergismo con APB lo que sugiere la
posible produccion de enzimas tipo serina; y 46 no tuvieron sinergia con ninguno de los dos
inhibidores, lo que indica la posible produccion de enzimas OXA. 41 cepas de A. baumannii no
presentaron sinergia con inhibidores, ya que posiblemente producian enzimas tipo OXA; 57 cepas de
P. aeruginosa producian metalo enzimas y 56 cepas de enterobacterias eran productoras de posibles
serino enzimas. En el Test de Hodge Triton, de las 140 que presentaron sinergia con EDTA fueron
Hodge positivo; de las 9 que tuvieron sinergia con APB, 8 fueron positivas, sin embargo 1 resulto
negativo, lo que descarta la presencia de carbapenemasa en esa cepa; y para las 46 cepas que no

presentaron inhibicion 37 resultaron positivas al test y 9 fueron negativas.
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Caracterizacion fenotipica de bacilos gram negativos resistentes a carbapenemes.
Nicaragua, enero del 2014 - diciembre del 2016.

1. INTRODUCCION

Las carbapenemasas son enzimas pertenecientes a la familia de las B-lactamasas, las cuales, al ser
producidas por las bacterias, confieren resistencia clinicamente significativa a los antibioticos -
lactamicos (Penicilinas, Cefalosporinas y Carbapenémicos), éstas pueden ser producidas por algunas
de las especies bacterianas con mas importancia clinica, sobre todo asociadas a infeccién nosocomial
(E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa), que pueden llevar hasta la complicacion de las alternativas
terapéuticas (Rodriguez, 2013).

La presencia de carbapenemasas son un seria problema en el &rea de salud publica, en
enterobacterias y bacilos gram negativos no fermentadores. El presente estudio tiene como objetivo
describir ciertos mecanismos de resistencia bacteriana a los antimicrobianos, haciendo énfasis en
géneros y especies, produccion de carbapenemasas, su clasificacion y la caracterizacion fenotipica
realizada a cepas resistentes a carbapenemes, remitidas al Centro Nacional de Diagndstico y
Referencia (CNDR), procedentes de los diferentes laboratorios pertenecientes a la Red nicaragiiense
para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos entre enero del 2014 a diciembre del 2016,
con la finalidad de presentar una panoramica de esta problematica en Nicaragua en el periodo antes

mencionado.

Los resultados del estudio fueron obtenidos para las cepas del 2014 — 2015, a través de la revision
de libros de registro; y para las del 2016, los resultados se obtuvieron por medio de pruebas
bioguimicas, para la identificacion de género y especie, Kirby-Bauer, para determinar el perfil de
susceptibilidad de las cepas; Acido Fenil Borénico (APB) y Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA)
para la clasificacion fenotipica de carbapenemasas; y el test de Hodge mas triton (THT), como método

complementario para la caracterizacion fenotipica de las enzimas anteriormente mencionadas.
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2. ANTECEDENTES

Calvo et al., en Pais Vasco, en el afio 1999, llevaron a cabo la deteccion de carbapenemasas en
aislamientos de Acinetobacter baumannii resistentes a imipenem recogidos durante 19 meses en un
hospital del Servicio de Salud, y la caracterizacion genética de los clones, en donde fueron resistentes
a Imipenem 76 aislamientos y, de ellos, 49 lo eran a todos los betalactdmicos ensayados. Las técnicas
de tipificacion genética mostraron la presencia de tres genotipos predominantes denominados | (9
aislamientos), Il (48 aislamientos) y Il (8 aislamientos). El test de Hodge mostro positividad en 45
cepas del genotipo 11, 8 del 1'y 7 del 111. El test de EDTA resulté positivo en8 aislamientos del genotipo
Il, 4 del 1, y 3 del I1l. Mediante E-test, 7 cepas mostraron resultado positivo (45% de los casos positivos

por el ensayo con EDTA).

Anzola et al., en la ciudad de Caracas, Venezuela, durante el 2008, realizaron la deteccion de
carbapenemasas tipo OXA en 60 cepas aisladas de Acinetobacter baumannii de diferentes centros
hospitalarios, en el cual se llevo a cabo la deteccién de la produccién de carbapenemasas mediante el
test de Hodge usando un disco de imipenem 10 pg. E191,8% de los aislados de A. baumannii mostraron
un resultado positivo en el test de Hodge. En el ensayo para la deteccidén de metalo-betalactamasas el
100% de las cepas presentaron un resultado negativo. Los genes que codifican para las carbapenemasas
tipo OXA se detectaron en 96,6% de los aislados. En el 93,4% de los aislados se detectd blaOXA-23-
like. El gen blaOXA-58-like se detect6 en el 6,6% de los aislados, del cual un 3,3% se hall6 en cepas
con sensibilidad disminuida a carbapenémicos y otro 3,3% en aislados con resistencia a
carbapenémicos y en coexistencia con blaOXA-23-like. Con respecto a la deteccion molecular de

metalo-betalactamasas no se observo producto.

Alvarez et al., en Bogota, entre los afios 2008 y 2010, realizaron un trabajo para describir la
diseminacion de aislamientos clinicos de K. pneumoniae productores de la enzima KPC-3 recuperados
en hospitales de la ciudad, en el cual se analizaron 82 aislamientos de K. pneumoniae resistentes a
antibioticos carbapenémicos. En todos los aislamientos se observo amplificacion con el iniciador para
KPC, confirmandose posterior-mente la variante KPC-3 por ensayo de restriccion en la totalidad de

los aislamientos; Todos los aislamientos fueron positivos para blaTEM, 96 % fue positivo para blaSHV
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y tres aislamientos fueron positivos para CTX-M (dos aislamientos del filo-grupo CTX-M-1 y un
aislamiento del CTX-M-2).

Aguilar et al., Venezuela, en el periodo de mayo del 2010 a junio del 2011, realizaron una
investigacion acerca de la presencia de carbapenemasas tipo KPC en aislados de Enterobacterias
resistentes a carbapenemes, provenientes de diversos centros de salud a nivel nacional. En esta
investigacion se analizaron 91 aislados de Enterobacterias. EI 95% resultaron positivos para el test de
Hogde modificado, el test con acido boroénico, y para el gen blaKPC. En el test de Hodge “doble
modificado” se observo 100 % de positividad.

Avila, J., Nicaragua, durante el 2012, realiz6 la caracterizacion fenotipica y genotipica de
enterobacterias productoras de carbapenemasas tipo KPC en 8 hospitales de la Red Nacional de
Vigilancia de la Resistencia a los antimicrobianos, en el cual se estudiaron 47 aislados y se confirmo
la presencia del gen blakKPC en 33 cepas de las cuales 27(82%) fueron Klebsiella pneumoniae y 6
(18%) Escherichia coli. Al realizar la busqueda de la clonalidad las 27 cepas de Klebsiella pneumoniae
presentaron 13 clones, 7 (K), 3(B), 4(G) en esta se incluyen dos subtipos G1, 3(I) subgrupo (11), 2(M),
1(A,C,D, E, F, H,JyL). En las 6 cepas de Escherichia coli se encontr6 4(A) y 2 clon (B).

Delpiano et al., En Chile, para el 2012 realizaron la descripcién del primer caso clinico de
identificacion de K. pneumoniae portadora de blakPC, en un paciente trasladado de Italia. Por reaccion
de polimerasa en cadena se demostr6 la presencia de B-lactamasas tipo TEM, SHV y KPC-2/KPC-3,

no detectandose la presencia de otras serino-carbapenemasas de clase A o de metalo-p- lactamasas.

Duarte, Gonzélez, Realpe y Saavedra, en Colombia, durante el 2013, trabajaron en un estudio para
describir la presencia de carbapenemasas en aislamientos de P. aeruginosa resistentes a
carbapenémicos procedentes de siete departamentos del pais, en el cual se recibieron 57 aislamientos
de P. aeruginosa en el Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud. S6lo se confirmaron43
aislamientos productores de carbapenemasas, y estos presentaron perfil de multirresistencia: 76,7 %
fue positivo con el test modificado de Hodge y 79,1 % presentd sinergia con MBL. Treinta y tres
aislamientos fueron positivos para blaVIM, nueve para blakPC y un aislamiento fue productor tanto

de carbapenemasas KPC como de VIM. Ningun aislamiento amplificd para blaIMP y blaNDM.
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Candiotti et al., en su trabajo realizado en Per(, en el afio 2013, obtuvieron resultados positivos
tanto para el test de Hodge como el test de sinergia con acido amino fenil boronico en el estudio del
primer caso de K. pneumoniae productora de carbapenemasas tipo KPC. Los resultados fueron

compatibles con la presencia de una carbapenemasa tipo KPC en la cepa de K. pneumoniae.

Garrido Ortega, en Guatemala, durante el 2014, llevé a cabo una investigacion para determinar la
presencia de carbapenemasas, ademas de determinar su fenotipo en 62 aislamientos de Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli resistentes a carbapenemes provenientes del Hospital General San Juan
de Dios. Se encontraron 14 (23%) aislamientos de Klebsiella spp. con presencia de carbapenemasas,
de los cuales 13 (93%) productores de carbapenemasa tipo MBL y 1 (7%) productor de carbapenemasa
tipo KPC. De éstos, la unica especie del género Klebsiella que se identifico fue K. pneumoniae. De E.

coli no se obtuvo ningln aislamiento con presencia de carbapenemasas.
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3. JUSTIFICACION

Las enzimas degradantes de antibidticos se han convertido en la actualidad, en uno de los
principales mecanismos de resistencia. Los genes productores de carbapenemasas con su gran
capacidad de diseminacion entre géneros y especies bacterianas; y la amplia accién que tienen sobre
los betalactamicos, han convertido en algo alarmante el tema de la resistencia a antimicrobianos, en

Nicaragua y el mundo entero.

Nuestro pais no cuenta con una recopilacién de informacion actualizada y oficial procedente del
Ministerio de Salud, acerca del comportamiento de los mecanismos de resistencia a los carbapenemes
y como han evolucionado los efectos de éstas a nivel de infecciones en el area de salud pablica, durante
los ultimos tres afios; por tal razén decidimos realizar la caracterizacion de bacilos gram negativos
resistentes a carbapenemes, procedentes de la red nicaragliense para la vigilancia de la resistencia a los
antimicrobianos, en Nicaragua, entre enero del 2014 a diciembre del 2016; para asi poder contar una
panoramica mé&s detallada acerca del comportamiento de los mecanismos de resistencia a

carbapenemes, especialmente las carbapenemasas.

Este estudio pretende contribuir a la informacion oficial y objetiva existente de las cepas resistentes
a carbapenemes, en las cepas remitidas al CNDR; la cual servira para dar a conocer e informar a toda
la comunidad médica (Especialistas en el area de salud, Médicos generales, Analistas Clinicos y
estudiantes de carreras afines a la salud), acerca de la seria situacion y postura actual con la que
contamos en estos momentos ante la resistencia, contra practicamente una de las méas importantes
lineas de opcidn terapéutica para bacilos gram negativos con multirresistencia, limitando de forma

drastica opciones terapéuticas para los pacientes.



Caracterizacion fenotipica de bacilos gram negativos resistentes a carbapenemes.
Nicaragua, enero del 2014 - diciembre del 2016.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cuél es la caracterizacion fenotipica de Bacilos Gram Negativos resistentes a carbapenemes
procedentes de la red nicaragtiense para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, Nicaragua,
Enero del 2014 - Diciembre del 20167

¢ Qué géneros y especies de bacilos gram negativos son resistentes a carbapenemes?

¢ Cual es el perfil de susceptibilidad en las cepas resistentes a carbapenemes?

¢Cual es el fenotipo de las carbapenemasas producidas por bacilos gram negativos utilizando Acido
Fenil Bordnico y Acido Etilendiaminotetracético?

¢Cual es la aplicacion del Test de Hodge Tritdn al momento de confirmar la produccion de

carbapenemasas y diferenciarlas de otros tipos de resistencia a carbapenemes?
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5. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar fenotipicamente de Bacilos Gram Negativos resistentes a carbapenemes de la red

nicaraguense para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, Nicaragua, Enero del 2014 -
Diciembre del 2016.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir género y especie de los bacilos Gram Negativos resistentes a carbapenemes.

2. Caracterizar el perfil de susceptibilidad en las cepas resistentes a carbapenemes.

3. Clasificar el fenotipo de las carbapenemasas producidas por bacilos Gram negativos utilizando

Acido Fenil Borénico y Acido Etilendiaminotetraacético.

4. Aplicar el Test de Hodge Triton para confirmar la produccion de carbapenemasas y diferenciarlas

de otros tipos de mecanismos de resistencia a los carbapenémicos.
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6. MARCO TEORICO

6.1. Bacilos Gram Negativo
Entre los microorganismos de importancia médica, los bacilos Gramnegativo constituyen un grupo
muy grande de bacterias. Aungque no debe considerarse una clasificacion taxondémica, para fines

practicos es conveniente establecer cuatro grupos:

v" Bacilos de crecimiento rapido en medios de cultivo usuales, que fermentan la glucosa (bacilos
fermentadores).

v' Bacilos de crecimiento rapido en medios de cultivo usuales que NO fermentan la glucosa
(bacilos no fermentadores).

v Bacilos de crecimiento rapido o lento, que pueden o no fermentar la glucosa, pero que
necesitan de condiciones y medios de cultivo especiales para su crecimiento.

v" Bacilos Gram-negativo anaerobios estrictos (Zepeda).

6.1.1. Enterobacterias

Estas son bacterias en gran parte constituyen parte de la biota normal del intestino y de alli derivan
su nombre. Comunmente se les llama entero bacterias o bacilos entéricos. Estos vocablos no son
oficialmente aceptados en taxonomia bacteriana y a veces pueden usarse para designar otros bacilos
que aunque no formen parte de la familia mencionada, son miembros de la biota intestinal normal
(Zepeda).

La familia Enterobacteriaceae esta constituida por bacilos Gram (-); no esporulados, no méviles o
moviles por flagelos peritricos, algunos géneros son encapsulados; crecen en medios de cultivo simples
de peptona o extracto de carne sin agregado de suplementos como cloruro de sodio, vitaminas y
factores de crecimiento. Crecen en Agar MacConkey; son aerobios y anaerobios facultativos;
fermentan la glucosa con produccion de &cido o acido y gas, son catalasa positivos y oxidasa
negativos_ reducen nitrato a nitrito y tienen contenido de G+C del 39 - 59% (Damiani, Esteves, &
Torrico).
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6.1.2. No fermentadores
Son bacilos o cocobacilos Gram negativos, aerobios estrictos, que no fermentan los hidratos de
carbono, y lo utilizan por via oxidativa, sin formacion de gas. Generalmente son oxidasa positiva,

pueden ser inmoviles o mdviles, presentar flagelos polares, bipolares, lofotricos o peritricos.

Alrededor del 15% de los bacilos Gram negativos aislados de muestras clinicas corresponde a
bacilos no fermentadores y de este porcentaje, P. aeruginosa, P. stutzeri, el complejo A. baumannii-
calcoaceticus, A. iwoffii, S. maltophilia y B. cepacia son las de mayor incidencia. El aislamiento de
los otros géneros es menos frecuente, por lo cual presentaremos s6lo a los géneros de mayor
aislamiento (Torrico, Bacilos Gram negativos no fermentadores: Pseudomonas, Stenotrophomonas,

Acinetobacter, Burkholderia).

6.1.2.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo aerobio, movil, gramnegativo que es mas delgado y mas palido a la
tincion que otras enterobacterias. Su caracteristica bacterioldgica méas notable es la produccion de
pigmentos hidrosolubles de color. P. aeruginosa también muestra resistencia a los antimicrobianos de

manera mas consistente que todas las demas bacterias de importancia médica.

P. aeruginosa es lo suficientemente versatil en cuanto a sus necesidades energéticas y de
crecimiento como para utilizar moléculas simples como amoniaco y didéxido de carbono como sus
Unicas fuentes de nitroégeno y carbono. Asi, no se requiere de medios enriquecidos para su cultivo y
puede sobrevivir y multiplicarse en un amplio intervalo de temperatura (20 a 42 °C) en casi cualquier
ambiente, lo que incluye entornos ricos en sales. EI microorganismo utiliza mecanismos productores

de energia por oxidacion y altas concentraciones de oxidasa de citocromo (positivo para oxidasa).

Aunque es necesaria una atmasfera aerdébica para el crecimiento y metabolismo 6ptimos, casi todas

las cepas crecen con lentitud anaerébicamente si hay nitrato como aceptor de electrones.

El crecimiento en todos los medios de aislamiento comunes es espectacular; las colonias tienen un
borde fino. El crecimiento confluente a menudo les brinda un brillo metalico caracteristico y emite un

intenso olor “afrutado”. En medios de cultivo, con la agar sangre por lo comdn produce hemolisis. La



Caracterizacion fenotipica de bacilos gram negativos resistentes a carbapenemes.
Nicaragua, enero del 2014 - diciembre del 2016.

reaccion positiva para la oxidasa de P. aeruginosa la diferencia de otras enterobacterias, y la
produccién de pigmentos azulosos, amarillentos o pardos la diferencia de la mayor parte de otras
bacterias gram negativas. El pigmento azuloso, conocido como piocianina, es producido so6lo por P.
aeruginosa. La fluoresceina es un pigmento amarillento que adquiere un color fluorescente bajo la luz
ultravioleta y que es producido por P. aeruginosa y por otras bacterias del género Pseudomonas menos
patogenas y de vida libre. La piocianinay la fluoresceina combinadas producen un color verde brillante

que difunde a través del medio de cultivo (Ahmad, Drew, & Plorde, 2011).

6.1.2.2. A. baumannii

El género Acinetobacter estd compuesto por bacterias cocoides o cocobacilos Gram negativos, a
menudo se ven como diplococos. Después de 24 horas de crecimiento en agar sangre, las colonias
miden entre 0,5 a 2mm de diametro, translicidas a opacas, blancas o grisaceas, a veces hemoliticas
(nunca pigmentadas) convexas y enteras, no son exigentes, crecen bien en agar MacConkey. La
mayoria crece a 35°C, algunas crecen a 44°C. Son oxidasa negativa, inmoviles, nitrato movilidad
negativa y resistente a la penicilina (Torrico, Bacilos Gram negativos no fermentadores: Pseudomonas,
Stenotrophomonas, Acinetobacter, Burkholderia).

A. baumannii es la especie gue se aisla con mas frecuencia. A veces se aisla A. Iwoffii, A. johnsonii,
A. haemolyticus, y otras especies. Se ha aislado A. baumannii de sangre, esputo, piel, liquido pleural y
orina, por lo general en infecciones relacionadas con dispositivos (Brooks, Butel, Caroll, Mietzner, &
Morse, 2011).
6.2. Antimicrobianos

Son moléculas de origen natural (producida por un organismo vivo, hongo o bacteria), sintética o

semisintética, capaz de inducir la muerte o la detencion del crecimiento de bacterias, virus u hongos.

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento
farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accion especifica sobre alguna estructura o funcion

del microorganismo (Seija & Vignoli).
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6.2.1. Betalactamicos

6.2.1.1. Estructura Quimica

El anillo betalactamico forma parte de la estructura de varias familias de antibidticos; consiste en
un anillo heterociclico de cuatro &tomos, tres de carbono y uno de nitrégeno y segun la naturaleza de
los radicales se diferencian las distintas moléculas, siendo las cadenas laterales complementarias las

mas relacionadas con su actividad antimicrobiana, farmacocinética y toxicidad.

6.2.1.2. Mecanismo de accion

Su mecanismo de accion consiste la inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana, interfiriendo
en la sintesis del peptidoglicano mediante un bloqueo en la Ultima etapa de su produccion
(transpeptidacion), pero también actlan activando la autolisina bacteriana enddgena que destruye el

peptidoglicano.

Son bactericidas parciales, ya que solo acttan en fase de crecimiento celular, y su eficacia es tiempo
dependiente ya que su efecto bactericida maximo ocurre a concentraciones del antibiotico libre 4-5
veces por encima de la concentracion minima inhibitoria (CMI), por lo que es muy importante respetar
0 acortar los intervalos entre las dosis (obtencion de un tiempo de persistencia de antibiético libre por
encima de la CMI en torno al 50-60% del intervalo entre dos dosis consecutivas), especialmente en las
infecciones graves por bacilos gramnegativos (BGN) resistentes, dado que no tienen efecto post-
antibidtico frente a éstos, mientras que si lo muestran (de cerca de 2 horas) frente a cocos gram
positivos. Tienen un espectro de actividad antimicrobiana que abarca a cocos gram positivos, excepto
Staphylococcus resistente a meticilinay BGN (enterobacterias y no fermentadores), con excepcion de
los productores de enzimas que hidrolizan las moléculas de estos agentes (productores de
betalactamasas, productores de betactalamasas de espectro extendido —-BLEE-, metalo-betalactamasas
y carbapenemasas), cuya distribucion clinica varia segun las areas y hospitales (Gomez, Garcia, &
Hernandez, 2015).

6.2.1.3. Mecanismos de Resistencia bacteriana
Las bacterias podrian presentar resistencia a los betalactamicos por cualquiera de las siguientes

razones:
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» Destruccion del antibidtico mediante B-lactamasas. Es lo mas frecuente. Estas enzimas
reaccionan de forma covalente con el anillo B-lactamico, lo hidrolizan con rapidez e inactivan
al farmaco.

> Incapacidad para penetrar en el lugar de accion debido a las porinas o a las bombas de
expulsion. La ausencia o deleccion de porinas evitan que el antibiotico atraviese la membrana
externa de los microorganismos gramnegativos para alcanzar la PBP mientras que las bombas
lo expulsan a traves de la misma.

» Modificacion de la diana en las PBPs. Diferentes alteraciones (mutaciones, hiperexpresion,
modificacion de la afinidad) pueden dificultar la unién del B-lactamico a la proteina, lo que

disminuye su actividad (Pena, 2016).

6.2.2. Tetraciclinas

6.2.2.1. Estructura quimica

Las tetraciclinas son antimicrobianos de amplio espectro, con actividad contra una gran gama de
bacterias gram-positivas y gram-negativas, aerobios y anaerobios, microorganismos atipicos como
Chlamydia sp, Rickettsia sp, Micoplasma sp, Borrelia sp, Treponema pallidum, Helicobacter pylori,
Plasmodium sp y algunas micobacterias. Pertenecen a un grupo de antibidticos con una estructura
quimica tetraciclica basica y actividad biol6gica coman, formadas por la fusién de cuatro anillos

bencénicos con diversos sustituyentes.

6.2.2.2. Mecanismo de accion
Las tetraciclinas son antibidticos bacteriostaticos que inhiben, en forma reversible, la sintesis de
proteinas, impidiendo la union del aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma bacteriano, uniéndose

directamente a la proteina S7 de la subnidad 30S.

6.2.2.3. Mecanismos de resistencia
Se han descrito tres mecanismos principales de resistencia a tetraciclinas:
* Eflyjo activo.
* Proteccion ribosomal.

* Inactivacidon enzimatica.
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Se describen 39 genes tet y otr que incluyen 25 genes que codifican proteinas de eflujo activo, 11
genes que codifican proteinas de proteccion ribosomal y 3 que codifican una enzima inactivante,

ademas de un gen con un mecanismo de accion desconocido (Jara, 2007).

6.2.3. Quinolonas
6.2.3.1. Mecanismo de accion
El blanco especifico de las quinolonas es interferir en la sintesis del ADN, conduciendo a muerte

celular bacteriana mediante la fragmentacion cromosomica.

Penetran la pared celular a través de porinas, inhibiendo directamente la replicacion bacteriana al
interactuar con dos enzimas; ADN girasa (proteina tetramérica compuesta por dos pares de
subunidades A 'y B, codificadas por los genes GyrA 'y GyrB) y topoisomerasa IV (proteina tetramérica
compuesta por dos pares de subunidades A y B, codificados por los genes ParC y ParE)15, las cuales
son necesarias para realizar el superenrollamiento del ADN. Especificamente, ADN girasa es el blanco
primario en bacterias gram negativas, mientras que topoisomerasa IV lo es en bacterias gram positivas
(Alvarez, Garza, & Vasquez, 2015).

6.2.3.2. Mecanismos de resistencia

Las bacterias resistentes a las quinolonas aparecen en clinica como resultado de la terapia con estos
agentes. Su efecto citotoxico depende de que penetren a través de la membrana bacteriana y alcancen
su diana celular (DNA girasa o topoisomerasa IV) para inducir la muerte de la célula. En principio, las
resistencias a las quinolonas pueden deberse a mutaciones que afecten cualquier paso de este proceso.

Asi, los mecanismos de resistencia bacteriana a las quinolonas pueden agruparse en tres categorias:

v Resistencias de tipo cromosémico que dan lugar a mutaciones en segmentos definidos de los
genes que codifican la DNA girasa (especialmente en la subunidad A) y la topoisomerasa IV,
dando lugar a las QRDR (del inglés "Quinolone Resistance-Determining Region").

v" Resistencias por alteraciones en la membrana externa bacteriana que disminuyen la penetracion
intracelular del farmaco. Estas modificaciones se originan en alteraciones de los genes que

codifican los canales de las porinas, lo que impide la entrada del quimioterapico en la bacteria.
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v Resistencias basadas en la expulsion del antibacteriano desde el medio intracelular al

extracelular por accion de transportadores endogenos activos (Taléns, Garrigues, & Canton).

6.2.4. Sulfonamidas
6.2.4.1. Estructura quimica

El compuesto base de las sulfonamidas es la sulfanilamida, cuya estructura es similar al PABA,
factor requerido por las bacterias para la sintesis del acido folico. Importa el grupo amino libre en
posicion 4 pues se relaciona con su actividad. Las sustituciones a nivel del radical sulfonilo modifican
las caracteristicas farmacocinéticas, pero no la actividad antibacteriana. Las sustituciones en el grupo

amino en posicion 4 dan compuestos de menor absorcion intestinal.

6.2.4.2. Mecanismo de accion

Las sulfonamidas son analogos estructurales y antagonistas del PABA (acido para amino benzoico)
e impiden la utilizacion de este compuesto para la sintesis de acido folico. Este a su vez actla en la
sintesis de timina y purina. Esta accion se ejerce compitiendo por la accion de una enzima bacteriana
responsable de la incorporacion de PABA al &cido dihidropteroico, precursor del &cido fdlico.
Las células de los mamiferos requieren acido folico preformado ya que no pueden sintetizarlo y por lo

tanto no son atacadas.

El efecto sinérgico de las sulfonamidas asociadas a trimetoprim se debe a la inhibicion secuencial

de esta via metabdlica.

6.2.4.3. Mecanismos de resistencia
La resistencia a las sulfonamidas estd muy extendida, tanto para gérmenes comunitarios como

nosocomiales.

Los microorganismos desarrollan resistencia por mecanismos que pueden ser de naturaleza

cromosémica o extracromosomica.
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v" Cromosdmica: A través de mutaciones que producen un cambio en las enzimas de lo que resulta
una disminucion de afinidad por las sulfas, 0 aumentando la produccion de PABA lo que
neutraliza la competencia de las sulfas.

v Extracromosomica: La produccién de una enzima dihidripteroato sintetasa alterada, que es

1.000 veces menos sensible a la droga, es el principal mecanismo de resistencia a sulfonamidas.

6.2.5. Trimetroprima
6.2.5.1. Estructura quimica

Fue obtenido por sintesis, tratindose de una pirimidina. En nuestro medio no se encuentra sola sino
en combinacion con sulfametoxazol.
6.2.5.2. Mecanismo de accion

Es un poderoso inhibidor de la dihidrofolato reductasa bacteriana, enzima que actla en la sintesis
del acido folico. Sulfonamidas y Trimetroprimas ejercen un bloqueo secuencial en la biosintesis del

acido félico, su combinacion tiene accion sinérgica.

6.2.5.3. Mecanismos de resistencia
El desarrollo de resistencia se relaciona a multiples mecanismos. La resistencia clinica ha ido en
aumento y puede deberse a cambios en la permeabilidad celular, pérdida de la capacidad de fijacion o

sobreproduccidn o alteracion de la dihidrofolato reductasa (Lima).

6.2.6. Cloranfenicol
6.2.6.1. Mecanismo de accion

El farmaco penetra por difusion facilitada al interior de la bacteria donde se une a la fraccion 50S
del ribosoma impidiendo la transpeptidacion entre los aminoacidos de la cadena peptidica, con lo que

impide la elongacion de la cadena en crecimiento.

6.2.6.2. Mecanismos de resistencia
El mecanismo de resistencia mas importante es extracromosoémico, y se debe a un plasmido
adquirido por conjugacion que transmite la capacidad para acetilar el antibidtico. El cloranfenicol

acetilado no se une al ribosoma (Universidad Autonoma de Madrid).
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6.2.7. Nitrofurantoina
6.2.7.1 Mecanismo de accion
No se conoce exactamente. Se sabe que inhiben la sintesis de ciertas enzimas bacterianas. Su

actividad es mayor en medio acido.

El compuesto es atacado por reductasas bacterianas, dando metabolitos que inhiben la sintesis
proteica. Los gérmenes suceptibles poseen esas reductasas, existiendo una relacion inversamente

proporcional entre los niveles de actividad de éstas y la concentracion inhibitoria minima.

6.2.7.2. Mecanismos de resistencia
La resistencia adquirida es rara. Ha sido descrita en aislamientos de E. coli. Puede existir resistencia

cruzada con aminoglucosidos (Torres).

6.2.8. Polimixinas
6.2.8.1. Estructura quimica

Las polimixinas son un decapéptido ciclico cationico ligado a una cadena de &cidos grasos por una
unioén o-amida. Su peso molecular es de 1750 Da. ElI compuesto de aminoacido en la molécula de
colistin es: D-leucina, L-treonina y L-a-y-acido diaminobutirico. Este Gltimo esté ligado a residuos de

acidos grasos: acido-6-metil-octanoico (colistin A) y acido-6-metileptanoico (colistin B).

6.2.8.2. Mecanismo de accion

El sitio de accion o actividad antimicrobiana del colistin es lamembrana celular bacteriana y ocurre
mediante interacciones electrostaticas entre el polipéptido catiénico (colistin) y las moléculas
anidnicas de los lipopolisacéaridos de la membrana externa de las bacterias Gram negativas lo que
favorece el desarreglo de la membrana celular bacteriana. El colistin desplaza magnesio (Mg+2) y
calcio (Ca+2) lo que desestabiliza la molécula de lipopolisacarido de la parte cargada negativamente,
lo que produce una alteracion de la membrana externa. El resultado de este proceso es un aumento en

la permeabilidad de la envoltura celular, fuga del contenido y, subsecuentemente, muerte celular.
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6.2.8.3. Mecanismos de resistencia

La particularidad de las bacterias Gram negativas de desarrollar resistencia al colistin/polimixina B
se debe a mecanismos de mutacion o adaptacion que involucran cambios en la membrana externa de
la bacteria. La mutacidn es hereditaria, de bajo nivel e independiente de la continuidad del antibiotico;
en la adaptacién ocurre el fendmeno opuesto. Debido a los componentes de estos antimicrobianos,
puede aparecer resistencia cruzada entre colistin y polimixina B. De forma reciente se demostré otro
mecanismo de resistencia en patdégenos como Yersinia spp, en el que el sistema de flujo de bombeo de
potasio se asocio con resistencia a polimixina B. Una situacion paraddjica es que, aunque no Se reporta
resistencia enzimatica bacteriana al colistin, el Bacillus polymyxia (del que derivan las polimixinas)

subespecie colistimus, produce una enzima denominada colistinasa que inactiva al colistin.

Es importante resaltar que cuando el colistin se usa como monoterapia, puede generar resistencia
mutacional en las bacterias Gram negativas incluidas P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae y
E. coli; cuando no se usa como monoterapia, no se observa resistencia, ni en patdgenos

multidrogorresistentes como P. aeruginosa

6.3.Antibiograma

El estudio de la sensibilidad a antimicrobianos de las diferentes bacterias aisladas en muestras
biologicas tiene 2 objetivos fundamentales: guiar al clinico en la eleccion del mejor tratamiento
individual, y monitorizar la evolucion de la resistencia bacteriana con objeto de revisar el espectro del
antimicrobiano y poder actualizar los tratamientos empiricos. Este estudio se realiza mediante el
antibiograma, que mide la sensibilidad de una bacteria frente a diferentes antimicrobianos in vitro y a

partir de estos resultados predice la eficacia in vivo.

Con un antibiograma se pueden obtener resultados cualitativos que indican si la bacteria es sensible
0 resistente a un antibidtico, o cuantitativos que determinan la concentracion minima (CMI) de

antimicrobiano que inhibe el crecimiento bacteriano

6.3.1. Difusion en disco
Se emplean discos de papel impregnados con una solucion estandarizada de antibidtico que se

disponen sobre la superficie de un medio sélido previamente inoculado en su superficie con una



Caracterizacion fenotipica de bacilos gram negativos resistentes a carbapenemes.
Nicaragua, enero del 2014 - diciembre del 2016.

suspension bacteriana. Tras un periodo de incubacion de 18 h, el diametro del halo formado esta en
relacion con el grado de sensibilidad del microorganismo. La carga del disco esta ajustada para que

los halos de inhibicion permitan diferenciar los microorganismos sensibles de los resistentes.

6.3.1.1. Interpretacion

La interpretacion de los resultados del antibiograma (sensible, intermedio o resistente) se realiza
en funcién de los valores establecidos por diferentes comités, como el Clinical and Laboratory
Standards Institute en Estados Unidos, el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
en Europa y la Mesa Espafiola de Normalizacion de la Sensibilidad y Resistencia a los Antimicrobiano.
Estos comités determinan y establecen puntos de corte basados en propiedades microbioldgicas,
farmacocinéticas y de eficacia clinica, para definir la sensibilidad (éxito terapéutico) o resistencia de

las diferentes especies bacterianas a cada antimicrobiano (Cercenado & Saavedra, 2009).

6.3.1.2. Ventajas

Es un método sencillo, barato y de facil control y estandarizacion. Una ventaja adicional del método
y especificamente del medio, es que se le pueden realizar algunas modificaciones en cuanto a los
requerimientos nutricionales para poder llevar a cabo el antibiograma con microorganismos exigentes
0 muy exigentes que necesitan mas nutrientes que los que este medio les puede ofrecer (Taroco, Seija,
& Vignoli).

6.3.2. Resistencia a los antimicrobianos
La resistencia antibidtica es la capacidad de un microorganismo para resistir los efectos de un

antibidtico. La misma puede ser natural o adquirida.

La resistencia natural es aquella propia del género o especie bacteriana, por ejemplo la resistencia

a vancomicina en bacilos Gram negativos o la resistencia a penicilina en enterobacterias.

La resistencia adquirida aparece como consecuencia de mecanismos bioquimicos codificados a
nivel cromosémico o por diversos elementos moviles (por ejemplo: plasmidos). Esta tltima posibilidad
afiade mayor gravedad al problema, pues la diseminacion del correspondiente elemento movil favorece

la aparicion de brotes nosocomiales.
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6.3.2.1. Clasificacion bacteriana segun su perfil de resistencia
v" Multidrogorresistente (MDR): Patogeno resistente a por lo menos 3 clases de antimicrobianos
a la que habriamos esperado fuera susceptible.
v Xtreme drugresistant (XDR): S6lo quedan 1 o 2 opciones de antimicrobianos frente a los
cuales el microorganismo es susceptible.
v’ Panrresistente (PDR): Patdgeno resistente a todos los agentes antimicrobianos

comercialmente disponibles (Paciel, y otros, 2011).

6.3.2.2. Resistencia en enterobacterias
6.3.2.2.1 La resistencia enzimatica a B-lactdmicos en enterobacterias

La hidrolisis de B-lactamicos por medio de enzimas B-lactamasas es el mecanismo de resistencia
mas comun para esta clase de antibi6ticos en bacterias Gram-negativas. Estos antibidticos, entre ellos
penicilina, cefalosporinas y carbapenemes, son utilizados como tratamiento de primera eleccion en
gran cantidad de infecciones, por lo que la deteccion de estas enzimas tiene un gran impacto clinico

en la seleccion de la terapia a utilizar.

6.3.2.2.1.2. p-lactamasa tipo AMP-C en enterobacterias
Estas enzimas seglin la clasificacion estructural de Ambler estan dentro de las serin -lactamasas
y de acuerdo a la clasificacion funcional de Bush pertenecen al Grupo 1 (Ambler 1980; Bush, 2010).

Estas B-lactamasas se caracterizan en su mayoria por:

» Son resistentes a inhibidores (ac. clavulanico, sulbactam y tazobactam).

» Son activas sobre aztreonam, cefamicinas (como cefoxitina) y cefalosporinas de primera,
segunda generacion y en menor medida a cefalosporinas de tercera. Las cefalosporinas de
cuarta generacion son las mas estables.

» Son inhibidas por aztreonam, cloxacilina, oxacilina y acido boronico.

La produccion de AmpC puede ser constitutiva o inducible, siendo los niveles de produccion
dependientes del grado de expresion del gen blaAmpC. Cuando el gen blaAmpC se expresa de forma

constitutiva puede hacerlo a niveles basales, confiriendo un fenotipo de resistencia natural o salvaje
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caracteristico de la especie bacteriana, o puede hacerlo a unos niveles muy superiores al basal,

produciendo cantidades elevadas de AmpC (hiperproduccion de AmpC).

Algunos organismos de importancia clinica que contienen Amp-C cromosomica son: Enterobacter
spp, Citrobacter freundii, Serratia spp, Morganella morganii y Providencia, por lo que muestran
resistencia natural a algunos antibiéticos B- lactamicos como cefalosporinas de primera generacion
(C1G) y aminopenicilinas. En estos organismos son enzima inducibles y pueden ser expresadas en

altos niveles (derrepresion).

La sobreexpresion de AmpC puede causar resistencia a cefalosporinas de tercera generacion
(cefotaxime, ceftazidime y ceftriaxone), carboxipenicilinas y acilureido penicilinas, determinando
ademas disminucion de la sensibilidad a cefalosporinas de cuarta generacion (C4G). Un grupo de B-
lactamasas de tipo AmpC estan codificadas por genes blaAmpC asociados a integrones, como los de

clase 1, o transposones localizados en plasmidos conjugativos (AmpC plasmidicas).

Las AmpC plasmidicas se han descrito principalmente en algunas especies de enterobacterias
(Klebsiella spp., P. mirabilis, E. coli, shigella spp. y Salmonella spp, entre otras) con relevancia clinica
y epidemiolégica. Desde el punto de vista epidemioldgico, las AmpC plasmidicas tienen mucha mayor
relevancia o trascendencia que las AmpC cromosdmicas, debido a su capacidad para movilizarse, y se
pueden transferir tanto en el ambiente nosocomial, donde tienen un claro potencial epidémico, como
en lacomunidad. En la actualidad se conocen varios fenotipos de enzimas tipo AmpC: inducible, basal,
hiper-inducible, semi-derreprimido, derreprimido, inducible + B-lactamasa de espectro extendido y

derreprimido + B-lactamasa de espectro extendido.

6.3.2.2.1.3. p-lactamasa de espectro extendido (BLEE)

En los afios 80 se describi6 por primera vez la -lactamasa de espectro extendido (BLEE). Estas
enzimas se encuentran dentro del grupo 2 que contiene las serine B-lactamasas, segun la actual
clasificacion funcional de Bush, pueden ser inhibidas por acido clavulanico, sulbactam, tazobactam
(Philippon 1994; Bush 2010). La deteccion en el laboratorio de enzimas tipo BLEE es de suma
importancia en el laboratorio, debido a que la presencia de esta enzima involucra un cambio de

interpretacion de algunos de los antibidticos B-lactamicos, sin importar el halo de inhibicion o la
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concentracion inhibitoria minima (CIM) obtenida. De esta forma, toda cepa BLEE positiva debe ser
reportada como resistente a todas las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam. En el caso de cefoxitina,
carbapenemes y combinaciones de B-lactimicos con inhibidores de - lactamasas se deben reportar

acorde al resultado del antibiograma (CLSI, 2011).

6.3.2.2.1.4. p-lactamasa tipo carbapenemasa en enterobacterias

En los dltimos afos se ha producido una alarmarte preocupacion por la gran diseminacién de los
bacilos Gram negativos resistentes a los carbapenémicos, en los que el mecanismo implicado es la
produccion de B-lactamasas (carbapenemasas) capaces de hidrolizar este grupo de antimicrobianos y
que se han asociado a elementos genéticos trasferibles. Estas enzimas presentan la capacidad de
hidrolizar carbapenemes (imipenem, meropenem, ertapenem) y la mayoria o todos los antibioticos -

lactamicos existentes. Segun la clasificacion funcional, se encuentran en el grupo 2 y 3 (Bush 2010).

6.3.2.2.2. Resistencia a fluoroquinolonas
Puede estar mediada por:

» Mutaciones cromosomales: Entre estas se encuentran las QRDRs (quinolone resistance-
determining regions) de los genes blancos (gyrA y gyrB, que codifican la subunidad Ay B de
la ADN girasa, respectivamente y parC y parE que codifican la subunidad A y B de la
topoisomerase 1V, respectivamente). Estas mutaciones dan lugar a topoisomerasas con menor
afinidad por las quinolonas que se traducen en un aumento de los valores de CIM de las
fluoroquinolonas.

» Sobreexpresion de bombas de eflujo o las alteraciones de las porinas. Conducen a alteraciones
en la permeabilidad de la membrana, lo que disminuye la penetracion intracelular del
antibiotico y la actividad de transportadores activos enddgenos que provocan la expulsién de
los antimicrobianos desde la membrana celular al medio exterior.

» Laresistencia plasmidica:Estos genes codifican proteinas Qnr que son pentapéptidos repetidos
que pueden bloquear la union de las fluoroquinolonas a la ADN girasa y topoisomerasas 1V de
las bacterias.

» La inactivacion enzimatica de ciertas quinolonas es un mecanismo recientemente descrito. La
variante cr de aac(6”)-1b codifica una enzima aminoglicésido acetiltransferasa, que confiere

sensibilidad reducida a ciprofloxacina por una N-acetilacion de sus amino piperazilin
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» Bombas de expulsion activas de codificacion plasmidica QepA y OgxAB (quinolone-efflux-
pump). Este tipo de bombas causa un aumento moderado en el nivel de resistencia a
norfloxacina y ciprofloxacina, y no afecta de forma significativa al &cido nalidixico, ni al resto

de fluoroquinolonas (Jiménez, Vargas, & Tijerino, 2011).

6.3.2.3.Mecanismos de resistencia en Pseudomonas aeruginosa
6.3.2.3.1. Betalactamasas

P. aeruginosa posee dos clases de - lactamasas: Amp-C y las -lactamasas de espectro extendido
(BLEE). Amp-C, esté codificada en el cromosoma de la bacteria y tiene la capacidad de ser inducida
por los propios - lactamicos, especialmente cefalotina y ampicilina. Cuando esto sucede, hay
resistencia a penicilinas y cefalosporinas (ceftazidime, cefepime); el grado de resistencia, depende del

grado de represién de la Amp-C.

6.3.2.3.2. Bomba de expulsion

P. aeruginosa ya poseia estos complejos enzimaticos. Este complejo Ilamado MexAB- OprM, se
compone de una proteina bomba en la membrana citoplasmatica, una proteina ligadora en el espacio
peripldsmico y un canal de salida en la membrana externa. Tiene la capacidad de expulsar al exterior
de la bacteria y contra un gradiente de concentracién, -lactdmicos, cloranfenicol, quinolonas,

macrdlidos, novobiocina, sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprim.

6.3.2.3.3. Porinas de membrana

OprD es una porina de membrana presente en Pseudomonas aeruginosa. Su papel primitivo es
permitir la captacion pasiva de aminoacidos basicos a través de la membrana externa. Se sabe ademas,
que es capaz de permitir la entrada de carbapenémicos, aunque no de otros betalactdmicos. La afinidad
y la capacidad de difusion de imipenem a través de esta porina es casi 70 veces mas alta que la de
meropenem. El imipenem tiene la capacidad de seleccionar durante el tratamiento cepas que muestran
mutaciones en la porina OprD, que demuestran disminucién de la afinidad y el transporte de este

antibidtico a través de esta proteina.
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6.3.2.3.4. Otros mecanismos

Mecanismos de resistencia menos frecuentemente documentados incluyen la resistencia a

quinolonas asociadas a mutaciones de los sitios blancos. La mutacion de la topoisomerasa tipo 11, sitio

blanco de ciprofloxacina, confiere una resistencia aislada a esta quinolona. Desde el punto de vista

epidemioldgico este mecanismo se considera menos importante, debido a que en el medio hospitalario

el aumento de la resistencia a ciprofloxacina, estd asociado con mayor frecuencia a bombas de

expulsion que tienen como sustrato a este antibidtico (Gémez, Leal, Pérez, & Navarrete, 2005).

6.3.2.4. Mecanismos de resistencia en Acinetobacter baumannii

>

Amp-C: A. baumannii posee una cefalosporinasa tipo AmpC no inducible denominada ADC
(del inglés: Acinetobacter-derived cephalosporinase), siendo éste el mecanismo de resistencia
mas frecuente de esta bacteria a los B-lactamicos.

OXA- 51: cuya expresion basal hidroliza débilmente penicilinas y carbapenémicos; su
sobreexpresion también es mediada por la secuencia de insercién ISAbal en un mecanismo
similar a la AmpC cromosomica.

B-lactamasas de clase A: se encuentran las de amplio espectro relacionadas con resistencia a
penicilinas (TEM-1, TEM-2 y la carbenicilinasa CARB-5), las B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) como VEB-1, PER-1, TEM-92 y CTX-M-2 y las de tipo KPC.
B-lactamasas de clase B o metalo-f- lactamasas: comprenden un grupo de enzimas que no son
inhibidas por el acido clavulanico ni por el tazobactam, pero son sensibles a la inhibicién por
agentes quelantes como el EDTA. De los seis grupos descritos hasta la fecha, cinco han sido
identificados en A. baumannii incluyendo IMP, VIM, SIM, SPM y NDM.

B-lactamasas de clase D u oxacilinasas: son las que se describen con mayor frecuencia en cepas
de A. baumanii, siendo las principales OXA-24, OXA-23, OXA-51 y OXA-58, estas tres
ultimas asociadas con el elemento de insercion ISAbal que aumenta su expresion.

OMPs: (del inglés: outer membrane proteins), que conducen a una disminucién de la
permeabilidad de la membrana, bombas de expulsién que, como su hombre lo indica, expulsan
el antibidtico y alteracion de las proteinas de unién a penicilina o PBPs (del inglés: penicillin

binding protein), cuando son blanco del medicamento.
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» Bomba AdeABC, que puede expulsar p-lactdmicos (incluyendo carbapenémicos),
aminoglicosidos, macrélidos, cloranfenicol, tigeciclina, tetraciclinas, fluoroquinolonas y
trimetoprim.

» También puede presentar resistencia a aminoglucosidos, quinolonas, tetraciclinas,

trimetroprimas, sulfonamidas y cloranfenicol (Vanegas, Roncancio, & Jiménez, 2014)

6.4.Betalactamasas

En las bacterias gram negativas la resistencia a los betalactdmicos estd originada por varios
mecanismos, pero el mas importante, por su frecuencia y eficacia, es la produccion de betalactamasas.
Los genes que codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en plasmidos
y se producen de manera constitutiva o inducible. De todas las betalactamasas descritas hasta el
momento, cabe destacar, por su interés e implicaciones clinicas, las betalactamasas de espectro
extendido (BLEES), las betalactamasas (cefalosporinasas) tipo AmpC y las carbapenemasas. El
incremento de la resistencia mediante la produccion de betalactamasas restringe el empleo de los
antibioticos betalactdmicos como tratamiento empirico en las infecciones ocasionadas por estos

microorganismos (Garcia, Castillo, & Salazar, 2014).

6.4.1. Clasificacion de las betalactamasas
Las betalactamasas se clasifican principalmente atendiendo a dos esquemas: mediante la

clasificacion de Ambler y la clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros.

La clasificacion de Ambler divide las betalactamasas en cuatro clases (A-D). Se basa en la
homologia de las proteinas. Las clases A, C y D son serino-betalactamasas y la clase B son metalo-

betalactamasas.

La clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros también consta de cuatro grupos y diversos subgrupos.
Se basa en las caracteristicas funcionales, teniendo en cuenta distintos criterios como las propiedades
bioquimicas (peso molecular, secuenciacion de nucle6tidos), las propiedades fisicas (punto
isoeléctrico), el espectro de hidrolisis, el espectro de inhibicién, la codificacion (plasmidica o

cromosoOmica), etc. Esta clasificacion es mucho méas importante en el diagnostico microbiolégico de



Caracterizacion fenotipica de bacilos gram negativos resistentes a carbapenemes.
Nicaragua, enero del 2014 - diciembre del 2016.

laboratorio ya que considera los substratos y los inhibidores de las betalactamasas clinicamente
relevantes (Carrillo & Garcia, 2007).

6.4.1.1 Carbapenemasas

Las carbapenemasas representan la familia mas versatil de las B-lactamasas. Tienen la capacidad
de hidrolizar tanto a los carbapenémicos como a otros f-lactamicos. Ademas presentan la caracteristica
de ser resistentes contra la accion de los inhibidores de B-lactamasas disponibles Pueden estar
codificadas en el cromosoma bacteriano o estar presentes en elementos genéticos moéviles. Se ha
propuesto una clasificacion en dos grupos: serino-carbapenemasas que pertenecen a la clase molecular
A o D de Ambler y metalo-B-lactamasas (MBLs) que corresponden a la clase B de Ambler,
denominadas asi por la dependencia de metales como el zinc para su funcionamiento. Estos grupos

difieren en su mecanismo de hidrolisis, el modo de transferencia y la accion de los inhibidores.

6.4.1.1.1. Carbapenemasas tipo serino

6.4.1.1.1.1. Serino-carbapenemasas Clase A

Las serino-carbapenemasas clase A hidrolizan penicilinas, cefalosporinas (en menor grado
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion), monobactdmicos y carbapenémicos. Su actividad
hidrolitica depende del sustrato sobre el que acttan, por ejemplo, SME-3 y KPC-2 hidrolizan mejor el

Imipenem que el Doripenem y son levemente inhibidas por el &cido clavulanico y el tazobactam.

Las carbapenemasas clase A pueden dividirse fenotipicamente en seis diferentes grupos, de los
cuales cuatro grupos estan formados por miembros de las enzimas SME, IMI/NMC-A, KPC y
GES/IBC, que se caracterizan por tener en comun tres motivos altamente conservados esenciales para
su actividad, mientras que SHV-38 y SFC-1 constituyen cada una un grupo diferente. Estas enzimas
usualmente se encuentran presentes en bacterias que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, sin
embargo han sido reportadas en aislamientos de P. putida, P. aeruginosa, A. baumanni, E. cloacae, S.
marcenses y Klebsiella spp., en casos aislados o causantes de pequefios brotes, procedentes de

diferentes partes del mundo.
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Los genes que codifican por las enzimas SME, IMI, NCM, SHV-8 y SFC- 1 se localizan
principalmente en el cromosoma pero existen reportes de aislamientos de K. pneumoniae y P.
aeruginosa que poseen enzimas SME, IMI y NCM presentes en plasmidos. Los genes blaGES residen
en cassettes genéticos principalmente dentro de integrones de clase 1, mientrasque los genes blakPC
y blalMI-2 estan flanqueados por transposones ubicados dentro de plasmidos.

6.4.1.1.1.2. Serino-carbapenemasas clase D

Las oxaciclinasas se ubican dentro del grupo 2df de Bush descritas en 1980. Se caracterizan
por su capacidad de hidrolizar cloxacilina y oxacilina (de ahi su nombre “oxacillinhidrolizing”),
carbapenémicos, no hidrolizan cefalosporinas de espectro extendido ni aztreonam (a excepcion de

OXA 27) y en general son inhibidas por el &cido clavulanico (menos OXA 23 que es resistente).

Aunque se ha descrito que la hidrolisis a los carbapenémicos es débil, se incrementa si otros
mecanismos de resistencia como bombas de eflujo, alteraciones en las porinas o modificaciones en el

sitio blanco estan presentes.

Las betalactamasas tipo OXA se detectan principalmente en A. baumannii, habitualmente dentro
de integrones situados en plasmidos o transposones, aunque ciertos casos se han asociado a secuencias
de insercion. Sin embargo, también se han hallado mas raramente en K. pneumoniae, E. coli, P.
mirabilis, P. aeruginosa y otras especies proximas como Aeromonas spp. En el caso de P. mirabilis

las cepas aisladas en Francia describen la produccion de OXA-23 a partir de un gen cromosémico.

6.4.1.1.2. Carbapenemasas tipo Metalo (Clase B)
Este es quiza el grupo mas relevante de carbapenemasas debido tanto a su diversificacién estructural

como a su diseminacion practicamente mundial y en diferentes especies bacterianas.

Son enzimas que tipicamente hidrolizan todos los B-lactdmicos excepto monobactdmicos y son
inhibidas por quelantes de iones metalicos tales como EDTA, &cido dipicolinico o 1,10-c
phenantrolina, pertenecen al grupo 3a y 3b en la clasificacion de Bush. Los genes MBLs pueden ser
transportados en cassettes dentro de integrones, transposones, plasmidos, elementos denominados

regiones comunes (CRs) que pueden o no ser transferibles, o estar insertos en el cromosoma, lo que le
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confiere a especies como S. maltophilia resistencia intrinseca a los carbapenémicos. La adquisicion de
estos genes potencialmente puede conferir resistencia a un amplio espectro de antibidticos -
lactamicos y en algunas ocasiones pueden estar asociados con genes que confieren resistencia a
aminoglicosidos, por lo que se pueden identificar bacterias con un fenotipo de resistencia a f3-

lactamicos y aminoglicésidos.

Dentro de las MBLs se distinguen ocho grupos: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, AIM, DIM y
KHM.14 Las més importantes incluyen las familias VIM, IMP y SPM-1 las cuales han sido detectadas
en cepas de P. aeruginosa, miembros de la familia Enterobacteriaceae y A. baumanni. Es importante
recalcar que existen reportes que indican que el Doripenem es estable ante la hidrélisis de B-lactamasas
de espectro extendido y que es de 5 a 150 veces menos hidrolizado que el Imipenem por las enzimas
IMP-1y VIM-2. En el caso de SPM-1, esta enzima hidroliza el Meropenem y Doripenem cuatro veces
mas que al Imipenem (Moreno, 2013).

6.5.Métodos fenotipicos para la identificacion de Carbapenemasas
6.5.1. Test de Hodge Modificado

Este test consiste en demostrar el crecimiento de una bacteria susceptible a carbapenémicos
alrededor de otra sospechosa de producir carbapenemasas por la difusién de ésta al medio de cultivo
en el cual se ha colocado un disco con una concentracion estandarizada de alguno de los
carbapenémicos. Si bien la sensibilidad de este test es buena, presenta falsos positivos en casos de altas
prevalencias de enzimas tipo BLEE o AmpC con hiperproduccion (De la Lastra, Ulloa, Pinto, Vidal,
& Silva, 2010).

Si se observa una invaginacion del halo de inhibicién alrededor de la cepa probada, la cepa
sospechosa sera productora de carbapenemasa. Si se encuentra un halo completo, la prueba puede ser

considerada negativa (Duarte & Mufioz, 2012).

6.5.2. Inhibicion por EDTA
El disco de EDTA, es empleado en la deteccidn fenotipica de Metalo-p-lactamasa (MBLS), por el

método de triple disco, el cual consiste en colocar, sobre una placa de agar Mueller-Hinton inoculado
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con la cepa problema, un disco que contiene un agente quelante (EDTA, SMA, &cido dipicolinico o
acido 2-mercaptopropionico) rodeado por un disco de imipenem (10ug) y otro de meropenem (10pg).
Esta prueba es positiva si se observa un aumento del halo de inhibicion o la presencia de una zona de
inhibicidn entre el imipenem y/o el meropenem vy el agente quelante. Machado (Ortiz, Rodriguez, &
Urbina, 2015).

6.5.3. Inhibicion por APB

Se utilizan para la deteccidn 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, Serratiaspp...) porque el acido borénico 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 (Pena, 2016).
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7. DISENO METODOLOGICO

Area de estudio:
El estudio se llevé a cabo en el laboratorio de Bacteriologia en el CNDR, ubicado en Managua, al

cual se remiten las cepas con diversos mecanismos de resistencia.

Tipo de estudio:

Descriptivo, retro-prospectivo de corte transversal, en el cual se realizo la identificacion fenotipica
de bacilos Gram negativos resistentes a carbapenemes remitidas al CNDR, procedentes de 17 laboratorios
pertenecientes a la Red nicaragliense de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, desde enero
2014 a diciembre 2016.

Universo:
575 cepas de bacilos Gram negativos remitidas de los diferentes laboratorios de la Red nicaragiiense

para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, con resistencia a los carbapenems.

Muestra:

195 cepas resistentes a carbapenemes, remitidas al CNDR por los siguientes laboratorios:
Hospital Roberto Calderon (HRC)

Hospital Manuel de Jesus Rivera, La Mascota (HMJR)
Hospital Aleméan Nicaraglense (HAN)

Hospital Bertha Calderon (HBC)

Hospital Lenin Fonseca (HLF)

Hospital Solidaridad (HSOL)

Centro de Salud Socrates Flores (CSSF)

Centro de Salud Villa Venezuela (CSVV)

Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales (HEODRA)

* Hospital Aldo Chavarria (HACH)

Centro de Salud Ticuantepe (CST)

MID Boaco (MIDBOAC)

Hospital Masaya (HMAS)

AN U N N U N N N W N N
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v Hospital San Juan de Dios (SJDD)
v Hospital Humberto Alvarado (HUA)
v Hospital de Granada
v Hospital Espafia Chinandega.
* Este no manda las cepas, pero si las muestras, de las cuales se aislaron las cepas incluidas en el
estudio.
Muestreo:

No probabilistico, por conveniencia.

Criterios de inclusion:
v Cepas de Bacilos Gram Negativos
v Cepas que se remitieron al CNDR con halos < 21 mm a Imipenem.
v" Cepas recibidas en el CNDR entre enero del 2014 y Diciembre del 2016.

v Cepas que no produzcan carbapenemasas de forma natural.

Criterios de exclusion:
v’ Cepas que no sean de Bacilos Gram Negativos
v Cepas que se remitieron al CNDR con halos mayores de >22 mm a Imipenem.
v Cepas recibidas fuera del periodo de estudio.

v’ Cepas que produzcan carbapenemasas de forma natural.

Procesamiento y Analisis:

La identificacion del microorganismo (género y especie) y su caracterizacion fenotipica del perfil
de susceptibilidad para las cepas del 2014 y 2015, se realiz6 por la revision de los cuadernos de registro
en el area de Bacteriologia del CNDR para lo que se llend una ficha de recoleccion de datos (ver anexo
18); y para las del 2016 se les realizé las pruebas bioquimicas necesarias, antibiogramas, sinergismo y
THT. Se utilizo esta técnica mixta con el objetivo de abarcar una mayor cantidad de cepas y para poder

ampliar el periodo de estudio.

Se realiz6 una base de datos en Microsoft Office Excel 2013/2016, en la cual se registraron todos

los datos que se creian importantes para la investigacion.
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Las graficas fueron obtenidas mediante el analisis de datos con el programa Excel 2013.

Recuperacion del microorganismo:

>
>
>
>

>

Tomar tres asadas del caldo leche que contienen las cepas en estudio y las cepas controles.
Sembrar la muestra por agotamiento de estrias, en Agar McConkey.

Incubar de 16 - 24 horas a 37°C.

Tomar una unidad formadora de colonias (UFC) y se realizar una estria en Agar Tripticasa
de Soya.

Incubar de 16 - 24 horas a 370C.

Identificacion bacteriana:

v

Realizaron las pruebas bioquimicas para la identificacion, segin el Manual de
Procedimientos de Bacteriologia del MINSA 2004 (ver anexos 9, 10 y 11).

Perfil de susceptibilidad (Kirby-Bauer)

v

Preparar una suspension con solucion salina (0.85%) estéril con una densidad Optica de 0.5
McFarland del indculo en tubos de ensayo, utilizando un densitémetro.

Sumergir un hisopo estéril en la suspensién preparada y escurrirlo en las paredes internas
del tubo para retirar el excedente de suspension.

Sembrar por el método del rayado tri-direccional en agar Mueller-Hinton (MH).

Colocar los sensidiscos de manera estratégica para la deteccién de los mecanismos de
resistencia (ver anexos 12, 13y 14).

Incubar a 37°C durante 24 horas.

Realizar la lectura de los halos con un caliper, segin las normas CLSI 2014, 2015 y 2016
(ver anexos 15, 16 y 17).

Preparacion de los discos de EDTA

v Agregar 10 pl del EDTA [0.1 pmol] a un disco de papel filtro en blanco.

Preparacion de los discos de APB

v" Aundisco de papel filtro en blanco, agregar 10 ul APB con una concentracion de 300ul/ml.
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Clasificacion de carbapenemasas mediante el uso de inhibidores:

v
v

Inocular una placa de agar Muller-Hinton, por el método de Kirby Bauer.

Colocar los discos de la siguiente manera: IMI — EDTA — MEM para la identificacion de
Metalobetalactamasas; y discos de IMI- APB — MEM para la deteccion de carbapenemasas
tipo KPC, con una distancia de 15mm entre cada centro de los discos (Ver anexos 12, 13,
14).

Incubar a 37° C, por 24 horas.

Testar CAZ — EDTA, en los casos de las cepas de P. aeruginosa con sinergia negativa

sospechosa de métalo betalactamasas.

Test de Hodge Triton (Segun Pasteran et al., 2016)

v

v
v
v

<

Agregar 50 ul de Triton en una placa de Agar MH.

Extender sobre el plato por el método tri-direccional.

Dejar reposar durante 2 minutos.

Inocular la suspensiéon de E. coli ATCC 25922 (preparada con anterioridad, a 0.5 Mc
Farland), sobre la superficie del plato por el método de rayado anteriormente mencionado.
Colocar el disco de MEM (30 pg) en el centro del plato.

Usando un hisopo estéril, tomar una porcién de las cepas a estudiar (control positivo, control
negativo o cepas en estudio).

Realizar una estria recta desde el disco hacia la periferia del plato.

Incubar a 37° C por 24 horas.
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8. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Subvariable Indicador Valores Criterios
Enterobacterias Positiva
Agente Identificacion bigéﬂ?rz?zas No Negia\t-lva
etiologico bacteriana Positiva
para gram (-) fermentadores
(A. baumanii, P. .
aeruginosa) Negativa
Resistente
Ampicilina Intermedio
Sensible
Resistente
Piperacilina Intermedio
Sensible
Resistente
Amoxicilinina Intermedio
— clavulanico Sensible
Resistente
Cefepime Intermedio
Sensible
_ Resistente
Perfil de Antibiograma ~ Cefotaxima Intermedio Puntos de
suceptibilidad a . Sensible corte segun
antimicrobianos ETEE LR : CLSI
Resistente
Ceftriaxona Intermedio
Sensible
Resistente
Cefoxitin Intermedio
Sensible
Resistente
Cefuroxima Intermedio
(parenteral) Sensible
Resistente
Ceftazidime Intermedio
Sensible
Resistente
Cefuroxima Intermedio
(oral)

Sensible
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Cefaclor

Aztreonam

Doripenem

Ertapenem

Imipenem

Meropenem

Gentamicina

Amikacina

Tetraciclina

Ciprofloxacina

Levofloxacina

Acido
nalidixico

Trimetroprim
sulfametoxazol

Resistente
Intermedio
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9. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Grafico 1: Frecuencia de Enterobacterias resistentes a carbapenemes, remitidas por Red
Nicaraguense para la Vigilancia de la Resistencia los Antimicrobianos, segln género y especie;
CNDR, enero 2014 — diciembre 2016.
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Fuente: Tabla del anexo 1.

Como se demuestra en este grafico, los agentes etioldgicos encontrados en nuestra investigacion
fueron: K. pneumoniae con 45 aislamientos (69%), E. cloacae 8(12%), E. coli 5 (8%), P. mirabilis, 2
(3%) y P. stuartii, P. vulgaris y E. fergusonii con 1 (2%) cada uno.

Gordillo, et al., Guatemala (2011-2012), en el Hospital Roosevelt determinaron la presencia
Enterobacterias portadoras de BLEE y carbapenemasas, en el que K. pneumoniae presentd una
frecuencia del 1.2% de las cepas, mientras que E. coli y E. cloacae tienen porcentajes mas bajos, 0,1%
y 0.5% respectivamente. En otro estudio Tato M, et al. determinaron la epidemiologia clonal y
plasmidica en el primer brote de infeccion por Enterobacteriaceae que involucra MBL VIM-1, (2005,
2006), en Espafia, en el cual encontraron que de 28 aislamientos estudiados (100%), K. pneumoniae
fue el agente etiologico mas frecuente con 50%, seguido de E. cloacae con 43%, E. coli y K. oxytoca

4% cada uno.
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Oliveros, et al. en Medellin, Colombia (enero 2010-diciembre 2013), en su estudio de bacteremias
causadas por Enterobacterias resistentes a carbapenemes reporta que en 64 casos estudiados, los
microorganismos mas frecuentes fueron K. pneumoniae, S. marcescens y Enterobacter spp. (64%,

20% y 11% respectivamente).

Los resultados de nuestro estudio concuerdan con los datos reportados por Gordillo, et al., Tato M,
et al. y Oliveros, et al.; e indican que el microorganismo involucrado con mas frecuentemente en las
infecciones asociadas a la atencion de la salud es K. pneumoniae. En cuanto al segundo
microorganismo mas frecuentemente aislado, nuestro estudio difiere de los resultados de Gordillo, et
al., y Oliveros, et al., quienes reportan respectivamente que E. coli y S. marcences son mas frecuentes

que E. cloacae.

El alto porcentaje de K. pneumoniae encontrados, son de gran interés, ya que dentro del grupo de
las enterobacterias, es uno de los agentes etioldgicos mas importantes a nivel hospitalario, debido a
su elevada resistencia a los antimicrobianos y alto nimero de aislamientos en diferentes tipos de
muestras procedentes de infecciones, tales como heridas quirdrgicas, vias urinarias, aparato
respiratorio y septicemias. Su importancia como agente causal de IAAS radica en la facil adaptacién
de éste microorganismo al ambiente hospitalario y su sobrevivencia prolongada en superficies y manos
del personal de salud, debido a su capsula, la cual le permite resistir a la desecacion y a sobrevivir en

la piel; esto explica la facil diseminacién entre personas, asi como entre salas de un mismo hospital.
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Gréfico 2: Frecuencia de las cepas resistentes a los carbapenemes pertenecientes al grupo de
bacilos Gram negativos no fermentadores, segun su género y especie, procedentes de los
laboratorios que pertenecen a la Red Nicaragiiense para la Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos, INIS-MINSA, enero 2014 - diciembre 2016.
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En nuestro estudio, de 130 muestras analizadas, A. baumannii fué el agente mas frecuente con 68
aislamientos (62%), seguido de P. aeruginosa con 62 aislamientos (47,7%).

Bricefio, et al., mediante la actualizacion de la resistencia a antimicrobianos de bacilos Gram
negativos aislados en hospitales de nivel 111 de Colombia en los afios 2006-2008, obtuvieron que en
las salas generales se obtuvo frecuencia de 7% para P. aeruginosa y de 1% de A. baumannii; de manera
similar en las salas de cuidados intensivos se obtuvo 9% de frecuencia de P. aeruginosa y 3% de A.
baumannii; estos resultados a partir de la totalidad de los aislamientos de Gram negativos. Hernandez-
GOmez, et al., mediante la evaluacion de la evolucion de la resistencia microbiana de bacilos Gram
negativos en unidades de cuidados intensivos (enero 2019 — diciembre 2012) en Colombia, en donde
de 24.203 bacilos Gram negativos aislados, el 15% correspondié P. aeruginosa y solo el 6% a A.

baumannii.
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Por lo tanto, nuestros resultados no concuerdan con los obtenidos por Bricefio, et al. y Hernandez-
Gobmez, et al., debido a que indican que P. aeruginosa presenta mayor frecuencia que A. baumannii

en la totalidad de los aislamientos.

Los bacilos gram negativos no fermentadores siempre han demostrado una alta incidencia en
infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS) en pacientes con distintos tipos de
procedimientos invasivos, deficiencias inmunoldgicas y con una larga estancia intrahospitalaria; lo que
podria explicar el hallazgo de un porcentaje muy alto de éstos en nuestro estudio. Debido a las altas
tasas de resistencia que presentan a los antimicrobianos, al aumento creciente de sus aislamientos, la
facilidad de adaptacion al ambiente hospitalario y los innumerables objetos inanimados que pueden
ser reservorios de éstos microorganismos (equipos médicos, sistemas de ventilacion, camas, soluciones
de limpieza, desinfectantes, etc), es que deben ser permanentemente vigilados, y adoptar medidas de
prevencion, como prioridad, sobre aquellas medidas de tipo terapéutico.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada dia, las IAAS provocan la prolongacion
de las estancias hospitalarias, discapacidad a largo plazo, una mayor resistencia de los
microorganismos a los antimicrobianos, enormes costos adicionales para los sistemas de salud,

elevados costos para los pacientes y sus familias, y muertes innecesarias.

A. baumannii es, en el grupo de bacilos gram negativos no fermentadores, el agente etioldgico
que mas se asocia a infecciones hospitalarias. Debido a su gran nivel de supervivencia en el ambiente
intrahospitalario y la facil adaptacion a éste, la capacidad de sobrevivir en superficies himedas o secas,
la resistencia a desecacién y el débil cumplimiento de medidas preventivas la diseminacion de
microorganismos; éste realiza una compleja dindmica dentro del &rea hospitalaria, lo que le permite
migrar de una sala otra, exponiéndose a diferentes pacientes a los que se les aplican distintos tipos de
tratamientos antimicrobianos, lo que contribuye al desarrollo de mecanismos de resistencia, o al
intercambio de material genético con otras bacterias dentro del mismo ambiente, que pueden poseer

mecanismos de resistencia adquiridos.
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Gréfico 3: Perfil de susceptibilidad de las enterobacterias resistentes a carbapenemes remitidas
por parte Red Nicaraguense para la Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos al CNDR,

Nicaragua, enero del 2014 - diciembre del 2016.
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Fuente: Tabla del anexo 3.

Las infecciones por enterobacterias resistentes a carbapenemes o productoras de carbapenemasas
han emergido como un importante desafio en todo el mundo. Nuestro estudio describe que las 65 cepas
de enterobacterias que fueron analizadas, muestran elevados niveles de resistencia en la mayoria de
las familias de antibioticos. En B-lactdmicos, las 65 (100%) cepas fueron resistentes a ampicilina
(AMP), ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO), cefepime (FEP), cefaclor (CEC), cefalotina (CEF),
Cefoxitina (FOX), amoxicilina-clavulanico (AMC), meropenem (MEM), imipenem (IMP) y
piperacilina—tazobactam (TZP). Con respecto a las fluoroquinolonas, 59 (91%) fueron resistentes a
acido nalidixico (NAL), 52 (80%) a ciprofloxacina (CIP) y 50 (77%) a levofloxacina (LEV). En el
caso de trimetroprim-sulfametoxazol (STX) 59 cepas (91%) fueron resistentes. Al evaluar la familia
de los aminoglucosidos, encontramos que gentamicina (GEN) present6 59 cepas (89%) con resistencia.
El Gnico antibiotico sensible para estas cepas fue colistina (COL), con 61 aislamientos (94%) (donde

el 6% restante corresponde a 4 cepas que poseen resistencia natural a este antibidtico). Cloranfenicol
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(CHL) obtuvo 9 aislamientos (14%) sensibles. nitrofurantoina (NIT) se obtuvo 2 cepas (100%) que
presentaron sensibilidad (estas fueron las Unicas testadas con este antibiotico, porque provenian de
orina).

De la Lastraet al., en abril-septiembre 2010 realizo la deteccion de serino-carbapenemasas de clase
Ay otros mecanismos de resistencia enzimatica a B-lactmicos en cepas de Enterobacterias con
susceptibilidad disminuida a carbapenems, de pacientes de un hospital universitario de Santiago, Chile,
se analizaron 23 cepas (100%). Melgarejo, et al., analiz6 76 cepas de enterobacterias resistentes a
carbapenemes por produccion de KPC, aisladas en hospitales de Asuncién y Departamento Central en
el 2013, Paraguay, en el cual se presentaron altos porcentajes de resistencia a B-lactdmicos,
aminoglucoésidos, fluoroquinolonas y STX. Nuestro estudio, de manera similar, demostrd que las cepas
analizadas también presentaron multirresistencia, lo que practicamente deja sin opciones terapéuticas

aplicables.

Las cepas estudiadas se clasifican como extremadamente resistentes debido a que presentaron altos
porcentajes de resistencia a los antimicrobianos; este tipo de cepas de dejan pocas opciones
terapéuticas para el manejo de pacientes que sufren infecciones por las mismas. El uso incorrecto de
antibioticos, inadecuadas medidas asépticas al momento de contacto con los pacientes, falta de
vigilancia y control de la dosificacion en los pacientes hospitalizados, deficientes medidas para evitar
la diseminacién de microorganismos, son algunas de las causas que contribuyen al aumento de
resistencia antimicrobiana, lo que conlleva a un problema de salud pablica a nivel nacional, ya que se

traduce en el aumento de la morbi — mortalidad por infecciones causadas por estos microorganismos.
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Gréfico 4: Perfil de susceptibilidad de Pseudomonas aeruginosa remitidas por la Red
Nicaraguense para la Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos al CNDR, Nicaragua,
Enero del 2014 - Diciembre del 2016.
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El perfil de susceptibilidad de las 62 (100%) cepas de P. aeruginosa, limité draméaticamente las
opciones terapéuticas, ya que encontramos un elevado porcentaje de resistencia en la familia de los
betalactamicos: 62 (100%) AMC, 57 (92%) CAZ y FEP, 60 (97%), MEM, 59 (90%) IMP, 31 (50%)
ATM, 53 cepas (85%) piperacilina (PIP), 24 (39%) TZP; este ultimo betalactamico presenta 19% de
sensibilidad absoluta y 42% de sensibilidad disminuida, esto es caracteristico en cepas productoras de
métalo betalactamasas con fenotipo puro. En el caso de los aminoglucésidos, 53 cepas (86%)
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presentaron resistencia a GEN. En las fluoroguinolonas, 52 (84%) fueron resistentes CIP. Con

respecto a los polipéptidos, las 62 cepas (100%) presentaron sensibilidad a COL.

En un estudio realizado por Sanchez, Salso, Culebra y Picazo en el que analizaron la resistencia a
carbapenemes por métalo enzimas en 133 aislamientos de P. aeruginosa, obtuvieron que el 100% de
las cepas tuvieron resistencia a por lo menos a uno de los carbapenémicos, el 1.7% fue resistente a
gentamicina, otro 58.6% fue sensible a PIP; de 67 cepas resistentes a PIP, el 21.2% eran sensibles a la
TZP y el 52,6% presento resistencia a ATM.

Los resultados de nuestro estudio concuerdan con los obtenidos por Sanchez et al., ya que ambos
revelan un alto porcentaje de resistencia a carbapenemes. Como podemos observar en el grafico, el
incremento de la resistencia antimicrobiana posiblemente se deba al uso irracional de los
antimicrobianos, lo que viene a limitar los esquemas terapéuticos para las infecciones asociadas a la
atencion de la salud, aumento en la morbimortalidad, estancia hospitalaria y el incremento en los costos

de atencion.

La importancia de Pseudomonas aeruginosa radica en que es resistente, tanto de manera natural
como adquirida, a un gran numero de antibioticos, como cefalosporinas de primera y segunda
generacion, tetraciclinas, cloranfenicol y macrdélidos. Esto se debe a las caracteristicas de su membrana
celular que tiene propiedades excepcionales de impermeabilidad. La resistencia a los antimicrobianos
usualmente activos sucede en el medio hospitalario. Las cepas pueden transmitirse entre ellas el
material genético que media la resistencia, incluso a partir de otras bacterias Gram negativas como las
enterobacterias. Otro factor preocupante es la capacidad de P. aeruginosa de tornarse resistente en el
curso del tratamiento antibiético. Los mismos antibiéticos son capaces de inducir los mecanismos de

resistencia (Gomez, Leal, Pérez, & Navarrete, 2005).
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Gréfico 5: Perfil de susceptibilidad en las cepas de Acinetobacter baumannii remitidas por parte
Red Nicaraguense para la Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos al INIS, Nicaragua,
Enero del 2014 - Diciembre del 2016.
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Fuente: Tabla del anexo 5.

Las 68 (100%) cepas de A. baumannii estudiadas, presentaron resistencia a AMC y a PIP, 67
(99%) a TZP, 65 (96%) CAZ e IMP, 66 (97%) MEM y FEP, y 44 (65%) ampicilina - sulbactam (SAM).
En el caso de los aminoglucosidos, 60 cepas (88%) presentaron resistencia a GEN, mientras que la
resistencia a CIP se detectd en las 68 cepas (100%), con respecto a SXT 67 cepas (99%) fueron

resistentes; minociclina (MNO) 62 cepas (91%) presentaron sensibilidad.

En un estudio realizado por Chavez, et al. en el que determinaron los patrones de resistencias a
antibidticos de A. baumannii en un hospital de Colombia (2009-2010), donde se recuperaron 52
aislamientos, de los cuales el 100% presentd resistencia a GEN, AMK, tobramicina, STX, FEP, CAZ,
IMP, y ticarcilina/clavulanato, mientras que la resistencia fue de 98% a CIP, 90% a LV X, 94% a SAM
y 96% a MEM.
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En otro estudio sobre identificacion y caracterizacion de genes de carbapenemasas en aislamientos
clinicos de Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenemes en un hospital de Tailandia por
Santimaleeworagun et al., encontraron cepas totalmente resistentes a CAZ, IMP y MEM usando el
ensayo de difusién en disco y la mayoria de los aislamientos fueron resistentes a CIP, GEN, amikacina
(AMK), y cefoperazona/Sulbactam (95%, 93%, 91% y 95%, respectivamente).

Los resultados obtenidos por Chéavez et al. y Santimaleeworagun et al., concuerdan con los de
nuestra investigacion, debido que ambos presentaron una elevada resistencia a todos los
antimicrobianos testados, excepto MNO. Este perfil fenotipico de A. baumannii, al igual que el resto
de los aislamientos incluidos en este estudio, son clasificados como cepas Extremadamente Resistentes
(XDR) por sus siglas en inglés, estas cepas con este tipo de resistencia dejan disminuyen
dramaticamente las alternativas antimicrobianas para tratar las infecciones asociadas a la atencion de

la salud.

La resistencia a antimicrobianos entre las distintas especies de Acinetobacter se ha incrementado
de manera sustancial en la Gltima década. Su capacidad para adquirir resistencia a maultiples
antimicrobianos puede deberse a la relativa impermeabilidad de su membrana externa y a la exposicion

ambiental a un gran reservorio de genes de resistencia (Hernandez, Garcia, Yague, & Gomez, s.f.).

Acinetobacter baumannii es un agente patégeno oportunista asociado con graves infecciones intra-
hospitalarias, las cuales a menudo son tratadas con carbapenémicos como Unica alternativa terapéutica.
Sin embargo, se han observado aislados clinicos con disminucion de susceptibilidad o resistencia a
carbapenémicos (Ikonomidis, y otros, 2010) mas cominmente causadas por betalactamasas, tales
como carbapenemasas; que se encuentran codificadas en elementos moviles como plasmidos,

integrones 0 tramposones.
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Gréfico 6: Clasificacion de las carbapenemasas, segun la presencia o ausencia de inhibicién
utilizando EDTA o APB, en cepas remitidas por parte Red Nicaraguense para la Vigilancia de

la Resistencia a los Antimicrobianos al INIS, Nicaragua, Enero del 2014 - Diciembre del 2016.
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Fuente: Tabla del anexo 6.

Se les realizo6 la prueba de sinergismo con EDTA y APB a las cepas en estudio para identificar
presencia de carbapenemasas, el 72% (140/195) de las cepas remitidas presentaron inhibicién con
EDTA indicando la produccion de carbapenemasas de tipo Metalo; 9 (5%) presentaron sinergismo con
APB, lo que indica la posible presencia de enzimas tipo serina. Las 46 cepas restantes (23%) no
presentaron sinergia con ninguno de los inhibidores, lo que nos revela que ese porcentaje de cepas

probablemente producen carbapenemasas de tipo OXA u otro mecanismo de resistencia.

En un estudio realizado por Torres Espin en Quito, Ecuador, en el cual determinaron las
caracteristicas fenotipicas de carbapenemasas en el Hospital Pediatrico Baca Ortiz en el afio 2013;
concluyeron que el 61% de las cepas estudiadas presentaron resistencia mediada por KPC; lo cual
difiere a los resultados de nuestra investigacion, ya que en nuestros resultados, el mayor porcentaje de
carbapenemasas corresponde a las enzimas de tipo metalo, mientras que la resistencia mediada por

enzimas de tipo serina, se detectaron en menor porcentaje

Segun los datos obtenidos en nuestra investigacién, el tipo de carbapenemasas que mas ha circulado

a nivel hospitalario durante el periodo de estudio son las métalo enzimas.
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El elevado porcentaje de carbapenemasas del tipo metalo en nuestro pais es de suma importancia,
ya que estudios revelan que en otros paises de la region, circula méas cepas con enzimas de tipo KPC,
sobre todo en cepas de enterobacterias, contrario a lo que encontramos en nuestro estudio, en el que

las de tipo metalo fueron las que predominaron.

Segun Marcelo Galas, del Instituto de Referencia de Malbran, Argentina, es complicada conocer la
razon de la alta prevalencia de metalo enzimas en Nicaragua, ya que muchas veces no depende del tipo
de mecanismo que maés se presente, si no del tipo de clon en la que se encuentre y la facilidad que
tenga de diseminarlo. Si la metalo enzima lleg6 a Nicaragua en un clon exitoso, entonces quizas ese
sea un factor intermitente por el cual se hayan diseminado. Por ejemplo, Campos et al., En Colombia,
durante el 2015 estudiaron brotes de K. pneumoniae y la gran relacion de cepas productoras de KPC
con el clon ST258.

En Argentina, KPC entr6 en otro clon, para el 2006 y hubo casos esporadicos durante afios, sin

embargo, aparecié KPC en el clon ST258 en el 2010 y se diseminé de forma veloz.
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Gréfica 7: Clasificacion de las carbapenemasas segun el tipo de microorganismo, utilizando
EDTA o APB, en cepas remitidas por parte Red Nicaraglense para la Vigilancia de la

Resistencia a los Antimicrobianos al INIS, Nicaragua, Enero del 2014 - Diciembre del 2016.
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Fuente: Tabla del anexo 7.

De las 68 cepas estudiadas de A. baumannii (100%), 41 (60%) no presentaron sinergia con ninguno
de las inhibidores, lo que indica la posible produccion de carbapenemasas tipo OXAs u otro tipo de
mecanismo de resistencia (impermeabilidad méas E- flujo o BLEE mas impermeabilidad), y las
restantes 27 (40%) fueron productoras de Métalo-betalactamasas, por presentar sinergia con EDTA.

En las 62 (100%) de P. aeruginosa, 57 (92%) presentaron inhibicion con EDTA, indicando la
produccion de carbapenemasas del tipo metalo y las 5 restantes (8%) no presentd sinergia con los
inhibidores, lo que sugiere la produccion de enzimas tipo OXAs, impermeabilidad més E- flujo o un

fenotipo puro de impermeabilidad.

De las 65 cepas de enterobacterias (100%), 56 de las cepas (86%) presentaron sinergia con EDTA
y tan solo 9 (14%) con APB.
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A diferencia de nuestros resultados en A. baumannii, un estudio realizado por Santimaleeworagun,
et al. en el cual realizd la identificacion y caracterizacion de genes en aislamientos clinicos de
Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenems de un hospital general en Tailandia; determinaron
que el 100% de las cepas en estudio (43 cepas de la bacteria anteriormente mencionada) tenian
resistencia mediada por enzimas codificadas por los genes blaoxa- 23 y blaoxa-s0. Ademas, en otro
estudio realizado en Espafia por Ruiz, Marti, Fernandez, Pascual y Vila durante el afio 2007, se
concluy6é que hay una gran prevalencia de oxacilinasas con actividad contra carbapenems en A.
baumannii, y la concomitante expresion de dos tipos de carbapenemasas (OXA-51-like y cualquier
OXA-40-like or OXA-58- like).

En el caso de P. aeruginosa, los resultados obtenidos se asemejan con los de Duarte et al., en donde

el 79.1% de las 43 cepas productoras de carbapenemasas presento sinergia para MBL.

En la investigacion de Saavedra, Duarte, Gonzales y Realpe, en la cual caracterizaron aislamientos
de Pseudomonas aeruginosa productores de carbapenemasas de siete departamentos de Colombia, el
79,1 % de las cepas productoras de carbapenemasas presento sinergia con MBL.

Nuestros resultados difieren de los obtenidos por Ortiz et al., realizado en el Hospital Antonio
Lenin Fonseca durante el 2015, difieren un poco con los resultados obtenidos en este estudio, ya que
en su investigacion el 100% de las enterobacterias resistentes a carbapenems (13 cepas) resultaron
positivos a la sinergia con EDTA. Por otro lado, difiere del estudio de Gomez Jaramillo en el que
determinaba la presencia de carbapenemasas en enterobacterias de muestras recolectadas de nueve
hospitales de Quito, de Mayo del 2009 a Noviembre del 2010, ya que el 100% de los aislamientos
productores de carbapenemasas presenté sinergia con APB.

La produccion de carbapenemasas es el mecanismo de resistencia mayormente involucrado en el
hallazgo de bacterias multirresistentes (MDR) o XDR; y el alto porcentaje de cepas productoras de
carbapenemasas encontradas en nuestro estudio, demuestra que son un desafio para el personal medico,
por las pocas alternativas que estas enzimas dejan como opciones terapéutica; convirtiéndose asi, en

uno de los problemas mas urgentes para la prevencion, control y vigilancia de la infecciones

intrahospitalarias.
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Gréfico 8: Produccion de carbapenemasas segun método de Hodge modificado mas tritdn,
aplicado a cepas remitidas por parte Red Nicaraglense para la Vigilancia de la Resistencia a los

Antimicrobianos al INIS, Nicaragua, Enero del 2014 - Diciembre del 2016.
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Fuente: Tabla del anexo 8.

En el Test de Hodge Triton, de las 140 cepas (100%) que presentaron sinergia con EDTA, las 140
(100%) resultaron positivas para este test, corroborando la presencia de carbapenemasas; De las 9
(100%) cepas con posible produccién de enzimas tipo serina, 8 (89%) fueron positivas, lo cual indica
también la produccion de carbapenemasas, y 1 (11%) resulté negativa, lo que sugiere que esta cepa
presento resistencia a carbapenemes mediadas por enzimas tipo AMP-C (ya gque estas enzimas también
son inhibidas con APB) combinado con otros mecanismo de resistencia (impermeabilidad mas E-
flujo). De las 46 cepas (100%) que habian sido catalogadas como posibles OXAs, 37 (80%) resultaron
positivo al test de Hodge, sin embargo 9 (20%) fueron negativas, lo que sugiere que estas Gltimas
porcentaje de cepas resistentes a carbapenémicos también poseen otros mecanismos de resistencia

combinados, pero no carbapenemasas; esto explica la ausencia de inhibicion con EDTA y APB.

Nuestro estudio difiere de la investigacion de Ling Toledo durante la caracterizacién fenotipica y
genotipica de cepas de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa KPC en una institucion
de salud del estado Zulia durante el afio 2009, en la que el total de cepas estudiadas 158 (25%) fueron

>[w <



Caracterizacion fenotipica de bacilos gram negativos resistentes a carbapenemes.
Nicaragua, enero del 2014 - diciembre del 2016.

resistentes a los carbapenemes y de estas el 100% resultaron productoras de carbapenemasas segun el

Hodge modificado.

Los resultados de nuestro estudio tambiéen difieren del estudio de Le et al., 2010, donde todas las
cepas sospechosas de produccion de carbapenemasa que fueron confirmadas mediante el HMT fueron
positivas, lo que indica que ellos no encontraron mecanismos de resistencia a carbapenémicos, que no

fueran carbapenemasas.

Un informe médico realizado por Ornelas et al.,, donde valoraron la utilidad del sistema
automatizado Vitek 2® Compact y los métodos fenotipicos para la deteccion de carbapenemasas tipo
KPC, mencionan un aislamiento positivo con APB, pero present6 un gen codificador de KPC. El
aislamiento era un Citrobacter freundii que se caracteriza por ser productor natural de AmpC y se
conoce el APB es un inhibidor importante tanto de KPC como de AmpC y puede producirse sinergia
en estos casos; esto respalda la hipdtesis de que la cepa de A. baumannii que resulté falso positivo con
APB probablemente se trate de una cepa hiperproductora AMP-C combinado con otro mecanismo de

resistencia.
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10. CONCLUSIONES

De los 195 bacilos Gram negativos estudiados, 65 fueron Enterobacterias, de las cuales 45 (69%)
fueron K. pneumoniae, 8 (12%) E. cloacae, 5 (8%) E. coli, 2 (3%) P. agglomerans y P. mirabilis
(cada una); y 1 (2%) E. fergusonii, P. vulgaris y P. stuartii (cada una). El resto, 130 fueron
bacilos gram negativos no fermentadores, de los cuales 62 (48%) eran P. aeruginosa y 68 (52%)

A. baumannii.

En caracterizacion de la susceptibilidad antimicrobiana en las Enterobacterias resistentes a
carbapenemes, se encontraron diferentes perfiles de resistencia en los 65 aislamientos evaluados
(100%). En B-lactamicos AMP, CAZ, CRO, FEP, CEC, CEF, FOX, AMC, MEM, IMP y TZP
presentaron resistencia en 65 cepas (100%). En fluoroquinolonas, 59 aislamientos (91%)
presentaron resistencia al NAL y 52 (80%) a CIP y 50 (77%) a LEV. STX presentd 59 cepas
(91%) con resistencia. De aminoglucésidos, se presentaron 59 cepas (89%) con resistencia a
GEN. El antibi6tico con mayor porcentaje de sensibilidad fue COL con 61 aislamientos (94%)
(El 6% restante es de 4 cepas que poseen resistencia natural). CHL tuvo 9 aislamientos (14%)
sensibles (63/65 cepas eran procedentes de muestras de tejidos) y NIT obtuvo 2 cepas (100%)
sensibles, (estas fueron las Unicas testadas con este antibidtico, puesto que provenian de orina).
P. aeruginosa con 62 cepas (100%) estudiadas, los betalactamicos presentaron elevada
resistencia, 62 cepas (100%) fueron resistentes a AMC, 57 (92%) a CAZ y FEP, 60 (97%) a
MEM, 59 (90%) a IMP, 31 (50%) a ATM, 53 cepas (85%) a piperacilina (PIP), y solo 24 (38%)
a TZP. Para aminoglucoésidos, 53 cepas (86%) fueron resistentes a GEN. En el caso de
fluoroquinolonas, 52 (84%) fueron resistentes a CIP. Las polimixinas (POLB o COL), 62 (100%)
presentaron sensibilidad. De A. baumannii fueron 68 cepas (100%) estudiadas (100%), en la
familia de betalactamicos 68 cepas (100%) presentaron resistencia a AMC, 67 (99%) a PIP, 65
(96%) a TZP, 65 (96%) a CAZ e IMP, 66 (97%) MEM y FEP, y 44 (65%) a SAM. En los
aminoglucoésidos, 60 cepas (88%) presentaron resistencia a GEN. En las fluoroquinolonas, las
68 cepas (100%) fueron resistentes a CIP. 67 cepas (99%) fueron resistentes para STX.
Minociclina (MNO) fue sensible en 62 cepas (91%).
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De las 195 cepas (100%) en estudio, 140 cepas (72%) producian carbapenemasas del tipo
Metalo; 9 (5%) expresaron la produccion de posibles serino enzimas; 46 cepas (23%) fueron
posibles productoras carbapenemasas de tipo OXA u otro mecanismo de resistencia a
carbapenems, por la falta de sinergismo con los inhibidores. En el 60% de las cepas de A.
baumannii se observé la produccion de posibles carbapenemasas tipo OXAs y un 40% eran
producian métalo B-lactamasas; en las P. aeruginosa, el 92% presentaron metalo-p-lactamasas
y el 8% restante posiblemente producian enzimas tipo OXAs. En Enterobacterias, un 86%

producian métalo p-lactamasas y un 14% posiblemente KPC.

En el Test de Hodge-Triton, las 140 cepas (100%) que presentaron sinergia con EDTA resultaron
positivas al test; 8 cepas (89%) de las cepas que presentaron sinergia con APB tuvieron un
resultado positivo y 11% fueron negativas; para las posibles OXAs, 37 aislamientos (80%)
fueron THT positivo y 9 (20%) fueron negativos. Las cepas que resultaron positivas al test
sugieren la produccion carbapenemasas, mientras que los negativos refieren a la accion de otros

mecanismos de resistencia a estos antibioticos y no la produccion carbapenemasas.
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11. RECOMENDACIONES

Al comité de infecciones intrahospitalarias:

1. Controlar el uso de antibidticos, para asi evitar el desarrollo de méas cepas resistentes a los
antimicrobianos.

2. Poner en préactica medidas para la vigilancia y control en la diseminacion de bacterias
resistentes a antimicrobianos.

A la direccion de docencia de cada hospital:

1. Aladireccién de docencia del hospital: Implementar educacion al personal médico que labora
en las diferentes salas para hacer conciencia acerca del impacto que tiene la aplicacion de
medidas para prevenir la propagacion de bacterias multirresistentes.

Al personal de laboratorio:

1. Informar de periédicamente la resistencia a los antimicrobianos al comité de infecciones
intrahospitalarios de sus respectivos hospitales.

2. Poner en marcha metodologias estandarizadas difusion de resultados al personal médico.

A la universidad:

1. Hacer conciencia a los estudiantes del area de la salud acerca de la importancia de los
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos y como evitar su diseminacion.

2. Promover la concientizacion y el entendimiento de la resistencia a los antimicrobianos.

A los estudiantes:

1. Fortalecer los conocimientos a través de la investigacion acerca de la importancia de los

mecanismos de resistencia bacteriana, y su impacto a nivel de la salud publica.
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13. ANEXOS

Anexo 1: Frecuencia de Enterobacterias resistentes a carbapenemes, remitidas por Red
Nicaraguense para la Vigilancia de la Resistencia los Antimicrobianos, seguin género y especie al

CNDR, enero 2014 — diciembre 2016.

Enterobacteria Frecuencia Porcentaje
E. coli 5 8%
K. pneumoniae 45 69%
P. agglomerans 2 3%
P. stuartii 1 2%
P. vulgaris 1 2%
E. cloacae 8 12%
E. fergusonii 1 2%
P. mirabilis 2 3%
Total 65 100%

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.



Anexo 2: Frecuencia de las cepas resistentes a los carbapenemes pertenecientes al grupo de

bacilos Gram negativos no fermentadores, segin genero y especie, procedentes de los

laboratorios que pertenecen a la Red Nicaraguense para la Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos, CNDR, enero 2014 - diciembre 2016

P. aeruginosa

A. baumanii

Total

62
68
130

48%
52%
100%

Fuente: Ficha de recoleccién de datos

Anexo 3: Perfil de susceptibilidad de las Enterobacterias remitidas por parte Red Nicaragtense

para la Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos al CNDR, Nicaragua, enero del 2014
- diciembre del 2016.
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*NIT y CHL poseen diferente frecuencia en el total, debido que no son testados en todos los
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aislamientos, por el tipo de muestra del que provienen.

0%
7
11%
5
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5
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16
27%
0
0%

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
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Anexo 4: Perfil de susceptibilidad de las P. aeruginosa remitidas por parte Red Nicaragiense

para la Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos al CNDR, Nicaragua, enero del 2014
- diciembre del 2016.

ATB Total

CAzZ N 4 1 57 62
% 6 2 92 100

FEP N 4 1 57 62
% 6 2 92 100

ATM N 6 25 31 62
% 10 40 50 100

IMP N 2 1 59 62
% 3 2 95 100

MEM N 1 1 60 62
% 2 2 97 100

PIP N 7 2 53 62
% 11 3 85 100

TZP N 12 26 24 62
% 19 42 39 100

CIP N 8 2 52 62
% 13 3 84 100

GEN N 9 0 53 62
% 15 0 85 100

POL N 62 0 0 62



% 100 0 0 100
AMC N 0 0 62 62
% 0 0 100 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

Anexo 5: Perfil de susceptibilidad en las cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a
carbapenemes, remitidas por parte Red Nicaraguense para la Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos al CNDR, Nicaragua, Enero del 2014 - Diciembre del 2016.

CAZ N 1 2 65 68
% 1 3 96 100

FEP N 1 1 66 68
% 1 1 97 100

MNO N 62 4 2 68
% 91 6 3 100

IMP N 2 1 65 68
% 3 1 96 100

MEM N 0 2 66 68
% 0 3 97 100

PIP N 0 0 68 68
% 0 0 100 100

TZP N 0 1 67 68
% 0 1 99 100

CIP N 0 0 68 68



% 0 0 100 100

GEN N 5 3 60 68
% 7 4 88 100
SAM N 18 6 44 68
% 26 9 65 100
AMC N 0 0 68 68
% 0 0 100 100
TSX N 1 0 67 68
% 1 0 99 100

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

Anexo 6: Clasificacion de las carbapenemasas segun la presencia o ausencia de inhibicion
utilizando EDTA o APB, en cepas remitidas por parte Red Nicaragtense para la Vigilancia de

la Resistencia a los Antimicrobianos al CNDR, Nicaragua, Enero del 2014 - Diciembre del 2016.

Tipo de carbapenemasa No. de aislamientos

Métalo betalactamasas 140 72
Posible KPC 9 5
Posible OXA 46 23
Total 195 100.00

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.



Anexo 7: Clasificacién de las carbapenemasas segun el tipo de microorganismo, utilizando

EDTA o APB, en cepas remitidas por parte Red Nicaraglense para la Vigilancia de la

Resistencia a los Antimicrobianos al CNDR, Nicaragua, enero del 2014 - diciembre del 2016.

Tipo de Enterobacterias P. aeruginosa A. baimanii
Carbapenemasa

Metalo 56 86 57 92 27 40
betalactamasas

KPC 9 14 0 0.00 0 0
Probable OXA 0 0 5 8 41 60
Total 65 100 62 100 68 100

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

Anexo 8: Produccion de carbapenemasas segun Test de Hodge Triton, aplicado a cepas remitidas
por parte Red Nicaragtiense para la Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos al CNDR,
Nicaragua, Enero del 2014 - Diciembre del 2016.

Resultado del test MBL KPC Posible OXA

N % N % N %
Positivos 140 100 8 89 37 80
Negativo 0 0 1 11 9 20
Total 140 100 9 100 46 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.
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Anexo 9: Flujogramas para la identificacion de Enterobacterias:
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Anexo 10: Diagrama de flujo utilizado para la identificacién de P. aeruginosa



Anexo 11: Diagrama de flujo utilizado para la identificacion de A. baumannii
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Anexo 12: Ubicacidn de los discos para antibiogramas en Enterobacterias:

ETP

CHL / NIT

NAL

CcoL
CIp

GEN

Anexo 13: Ubicacién de los discos para antibiograma en P. aeruginosa

Anexo 14: Ubicacién de los discos para antibiograma en A. baumannii

MEM

EDTA

IMP

APB —— MEM

IMP




Anexo 15: Discos para antibiogramas en Enterobacterias

Interpretacion

L : Concentracion
Antimicrobiano .
del disco

Ampicilina 10ug >17 14-16 <13

Piperacilina 100 pg >21 18- 20 <17

Amoxicilinina —

clavulanico 20/10 pug >18 14 -17 <13
Cefepime 30 pg >25 - <18
Cefotaxima 30 pg > 26 23 -25 <22
Ceftriaxona 30 ug >23 20-22 <19
30 ug >18 15-17 <14

Cefoxitin




Cefuroxima
(parenteral)}

Ceftazidime

Cefuroxima
(oral)

Cefaclor

Aztreonam

Doripenem

Ertapenem

Imipenem

Meropenem

30 g

30 g

30 g

30 g

30 g

10 ug

10 ug

10 ug

10 ug

>21

>18

15-17

18-20

15-22

15-17

18-20

20 -22

19-21

20— 22

20-22



Gentamicina 10 pg >15 13-14 <12

Amikacina 30 ug >17 15-16 <14
Tetraciclina 30 ug >15 12-14 <11
Ciprofloxacina 5 g >21 16 — 20 <15
Levofloxacina 5 g > 17 14 -16 <13
Acido
nalidixico 30 g >19 14 -18 <13

Trimetroprim

sulfametoxazol 1 25/ 23.75 g > 16 11-15 <10
Cloranfenicol 30 pg > 18 13-17 <12
Nitrofurantoina 300 pg >17 15-16 <14

Nota: Las CLSI a partir del 2014 hasta el 2016 no tuvieron variaciones.

Fuente: CLSI 2014, 2015 y 2016



Anexo 16: Puntos de corte para P. aeruginosa

Interpretacion

- . Concentracion
Antimicrobiano

del disco
Piperacilina 100 pg >21 15-20 <14
Piperacilina
> - <
Tazobactam 100/ 10 pg >21 15-20 <14
Cefepime 30 ug >18 15-17 <14
Ceftazidime 30 pg > 18 15-17 <14
Aztreonam 30 ug >22 16-21 <15
Doripenem 10 pg >19 16 - 18 <15
Imipenem
10 pg >19 16 -18 <15




Meropenem

Gentamicina

Amikacina

Tetraciclina

Ciprofloxacina

Levofloxacina

Colistin

Polimixina B

10 ug

10 ug

30 g

30 ug

S5 Hg

5 Hg

10 ug

300 unidades

>11

>12

16 -18 <15
13-14 <12
15-16 <14
12 -14 <I1
16 -20 <15
14 -16 <13

- <10

- <11

Nota: Las CLSI a partir del 2014 hasta el 2016 no tuvieron variaciones.

Fuente: CLSI 2014, 2015y 2016



Anexo 17: Puntos de corte para antibiogramas de A. baumannii

Interpretacion
Concentracion

Antimicrobiano

del disco
s | R

Piperacilina 100 ug >21 18-20 <17
AT BT 10/10 pg > 15 12-14 <11

sulbactam
_Fr’;gf)%a;é'tg‘rﬁ 100/ 10 pg >21 18 -20 <17
Cefepime 30 g >18 15-17 <14
Ceftazidime 30 ug >18 15-17 <14
Cefotaxima 30 pg >23 15-22 <14
Doripenem 10 pg > 18 15-17 <14
Imipenem 10 pg >22 19-21 <18
Meropenem 10 pg > 14 15-17 <14
Gentamicina 10 ug > 15 13-14 <12
Amikacina 30 pg > 17 15-16 <14

Tetraciclina 30 pug > 15 12-14 <11



Minociclina

Ciprofloxacina

Levofloxacina

Trimetroprim
sulfametoxazol

30 ug > 16

5 Hg >21
5 Mg >17
1.25/ 23.75 pg > 16

13-15 <12
16 - 20 <15
14-16 <13
11-15 <10

Nota: Las CLSI a partir del 2014 hasta el 2016 no tuvieron variaciones.

Fuente: CLSI 2014, 2015y 2016
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MINISTERIO DE SALUD, NICARAGUA
CENTRO NACIONAL DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA (CNDR)

DEPARTAMENTO DE BACTERIOLOGIA

@0 Pusblo,

La siguiente ficha esta unicamente disefiada para la recoleccion de datos clinicos y epidemioldgicos
de cepas resistentes a carbapenems, remitidas por diferentes laboratorios pertenecientes a la Red
Nicaragliense para la Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos, con el fin de realizar un
estudio monografico, y ser presentado en la UNAN- Managua para optar por el titulo de Licenciatura
en Microbiologia.

I.  Datos generales de la cepa en estudio
Cadigo de almacenamiento: Caodigo de registro:

Fecha de la recepcion: Tipo de Muestra:

Il.  Identificacion Bacteriana
Género: Especie:

I11.  Perfil de susceptibilidad (Especificar tamafio del halo en milimetros e interpretacion)

CIP: LVX: NAL: AMC:
CN: ANK: STX: AMP:
CEC: CEF: MEM: IMP:
ETP: DOR: FOX: TZP:
FEP: CHL: CAZ: CRO:
COL: ATM: PIP: PB:
CXM: CTX: TIG: SAM:
MNO: TET: NIT: Otro:

IV. Inhibicién de carbapenemasas con EDTA o APB (Valorar como positivo o negativo)
IMP- EDTA- MEM: EDTA - CAZ:

IMP- APB- MEM: APB — CAZ:

V.  Test complementario (Reporte como positivo o negativo)
Hodge mas triton:




Pases a Mc Conkey:




Antibiogramas y Sinergias juntos:




Sinergias negativas en posibles OXAs




Test de Hodge mas triton vs. Hodge modificado simple (utilizando las mismas cepas):




