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DETECCION DE MECANISMOS DE RESISTENCIA A
CARBAPENEMICOS EN Pseudomonas aeruginosa AISLADAS EN EL
HOSPITAL NACIONAL EDGARDO REBAGLIATI MARTINS EN EL
PERIODO JUNIO - JULIO 2018.

Resumen

Pseudomonas aeruginosa, patégeno oportunista y nosocomial, presenta resistencia
intrinseca a diversos antibidticos, adquiere, transmite e induce resistencia a éstos;
es responsable de infecciones nosocomiales con altos indices de morbi-mortalidad.
El tratamiento de eleccion generalmente, en cepas multirresistentes, son los
carbapenémicos, presentandose ya resistencia en este grupo de antibiéticos, se hace
necesario estudiar los mecanismos implicados en dichas resistencias.

El objetivo del presente trabajo es identificar fenotipica y genotipicamente los
mecanismos de resistencia a carbapenemes en Pseudomonas aeruginosa aisladas
en muestras clinicas en el Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins, en el
periodo junio — julio del 2018. Se realizard un estudio observacional, descriptivo,
de corte transversal; estudiandose los aislamientos de Pseudomonas aueruginosa
gue presenten multirresistencia, resistente extrema y panresistencia, a partir de
muestras clinicas. La identificacion y pruebas de sensibilidad seran realizadas con
metodologia automatizada. Mediante la interpretacion del antibiograma se
deduciran los posibles mecanismos de resistencia, se realizara la identificacion
fenotipica de la resistencia debido a sistemas de eflujo utilizando el inhibidor
carbonyl cyanide 3-clorofenilhidrazona; para la deteccion de carbapenemasas, se
realizara el método modificado de inactivacion del carbapenémico y el método de
sinergia de doble discos, empleandose: imipenem, meropenem, acido
etilendiaminotetraacético/mercaptoacetato de sodio, acido 3-aminofenilboronico y
cloxacilina. Esta deteccion fenotipica serd confirmada genotipicamente, mediante
técnicas moleculares, lo cual serd realizado por PCR convencional.

La identificacion de mecanismos de resistencia a carbapenémicos serd de gran
ayuda para el tratamiento, prevencién y control de la diseminacidn de este patdgeno.
Palabras claves: Pseudomonas aeruginosa, multirresistencia, resistencia extrema,

panresistencia, mecanismos de resistencia, carbapenemes.



1. INTRODUCCION
1.1. Planteamiento del problema
La resistencia a carbapenémicos es un problema a nivel mundial. La OMS publicé
el 27 de febrero del 2017, la lista de “patdogenos prioritarios” resistentes a los
antibioticos, en la cual P. aeruginosa: resistente a carbapenémicos fue categorizada
como “Prioridad 1: Critica”, dicha categoria incluye a las bacterias que son
consideradas con mayor resistencia y especialmente peligrosas en hospitales (1).
P. aeruginosa es la especie méas importante en patologia humana, presentando cepas
multirresistente (MDR), con resistencia extrema (XDR) y panresistentes (PDR) (2).
La gravedad de las infecciones causadas por este microorganismo depende del tipo
de paciente, localizacién de la infeccidn, enfermedad de base, antibioticoterapia,
entre otras (3). Genera una gran morbi-mortalidad, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos, de las unidades de cuidados intensivos (UCIs) (neumonias
asociadas a ventilacion mecanica), con enfermedad pulmonar obstructiva cronica o
con fibrosis quistica (donde es el patbgeno mas prevalente), asi como también en
infecciones en pacientes quemados, entre otros (4-6).
Los carbapenémicos estan incluidos dentro de los antibidticos que presentan mayor
espectro de actividad frente a las infecciones causadas por P. aeruginosa. Diversos
mecanismos de resistencia afectan a este grupo de antimicrobianos, pudiendo ser
de origen cromosomico, producto de mutaciones en determinados genes o debido a
la adquisicion, mediante transferencia horizontal, de enzimas llamadas

carbapanemasas (7-10).

La caracterizacion de los mecanismos de resistencia es de gran importancia para

orientar el tratamiento antimicrobiano, asi como para conocer la diversidad genética



(11) y provee informacion para implementar las medidas de prevencion y control

del grave problema de la resistencia antibiotica.

1.2. Justificacion

El Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins (HNERM) es una de las
instituciones de salud mas grande del pais, presta atencion ambulatoria y de
hospitalizacién (+1,800 camas); cuenta con diversos servicios, entre ellos la unidad
de cuidados intensivos, que incluye las especialidades de medicina general,
neurocirugia, cardiovascular, pediatria y neonatologia. La complejidad de la
institucion de salud, permite que la administracién de antimicrobianos revista
también una complejidad similar, lo que se refleja en elevados niveles de
resistencia.

El presente estudio identificara los mecanismos de resistencia a los carbapenémicos
en P. aeruginosa, aisladas de muestras clinicas , informacion que permitira conocer
la distribucion de los mecanismos de resistencia por muestras clinicas, servicio de
hospitalizaciéon y caracteristicas demogréaficas de los pacientes, a fin de
implementar las medidas de prevencion, control y vigilancia epidemioldgica de
infecciones ocasionadas por el patégeno; asi mismo, la implementacion de
protocolos de terapia antibidtica especificos, lo que ha demostrado mayor
efectividad.

Cabe sefialar que antibioticos como la colistina, que ingres6 como medicamento en
los afios 50, pero que se descontinu6 en los afios 80 debido a su nefrotoxicidad, ha
vuelto a ser introducida (reduciéndose las complicaciones que presentaba

anteriormente) para el tratamiento de infecciones por P. aeruginosa XDR (12), sin



embargo, su aplicacion terapéutica dependerd del mecanismo especifico que
presente la bacteria.

Conocer los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa mas frecuentes en el
HNERM, permitira predecir las posibilidades de las nuevas opciones terapéuticas,
como es el caso del ceftalozano-tazobactam y la ceftazidima - avibactam (13), el
primero de ellos ya disponible en nuestro medio y que puede ser empleado en
infecciones abdominales e ITUs complicadas en bacterias productoras de BLEE,
pero no en productoras de carbapenemasas, siendo en la actualidad la cefalosporina
con mayor actividad frente a P.aeruginosa ya que es estable en presencia de
betalactamasas AmpC y no se ve afectado por la pérdida de porinas de membrana
externa (OprD) o por la presencia de bombas de expulsion activa.

Por consiguiente, la eleccion del tratamiento antibidtico mas adecuado, no solo
depende de los resultados de la prueba de sensibilidad in vitro, es necesario conocer
los mecanismos de resistencia implicados, lo que contribuye a evitar la seleccién
de cepas mutantes y su diseminacion, asi como a disminuir las posibilidades de
fracaso terapéutico. Adicionando a lo mencionado, la implementacion de
programas de uso adecuado de antibiéticos en base a esta informacion,
recomendados por el CDC en el 2014 (10), contribuira al control de la resistencia
a los antimicrobianos.

1.3. Antecedentes a nivel mundial

En el afio 2007, la presencia de carbapenemasas en Pseudomonas detectadas en
hospitales espafioles, era relativamente baja, un estudio multicéntrico en el que se
analizaron 236 cepas (aisladas entre 2003 y 2007), encontrd que la resistencia a

carbapenemes era por mutaciones cromosomicas, sélo una cepa (0.4%) era



productora de carbapenemasa (VIM-2). En el 2008, otro estudio multicéntrico,
mostré que la prevalencia habria aumentado presentandose un 4% de resistencia a

imipenem (VIM-2), detectandose también nuevas variantes (VIM -13) (4).

Segun datos presentados en el “VIII Curso de Actualizacion en Infecciones
Nosocomiales realizado en México — 2013”, P. aeruginosa, presentaba una
resistencia al imipenem en: Europa 17.4%; Asia- Pacifico 18.1%; América del
Norte: 15.1% y América Latina 35.8% (Fuente: www.testsurveillance.com - 07

Enero 2009) (14).

En el 2015, Hong D J y col. (15) realizaron una recopilacion bibliogréfica de la
epidemiologia global con informes publicados de 50 paises, encontrandose
alrededor del 50% de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos. En Canada y
Republica Dominicana, se encontré la menor tasa de resistencia (3.3% y 8%
respectivamente); por el contrario, en Brasil, Pert, Costa Rica, Rusia, Grecia,
Polonia, Irdn y Arabia Saudita, esta fue superior al 50%. Resaltaron la importancia
de los estudios epidemioldgicos y la caracterizacion molecular debido a que los
genes de las metalo - B — lactamasas (MBL) pueden encontrarse en el cromosoma
0 en elementos mdviles (integrones, transposones, plasmidos), los cuales facilitan
su propagacion entre diferentes géneros y especies bacterianas a través de una
transferencia horizontal, codificando resistencia no solo a carbapenémicos sino

también a otros antimicrobianos.

Un estudio realizado en Espaiia en el Hospital San Pedro Logrofio, por Estepa V.
y col. en el 2016 (16), sefiala que durante los afios 2008 al 2011, a partir de 60

pacientes se obtuvieron 85 aislamientos de P. aeruginosa que presentaban



resistencia a carbapenémicos, 61 cepas fueron seleccionadas para dicho estudio,
todas mostraron un fenotipo de multirresistencia, pero en ninguna se detecto
genotipicamente la presencia de carbapenemasas, lo que indica que la resistencia
no era debido este mecanismos, se demostro que la resistencia era debida al alto
polimorfismo en el gen OprD y a la presencia de elementos de insercion que

inactivarian la porina OprD.

1.4. Antecedentes en América Latina

El afio 2011, en Argentina, se reportd que la resistencia a carbapenémicos en P.
aeruginosa, puede deberse a la interaccion de diferentes mecanismos de resistencia,
posteriormente en un estudio retrospectivo realizado entre diciembre del 2004 al
2005 en el Hospital Eva Perdn de Buenos Aires, 20 aislamientos de P. aeruginosa
caracterizados como productoras de MBL (IMP-13), solo 5 fueron resistentes a
carbapenemes, en los cuales se presentd un déficit de OprD, ratificando lo

mencionado (8).

En Brasil, en un reporte del 2011, se menciona que los mecanismos de resistencia
a carbapenemes estan generalmente relacionados a la produccién de MBL (SPM-

1), pérdida de porina OprD y sobreexpresién de bombas de eflujo (17).

En Colombia, el afio 2014, fueron estudiados 57 aislamientos de P. aeruginosa,
provenientes de siete regiones, 55 de los cuales, presentaron resistencia a
carbapenémicos, siendo 43 de ellos productores de carbapenemasas con un perfil
de multirresistencia, encontrandose 33 positivos para el gen blaVIM, 9 para el gen

blakPC y uno para ambos genes (18).



En Venezuela el afio 2015, se realizd un estudio en el Complejo Hospitalario
Universitario “Ruiz y Paez”, Ciudad Bolivar, evaluando la relacion clonal de 10
aislamientos P. aeruginosa productoras de MBL, aisladas entre los afios 2008 al
2014, comprobandose la multirresistencia y la presencia de MBL de tipo VIM, en

todas ellas (19).

En Chile el 2015, el Instituto de Salud Pablica, refiere que presentan resistencia o
resistencia intermedia al imipenem el 38.5% de 2,494 y al meropenem el 36.8% de

2,023 cepas estudiadas (20).

1.5. Antecedentes a nivel nacional

En el Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen en el afio 2008, se report6
que en 186 aislamientos de P. aeruginosa resistentes o con sensibilidad disminuida
a imipenem y meropenem, (recolectados de enero a octubre del mismo afo), se

detecto fenotipicamente la presencia de MBL en 13 aislamientos (6.99%) (21).

En diciembre del 2009, en Lima-Peru, se llevo a cabo la reunion anual de la Red de
Vigilancia de la Resistencia a los Antibio6ticos con la participacion de representantes
de 21 paises de la Region de las Américas. El Instituto Nacional de Salud, presentd
la evaluacion del desempefio de 40 instituciones, laboratorios participantes en la red
de vigilancia de la resistencia, pertenecientes a 11 departamentos de nuestro pais.
Observandose desde aquellos afios que P. aeruginosa, presentaba un perfil de
multirresistencia, con porcentajes de 68% y 63% para imipenem y meropenem

respectivamente, no indicandose los mecanismos de resistencia implicados (22).

El Ministerio de salud, presenta en el 2012, el perfil de resistencia en P. aeruginosa

aisladas en pacientes hospitalizados con una multirresistencia por encima del 30%,



siendo los porcentajes para imipenem y meropenem de 60 y 56% respectivamente;

como en afios anteriores no indican los mecanismos de resistencia implicados (23).

En el 2013, en un estudio en seis hospitales de Lima, de un total de 51 aislamientos
(recolectadas en agosto del 2011), los cuales presentaron resistencia a ceftazidima
y sensibilidad disminuida a carbapenémicos, el 15.7% eran carbapenemasas de tipo

metalo-p-lactamasas (24).

Un estudio realizado en el servicio de cuidados criticos del Hospital de
Lambayaque, durante diciembre del 2014 a julio del 2015, report6 29 aislamientos
de P. aeruginosa; en 03 (10%) de éstos, se detecto fenotipicamente la presencia de

MBL (25).

2. MARCO TEORICO

2.1. Carbapenemes

Los carbapenemes, antibidticos [B-lactdmicos, poseen un amplio espectro de
actividad tanto para bacterias grampositivas y para gramnegativas, aerobias y
anaerobias; son indispensables en la terapia contra las bacterias gramnegativas

multirresistente. Fresnadillo y col. (26) los definen de la siguiente forma:

“El anillo carbapenem es un azobiciclo formado por la condensacion de un
anillo B-lactdmico y otro pirrolidinico de 5 miembros e insaturado. Posee en
posicion 1, un &tomo de carbono (carba) y un enlace no saturado entre 2y 3
(-em). Todos tienen en posicion 6 un grupo hidroxietilo en configuracion
trans que protege al anillo B-lactdmico de muchas serino-p-lactamasas y en
posicion 3 un radical carboxilo, importante para que el anillo pirrolidinico

active al B-lactamico” (p54).



Las sustituciones en C1 y C2, situados en el anillo pirrolidinico confieren la
diferencia a los carbapenémicos. Entre los que encontramos: imipenem (N-
formimidoil-tienamicina), el cual se empieza a usar a partir del 1985, es susceptible
a la enzima renal dehidropeptidasa 1 (DPH -1), causa de nefrotoxicidad; se utiliza
con la cilastatina (1:1) la cual es un inhibidor de dicha enzima. Meropenem,
autorizado por FDA a partir de 1996 y doripenem a partir del 2009, son estables a
la DPH-I, siendo éste ultimo menos alcalino que los anteriores y mas activo contra

P. aeruginosa (26).

2.1.1. Mecanismo de accion

Actlan inhibiendo la sintesis de la pared celular durante la Gltima etapa de la sintesis
del peptidoglicano: la transpeptidacion, uniéndose a las proteinas fijadoras de
penicilina (PBP), debilitando la pared celular, ocasionando la lisis celular, debido a
la presion osmdtica intracelular, causando la muerte bacteriana; para que esto

suceda es necesario que la bacteria se encuentre en fase de multiplicacion (26).

2.2. Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo Gram negativo no fermentador, citocromo oxidasa positivo, aerobio,
pudiendo en ocasiones crecer en forma anaerdbica. Pueden producir pigmento
difusible (piocianina, fluoresceina, piorrubina). Ocasionalmente sus colonias
pueden presentar un aspecto mucoide debido a la abundancia de polisacéridos
capsulares (pacientes con fibrosis quistica) (27). Puede sobrevivir con bajos niveles
de nutrientes, crecer en rangos de temperatura de 4 a 42°C, tolerar condiciones bajas
de oxigeno, debido a esto puede adaptarse a diversos ambientes (habitats marinos,
plantas y animales), interactuar con otros microorganismos: compitiendo,

comunicandose (quorum sensing ) y compartiendo con ellos (28).



Subsiste en superficies inertes, ambientes himedos. En los hospitales, puede
encontrarse en los equipos, instrumentos, antisépticos, jabon, fregaderos,
trapeadores, etc. (29). Forma biopeliculas bacterianas (biofilms), las cuales se

asocian a la resistencia a carbapenémicos (10).

El tamafio y la complejidad del genoma de P. aeruginosa (cepa PAOL: tiene cerca
de 6,3 millones de pares de bases siendo uno de los genomas bacterianos mas
grande que ha sido secuenciado), le proporciona: adaptacion evolutiva, versatilidad

y resistencia antimicrobiana (30).

Produce una diversidad de factores de virulencia, que pueden ser estructurales
(capsula, pili, flagelo, lipopolisarido, piocianina, pioverdina), mediante produccion
de toxinas y enzimas (exolisina A, exotoxinas: A, S, T, U, Y; elastasas: LasA, LasB;
proteasa alcalina, hidrolasa epoxida, fosfolipasas: A, C, D; proteasa: clase IV,
ramnolipido), debido a esto la patogenicidad podria ser descrita como

multifactorial. (25, 30, 31).

Dichos factores se veran involucrados, dependiendo del sistema inmunitario del
paciente, lugar de la infeccion, enfermedad de base, comorbilidades,
procedimientos y técnicas invasivas, servicio de hospitalizacién, antibioticoterapia,
entre otros, en menor o mayor grado, convirtiéndose asi, en unos de los patégenos

mas preocupantes del entorno hospitalario.

2.2.1. Mecanismos de resistencia
P. aeruginosa presenta un elevado nivel de resistencia intrinseca a diversos
antibidticos y también es capaz de adquirir o inducir nuevas resistencias,

reduciendo enormemente las opciones terapéuticas (4).



2.2.1.1. Mecanismos de resistencia intrinsecos

La resistencia intrinseca puede deberse a: baja permeabilidad de la membrana
externa, debido a la mutacion de porinas, presencia de la p-lactamasa de clase C,
cromosomica inducible tipo Amp C (cefalosporinasas) y la accion de las bombas
de expulsion (especialmente; MexAB-OprM). En conjunto contribuyen a la
resistencia de penicilina, aminopenicilinas (incluyendo las combinaciones con
inhibidores de B-lactamasas), cefalosporinas de primera y segunda generacion,
ceftriaxona y cefotaxima (cefalosporinas de tercera generacién), cloranfenicol,
nitrofurantoina, sulfonamidas, trimetoprim, tetraciclina, novobiocina, &acido

nalidixico (32) y ertapenem (26, 33).

La proteina de membrana OprD, permite el ingreso de aminoacidos, pequefios
péptidos y carbapenémicos, la pérdida de ésta ocasionaria disminucion en la
sensibilidad a dichos antimicrobianos (34). Si se adiciona la hiperproduccion de las
B - lactamasas cromosdmica AmpC o sobreexpresion de bombas de eflujo se esta
determinando finalmente la resistencia a carbapenémicos (4).

Las bombas de eflujo son estructuras proteicas, transportadoras de membrana, que
expulsan de la bacteria compuestos toxicos incluyendo antibioticos. Estos sistemas
de expulsion activa pertenecen a cinco superfamilias, siendo la familia RND
(Resistance Nodulation Division) la que tiene la mayor cantidad de sistemas de
eflujo en Pseudomonas aeruginosa (10), siendo cuatro los mas frecuentes: Mex
AB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY-OprM, teniendo éstos tres
componentes: una proteina localizada en la membrana citoplasmatica (MexB,
MexD, MexF y MexY), siendo la bomba en si, con amplia especificidad de sustrato;

una lipoproteina enlazadora que se encuentra en el espacio periplasmatico (MexA,
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MexC, MexE y MexX) y una proteina (porina) de salida situada en la membrana
externa (OprM, OprJ, OprN yOprM) (7).

2.2.1.2. Mecanismos de resistencia adquiridos

Conocida como “transferencia horizontal de determinantes de resistencia”, debido
a que es adquirida a través de elementos mdviles como plasmidos, integrones,
transposones o fagos, los cuales transportan los genes de resistencia antibidtica
(antibioticos: antipseudomonales, aminoglucosidos y B-lactamicos), a diferentes
especies y/o géneros bacterianos, encontrandose entre estos, los genes que
codifican las enzimas modificadoras de aminoglucosidos, las B-lactamasas de
espectro extendido, MBL, y las metilasas 16S rRNA, siendo de suma importancia
debido a su rapida diseminacion.

En relacion con el tema en estudio, se ampliara el mecanismo enzimatico
relacionado con la produccion de carbapenemasas.

Las carbapenemasas, son enzimas implicadas en la resistencia a B-lactdmicos
incluyendo carbapenémicos, (34) estan clasificadas: segun la clasificacion de
Ambler (molecular) en las clases A, B 0 D y segun la clasificacion de Bush&Jacobi
(funcional) en las clases 2f, 3a y 2df respectivamente (35).

Las p-lactamasas de clase A encontradas en P. aeruginosa incluyen: KPC-2
(Klebsiella pneumoniae carbapenmasa), KPC-5 y GES-2 (Guiana Extended-
Spectrum) (4).

Las p-lactamasas de clase B, generalmente conocidas como MBL, son de gran
importancia clinica y epidemioldgica, debido al escaso arsenal terapéutico para
enfrentarlas y su ubicacion en elementos moviles (generalmente en genes casetes

ubicados en integrones tipo 1, en plasmidos o transposones), lo cual desarrollaria
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su capacidad de diseminacion, ademas de estar asociados a otros genes de
resistencia en los mismos casetes, dando como resultado cepas resistente a
maultiples antibidticos (11, 36). Se caracterizan por el requerimiento en su centro
activo del ion zinc como cofactor para la reaccion de hidrolisis de los
betalactamicos; no hidrolizan a los monobactdmicos, no se inhiben con acido
clavulanico, ni tazobactam siendo inhibidas por el EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético). Se han identificado, entre otras: IMP (imipenemasa),
VIM (Verona Imipenemasa), SPM (Sao Paulo Metallo-B-lactamase), GIM (German
IMipenemase) (24) y NDM (New Delhi Metallo-p-lactamasa) (13); de las cuales,
las que se encuentran ampliamente distribuidas geograficamente son IMP y VIM
4).

Las p-lactamasas de clase D, conocidas también como oxacilinasas, cuyos genes
pueden estar localizados en plasmidos o integrones; poseen un espectro hidrolitico
heterogéneo. Se ha encontrado la OXA-40 en cepas de P aeruginosa resistentes a
imipenem (4).

Entre los mecanismos de resistencia adquiridos, también tenemos las resistencias
mutacionales, las cuales alterarian la expresion y/o funcion de los mecanismos
codificados cromosémicamente, dando lugar a una sobreproduccion de
mecanismos intrinsecos. Mutaciones en la expresion de los genes mexR o0 mex Z,
ocasionarian una hiperproduccion de los sistemas de eflujo MexAB-OprM,
MexXY-OprM, ocasionando una susceptibilidad disminuida al antibiotico
respectivo, o podrian inducir a la produccién de otros sistemas de eflujo como
MexCD-OprJ y MexEF-OprN (no producidos naturalmente), los cuales se expresan

en respuesta a mutaciones en los genes nfxB y nfxC, ocasionando resistencia a
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varios antibioticos. Las mutaciones también pueden ser dadas en las porinas o en el
sitio de accion, pudiendo ocasionar una resistencia de alto nivel en el caso de una
interaccion sinérgica entre diferentes resistencias mutacionales. La acumulacion
gradual de varias mutaciones de bajo nivel, podria ocasionar resistencia de alto
nivel, esto es denominado ‘“creeping baselines”, observado en pacientes con
fibrosis quistica, pudiendo encontrarse también en estos paciente las cepas
conocidas como hipermutables o “mutadores”, las cuales son el resultado de
mutaciones a nivel del ADN. Los “mutadores” adquieren resistencia Yy
multirresistencia a B-lactamicos, aminoglucosidos y fluoroquinolonas, en menor

tiempo que las cepas no mutantes (10).

2.2.1.3. Mecanismos de resistencia adaptativos

Es un conjunto de mecanismos de resistencia para uno 0 mas antimicrobianos, los
cuales se presentan debido a la induccion, después de la exposicién de factores
desencadenantes como concentraciones subinhibitorias de agentes antimicrobianos,
cambios de las condiciones ambientales como pH, atmdsfera, niveles de cationes y
biofilms; es no mutacional, no heredable y de naturaleza transitoria.

Al ser inducida este tipo de resistencia, desregula uno o mas genes de resistencias,
ocasionando alteracion de la funcion en la permeabilidad de la membrana, sistemas
de eflujo (ej. sobreexpresion del gen que codifica el transportador MexY del sistema
de eflujo MexXY-OprM, después de la exposicion a aminoglucésidos) y / o
actividad enzimatica (ej. induccion de las B-lactamasas codificadas por el gen

AmpC en respuesta a la exposicion a algunos p-lactamicos) (10).
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

- Estimar la frecuencia de los mecanismos que codifican resistencia a
carbapenémicos en los aislamientos de P. aeruginosa aisladas en muestras
clinicas en el HNERM en el periodo junio - julio del 2018.

Objetivos especificos

- Especificar la frecuencia de P. aeruginosa resistente a carbapenemicos
segun tipo de muestra.

- Evaluar la correlacién entre los resultados de las pruebas fenotipicas y los
métodos moleculares empleados en la identificacién de los mecanismos de
resistencia a carbapenémicos en los aislamientos de P. aeruginosa en las
muestras clinicas estudiadas.

- Estimar la frecuencia de mecanismos de resistencia por grupos etarios y
servicios hospitalarios.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Disefio del estudio
Disefio transversal de periodo, para la caracterizacion de mecanismos de resistencia
a carbapenémicos en P. aeruginosa, aisladas de muestras clinicas en el HNERM,

durante los meses de junio y julio del 2018.

4.2. Poblacién
Todas las P. aeruginosa aisladas en hemocultivos, urocultivos, cultivos de: liquidos

bioldgicos, secreciones bronquiales, heridas y tejidos identificadas en el Servicio
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de Microbiologia del HNERM, correspondientes a los meses de junio y julio del
2018.

4.3. Criterios de elegibilidad

4.3.1. Criterios de inclusién

Todos los aislamientos de P. aeruginosa, no sensibles (intermedio o resistente,
segun criterios del CLSI) (33), para imipenem y/o meropenem, obtenidas de
muestras de pacientes hospitalizados en el HNERM, seleccionando el primer
aislamiento del paciente hospitalizado, dandose prioridad a las muestras de sitios
esteriles.

También se tomara en cuenta otros aislamientos del mismo paciente si éstos
tuvieran un perfil de resistencia diferente.

4.3.2. Criterios de exclusion

Los aislamientos de P. aeruginosa, que presenten informacion demogréafica
incompleta del paciente.

4.4. Muestra

4.4.1. Universo de estudio

Muestras clinicas de pacientes hospitalizados en el HNERM, en las cuales se ha
aislado P. aeruginosa.

4.4.2. Tamafo de muestra

Se realizard un muestreo por conveniencia que incluira todos los aislamientos de P.
aeruginosa que cumplan con los criterios anteriormente descritos, en el periodo de

estudio.

4.5. Variables

Se incluiran siguientes variables:
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-Paciente: Edad, sexo y procedencia (piso de hospitalizacion).

-Muestra: Tipo de muestra obtenida para los estudios microbiolégicos.

-Resistencia a carbapenémicos, segun los criterios del CLSI (33):

Nivel de resistencia: Multirresistencia (MDR), resistencia extrema (XDR)

y panresistencia (PDR) (2).

Mecanismos de resistencia: Presencia de carbapenemasas, perdida de

porinas y/o bombas de expulsion.

Operacionalizacion de variables (Anexo 1).

4.6. Procedimientos y Técnicas

4.6.1. Procesamiento de las muestras
Las muestras en recipientes adecuados para estudios microbioldgicos, fueron
recibidas en el Servicio de Microbiologia del HNERM, procedentes de los pisos de

hospitalizacion.

Dependiendo del tipo de muestra se procedié segun protocolo de trabajo; que
incluyd coloraciones, siembras en los medios de cultivo correspondientes, asi como
laincubacion en las atmdsferas, temperaturas y tiempos adecuados. Posteriormente,
se realizaron las pruebas de identificacion y sensibilidad respectivamente. Los
aislamientos no sensibles (intermedio o resistente) a carbapenémicos, segun
criterios del CLSI (33), seran transportadas siguiendo estrictamente las medidas de
bioseguridad al Laboratorio de Resistencia Antibidtica e Inmunopatologia - LID de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), para la realizacion de las

pruebas fenotipicas complementarias y las pruebas moleculares respectivas.
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4.6.2. ldentificacion y pruebas de sensibilidad antimicrobiana

La identificacion y pruebas de sensibilidad se realizaron mediante la metodologia
del Sistema MicroScan WalkAway 96 Plus (Beckman Coulter), dependiendo del
tipo de muestra a estudiar se procesaron en los paneles NC66 para bacilos Gram
negativos sistémicos o en los paneles NUC69 para bacilos Gram negativos

urinarios, segun protocolo de trabajo e instrucciones del fabricante.

4.6.2.1. Deteccion fenotipica de mecanismos de resistencia a carbapenémicos.

Para la deteccion fenotipica de los mecanismo de resistencia a carbapenémicos, se
tomara en cuenta la publicacién realizada por Jordi Vila y Francesc Marco (32) :
“Lectura interpretada del antibiograma de bacilos gramnegativos no
fermentadores”, con ciertas modificaciones debido a que se analizaran solo los
antibidticos presentes en los paneles de trabajo utilizados, evaluandose de esta
forma los siguientes: piperacilina/tazobactam (PTZ), ceftazidima (CAZ), cefepime

(CEF) ,aztreonam (ATM), imipenem (IMP) y meropenem (MER) (Tabla 1).

TABLA 1. Fenotipos de resistencia a betalactdmicos en Pseudomonas aeruginosa.

PTZ CAZ CEF ATM IMP MER Meca_nismq de
resistencia

S R R R r'R r'R GES -2

R R R S r'R r/R MBL

S S S S R r Pérdida de porina OprD

r'R r'R r'R r'R S r Sistema MexAB-OprM

r'R r'R R r'R S S Sistema MexCD-OprJ

r'R r'R r'R r'R R r Sistema MexEF-OprN

r'R r'R r'R r'R S S Sistema MexXY-OprM
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Deteccion de sistemas de eflujo

Se utilizara un inhibidor de las bombas de eflujo: carbonyl cyanide 3-
clorofenilhidrazona (CCCP). EI CCCP se agregara a cada placa de agar Mueller
Hinton (MHA), que contenga de 0.5 a 1024 ug / mL de gentamicina, 0.5 a 1024
ug / mL de cefepima, 0,5 a 256 ug / mL de imipenem y 0,5 a 128 ug / mL de
ciprofloxacina (la concentracion final de CCCP debe ser de 25 ug / mL).
Posteriormente, inocular 2 uL de la suspensién bacteriana (concentracion final del
indculo: 10* UFC). Se determinara la concentracion inhibitoria minima (CIM) de
cada antibidtico.

El criterio para considerar la presencia de bombas de eflujo en los aislamientos sera
que la CIM de los antibidticos probados disminuira al menos 4 veces en presencia
del inhibidor. El control negativo sera la cepa PAO1 (37).

Deteccion de enzimas que confieren resistencia a carbapenemes

Para la deteccion fenotipica de enzimas de clase A (KPC y GES), B (MBL), C

(AmpC) y D (OXA), se realizaran las siguientes pruebas:

Prueba de sinergia de doble disco (SDD)

Determinara la presencia de la enzima y la clase a la que pertenece utilizando los
siguientes discos: imipenem (IPM) (10 pg), meropenem (MER) (10 pg), acido
etilendiaminotetraacético/mercaptoacetato de sodio (EDTA/SMA) (750 pg/2mg),
acido 3-aminofenilborénico (APB) (300 pg) y cloxacilina (3000 pg). En una placa
de agar Mueller Hinton previamente sembrada con un inéculo 0.5 McFarland de la
cepa, se colocaran los discos respectivos a una distancia de 1.5 cm de centro a

centro, incubandose luego a35°C de 18 a 24 horas en aerobiosis.
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La prueba se considerard positiva cuando se observe un efecto sinérgico
(agrandamiento o deformacion) de la zona de inhibicion entre los discos empleados
(38), pudiendo obtenerse los resultados que se muestran en la tabla 2 (datos

obtenidos del Servicio Antimicrobianos ANLIS “Dr. Carlos Malbran™) (39).

TABLA 2. Deteccion de carbapenemasas.

DISCOS ENZIMAS A DETECTAR
A UTILIZAR KPC MBL  AmpC  OXA  GES
IMP-EDTA-MER - + ; ; ;
IMP-CLOXA(HI)- - - + - -
MER

IMP-APB-MER +H- - + - +

4.6.2.2. Deteccion genotipica de mecanismos de resistencia a carbapenémicos.

Deteccidn de genes codificantes de MBL

Mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se estudiaran
los siguientes genes que codifican la produccion de MBL: KPC, IMP, VIM y NDM,

realizandose segun la publicacion de Saavedra y col. 2014 (18).
El ADN, sera extraido por shock térmico.

Para la amplificacion, la mezcla estara constituida por 0.2mM de dNTPs, 1.5 mM
de MgCl2, 0.4 uM de cada iniciador (para IMP se usara 0.5 uM), y 0.06U/ uL de

Taq polimerasa.
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Los iniciadores a utilizar se presentan en la tabla 3.

TABLA 3. Lista de iniciadores utilizados para la amplificacion de carbapenemasas.

TAMANO
DEL
INICIADOR SECUENCIA (5°-3") PRODUCTO

KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTCT (Bpgg)
KPC-R TTTTCAGAGCCTTACTGCCC
IMPgen-F1 GAATAG(A/G)(A/G)TGGCTTAA(C/T)TCTC 188
IMPgen-R1 CCAAAC(C/T)ACTA(G/C)GTTATC
VIMgen-F2 GTTTGGTCGCATATCGCAAC 382
VIMgen-R2 AATGCGCAGCACCAGGATAG
NDM-F GGTGCATGCCCGGTGAAATC 661
NDM-R ATGCTGGCCTTGGGGAACG
SPM-F1 CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 798
SPM-R1 CCTTTTCCGCGACCTTGATC

Realizandose de la siguiente manera: 95°C por 5minutos, 35 ciclos a 95°C por 30
segundos, hibridacion de los iniciadores segln la temperatura correspondiente a
cada uno de ellos por 45 segundos a 72°C por un minuto y una extension final a

72°C por siete minutos en un termociclador.

Para evidenciar los productos de amplificacion se realizard una electroforesis en gel
de agarosa y su visualizacion sera en un transiluminador de luz UV, siendo

comparado con un marcador de peso molecular respectivo.
EL control negativo seré la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Los controles positivos seran cepas productoras de carbapenemasas tipo KPC,
VIM, IPM, NDM y SPM, que posee el Laboratorio de Resistencia a

Antimicrobianos e Inmunopatologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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4.7. Plan de analisis

Los datos demogréaficos de los pacientes, tipo de muestra y resultados de las pruebas
de laboratorio, en lo referente a la identificacion y pruebas de susceptibilidad del
microorganismo, seran extraidos de la base de datos y del programa LabPro del
Servicio de Microbiologia del HNERM. Los resultados de las pruebas fenotipicas
y estudios moleculares, para la identificacion de los mecanismos de resistencia a
carbapenémicos en los aislamientos de P. aeruginosa de las muestras clinicas
estudiadas, seran obtenidos de los registros realizados en el Laboratorio de

Resistencia a Antimicrobianos e Inmunopatologia - LID de la UPCH.

La informacion obtenida serd transferida a una base de datos, realizadndose el

procesamiento y analisis estadistico de los datos con el programa SPSS.
Se realizarén pruebas de estadistica descriptiva, tablas de frecuencia y porcentajes.

La presentacion de los datos se realizara en forma de tablas, graficos en barras y/o

sectores.

4.8. Aspectos éticos

Para la realizacidn del presente trabajo de investigacion se utilizaron cepas aisladas
de los cultivos de las muestras clinicas que formaron parte de los procedimientos
habituales clinicos, manteniéndose en la respectiva confidencialidad los datos de
identificacion de los pacientes.

El proyecto ser4 inscrito en el SIDISI y sometido al Comité de Etica de la UPCH,

segun los lineamientos establecidos para tal fin.
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6. PRESUPUESTO

RECURSOS DESCRIPCION CANTIDAD FUENTE MONTO
DE RECURSOS FINANCIADORA (soles)

IDENTIFICACION  Equipos, HNERM

Y SENSIBILIDAD instrumentos e

BACTERIANA insumos

DETECCION DE Equipos, UPCH -LID

SISTEMAS DE instrumentos

EFLUJO
Asas de siembra 300 unidades 140.00
Placas Petri 300 unidades 390.00
CCCP 100mg 112.00
Guantes estériles 150 pares 60.00
Cepas ATCC HNERM

UPCH-LID

Discos de HNERM
sensibilidad UPCH-LID

DETECCION DE Equipos, UPCH - LID

GENES instrumentos

CODIFICANTES

DE MBL Agarosa 125g 886.00
certificada grado
BM
Agua grado BM 100ml 84.00
Asas de siembra  300u 140.00
Bromuro de etidio  1gr 132.00
Buffer TAE 50X  1000mL 455.00
Guantes estériles 150 pares 60.00
Microtubos PCR ~ 1000unidades 38.00
(0.2mL)
Puntas plasticas 1000unidades 76.00
(1- 100ul))
Par de iniciadores 4 pares 1200.00
Taq polimerasa 800.00
Taq redimix 900.00
Cepas ATCC HNERM

UPCH - LID

MATERIALES DE  Hojas bond 400 unidades 30.00

OFICINA Toner 01 unidad 60.00

MOVILIDAD Recursos propios

RECURSOS Investigador Ad honorem

HUMANOS
Asesor Ad honorem

TOTAL 5563.00
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7. CRONOGRAMA

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

27/05/2018 16/07/2018 04/09/2018 24/10/2018 13/12/2018 01/02/2019 23/03/2019 12/05/2019

1. Disefio del proyecto.

Formulacion del tema de investigacion.

Revision de la literatura.

Elaboracion vy disefio del proyecto de investigacion.
Registro, revision y correccion del proyecto.

2. Procesamiento de muestras

Aislamiento, identificacion y pruebas de sensibilidad.
3. Conservacion de cepas.

Preparacion del material para la conservacion de cepas.
Recoleccion y seleccion de cepas a estudiar.
Resiembra de cepas en el medio de cultivo respectivo.
4. Pruebas para deteccion de mecanismos de resistencia
Realizacion de andlisis fenotipicos

Realizacion de andlisis genotipicos

5. Elaboracion del informe final.

Ingreso de resultados.

Analisis e interpretacion de los resultados.

Redaccion y presentacion del avance.

Revision, correccion y presentacion del informe final.
Publicacion.

Bl Duracion (dias)



ANEXO 1: OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO ESCALA FUENTE
CONCEPTUAL OPERACIONAL DE
MEDICION
Edad Tiempo de vida NUmero de meses Independiente  Razo6n Base de datos
en meses o afos NUmero de afios Cuantitativa del Servicio de
cumplidos Microbiologia
Sexo Caracteristica Femenino Independiente  Nominal Base de datos
biolégica Masculino Cualitativa del Servicio de
individual del Microbiologia
paciente
Procedencia  Piso de Especialidades Independiente  Nominal Base de datos
hospitalizacion médicas: Cualitativa del Servicio de
donde se Cardiologia. Microbiologia
encuentra el Cirugia: Cabezay
paciente Cuello,
Cirugia General,
Cirugia Pediatrica,
Cirugia Plastica,
Cirugia de Torax.
Cuidados Intensiv.
Dermatologia.
Emergencias.
Endocrinologia.
Gastroenterologia.
Ginecoobstetricia.
Hematologia.
Hemodialisis.
Infectologia
Medicina Interna.
Nefrologia.
Neonatologia.
Neumologia.
Neurocirugia.
Neurologia.
Oftalmologia.
Oncologia.
Pediatria, etc
Tipo de Secreciones, Sangre, Independiente  Nominal Base de datos
muestra aspirados, orina, Cualitativa del Servicio de
liquidos liquido Microbiologia
biolégicos o cefalorraquideo,
tejidos obtenidos  liquido ascitico,
del paciente liquido pleural
heridas,
secrec. bronquiales,
etc.
Nivel de Deteccion del Multirresistencia Independiente  Nominal Resultados de
resistencia nivel de (MDR), Cualitativa las pruebas de
resistencia resistencia extrema susceptibilidad
(XDR) y antimicrobiana
panresistencia
(PDR).
Mecanismos  Presencia de Carbapenemasas: Independiente  Nominal Resultados de
de genes especificos  KPC, GES (Clase Cualitativa las pruebas
resistencia 0 caracteristicas A), MBL (Clase B) moleculares o
fenotipicas y oxacilinasas fenotipicas

relacionados con
la resistencia a
carbapenemes

(Clase D).
-Pérdida de porinas
-Bombas de
expulsion.

especificas para
detectar
mecanismos de
resistencia en
P.aeruginosa




