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Resumen

En estos ultimos afios debido a la pandemia se usaron antibioticos de amplio espectro
en los pacientes hospitalizados sin un adecuado control y ello favorecid al aumento en
los reportes de infecciones por enterobacterias resistentes a carbapenémicos como P.
aeruginosa. En el Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins se vié un aumento en
el nimero de infecciones relacionadas a este macroorganismo entre los afios 2019 y

2020 segun el perfil microbioldgico institucional.

Objetivo

Determinar y caracterizar la frecuencia de genes tipo carbapenemasas en P. aeruginosa
recuperadas de hemocultivos en el Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins en el

periodo agosto a diciembre del 2022.

Disefio de estudio

Se realizaré un estudio transversal en el Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins
durante el periodo agosto a diciembre del 2022. Los aislamientos de P. aeruginosa
resistentes a carbapenémicos seran procesadas mediante PCR multiplex para la
deteccion de genes de carbapenemasas por el laboratorio de referencia nacional. Estos
datos permitirdn instaurar oportunamente una terapia antibiotica adecuada, la
implementacion de los nuevos antibioticos, asi como medidas de prevencion y control

de brotes por este microorganismo de dificil tratamiento.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, carbapenemasa, cultivo de sangre.



INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es un fendmeno que ocurre por la habilidad de las bacterias
de crecer en presencia de antibidticos que podrian inhibir su crecimiento (1). El
desarrollo de mecanismos de resistencia se da primordialmente por presion selectiva,
los cuales incluyen la produccion de enzimas, alteracion de sitio diana, rutas
metabolicas, impermeabilidad de membrana y bombas de eflujo, todos estos
mecanismos se producen mediante mutaciones o transferencia de elementos genéticos
moviles a través de la transformacion, conjugacién o transduccion. Por otro lado, la
resistencia bacteriana esta relacionada al uso masivo de antibioticos y al uso indebido

en humanos, agricultura, ganaderia e industria (1,2)

Este fendmeno se evidencio6 desde el inicio del uso clinico de antibidticos en los afios
1940 y se encuentra en aumento, asi mismo existe una disminucion en el ritmo de
descubrimiento de nuevo antibiéticos desde los afios 80, constituyendo un problema
preocupante para la Salud Publica Mundial ya que complica las decisiones terapéuticas
y manejo clinico de infecciones debido al incremento en la morbi-mortalidad (1).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud la resistencia antimicrobiana es una de las
10 principales amenazas de la salud publica, para el afio 2030 podria sumir en extrema
pobreza a 24 millones de personas y se estima que para el afio 2050 causara 10 millones

de defunciones al afio (2,3).

Las bacterias Gram negativas son las causantes de muchas de las infecciones
relacionadas a la asistencia sanitaria, esto sucede a lo largo de todo el mundo, se

describe que dentro de ellas se encuentra Pseudomonas aeruginosa, que es un bacilo



Gram negativo no fermentado (4,5). Este microrganismo exhibe multiples mecanismos
de resistencia como p-lactamasas, enzimas modificadoras de aminoglucésidos,
impermeabilidad de membrana externa, bombas de eflujo y modificacién de sitio
blanco (6,7,8). Las bombas de expulsion descritas son la de Resistencia-Nodulacion-
Division y se describen MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY,
MexJK-OprM, MexVW-OprM, las cuales confieren resistencia a varios grupos de
antimicrobianos  antipseudoménicos, ademas existen mutaciones en genes
cromosomales que confieren resistencia a betalactamicos, estos genes son ampD, dacB
y ampR, mutaciones especificas de ampC; en cuanto a la resistencia a carbapenémicos
como imipenem y meropenem se da por impermeabilidad de membrana externa
codificada por el gen OprD; entre otros mecanismos descritos para la resistencia a
fluoroquinolonas se encuentran las mutaciones de ADN girasa tipo GyrA7 y GryB, de
las topoimomerasas tipo 1V ParC/ParE y en cuanto a la resistencia a amiglucdésidos se
encuentra el gen rmtA. (8.9) Finalmente, para la resistencia a penicilinas,
cefalosporinas y carbapenémicos se describen la produccién carbapenemasas tipo IMP,
VIM y GES, ademéas se describe la coproduccion con B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y entre otras -lactamasas descritas se encuentra OXA, todos estos

mecanismos son adquiridos por transmision horizontal (8).

En un estudio publicado por Antimicrobial Resistance Collaborators en la revista The
Lancet, en enero del 2022 a partir del analisis de informacion obtenida de revisiones
sistematicas, informacion de sistemas hospitalarios y sistemas de vigilancia, reportan

que la resistencia bacteriana es la principal causa de muerte a nivel mundial con mayor



carga en paises de bajos recursos, y dentro de los bacilos Gram negativos se encuentra
Pseudomonas aeruginosa como la sexta causa de muerte de microorganismos
resistente a los antibiéticos a nivel mundial y en América Latina/Caribe se encuentra
en quinto lugar, ademas es la segunda causa de muerte asociada a la resistencia

antibiotica en bacteriemias (10).

En Estados Unidos la CDC reportaba para el afio 2013 un 13% de prevalencia de P.
aeruginosa multidrogo resistente (11) y para el 2019 reporta una disminucion de 30%
de la prevalencia (12), sin embargo, en el reporte especial del 2022 sobre el impacto de
la COVID-19 en la resistencia antibiotica se evidencia un aumento de 15% de
infecciones resistentes en el periodo 2019-2020 y un aumento del 32% de infecciones
por P. aeruginosa multidrogo resistentes (13). En tanto en Europa reportan que de las
P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos hasta un 20% producen carbapenemasas
principalmente metalo-p-lactamasa y en Canada se reporta este evento en el 4.3% (14).
En Indonesia y Grecia la prevalencia de produccion de metalo-p-lactamasas en cepas
de Pseudomonas aeruginosa en las unidades de cuidados intensivos es de 70% y 88%
respectivamente (14). En un estudio publicado por Labarca et col en el 2016 reportan
que en América latina se encuentra la produccion de metalo-p-lactamasas hasta en el
46% de las P. aeruginosa que son resistentes a carbapenémicos, en este mismo estudio
reportan que en Perl el 66% y 57% de las P. aeruginosa son resistentes a meropenem
e imipenem, respectivamente (4). Angles et col en el 2020 realiz6 una revision
sistematica para describir los genotipos de las carbapenemasas reportadas en

aislamientos microbiol6gicos en Perd, encontrando que 79/84 aislamientos de



Pseudomonas aeruginosa expresaron metalo-p-lactamasas tipo IMP, 4/84 tipo NDM y
1/84 tipo GES, todos estos reportes correspondian a hospitales de Lima (15). Mayta-
Barrios et col en el 2021 reportaron que en los aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa se encontraron metalo-B-lactamasas tipo blaIMP, blaVIM y en el resto de
las cepas expresion de blaIMP y blaVIM juntas. (16). Estos genes de resistencia
reportados con mayor frecuencia en las Enterobacterias y en P. aeruginosa se pueden
identificar mediante metodologia PCR usando iniciadores especificos para los genes
blaKPC, blaNDM, blalMP, blaVIM, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-

58, blaOXA-48, y blaOXA-143, con una alta sensibilidad y especificidad (17,18).

El reporte institucional de perfil microbioldgico del Hospital Nacional Edgardo
Rebagliati Martins reportan que para el 2019 fue el tercer germen mas aislado de todas
las muestras cultivadas, para el 2020 el segundo germen mas aislado de todas las
muestras cultivadas y especificamente en hemocultivos en 2019 y 2020 se encontro en
la sexta posicion del ranking de aislamientos. La sensibilidad de Pseudomonas
aeruginosa a carbapenémicos en el 2015 fue de 55%, en el periodo 2017 — 2018 la
sensibilidad a imipenem y meropenem fue de 54% y 42% respectivamente, en el afio
2019 y 2020 la sensibilidad global a carbapenémicos fue de 57%. Por otro lado, en los
hemocultivos reportados con aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en Emergencia
en el 2019 fue de 67% y en el 2020 de 61%; en las Unidades de Cuidados Intensivos
durante el 2019 y 2020 presentaron una sensibilidad a carbapenémicos de 45% y en

hospitalizacién comun en el 2019 y 2020 de 75% y 73% respectivamente (19). Estos



datos son preocupantes y ameritan una evaluacion descriptiva de la distribucion de las

diferentes cepas de Gram negativos resistentes a carbapenémicos.

A diferencia de otras enterobacterias resistentes a carbapenémicos mediados por
carbapenemasas, la resistencia a carbapenémicos de Pseudomonas aeruginosa se da
principalmente por mutaciones cromosémicas por perdida de porinas OprD,
sobrexpresion de AmpC o sobrexpresion de bombas de eflujo. Asi mismo estas
caracteristicas son importantes para poder instaurar el tratamiento antibiético adecuado
con nuevos farmacos como ceftazidima/avibactam o ceftalozano/tazobactam sin
embargo para el tratamiento de P. aeruginosa productora de carbapenemasas podria
ser plausible, de acuerdo con el MIC, el uso de ceftazidima/avibactam mas aztreonam
y entre otras opciones de utilidad se encuentran ceferidericol o combinaciones

sinérgicas basadas en Colistina (14).

En estos ultimos afios debido a la pandemia se han usado antibidticos de amplio
espectro sin la supervision adecuada de los Programas de Control de Antimicrobianos,
este uso descontrolado de antibioticos produjo la seleccion de clones resistentes de alto
riesgo y posteriormente su diseminacion, favoreciendo un aumento en los reportes de
infecciones por enterobacterias resistentes a carbapenémicos en el ambito hospitalario

(20,21).

Dado este escenario es pertinente realizar un estudio local que evalle la frecuencia de
distribucion de expresion de genes de resistencia a carbapenémicos en aislamientos de

hemocultivos de Pseudomonas aeruginosa, esto permitira instaurar oportunamente una



terapia antibidtica adecuada y la implementacion de los nuevos antibioticos, asi como

medidas de prevencion y control de brotes por este microorganismo.

OBJETIVO

Objetivo Principal

Determinar y caracterizar la frecuencia de genes tipo carbapenemasas en P.
aeruginosa recuperadas de hemocultivos en el Hospital Nacional Edgardo

Rebagliati Martins

Objetivo Secundario

b)

Determinar la distribucion y frecuencia de cada clase de carbapenemasa segun
el area de hospitalizacién

MATERIALES Y METODOS

Disefio de estudio

Estudio observacional, descriptivo y de corte transversal que se llevara a cabo
de agosto a diciembre del 2022.

Poblacion:

Todos los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa en hemocultivos del
Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins — EsSalud de Lima, Per( durante
el periodo de agosto a diciembre del 2022

Criterios de inclusion

Primer aislamiento, por cada paciente, de P. aeruginosa en hemocultivos

confirmados a través del panel MicroScan NC50. La susceptibilidad de los



d)

aislamientos a través de la concentracion minima inhibitoria (MIC) utilizado en
el panel comercial MicroScan NC50 (Dade-Bering, West Sacramento, USA).
Los aislamientos no susceptibles a meropenem y/o imipenem seran evaluados
por PCR multiplex para la deteccion de carbapenemasas de Clase A de Ambler
(blakpc blaces y blaimi), Clase B de Ambler (blaime, blavim, blanom) y Clase D
de Ambler (blaoxa-4s, blaoxa-23, blaoxa-24)

Criterios de exclusion

Muestras diferentes que no sean hemocultivos. Aislamientos de P. aeruginosa
sensibles a carbapenémicos.

Muestra

No se calculara un numero de muestra ya que se incluiran en el estudio todos
los aislamientos de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos en el periodo de
estudio y de acuerdo con los criterios de inclusion.

Definicion operacional de variables:

Las variables que se utilizaran son las siguientes:

Identificacion del paciente: Cédigo asignado en el sistema del HNERM
Identificacion del cultivo: Cédigo asignado en el sistema del HNERM
NUmero de muestra: Cédigo correlativo asignado para el estudio

Fecha de procesamiento: Fecha de procesamiento del hemocultivo

Area de procedencia: Area de hospitalizacion del paciente

Tipo de cultivo: Un cultivo es una prueba diagnostico que permite el
crecimiento de un microorganismo en un medio solido o liquido, siendo asi el

hemocultivo una prueba mediante la cual se cultiva 10ml de sangre en un vial



o frasco para posteriormente ser procesado mediante metodologia
automatizada.

Microorganismo: Organismo microscopico que puede ser una bacteria, hongo,
protozoo o alga. Este estudio solo incluira cepas de P. aeruginosa

CIM para Meropenem: La CIM o concentracién minima inhibitoria es la
concentracion a la que se inhibe el crecimiento bacteriano in vitro, se expresa
en pg/ml. Este valor clasifica la susceptibilidad en sensible, intermedio o
resistente. Los puntos de corte para P. aeruginosa para meropenem estan
descritos en el documento M100 del CLSI edicion 32 del 2022.

CIM para Imipenem: La CIM o concentracion minima inhibitoria es la
concentracion a la que se inhibe el crecimiento bacteriano in vitro, se expresa
en pg/ml. Este valor clasifica la susceptibilidad en sensible, intermedio o
resistente. Los puntos de corte para P. aeruginosa para imipenem estan
descritos en el documento M100 del CLSI edicion 32 del 2022.

PCR positiva para B-lactamsas de clase A de Ambler: La reaccién en cadena
de polimerasa, es una reaccion mediante la cual se amplifica y detecta un
fragmento determinado del ADN. En este caso genes de B-lactamsas de clase A
de Ambler.

PCR positiva para p-lactamsas de clase B de Ambler: La reaccion en cadena
de polimerasa, es una reaccion mediante la cual se amplifica y detecta un
fragmento determinado del ADN. En este caso genes de B-lactamsas de clase B

de Ambler



f)

PCR positiva para p-lactamsas de clase D de Ambler: La reaccion en cadena
de polimerasa, es una reaccion mediante la cual se amplifica y detecta un
fragmento determinado del ADN. En este caso genes de -lactamsas de clase D
de Ambler.

Ver en el ANEXO 1, la tabla operacional de variables.

Procedimiento y técnicas

El estudio se realizara en el Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins
durante el periodo agosto a diciembre del 2022. Para esto, se redactard una
solicitud hacia dicha institucion para que autoricen el acceso a los aislamientos
microbioldgicos que cumplan con los criterios de inclusion y exclusion. Las
muestras seran codificadas con nimeros correlativos para luego ser procesadas
mediante PCR multiplex de deteccion de genes de carbapenemasas por el
laboratorio de referencia que seran gestionadas por el servicio de microbiologia
del hospital. Los datos seran recolectados en una ficha (ver ANEXO 2) y luego
se realizara el llenado de una base de datos, para posteriormente realizar el
analisis en el programa estadistico elegido para el estudio.

Aspectos éticos del estudio

El presente estudio involucra la deteccion de genes de resistencia en cepas
bacterianas de un hospital y no involucra intervenciones en seres humanos, por
tal motivo no se vulnera los derechos fundamentales de los pacientes y no se
requiere de un consentimiento informado. EIl protocolo se sometera a revision
por parte del comité de ética del Hospital Edgardo Rebagliati Martins y la

Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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g) Plan de analisis:

La informacidn que se recolectara en las fichas se ingresara a una base de datos
electronica para el procesamiento de los datos en el programa Microsoft Excel
17.0. Las variables cualitativas se presentaran como porcentajes y frecuencias.
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IV. PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

a) Presupuesto

Rubro

Medida

Recursos humanos

Investigador
Asesor

actividad
actividad

Materiales e insumos

Papel A4

Tinta impresora
Almacenamient
o en la nube
Digital del
correo
investigador
principal
Lapicero
Procesamiento
molecular de
las muestras

Transporte
Movilidad
(gasolina y/o
pasajes)
Otros recursos
Internet
Espiralado
Total

b) Financiamiento

millar
unidad
unidad

unidad
unidad

actividad

horas
unidad

Costo unitario

Ad honorem
Ad honorem

25

30

El
almacenamient
0 es gratuito

2

Gratuito. El
servicio de
microbiologia
del hospital
realiza la
deteccion a
través del
laboratorio de
referencia

20

1.00

Cantidad

N

10

Todas las
cepas que
se
reportaran
en el
periodo de
estudio

36

200

Costo
total S/.

0
0

25
60
0

720

200
15
1040

Los materiales e insumos y servicios necesarios para el desarrollo de este
trabajo de investigacion seran autofinanciados.
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¢) Cronograma

Actividades

2022

2023

Julio

Agosto

Setiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre

Enero

Febrero

Planteamiento
del tema de
investigacion

Elaboracion del
proyecto

Recoleccién de
datos

Procesamiento
de datos

Analisis de
Resultados

Formulacion de
conclusiones y
recomendaciones

Redaccion de
informe

Presentacién del
informe
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V. ANEXOS

ANEXO 1

Tabla 1 Definiciones operacionales

Variable Definicion operacional | Tipo Escala Valor
de
medicion
Identificacion Codigo asignado en el Cualitativa | Nominal | Cdédigo de
del paciente sistema del HNERM nominal identificacion
en nameros
Identificacién Cadigo asignado en el Cualitativa | Nominal | Cédigo de
del cultivo sistema del HNERM nominal identificacion
en nimeros
NuUmero de Cadigo correlativo Cualitativa | Nominal | Cédigo de
muestra asignado para el estudio | nominal identificacion
en numeros
Fecha de Fecha de procesamiento | Cuantitativa | Ordinal Dia en formato
procesamiento | del hemocultivo ordinal fecha dia-mes-
ano
Area de Area de hospitalizacion | Cualitativa | Nominal | Emergencia,
procedencia del paciente nominal Hospitalizacion
comun, UCI

16




Tipo de cultivo

Un cultivo es una
prueba diagnostico que
permite el crecimiento
de un microorganismo
en un medio solido o
liquido, siendo asi el
hemocultivo una prueba
mediante el cual se
cultiva 10ml de sangre
en un vial o frasco para
posteriormente ser
procesado mediante
metodologia

automatizada.

Cualitativa

nominal

Nominal

Hemocultivo

Microorganismo

Organismo
microscopico gque puede
ser una bacteria, hongo,

protozoo o alga,

Cualitativa

nominal

Nominal

Pseudomonas

aeruginosa

CIM para

Meropenem

La CIM o concentracion
minima inhibitoria es la
concentracion a la que

se inhibe el crecimiento

Cualitativa

nominal

Nominal

Sensible CIM
<2; Intermedio

CiIM=4,

17




bacteriano in vitro, se
expresa en pg/ml. Este
valor clasifica la
susceptibilidad en
sensible, intermedio o
resistente. Los puntos de
corte para P. aeruginosa
para meropenem estan
descritos en el
documento M100 del
CLSI edicion 32 del

2022.

Resistente CIM

>8

CIM para

Imipenem

La CIM o concentracion
minima inhibitoria es la
concentracion a la que
se inhibe el crecimiento
bacteriano in vitro, se
expresa en pg/ml. Este
valor clasifica la
susceptibilidad en
sensible, intermedio o

resistente. Los puntos de

Cualitativa

nominal

Nominal

Sensible CIM
<2; Intermedio
CIM=4;
Resistente CIM

>8
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corte para P. aeruginosa
para imipenem estan
descritos en el
documento M100 del

CLSI edicioén 32 del

2022,
PCR positiva La reaccion en cadena Cualitativa | Nominal | blakKPC
para [- de polimerasa es una nominal blaGES y
lactamsas de reaccion mediante la blaIMI
clase A cual se amplificay

detecta un fragmento

determinado del ADN.

En este caso genes de [3-

lactamsas de clase A de

Ambler
PCR positiva La reaccion en cadena Cualitativa | Nominal | blaIMP,
para f- de polimerasa es una nominal blaVIM,
lactamsas de reaccion mediante la blaNDM

clase B

cual se amplificay
detecta un fragmento
determinado del ADN.

En este caso genes de -
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lactamsas de clase B de

Ambler

PCR positiva
para -
lactamsas de

clase D

La reaccion en cadena
de polimerasa es una
reaccion mediante la
cual se amplificay
detecta un fragmento
determinado del ADN.
En este caso genes de [3-
lactamsas de clase D de

Ambler

Cualitativa

nominal

Nominal

blaOXA-48,
blaOXA-23,

blaOXA-24
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ANEXO 2

Ficha de Recoleccion de datos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS DEL PACIENTE

Numero de DNI

Numero de identificacion del cultivo

Numero de muestra para el Estudio

Fecha de procesamiento de muestra

Fecha de recoleccion de datos

DATOS DE LA MUESTRA

Area de procedencia

Emergencia

| ucl

Hospitalizacién comun |

Microorganismo aislado

Pseudomonas aeruginosa

Otros

CIM para Meropenem

Sensible (CIM <2)

Intermedio (CIM=4)

Resistente CIM =8

CIM para Imipenem

Sensible (CIM £2)

Intermedio (CIM=4)

Resistente CIM >8

PCR positiva para B-lactamsas de clase A blakPC blaGES blalMI
PCR positiva para B-lactamsas de clase B blaIMP blaVIM blaNDM
PCR positiva para B-lactamsas de clase D | blaOXA-48 blaOXA-23 blaOXA-24
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