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RESUMEN

Objetivo: Determinar la incidencia de Enterobacterias productoras de carbapenemasas y
sus caracteristicas demograficas en pacientes hospitalizados en el Hospital Nacional
Hipolito Unanue, Lima 2014 - 2018. Método: Estudio observacional, de disefio no
experimental, descriptivo retrospectivo y transversal. En aislamientos de enterobacterias se
determino la sensibilidad a los antibidticos por el método de disco difusion y se identifico
produccion de carbapenemasas por métodos fenotipicos. Se registraron en el software
Whonet 5,6 los datos microbiologicos y demograficos de todos los pacientes hospitalizados
con aislamiento de Enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) durante los afios
2014 al 2018 y se analiz6é mediante estadistica descriptiva. Resultados: A partir de 4687
aislamientos se identificaron 305 cepas de EPC. Como especies mas frecuentes Klebsiella
pneumoniae (77,7%), seguida de Proteus mirabilis (9,8%). K. pneumoniae mostro menor
resistencia frente a Amikacina (9,8%), doxiciclina (39,3%) y colistina (0,8%). La incidencia
de EPC presento cambios a lo largo del tiempo. Los pacientes con aislamiento de EPC el
54,4% fueron mujeres, con una edad media de 53,2 +/- 20,9 anos. Los servicios de
procedencia mas frecuente fueron: medicina interna 35,7%, cirugia 30,7% y unidad de
terapia intensiva 18,6%. Conclusiéon: La incidencia de EPC en el Hospital Nacional
Hipolito Unanue fue 6,5% entre 2014-2018, y presentd variaciones con una tendencia al
aumento a través de los afios. La mayor frecuencia de aislamientos procedié de medicina
interna, cirugia y la unidad de terapia intensiva.

Palabras clave: Enterobacterias, carbapenemasas, incidencia.
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ABSTRACT

Objective: To determine the incidence of carbapenemase-producing Enterobacteria and
their demographic characteristics in hospitalized patients at the National Hospital Hip6lito
Unanue, Lima 2014 - 2018. Method: Observational study, non-experimental design,
descriptive cross-sectional. In enterobacteria isolations, sensitivity to antibiotics was
determined by the diffusion disc method and carbapenemase production was identified by
phenotypic methods. Microbiological and demographic data for all patients hospitalized
with isolation of carbapenemase-producing Enterobacteria were recorded in the Whonet 5,6
software during 2014 to 2018 and analyzed using descriptive statistics.Results: From 4687
isolations, 305 strains of EPC were identified. As more common species Klebsiella
pneumoniae (77,7%), followed by Proteus mirabilis (9,8%). Showed lower resistance to
Amikacin (9,8%), doxicycline (39,3%) and colistin (0,8%). The incidence of ECP has
changes over time. 54.4% of patients with EPC isolation were women, with an average age
of' 53,2 +/- 20,9 years. The most commonly sourced services were: internal medicine 35.7%,
surgery 30.7% and intensive care unit 18.4%. Conclusion: The incidence of EPC in the
National Hospital Hipolito Unanue was 6.5% between 2014-2018, and presented variations
with a tendency to increase over the years. The highest frequency of isolates in internal
medicine, surgery and intensive care unit services. The incidence of EPC at the National
Hospital Hipolito Unanue was 6.5% between 2014-2018, and presented variations with a
tendency to increase over the years. The highest frequency of isolation came from internal
medicine, surgery and the intensive care unit.

Keywords: Enterobacteria, carbapenemases, incidence



I.  INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos por bacterias de importancia clinica es un gran
problema de salud publica en el Peri, y se mantiene vigente en pacientes del ambito
hospitalario. Actualmente, la emergencia de bacterias del orden enterobacterales, como las
especies de los generos Klebsiella, Escherichia, Proteus entre otros, con mecanismos de
resistencia a antimicrobianos de ultima linea, han incrementado la prevalencia de este
problema. (Alvim, Couto y Gazzinelli, 2019)

La presencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas con resistencia a
antibioticos como imipenem, meropenem y otros, se han reportado en nuestro pais desde el
afio 2013. (Sacsaquispe & Bailon, 2018) Sin embargo, por su naturaleza es importante
estudiar continuamente el comportamiento de la incidencia y las caracteristicas
demograficas de los pacientes que presentaron este tipo de aislamientos. Siendo necesario
estudiar estos aspectos a fin de conocer su relacion y la transicion epidemioldgica, los que
nos permitirdn establecer una base para nuevas investigaciones.

Los pacientes en servicios de hospitalizacion son mas vulnerables de seleccionar
cepas bacterianas con resistencia a los antimicrobianos, por la confluencia de varios factores
como la estancia prolongada, uso de antimicrobianos de amplio espectro, infecciones en
diferentes localizaciones entre otros; con un patron diverso para orientar la limitada
capacidad para el tratamiento.

Las publicaciones cientificas sobre este problema en pacientes hospitalizados en
nuestro pais son escasas, encontrado resultados diversos y que generan incertidumbre, lo
que justifica realizar mas estudios que puedan resolver estas cuestiones.

En el presente estudio se recopilo datos microbioldgicos y demograficos durante 5
afos, de los pacientes que ingresaron a los servicios de hospitalizacion del Hospital Nacional

Hipolito Unanue (HNHU) y que presentaron aislamientos de especies de Enterobacterias



productoras de carbapenemasas, para determinar su incidencia y caracteristicas
demograficas. El HNHU es un hospital de referencia de nivel III de la zona Lima Este, y
acoge pacientes de varios distritos muy poblados de la ciudad de Lima.

Al observar la incidencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas se
encontro diversas especies implicadas y variaciones de su frecuencia en el tiempo.
Posteriormente, se realiz6 el andlisis de las caracteristicas demograficas de los pacientes
hospitalizados que presentaron aislamiento de estos agentes a fin de conocer la
epidemiologia local, enfocandonos en la incidencia y caracteristicas demograficas.
Desarrollamos la investigacion segun se indica en los Capitulos:

o Capitulo I: Se refiere el planteamiento del problema, los antecedentes
nacionales e internacionales, se formulan los objetivos (general y especificos) y la
justificacion.

J Capitulo II: En el marco tedrico se describen las teorias generales y
especificas sobre el tema.

. Capitulo III: En la metodologia, se indica el tipo y disefio de investigacion,
indicando la poblacion y la muestra, asi como la operacionalizacion de las variables, las
técnicas para el procesamiento, analisis de resultados y consideraciones éticas.

. Capitulo IV: Los resultados se presentan en tablas y figuras, y se registra el
analisis descriptivo de las variables con la interpretacion de las tablas.

J Capitulo V: Se discuten nuestros resultados comparandolos con otras
investigaciones. Ademas, formulamos las conclusiones y recomendaciones en base a los
objetivos y resultados de nuestro estudio.

1.1 Descripcion y Formulacion del Problema

La resistencia bacteriana es un problema de salud publica, que remarca su

importancia por el aumento en su incidencia, asi como por la aparicion de nuevos



mecanismos de resistencia que limitan las alternativas terapéuticas. Con una mayor
demanda por los servicios de hospitalizacion y las unidades de cuidados intensivos, que
concentran la mayor incidencia de bacterias multiresistentes y las infecciones clinicas de
mayor gravedad, lo que conlleva a incrementar el consumo de antimicrobianos, como se
evidencian estudios en nuestro pais. (Vera-Leiva A, 2017; Moreno-Monge, 2013; Salgado,
Gilsanz, y Maseda, 2015).

La vigilancia de las bacterias resistentes y de relevancia epidemioldgica, permite
evaluar la magnitud del problema de la resistencia bacteriana. En algunos hospitales se
realiza la vigilancia desde hace mas de una década, siendo las bacterias provenientes de
muestras hospitalarias las que presentan mayor frecuencia de resistencia a los
antimicrobianos. Observandose resistencia a diferentes grupos de antimicrobianos como los
betalactamicos, siendo los mecanismos enzimaticos como la produccion de betalactamasas
los que se presentan con mayor frecuencia en bacterias gram negativas. (Salgado, Gilsanz,
y Maseda, 2015; Lopez Dosil, Bischofberge, Sdez y Garcia Picazo, 2017).

Las carbapenemasas son enzimas que hidrolizan los antibidticos betalactdmicos. Las
bacterias productoras de carbapenemasa son cepas extremadamente resistentes a los
antibidticos. Los genes que codifican las carbapenemasas son transferidos a otras especies
de bacilos gramnegativos como las enterobacterias, Por estas razones y debido a la rapida
diseminacion producida a nivel mundial durante los tltimos afios. (Oteo et al., 2014; Lopez
Dosil, Bischotberge, Saez y Garcia Picazo, 2017).

En el Hospital Nacional Hipolito Unanue desde el afio 2014 se presentaron los
primeros aislamientos de enterobacterias productoras de carbapenemasas, habiéndose
reportado el primer aislamiento de estos microorganismos en el afio 2013 en el Hospital A.

Loayza (Velasquez, et al, 2013) y por reportes recientes se conoce que en otras instituciones



de salud de nuestro pais (Resurreccion, et al., 2017) el problema se encuentra en aumento.
(Sacsaquispe y Bailon, 2018).

La informaciéon de incidencia de bacterias multiresistentes, Nos permite estimar
mejor la magnitud del problema epidemioldgico de resistencia, ademds establecer
comparaciones entre distintos servicios hospitalarios, y también evaluar comparativamente
su evoluciodn en el tiempo. En nuestro hospital no se conoce las caracteristicas demograficas
y epidemiologicas de los pacientes que presentaron aislamiento de enterobacterias
productoras de carbapenemasas y su tendencia en los tltimos cinco afos. Por ello estudios
base referidos a ubicar, analizar el problema nos permitiran establecer estrategias y nuevas
investigaciones para enfrentar este desafio de salud publica.

1.1.1 Formulacion del Problema

Problema general

J (Cuadl es la incidencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas y
caracteristicas demograficas en pacientes hospitalizados en el Hospital Nacional Hipolito
Unanue, 2014 — 2018?

Problemas especificos

o (Cuadl es la frecuencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas de
aislamientos clinicos de pacientes hospitalizados durante el periodo 2014 —2018?

. (Qué caracteristicas demograficas presentan los pacientes hospitalizados con
aislamientos de entero bacterias productoras de carbapenemasas en el Hospital Nacional
Hipolito Unanue, 2014 — 2018?

J (Cuadl es la frecuencia de las enterobacterias productoras de carbapenemasas
segun tipo de muestra en el Hospital Nacional Hipolito Unanue, 2014 - 2018?

. (Cual es el perfil de resistencia a los antimicrobianos de las especies de

enterobacterias productoras de carbapenemasas, 2014 — 2018?



o (Cudl es fue incidencia anual de enterobacterias productoras de
carbapenemasas y su tendencia durante los afios 2014 — 2018?

1.2  Antecedentes

Arbizu Medina et al (2016) en su investigacion Nueva Delhi metalo-B-lactamasa en
especies de Enterobacteriaceaec en pacientes hospitalizados, en el Hospital Aleman
Nicaragiliense en Nicaragua, realizaron un estudio descriptivo para determinar la frecuencia
de metalo-f3 lactamasa tipo Nueva Delhi (NDM), en aislados de enterobacterias de pacientes
hospitalizados con diferentes procesos infecciosos. En 249 cepas, identificaron y observaron
el perfil de resistencia en Vitek2; siendo la sospecha de resistencia a carbapenémicos la
concentracion minima inhibitoria de Imipenem y Meropenem de 2-4 pg/mL y Ertapenem 2
pg/mL, la resistencia se determind mediante el método de disco difusion y el test de sinergia
triple disco (carbapenémicos y EDTA). Mediante reaccion en cadena de la polimerasa se
identific6 18% de cepas resistentes a los carbapenémicos (45/249 cepas). Siendo 43 cepas
positivas al test de sinergia con EDTA, 21 portaban el gen NDM. El 66% de NDM se
identifico en aislamientos de Klebsiella pneumoniae, 14% Escherichia vulneris, 5%
Escherichia coli, 5% Providencia rettgeri, 5% Pantoea agglomerans y 5% Kluyvera
cryocrescens. El estudio advierte sobre la circulacion metalo-B-lactamasa tipo NDM en
cepas con resistencia a los carbapenémicos.

Resurreccion et al (2017), en su investigacion: Klebsiella pneumoniae Nueva Delhi
Metalo-betalactamasa en el Hospital Nacional Dos de Mayo, Lima-Perq, estudio descriptivo
de serie de casos en el Hospital Nacional Dos de Mayo en pacientes criticamente enfermos
durante el afio 2016, describe las caracteristicas de pacientes con aislamiento de Klebsiella
pneumoniae productora de carbapenemasa tipo NDM. Siendo cuatro aislamientos
considerados como colonizacion y cinco como infeccion por K. pneumoniae resistente a

carbapenémicos (KPRC). Con una mediana de edad de 56 afos. La mortalidad global fue



55,5%. Siendo 26 dias la mediana entre el tiempo de la admision y el aislamiento de KPRC.
Destacando la emergencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas de tipo Nueva
Delhi Metalobetalactamasa en nuestro pais. Siendo un importante problema de salud publica
mundial. La presencia de este tipo de resistencia delimita o inutiliza opciones terapéuticas
para combuatir a estas bacterias. Concluyendo que no se habia descrito a la fecha, este reporte
de Klebsiella pneumoniae NDM en Peru, indicando que la presencia de este patron de
resistencia, se presume de su existencia desde hace varios afos.

Sacsaquispe y Bailon (2018), en su investigacion: Identificacion de genes de
resistencia a carbapenémicos en enterobacterias de hospitales de Peru, 2013-2017. Estudio
descriptivo observacional de serie de casos realizado en el Laboratorio de Referencia
Nacional (LRN) del Instituto Nacional de Salud (INS) de Lima, Pert. Siendo su objetivo
describir la presencia de genes de resistencia a carbapenémicos tipo KPC vy
metalobetalactamasas en enterobacterias aisladas de 12 hospitales, que fueron remitidos al
INS durante los afos 2013 al 2017. Identificandose por métodos convencionales, siendo la
resistencia antimicrobiana determinada por métodos fenotipicos y bioquimicos. Detectando
83 cepas con carbapenemasas por PCR con presencia de genes de resistencia, el gen blaKPC
(31,3 %), el gen blaNDM (67,5 %) y el gen blaIMP (1,2 %). Concluyendo como el primer
reporte sobre los genes de carbapenemasas circulantes en hospitales del Pert, por lo que se
requiere para un mejor conocimiento de la situacion en Perq, fortalecer las estrategias de
vigilancia, prevencion y control en los hospitales, para evitar la diseminacion de bacterias
con genes de resistencia a carbapenémicos.

Gonzales (2018), en su publicacion: Genes de resistencia a carbapenémicos en
enterobacterias: ;Conocemos realmente la prevalencia de carbapenemasas en Peru? En
relacion a una investigacion sobre genes de resistencia a carbapenémicos en el Peru

(Sacsaquispe & Bailon, 2018) menciona que los resultados de las cepas analizadas



fenotipicamente, y que mostraron genes de resistencia a carbapenémicos en el analisis
molecular por PCR, no siempre se cumple en la practica diaria. Dado que el test de Hodge
puede dar falsos positivos cuando se presentan mecanismos de resistencia combinados de
diferentes de betalactamasas, como cefalosporinasas (Amp-C o BLEE) asociado con
mutaciones de porinas. Ademads, solo se detectd por PCR convencional genes bla KPC,
NDM, VIM e IMP, que son mas frecuentes a nivel mundial. Sin embargo, las
carbapenemasas tipo D (OXA) son relativamente frecuentes en Europa, y también se han
descrito en Sudamérica Enterobacteriaceae productoras de enzimas tipo OXA en Argentina,
Brasil y Colombia. Concluyendo, que al no evaluar la presencia de carbapenemasas tipo
OXA, hace que se desconozca su prevalencia en nuestro medio.

Oliveros, Uribe, Sierra, Jaimes y Gonzales (2015) en su investigacion: Bacteriemia
por enterobacterias resistentes a carbapenems. Realizaron un estudio trasversal entre 2010
—2013 en un hospital de tercer nivel de Medellin, Colombia, con el objetivo de describir las
caracteristicas clinicas, los esquemas terapéuticos y prondstico de mortalidad
intrahospitalaria y efectos adversos en pacientes con bacteriemia por enterobacterias
resistentes a carbapenems (CRE). A partir de 64 casos, con promedio de edad 62 £14 afos,
con 66% hombres. 60% procedentes de la unidad de cuidados intensivos. Encontrando
Klebsiella pneumoniae 64%, Serratia marcescens 20% y Enterobacter spp 11%. Con
mortalidad del 51,6% después de la bacteriemia. Evaltuan la mortalidad de pacientes tratados
con carbapenems, colistina o tigeciclina, solos o combinacién, encontrando menor
mortalidad en pacientes tratados con terapias combinadas que incluian carbapenems.
Concluyendo que la bacteriemia por CRE afecta pacientes muy enfermos y se acompaiia de
elevada mortalidad. EI manejo antimicrobiano y el uso de carbapenémicos en tratamiento
combinado podrian asociarse con menor mortalidad. Se detectd colonizacion en casi la

mitad de los pacientes antes del desarrollo de infeccion.



Echavarria et al (2017) en su investigacion: Colonizacion por Klebsiella pneumoniae
productora de carbapenemasa tipo KPC en un hospital universitario. Realizaron un estudio
de vigilancia en el Hospital Universitario de Buenos Aires para determinar la prevalencia
de colonizacion por K. pneumoniae productora de carbapenemasa. Se cultivaron muestras
de hisopados rectales de pacientes internados, encontrando colonizacion por K. pneumoniae
productora de carbapenemasa tipo KPC en un 25%, ademas se identificd la procedencia,
edad, internacion prolongada, uso de antibiodticos previo, internacidon en unidad de terapia
intensiva, hemodialisis, alimentacion enteral, asistencia respiratoria mecanica y evaluacion
funcional. El uso de sonda nasogéstrica para alimentacion enteral asociada a la colonizacioén
fue la variable con mayor significacion estadistica. El tiempo de internacion fue
significativamente mayor en los pacientes colonizados. El uso previo de antibidticos no
presento significacion estadistica. Se implementaron medidas de contingencia para controlar
la diseminacion. Finalmente, se implementaron medidas, encontrdndose una disminucion
en la transmision horizontal del microorganismo.

Justo Quintas et al (2018) en su investigacion: Infecciones por enterobacterias
productoras de carbapenemasas en un servicio de urologia, un nuevo desafio. Realizaron un
estudio observacional, retrospectivo en el area de hospitalizacion del servicio de Urologia
del Hospital Universitario 12 de octubre, entre 2013 y 2016 en Madrid, Espafia, con el
objetivo de analizar las infecciones por enterobacterias productoras de carbapenemasas
(EPC), también describir caracteristicas y posibles factores de riesgo asociados con los
pacientes de urologia. Se revisaron caracteristicas y variables como el microorganismo, tipo
de EPC, tratamiento, procedencia y la mortalidad. A partir de 5.657 ingresos, en 5,9% se
aislé EPC. Respecto a la mortalidad, el 8,3% de pacientes que presentaron infeccion por
EPC fallecieron durante el ingreso. Encontrando que el 9,7% de las enterobacterias presento

resistencia a carbapenemasas. Ser portador de catéter urinario (100%) y/o someterse a una



cirugia (58%) son factores de riesgo asociados a estas infecciones en el paciente urologico,
observandose que una infeccion por EPC eleva la morbimortalidad.

Escandon, Vargas, Reyes, Gutiérrez y Villegas (2017) en su revision sobre la
epidemiologia de las carbapenemasas en América Latina y el Caribe, mencionan a las
infecciones por enterobacterias con produccion de carbapenemasas en una progresion
temporal y las diversas clases que se han reportado en diferentes paises en la region. Sin
embargo, su presencia podria estar subestimada dado que la deteccion es dificil de realizar
en muchos laboratorios de microbiologia clinica, sea por los distintos fenotipos de
resistencia al carbapenem, que seria justificado la confirmacion molecular. Asimismo, se
asocian a mayores tasas de morbilidad, mortalidad, estancias prolongadas, aumento de
costos en la atenciéon médica y un grave problema entre las enfermedades infecciosas.
Siendo pocos estudios los que evaluan el impacto clinico de la resistencia al carbapenem,
como predictores de mortalidad independiente y costos elevados asociados. Recopilando
estudios que describen la presencia de carbapenemas en resumenes, manuscritos en bases
de datos PubMed, Scielo, LILACS y otros solo considerados en ausencia de informes
formales de revistas. Resaltando, la importancia de establecer medidas para prevenir la
propagacion de productores de carbapenemasas en América Latina.

1.3 Objetivos
- Objetivo General

. Determinar la incidencia de Enterobacterias productoras de carbapenemasas

y caracteristicas demograficas en pacientes hospitalizados en el Hospital Nacional Hipdlito

Unanue, 2014 - 2018.
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- Objetivos Especificos

o Identificar las enterobacterias productoras de carbapenemasas de
aislamientos clinicos de pacientes hospitalizados.

. Determinar frecuencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas en
pacientes hospitalizados durante el periodo de estudio 2014 — 2018.

o Describir las caracteristicas demograficas de los pacientes hospitalizados con
aislamientos de entero bacterias productoras de carbapenemasas en el Hospital Nacional
Hipélito Unanue, 2014 — 2018.

. Determinar la frecuencia de las enterobacterias productoras de
carbapenemasas segun tipo de muestra, Hospital Nacional Hipdlito Unanue, 2014 - 2018.

. Identificar el perfil de resistencia a los antimicrobianos de la enterobacterias
productoras de carbapenemasas, 2014 — 2018.

o Describir la incidencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas en
el tiempo y establecer su tendencia, 2014 — 2018.

1.4 Justificacion

Se plantea este proyecto de investigacion por existir en nuestra institucion y en el
pais escasos estudios que identifiquen enterobacterias productoras de carbapenemasas, asi
como las caracteristicas demograficas y epidemiolédgicas de los pacientes hospitalizados con
estos aislamientos, generando asi una linea de base para investigaciones que permitan dar
soluciones en este problema de salud publica. La emergencia de especies de Enterobacterias
resistentes a carbapenémicos es un problema mundial, nacional y local porque constituye
una amenaza para la salud publica con serias implicancias clinicas y terapéuticas. Es
necesaria la investigacion porque es importante conocer y evaluar los perfiles

microbioldgicos, epidemioldgicos y de resistencia en nuestro ambito, para el desarrollo de
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guias y protocolos de manejo segln la realidad local. La informacion sobre este problema
en nuestro pais es limitada.

El proyecto aporta a generar nuevo conocimiento sobre el tema en el &mbito local,
regional, y nacional, donde la obtencion de informacion permite conocer mejor la dindmica
de las infecciones por enterobacterias productoras de carbapenemasas en una institucion
hospitalaria de tercer nivel, que sea de utilidad para proponer politicas y medidas de control
mas eficientes. En el ambito local la investigacion podra ser utilizada como una herramienta
en pacientes con este tipo de patologias. Ademads, sirve como estudio base de nuevos
proyectos de investigacion.

Esta investigacion nos permitira ampliar el conocimiento de la incidencia de las
enterobacterias productoras de carbapenemasas en el ambito hospitalario por periodos de
tiempo en una serie de 5 afos y permitir identificar las tendenciasen el tiempo. Aportando
conocimientos para el desarrollo social y cientifico del pais; y descripcion de los perfiles de
antimicrobianos utiles para el tratamiento en este grupo de pacientes.

1.5 Hipotesis

No se plantea hipotesis por ser un estudio descriptivo.
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II. MARCO TEORICO
2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion

Las carbapenemasas son enzimas capaces de hidrolizar, casi todos los antibidticos
betalactamicos, incluidos los carbapenémicos. La presencia de otros mecanismos de
resistencia presentes en las bacterias productoras de carbapenemasa es frecuente, originando
cepas extremadamente resistentes a los antimicrobianos. Los genes que codifican las
carbapenemasas con mayor relevancia clinica y epidemioldgica tienen en su mayoria
localizacion plasmidica, y se transfieren y expresan con facilidad en diversos géneros y
especies de bacilos gramnegativos, y con mas frecuencia se ha observado en especies de
enterobacterias. Por la rdpida diseminacion producida a nivel mundial en los Gltimos afios,
se viene convirtiendo en un problema de salud publica con gran trascendencia y que tiene
especial repercusion a nivel hospitalario. (Rojo, Vazquez, Reyes, Puente y Cervero, 2018)
2.1.1 Enterobacterias.

Las Enterobacterias estan conformadas por una variedad de bacterias gram negativas
de gran importancia clinica, Esta familia esta clasificado dentro del dominio Bacteria, filo
Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria y orden Enterobacterales, que comprende maés
de 60 géneros y cientos de especies. Hasta 20 especies distintas han sido aisladas en
muestras clinicas, diferenciandose entre patdgenos primarios y colonizantes de la microflora
del tracto gastrointestinal humano. Son bacterias anaerobias facultativas, con forma de
bacilos o coco bacilos gram negativos y cuyo tamafio oscila entre 0,3-1 pm por 0,6-6 pm.
No forman esporas y pueden ser mdviles por flagelos peritricos o inmoviles. (Versalovic J,
2011).

Como caracteristicas bioquimicas son catalasa positiva, oxidasa negativa, reducen
los nitratos a nitritos y son capaces de fermentar la glucosa y otros carbohidratos que han

servido permiten la identificacion bioquimica a nivel de especie. Su gran capacidad
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metabolica les permite utilizar numerosos sustratos como fuentes de energia, y crecen bien
en la mayoria de medios de cultivo. Las caracteristicas estructurales de estas bacterias
presentan significativos factores de virulencia como: fimbrias, capsula y el lipopolisacarido
de la pared celular. La mayoria de especies pueden producir fimbrias o pili, que permiten la
unién a otras bacterias y a las células del huésped. También algunas especies producen
capsula de naturaleza polisacarida, que puede ser rigida y organizada o laxa como el biofilm,
y puede evitar la activacion del complemento y la fagocitosis. La pared celular de las
enterobacterias, al igual que en otras bacterias gram negativas, tiene una estructura con una
bicapa lipidica. La membrana interna es bicapa de fosfolipidos y proteinas que regulan el
ingreso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas. El periplasma tiene una delgada capa
de peptidoglucano dentro del espacio periplasmico con gran concentracion de proteinas. La
membrana externa, presenta también bicapa de fosfolipidos con LPS, lipoproteinas fijadas
al peptidoglucano, proteinas multiméricas que forman porinas, que facilitan el ingreso de
numerosas sustancias, como los antibidticos betalactamicos, y proteinas de la membrana
externa. El LPS presenta un oligosacarido con capacidad antigénica, el antigeno O y una
parte lipidica que forma un importante factor de virulencia, el lipido A o endotoxina.
(Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010; Cardenas-Perea M. E., 2014)

La presencia de elementos genéticos moviles es frecuente entre las enterobacterias,
como: plasmidos y transposones que codifican nuevos antigenos, factores de virulencia y
resistencia a antibidticos. Aunque la transferencia de genes cromosdémicos es menos
frecuente entre las enterobacterias, la transferencia de elementos genéticos moviles es un
fenomeno altamente frecuente tanto entre bacterias de la misma especie como entre géneros

diferentes. (Versalovic J, 2011).
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Epidemiologia. La familia Enterobacteriaceae estd ampliamente distribuida en el
medio ambiente pudiéndose encontrar en suelo, plantas, medio acuatico y tubo digestivo de
animales y seres humanos. Las enterobacterias que colonizan al hombre forman parte en su
mayoria de la flora gastrointestinal Las enterobacterias pueden colonizar de forma
transitoria la mucosa periuretral pudiendo ascender a través de la uretra a la vejiga, y en
algunos casos llegar a través del uréter hasta la pelvis renal. Son por tanto los agentes
etiologicos mas frecuentes de infeccion del tracto urinario a nivel comunitario en adultos y
de infeccion urinaria asociada a catéter vesical. (Eckburg, ef al., 2005).

Por otro lado, las enterobacterias ocasionan patologia en humanos cuando aparecen
en el huésped factores que predisponen a la infeccion, comportdndose como patdogenos
oportunistas. Entre los multiples factores predisponentes a la infeccion por enterobacterias
comensales podemos distinguir dos tipos:

Factores Predisponentes Exdgenos. Facilitan la penetracion microbiana por rotura
de las barreras mucocutdneas, como heridas quirurgicas o traumaticas, quemaduras,
sondajes, catéteres y drenajes. Presencia de material protésico, patologias locales (litiasis,
isquemia local) y procedimientos diagnosticos invasivos. (Padilla Serrano, Serrano
Castafieda, Carranza Gonzalez y Garcia Bonillo, 2018)

Factores Predisponentes Endogenos. Por alteraciones directas o indirectas en el
sistema inmune, como las enfermedades cronicas o sistémicas (diabetes, cirrosis,
insuficiencia renal, leucemia, enfermedades auto inmunes), inmunosupresion farmacoldgica
en trasplantados y pacientes con neoplasias y en los grupos de edades extremas por falta de
madurez en neonatos o por disfuncion inmunitaria en adultos mayores. (Padilla ez al., 2018)

El conjunto de varios factores predisponentes hace de las enterobacterias, uno de los
principales agentes etiologicos de las infecciones asociadas a la atencion en salud

nosocomiales. En el Pert los estudios de prevalencia de las infecciones nosocomiales son
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escasos, algunos reportes del Instituto Nacional de Salud muestran que las enterobacterias
son los microorganismos que se aislan con mdas frecuencia tanto en las infecciones
nosocomiales, como en las infecciones de origen comunitario atendidas en los hospitales
publicos. (Sacsaquispe y Bailon, 2018).

Evolucion de la Resistencia a los Betalactamicos. Desde el ingreso de los
antibioticos de amplio espectro en la década del 60’ para el tratamiento de bacterias gram
negativas, las enterobacterias han adquirido diversos mecanismos para evadir la accion de
los antimicrobianos, como la produccién de enzimas betalactamasas de espectro ampliado
(BLEA) capaces de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas. En los afios 70’ ingresaron para
uso terapéutico dos cefalosporinas estables a la accion de las betalactamasas: cefamandol y
cefuroxima, seguidos de la cefotaxima y ceftazidima en los afios 80’. No obstante,
emergieron en enterobacterias las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) con
actividad hidrolitica frente a estos nuevos farmacos. A través de los afios estas bacterias
productoras de BLEE se han diseminado a nivel mundial y con frecuencia se asocian con
resistencia a otros antibidticos como fluoroquinolonas y aminoglucésidos. En el afio 1985,
se introdujeron a la practica clinica los antibidticos betalactamicos carbapenémicos. Los
carbapenémicos se caracterizan por su amplio espectro y una gran estabilidad frente a las
betalactamasas, incluidas las BLEE, siendo indicadas para el tratamiento de infecciones por
bacterias productoras de BLEE. (Moellering, 1978; O’Callaghan CH SR, 1976; Garzone P,
1983; Knothe, Shah, Krcmery, Antal y Mitsuhashi, 1983).

Las primeras enzimas carbapenemasas identificadas en enterobacterias se reportaron
en Reino Unido en aislamientos de Serratia marcescens el ano 1982, del tipo serin
carbapenemasa SME-1, y con localizacion cromosdmica (Yang YJ, 1990). Sin embargo, las
primeras carbapenemasas transferibles descritas en gram negativos fueron las

metalobetalactamasas del tipo IMP en aislamientos clinicos de P. aeruginosa en Japon en
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1991 (Watanabe M, 1991) y posteriormente en Espafia en S. marcescens (Ito, et al, 1995).
El afio 2001 se describi6 la primera enterobacteria productora de carbapenemasa del tipo
KPC-1 en Carolina del Norte (Yigit H, 2001), diseminandose por Estados Unidos, y otros
paises como Costa Rica, Colombia, Israel y Grecia (Nordmann P, 2009), El afio 2003 se
produjo una diseminacion de enterobacterias productoras de carbapenemasa tipo VIM en
Grecia (Vatopoulos, 2008) y algunos brotes en hospitales de Francia y Espafa (Kassis-
Chikhani N, 2006; Tato M, 2007). También se han descrito enterobacterias productoras de
KPC-2 en Paraguay (Melgarejo T, 2017 ), y carbapenemasas KPC en Venezuela (Gomez-
Gamboa, et al, 2014)

Desde el ano 2008 se han descrito ingreso de enterobacterias productoras de
carbapenemasa NDM-1 desde la India a Reino Unido, Austria, Bélgica, Francia, Alemania,
Holanda, Noruega y Suecia (Grundmann H, 2010; Yong D, 2009). Observandose también
casos en latino américa en Costa Rica, (Inciensa, 2014), Paraguay (Ocampos Ugarte y
Takahasi Alvarez, 2015) y el Pert (Resurreccion Delgado, et al., 2017).

En el 2006 se describieron los primeros casos de enterobacterias productoras de
carbapenemasa OXA-48 en un brote en Turquia (Carrer A, 2008) con posterior
diseminacién a paises de la cuenca mediterranea, Africa y Europa (Nordmann, Naas, &
Poirel, 2011). Es importante destacar que frecuentemente las enterobacterias productoras de
carbapenemasas son portadoras de otros mecanismos de resistencia, hacia antibioticos
betalactamicos, y otros grupos, favoreciendo a la emergencia de multirresistencia,
resistencia extrema o incluso pan resistencia antibidtica. (Oteo, et al., 2014)

Ante este panorama del incremento continuo de la resistencia, sobre todo en
antibioticos de ultima linea de uso terapéutico, el 2012 se inici6 el proyecto EuSCAPE
(European Survey on carbapenemase-producing Enterobacteriaceae) para obtener

informacion sobre la epidemiologia, incidencia y diseminacion de enterobacterias
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productoras de carbapenemasa en 37 paises de Europa e Israel. En el 2013 en 3 paises
(Islandia, Montenegro y Macedonia) no se notificaron de casos de enterobacterias
productoras de carbapenemasa, Solo 21 paises tuvieron un caso, o brotes hospitalarios
esporadicos; y en 11 paises se informé diseminacion regional, presentando una situacion
endémica Grecia, Italia y Malta donde la mayoria de hospitales reportd pacientes con
aislamiento de enterobacterias productoras de carbapenemasa. En Espafia, se han reportado
brotes hospitalarios y diseminacion regional en hospitales desde el 2010. (Oteo, et al., 2014;
Dominguez Calvo, 2016)

2.1.2 Antibiéticos Carbapenémicos

El afio 1976 se publica el descubrimiento del antimicrobiano tienamicina, obtenida
a partir de un hongo: Streptomyces cattleya, y por primera vez se documenta el uso clinico
de los carbapenémicos. Pese a su inestabilidad quimica, la tienamicina demostrd tener el
espectro antibacteriano mas amplio dentro del grupo de los betalactimicos, por lo que se
desarroll6 un derivado estable, la N-formimidoil tienamicina o imipenem, posteriormente
se sintetizaron otros antimicrobianos de esta clase como meropenem, doripenem, entre
otros. (Moreno-Monge, 2013)

Estructura Quimica. El anillo carbapenémico es un azobiciclo conformado por un
anillo betalactamico y otro pirrolidinico con un enlace insaturado en posicion 2 y 3. Todos
tienen en posicion 6 un grupo hidroxietilo con configuracion trans que preserva al anillo -
lactdmico de muchas serino-betalactamasas, y en la posicion 3 un radical carboxilo,
importante para que el anillo pirrolidinico active al anillo B-lactamico. (Falco Restrepo,
2015)

Mecanismo de Accion. Los carbapenémicos inhiben la sintesis de la pared
bacteriana durante la transpeptidacion uniéndose a residuos de serina del centro activo de

enzimas transpeptidasas, ubicadas en la membrana, también denominadas como PBPs
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(Penicillin Binding Proteins, proteinas que fijan penicilinas). Realizan su mecanismo de
accion atravesando la pared celular para unirse a las PBPs. En las bacterias gram negativas
por su estructura pueden alcanzar a las PBPs a través de las porinas de la membrana externa.
Las transpeptidasas actian en la ultima fase de la sintesis de la pared bacteriana, en el
entrecruzamiento de diferentes cadenas de peptidoglucano mediante enlaces entre las
cadenas peptidicas laterales. Este paso empieza con la formacion de tetrapéptidos a partir
de pentapéptidos con la pérdida de uno de los aminoacidos terminales que estan fijados al
acido N-acetilmuramico. El anillo betalactimico presenta una similitud estructural con la
region del pentapéptido a la que se unen estas enzimas, por lo que es capaz de unirse a ellas
de forma covalente y bloquear su actividad. (Falco Restrepo, 2015)

Mecanismos de Resistencia a Carbapenémicos en Enterobacterias. La
resistencia a los antibidticos carbapénemicos en enterobacterias a diferencia de otras
bacterias gram negativas se produce frecuentemente por dos mecanismos: Primero, por
disminucién en la expresion o funcionalidad de las porinas de membrana externa, que
dificulta la penetracion del antibidtico en el espacio peripldsmico, junto con la
sobreexpresion de betalactamasas con baja afinidad por los carbapenémicos. El otro
mecanismo mas frecuente es la adquisicion de genes que codifican enzimas capaces de
degradar los carbapenémicos. (Rodriguez, 2016)

Las carbapenemasas hidrolizan el anillo betalactdmico, inactivando las propiedades
antibacterianas de los carbapenémicos. En enterobacterias se han identificado
carbapenemasas pertenecientes a las clases moleculares de la clasificacion de Ambler: Clase
A, By D. Las enzimas carbapenemasas de clase A y D tienen un mecanismo hidrolitico tipo
serina y son serinproteasas, y las enzimas de clase B requieren 1 6 2 iones de zinc para su
actividad catalitica y son metaloenzimas. Ademas, se ha reportado una betalactamasa de la

clase C que hidroliza imipenem (CMY-10). Los carbapenémicos, también hidrolizan otros
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betalactdmicos y dependiendo del tipo de carbapenemasa se observan variaciones en su
espectro de actividad hidrolitica, asi como en los inhibidores. Tienen distribucion global,
observandose que algunas carbapenemasas se asocian con regiones o paises especificos. Sin
embargo, por los viajes internacionales y exposicion a la atencion médica, esta asociacion
puede variar entre un mecanismo de resistencia y una region o pais determinado, siendo
prioritario la vigilancia local y nacional. (Bonomo, et al., 2018; Sacsaquispe & Bailon,
2018).

Carbapenemasas de Clase A. Las carbapenemasas de clase A, hidrolizan
betalactamicos que incluyen las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y aztreonam.
Las de mayor trascendencia clinica e importancia epidemioldgica son las de tipo KPC,
denominadas asi por ser aisladas por primera vez en K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa. (Nordmann, Naas y Poirel, 2011) Fenotipicamente, las enzimas KPC
hidrolizan betalactamicos como las penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos. Como
excepcion tendrian una menor tasa de hidrolisis de las cefamicinas aunque los valores de
CMI que se obtienen suelen estar por encima del punto de corte de sensibilidad. Se inhiben
parcialmente por el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam, y se inhibe de forma
eficiente por el 4cido boronico por lo que se utiliza para su deteccion fenotipica. Sin
embargo, el acido bordnico es ademas un eficiente inhibidor de las betalactamasas de tipo

AmpC. Se describe KPC por primera vez en la costa este de Estados Unidos en 1996
y posteriormente se disemina por todo el pais y otros paises como Colombia y Puerto Rico.
(Hawser, Bouchillon, Hoban y Hackel, 2009) También se ha reportado aislamientos en otros
paises de Europa, como Grecia e Italia y en China. Son de naturaleza plasmidica asociadas
al transposon Tn4401. También se han encontrado asociadas a las cepas de secuencia tipo

ST258 de K. pneumoniae. Las enzimas KPC se han descrito en especies de
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Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y Acinetobacter baumannii. (Glasner C, 2013; Ruiz-
Garbajosa et al., 2013)

Carbapenemasas de Clase B. También conocidas como metalo betalactamasas
(MBL) hidrolizan todos los antibidticos betalactdmicos con excepcion del aztreonam y no
son inhibidas por acido clavulanico, sulbactam y tazobactam, se han identificado en
Enterobacterales y Pseudomonas aeruginosa que su capacidad de hidroélisis es dependiente
del cation Zn*"en el sitio activo, por lo cual son inhibidas por agentes quelantes de cationes
divalentes como el EDTA, el 4cido 2-mercaptopropionico, o el acido dipicolinico. (Moreno-
Monge, 2013)

Entre las metalo betalactamasas plasmidicas mas frecuentes las del tipo Nueva Delhi
metalobetalactamasa (NDM), Verona Integron que codifica metalobetalactamasa (VIM) y
las Imipenemasa metalobetalactamasa (IMP) son las mas identificadas a nivel mundial en
enterobacterias. Las de tipo KHM-1 son infrecuentes y se han descrito en Japon en C.
freundii en 1997. Los genes blaIMP forman parte de integrones de clase 1 que contienen
casetes de genes que codifican para varios mecanismos de resistencia no relacionados y que
se expresan a partir de un mismo promotor. Los integrones de clase 1 no tienen capacidad
de movilizarse por si mismos, pero forman parte de transposones que permiten su
diseminacion. Las carbapenemasas de tipo VIM también forman parte de un casete de genes
dentro de integrones de clase 1 y se conocen 33 variantes. La variante de tipo VIM-2 es la
mas frecuente y con una distribucion endémica en el sur de Europa y el sudeste asiatico. Las
carbapenemasas NDM fueron descritas el afio 2008 en Suecia en un paciente procedente de
Nueva Delhi, de rapida diseminacion y perfil de multirresistencia o pan resistencia. La
mayoria de los pacientes infectados o colonizados por NDM-1 habian viajado a la India,
Pakistan o Bangladesh siendo estos paises considerados reservorio de genes blaNDM-1.

(Walsh, Toleman, Poirel y Nordmann, 2005)
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Los genes de blaNDM-1 se han descrito en una gran variedad de bacterias gram
negativas, siendo la mayoria especies de enterobacterias, con plasmidos de diferentes tipos.
La mayoria de las cepas productoras de NDM-1 expresan otros genes de resistencia no
relacionados, como carbapenemasas (OXA-48, VIM), cefalosporinasas AmpC, BLEE,
resistencias a aminoglucosidos, macrodlidos, rifampicina y sulfametoxazol; siendo estas
cepas productoras de NDM-1 so6lo sensibles a tigeciclina, colistina o fosfomicina. Aunque
la mayoria de las cepas productoras de NDM-1 son de origen nosocomial, con K.
pneumoniae como mas frecuente, también se han descrito en E. coli de origen comunitario.
En aguas residuales en Nueva Delhi se encontraron cepas productoras de NDM-1 en muchas
especies de bacilos gram negativos, incluyendo Vibrio cholerae; 1o que muestra que, en la
India, existe una gran diseminacion medio ambiental. (Walsh, Weeks, Livermore y
Toleman, 2011)

Carbapenemasas de Clase D. También denominadas oxacilinasas por su capacidad
de hidrolizar oxacilina, comprenden mas de 230 enzimas, y s6lo algunas poseen actividad
carbapenemasa, pertenecen al grupo 2df de la clasificacion de Bush-Jacoby. Con la
excepcion de la OXA-163, las betalactamasas de clase D con actividad carbapenemasa no
hidrolizan cefalosporinas de espectro extendido y en general tienen una actividad
carbapenemasa débil comparadas con las metalo betalactamasas, no son inhibidas por acido
clavulanico, acido boronico, ni agentes quelantes como el EDTA, aunque si por el cloruro
de sodio (NaCl) y, a diferencia de las carbapenemasas de clase A y betalactamasas de clase
C, presentan una elevada resistencia a temocilina. (Hartl, 2013)

La mayoria de enzimas de clase D con actividad carbapenemasa se han descrito en
el género Acinetobacter (OXA-23, OXA-24/40-, y OXA-58), con excepcion de la OXA-48
y derivados (OXA-181 y OXA-232) descrita exclusivamente en especies de enterobacterias.

La primera enzima OXA-48 se identifico en una cepa de K. pneumoniae el ano 2001 en
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Turquia, reportandose brotes nosocomiales en Turquia, Francia y Bélgica, y en todo el norte
de Africa. En el 2011 se describieron los primeros casos de enterobacterias en la India con
una variante de OXA-48 con las mismas propiedades hidroliticas y una mutacién puntual, a
esta variante se le conoce como OXA-181. (Nordmann, Naas, & Poirel, 2011), (Castanheira,
y otros, 2011). Ese mismo aflo, se reportd por primera vez en Argentina OXA-163, una
variante de OXA-48, con capacidad de hidrolizar débilmente carbapenemes y ser mas
eficientes frente a las cefalosporinas. (Bonomo, et al., 2018; Amalfa, et al., 2015).
2.1.3 Métodos de Deteccion de Carbapenemasas

Las enterobacterias resistentes a los carbapenémicos, tienen que ser detectadas
adecuadamente para identificar el tipo de carbapenemasas y orientar el tratamiento
empirico. Existen varias metodologias, como las técnicas convencionales del antibiograma
basadas en el fenotipo donde se observa el crecimiento microbiano frente a diferentes
antibioticos y se valora los halos de inhibicion segun un punto de corte como sensible,
intermedio y resistente. Otras técnicas incluyen la microdilucion y macrodilucion en caldo,
dilucion en agar, tiras con un gradiente de antibidtico. Para evaluar la fiabilidad, los
resultados de un método de sensibilidad se clasifican, con respecto al antibiograma con un
método de referencia o gold standard, como agreements (concordancia), minor errors
(resultado erroneo de una sensibilidad intermedia), major errors (falsa resistencia) y very
major errors (falsa sensibilidad). Se destacan las técnicas moleculares, microarrays, métodos
comerciales basados en microdilucion, inmuno-cromatograficas, métodos colorimétricos,
espectrometria de masas, quimioluminiscencia, bioluminiscencia, y métodos de lisis
bacteriana. (March-Rossello, 2017)

En nuestro pais, los criterios de sensibilidad antimicrobiana aceptados por el
Instituto Nacional de Salud, son semejantes a las recomendaciones del Instituto de

estandares clinicos y de laboratorio (CLSI) de los EE.UU. Los métodos automatizados para
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evaluar la sensibilidad de Enterobacterias a los antimicrobianos utilizan puntos de corte de
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) para categorizar un microorganismo como
sensible, intermedio o resistente. Asi por ejemplo segun las recomendaciones del CLSI, las
enterobacterias se consideran “sensible” cuando la CIM para ertapenem es menor o igual a
0,5 pg/mL, “intermedio” cuando la CIM es 1 ug/mL y “resistente” cuando la CIM es mayor
o igual a 2 pg/mL. EUCAST, desde el 2013, en enterobacterias consideran ‘“sensible”
cuando la CIM para ertapenem es menor o igual a 0,5 mg/L, “intermedio” si la CMI es de 1
pg/mL y “resistente” cuando la CIM es mayor a 1 pg/mL. (Rapoport, 2018)

Método de Tamizaje del CDC. El Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos disefiaron una prueba de deteccion de
carbapenemasa en Enterobacterales basada en el enriquecimiento en caldo y subcultivo en
placas de agar. Siendo el protocolo: 1) inoculacion de hisopados rectales en caldo triptasa de
soya (TSB) donde se ha inmerso previamente un disco de meropenem de 10 pg, (ii)
incubacion durante toda la noche (iii) homogenizar y subcultivar 100 pul del caldo en placas
de agar MacConkey, (iv) incubacion durante la noche, (v) seleccion de fermentadores de
lactosa para identificacion y pruebas de susceptibilidad. La ventaja del método es su facil
implementacion y la disponibilidad de materiales en los laboratorios clinicos. El método ha
demostrado en estudios tasas de sensibilidad de 89,1% a 98,8% y especificidad de 80,2% a
86,4%. (Aguirre y Martinez, 2017)

Métodos Cromogénicos. Son utiles para muestras o subcultivos con sospecha de
produccion de carbapenemasas. Se utiliza un medio solido con agar cromogénico
suplementado con antimicrobianos que inhiben la microbiota acompafiante, permitiendo
recuperar microorganismos resistentes a carbapenémicos directamente de cultivos o
hisopados rectales. Ademads, contiene cromdgenos que facilitan la identificacion presuntiva

del microorganismo. Requiere de incubacion de 24 a 48 horas. Multiples estudios que
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evaluaron diferentes medios cromogénicos con bacterias previamente cultivadas, no con
inoculacion directa de muestras de pacientes han reportado una especificidad aceptable, pero
sensibilidades que van 53 a 100%. Las cepas con un perfil hidrolitico bajo como OXA-48
son dificiles de detectar, pero los medios mas recientes mejoran su deteccion. (Josa, Bustos,
Torres y Esparza, 2018; Aguirre y Martinez, 2017).

Test de Hodge Modificado. Permite la deteccion de productores de
carbapenemasas, pero su especificidad esta limitada por la falsa identificacion de BLEE tipo
CTX-M o hiperproductores de AmpC. Asimismo, su sensibilidad se limita porque detectan
débilmente los productores NDM, siendo util como método tnico para la deteccion de
productores de KPC y de OXA-48. (Cercenado, 2015)

Inhibiciéon por EDTA. El 4cido etilen diamino tetraacetico (EDTA) priva a las
metalobetalactamasas de sus cationes divalentes de Zinc, los que son esenciales para la
actividad hidrolitica frente a los betalactamicos. En la deteccion fenotipica de Metalo-[3-
lactamasa (MBLs) se utiliza el disco de EDTA por el método de triple disco. Consiste en
colocar, en una placa de agar Mueller-Hinton inoculado con la cepa problema, un disco que
contiene un agente quelante (EDTA, SMA, 4acido dipicolinico o acido 2-
mercaptopropionico) frente a un disco de imipenem (10png) y otro de meropenem (10ug).
Esta prueba es positiva si se observa un aumento del halo de inhibicion o la presencia de
una zona de sinergia entre el imipenem y/o el meropenem y el agente quelante. (Nicola,
Nievas y Smayevsky, 2012), (Marquez, Rojas y Camacho, 2017)

Inhibicion por Acido Fenil Borénico. Utilizado para la deteccion de
carbapenemasas de la clase A, como KPC. El Test de inhibicion de Acido fenil borénico
(APB) es especifico para la deteccion de KPC en K. pneumoniae cuando se realiza con
imipenem o meropenem pero no con ertapenem. Presenta baja sensibilidad y especificidad,

y tiene algunas limitaciones en las enterobacterias productoras de AmpC (Enterobacter spp,
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Citrobacter spp, M. morganii, Providencia spp, Serratia spp.) porque el acido borénico
también les afecta. La inhibicion de la actividad de las cefalosporinasas se consigue
mediante el uso de cloxacilina. Combinando el 4cido boroénico y la cloxacilina se consigue
diferenciar las cepas productoras de carbapenemasas clase A de las cepas productoras de AmpC.
Los estudios que evaluan su utilidad han demostrado excelentes sensibilidades (100%) y
especificidades del 91,0%. (Reyes et al., 2017; Cercenado, 2015; Aguirre y Martinez, 2017).

E-Test MBL. Es un método que permite la deteccion de productores de metalo-f3-
lactamasas con base en la inhibicion de la actividad MBL por EDTA y es util para la
deteccion de productores MBL con alta resistencia a imipenem. Las tiras de MBL de Etest
(AB BioMerieux) contienen concentraciones crecientes de imipenem (IP) en un extremo e
imipenem con EDTA (IPI) en el otro. El EDTA quela los iones de zinc requeridos por las
metalobetalactamasas para catalizar la hidrélisis de imipenem y meropenem, inhibiendo asi
la actividad de MBL. La reduccion en la CIM del imipenem en presencia de EDTA de 3
diluciones dobles o la presencia de una elipse deformada en el lado IPI o MPI de la tira se
interpretan como positivas de la actividad de MBL. Las tiras de difusion de gradiente que
contienen meropenem son mas eficientes para la deteccion de productores de MBL y han
mostrado alta sensibilidad (82 a 94%) y especificidad (97 a 100%). (Bora, Sanjana, Kumar
Jha, Narayan Mahaseth, y Pokharel, 2014; Aguirre y Martinez, 2017).

Método de Inactivacion de los Carbapenémicos. Es un método fenotipico,
llamado método de inactivacién del Carbapenem (MIC), fue desarrollado para detectar la
actividad carbapenemasa en Gram-negativos en ocho horas. Presenta una alta concordancia
con la prueba de PCR para la deteccion de genes codificantes de carbapenemasas. Con un
asa de 10 puL se toma la cepa previamente cultivado en agar Mueller-Hinton e incubado
durante 24 horas a 35°C y se re suspende en 400 uL agua destilada estéril; se agrega un

disco de Meropenem 10ug dentro de la suspension y se incuba 2 horas a 35°C. Luego se
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retira el disco con pinza estéril y se coloca sobre una placa de agar Mueller-Hinton
previamente sembrada de forma masiva con E. coli ATCC 25922 con una turbidez del 0,5
Mc Farland. Se puede utilizar controles positivo y negativo. Se incuba a 35°C por 6 horas.
La interpretacion se basa en la presencia (negativo) o ausencia (positivo) del halo de
inhibicion. Frente a cepas productoras de enzimas KPC, NDM, VIM, IMP o OXA-48, se
encontrd sensibilidad del 85,7% a 100% y especificidad del 95,7% a 100%. Sin embargo, la
prueba no distingue los diferentes tipos de carbapenemasas. (Reyes Chacon, et al., 2017;
Van der Zwaluw, et al., 2015; Aguirre y Martinez, 2017).

Método Modificado de Inactivacion de Carbapenemes (mCIM). Fue propuesto
por el CLSI el afio 2017. Esta metodologia presenta una sensibilidad y especificidad mayor
de 99% para la deteccion de carbapenemasas KPC, NDM, VIM, IMP, SPM, SME y de tipo
OXA en enterobacterias. Se ha demostrado que el mCIM es altamente sensible y especifico
para la deteccion de KPC y de MBL en enterobacterias distintas del grupo Proteeae. La
enzima OXA-163 no es detectada eficientemente por esta metodologia. El mCIM es facil
de realizar como de interpretar para Enterobacteriaceae, con resultados en menos de 24
horas y excelente reproducibilidad entre laboratorios. El mCIM produce altas sensibilidad

(91% a 94%) y especificidad (99% a 100%). (Pierce, et al., 2017; Rapoport, 2018).

Método Modificado de Inactivacion de Carbapenemes con EDTA (eCIM).
Tiene como finalidad diferenciar si la carbapenemasa producida es de la familia de las
metalo-B-lactamasas (MBL). El método eCIM debe ser realizado conjuntamente al método
mCIM, siendo validado para enterobacterias y Pseudomonas. Para cada aislamiento en un
tubo con 2ml de caldo Tripticasa soya se agrega 20ul de una solucién de EDTA 0.5M, luego
agregar 1 pl de la cepa y un disco de meropenem, incubar 37°C por 2 horas. Se retira el

disco de meropenem del tubo mCIM y del eCIM vy se coloca en una misma placa hisopada
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con E. coli ATCC® 25922. Se interpreta el eCIM soélo si el mCIM es positivo. (mCIM
positivo: zona de inhibicion entre 6-15mm o zona de inhibicion entre 16-18mm con
presencia de colonias intra halo). MBL es positivo si se incrementa la zona de inhibicion
en mayor o igual a Smm del eCIM frente al mCIM. Si la cepa produce una MBL, la actividad
de la carbapenemasa se inhibira por el EDTA, de esta manera el meropenem del disco no
sera tan eficientemente hidrolizado como en el tubo sin EDTA. El resultado es la inhibicion
del crecimiento del aislamiento indicador (E. coli) y un incremento de la zona de inhibicién
para el eCIM comparado a la zona de inhibicion de mCIM. (Rapoport, 2018)

Métodos Inmuno Cromatograficos. Permiten la deteccion rapida de
carbapenemasas a partir de colonias aisladas en cultivos solidos. Estas pruebas reconocen
las enzimas que son capaces de hidrolizar carbapenemas, siendo sus presentaciones diversas
y se basan en tecnologia de membrana con nanoparticulas de oro coloidal. Se sensibiliza
una membrana de nitrocelulosa con un anticuerpo monoclonal frente a un epitopo de la
enzima carbapenemasa de interés, después otro anticuerpo monoclonal frente a un segundo
epitopo de carbapenemasa se conjuga con las particulas de oro coloidal. Son realizadas
segun las indicaciones del fabricante y las lecturas e interpretacion son rapidas, en un tiempo
menor a quince minutos; resultando facil, rapida y segura. Los datos publicados que evaluan
estas pruebas, muestran buenos resultados, con sensibilidades y especificidades del 100%
para detectar diferentes enzimas MBL, KPC y tipo OXA. En el futuro, se estima que pruebas
similares tengan disefios faciles de usar, precisos, rapidos y rentables para los laboratorios
de microbiologia clinica para identificar la presencia de carbapenemasas especificas
similares a lo que ocurre con los métodos basados en pruebas moleculares. (Mediavilla, et
al.,2017; Aguirre y Martinez, 2017; Tamma y Simner, 2018).

Espectrometria de Masas. La espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) se

utiliza para la identificacion de bacterias y hongos. Su aplicacién en la deteccion de la
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actividad de carbapenemasa se reporta desde el 2011. Esta técnica se basa en la deteccion
del espectro de productos de degradacion de un carbapenem posterior a una hidrélisis
enzimdtica bacteriana. Se han descrito varios protocolos, siendo necesario una buena
estandarizacion. Diferentes estudios han demostrado sensibilidad entre 77% a 100%, y
especificidades de 94% a 100%. Se reportaron resultados falsos negativos en los productores
de OXA-48, pero la adicion de NH4sHCOs al buafer de reaccion mejoro su deteccion. Se han
encontrado resultados 6ptimos en la deteccion de la actividad de carbapenemasas (KPC-2 y
SPM- 1) desde frascos de hemocultivo. Puede ser rapido y rentable en la deteccion de
carbapenemasas, como desventaja, no orienta el tipo especifico de carbapenemasa, pero la
inclusion de inhibidores del carbapenem (PBA y DPA) y de temocilina detecta el tipo de
carbapenemasa. Se estan evaluando otros sistemas como la cromatografia liquida-MS,
espectrometria de masas tdndem de cromatografia liquida ultra-rendimiento, para su uso en
la deteccion de carbapenemasas. A pesar de su rendimiento, su utilidad se limita al entorno
de investigacion por todo el equipamiento necesario para su elaboracion. (Aguirre y
Martinez, 2017).

Métodos Basados en Técnicas de Biologia Molecular. El diagndstico
confirmatorio de produccion de carbapenemasas se realiza mediante el uso de técnicas
moleculares, con analisis genotipico. También existen diferentes pruebas diagnosticas con
buena sensibilidad y especificidad que permiten identificar fenotipicamente el patrén de
resistencia y sospechar la produccion de carbapenemasas. Las técnicas moleculares, como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), constituyen el estandar de método
diagnostico, permitiendo obtener resultados en 4 a 6 horas con excelente rendimiento. Su
principal limitacion es el costo y la disponibilidad de recursos en las instituciones de salud.

Otras técnicas moleculares son la tecnologia de puntos de control del DNA (Check-Points
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DNA technology) y la secuenciacion de productos de PCR. . (Cercenado, 2015; Josa,

Bustos, Torres y Esparza, 2018).
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1. METODO
3.1 Tipo de Investigacion

Se realiz6 una investigacion de tipo cuantitativa, retrospectiva, siendo el disefio de
investigacion descriptivo, transversal.

Para describir la tendencia en el tiempo de la incidencia de enterobacterias
productoras de carbapenemasas, se realiz6 un disefio observacional.

Para describir las caracteristicas demograficas pacientes con hospitalizados con
aislamiento de enterobacterias productoras de carbapenemasas.

3.2 Ambito Temporal y Espacial
Ambito Espacial.

La investigacion se realizd en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue que es un
hospital nacional de referencia de nivel I1I-1 para una poblacion de aproximadamente 2 500
400 habitantes, con atencion de consulta externa y que incluye servicios de hospitalizacion
y la Unidad de Terapia Intensiva; con una dotacion de mas de 550 camas.

Ambito Temporal.
La investigacion se realizo durante el periodo comprendido desde enero 2014 hasta

diciembre del afio 2018.
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3.3 Variables
. . <z . Criterios de
Variable Dimension Indicadores "y
medicion
. . . . . Reporte de
Incidencia de . . , Cultivos con aislamiento . Por< ¢
. Epidemiologia : investigacion
Enterobacterias de Enterobacterias . 2
microbiologica
L . Pruebas de
., Caracteristicas fenotipicas e
Produccion de . . . deteccion
Laboratorio del aislamiento: L
carbapenemasas fenotipica de
Presente, ausente.
carbapenemasas.
Variables Intervinientes
Variable Tipo Escala de medicion Indicador
o Numero de afios
Edad Cuantitativa Razoén )
cumplidos.
o ) Masculino,
Sexo Cualitativa Nominal )
Femenino.
. o ) Comunitario,
Procedencia Cualitativa Nominal o
Hospitalizado.
) o ) Orina, sangre, catéter,
Tipo de muestra Cualitativa Nominal ) )
liquidos, secreciones.
o Dia, mes, aflo por
Fecha de muestra Cuantitativa Razén

calendario

3.4 Poblacion y Muestra

Poblacion general atendida en los pabellones y servicios de hospitalizacion del
Hospital Nacional Hip6lito Unanue de enero 2014 a diciembre 2018.
Muestra de Estudio o Tamaiio muestral

Todos los cultivos de pacientes para investigacion bacteriologica de los servicios de
hospitalizacion procesados en el servicio de microbiologia del Hospital Nacional Hipdlito
Unanue que presentaron aislamiento de especies de enterobacterias en el periodo
comprendido desde enero 2014 a diciembre 2018. Para lo cual se realizdé un muestreo no

aleatorio por conveniencia.
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Tamaiio de la Muestra

Por los escasos reportes sobre la incidencia de este problema en una zona geografica
amplia de nuestro pais, se utiliz6 la poblacion total que presento atencion de hospitalizacion
en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue, a quienes se le solicita investigacion
bacteriologica como cultivos en el laboratorio de microbiologia, durante el periodo de
estudio, obteniéndose de 252 unidades como muestra que permitieron la identificacion de
305 aislamientos.

Criterios de Inclusion y de Exclusion.

Criterios de Inclusion:
e Pacientes hombres y mujeres.
e Paciente atendido en cualquier servicio de hospitalizacion del Hospital Nacional

Hipdlito Unanue.

e Aislamiento de bacterias de la familia Enterobacteriaceae tomada de una muestra
clinica.

e Confirmacion fenotipica de carbapenemasas.

e (Con diagnéstico clinico de infeccion localizada o sistémica.
Criterios de Exclusion:

e (Contaminacion con mas de dos agentes bacterianos.

e Aislamientos bacterianos de pacientes atendidos en consultorios externos.

La seleccion de los pacientes en el componente de corte transversal se realizo segun
los criterios de inclusion y de exclusion. Se utilizo las bases de datos de cada registro anual
del periodo en estudio del laboratorio del servicio de microbiologia, inmunologia y biologia
molecular del Hospital Nacional Hipo6lito Unanue, para la identificacion de aislamientos
bacterianos multirresistentes, con aislamiento de enterobacterias productoras de

carbapenemasas, de los que se seleccionaron los pacientes que cumplian los criterios de
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establecidos. Los datos demogréficos (edad, sexo, procedencia, y fecha de muestra), y datos
microbiologicos (tipo de muestra, especie bacteriana, antibiograma) se seleccionaron y se
le aplico al instrumento de recoleccion de datos.
3.5 Instrumentos

La recoleccion de los datos como la identificacion del microorganismo a nivel de
género y especie, y su caracterizacion fenotipica del perfil de susceptibilidad para las cepas
de los anos 2014 al 2018, se realiz6 por la documentacion de los registros del servicio de
Microbiologia. Estos datos fueron registrados una ficha de recoleccion de la informacion
(Anexo B), y posteriormente ingresados al programa Whonet 5.6.
3.6 Procedimientos

Para el desarrollo de la investigacion se realizaron los siguientes procedimientos:

Los cultivos identificados por métodos fenotipicos de bioquimica convencional
segun género y especie de las enterobacterias procedentes de muestras clinicas de pacientes
hospitalizados segin la metodologia del laboratorio de infecciones intrahospitalarias del
INS. Para identificar el perfil de resistencia a los antimicrobianos se realizaron pruebas de
sensibilidad por el método de disco difusion, segun los lineamientos de las guias del Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI). Los aislamientos se conservaron en Caldo Tripticasa
de Soya (TSB) con glicerol al 20 % y almacenadas a —20 °C hasta su procesamiento. Se
considero sospechoso de ser productor de carbapenemasas los aislamientos con sensibilidad
disminuida (halos menores de 23 mm) a los carbapenémicos meropenem (MEM) o
imipenem (IPM). La deteccion fenotipica de la presencia de carbapenemasa se realizo por
el método de inactivacion de la carbapenemasa modificado. La deteccion fenotipica del tipo
de carbapenemasa se realizd por la prueba de sinergia de doble disco con acido etilen
diamino tetratacetico (EDTA) para metalo carbapenemasas y acido fenil borénico (APB)

para serin carbapenemasas. Las placas de agar Muller Hinton se inocularon segun las
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recomendaciones del CLSI y los discos de EDTA (750ug - Bioanalyse) y APB (300ug -
Bioanalyse) se colocaron entre los discos de MEM (30 pg - Oxoid) y IPM (30 pg - Oxoid)
auna distancia de 15 mm, de centro a centro (entre los discos con antibidtico y el inhibidor).
Las placas se incubaron por 18 horas a 35°C. Luego se realiz6 la lectura y se interpretd como
presencia de carbapenemasas cuando existia un agrandamiento o distorsion entre los halos
de inhibicion de los discos de IPM o MEM hacia el disco del inhibidor.

Se realizd la documentacion de los registros de pacientes hospitalizados con
aislamiento de enterobacterias productoras de carbapenemasas identificadas por métodos
fenotipicos en el laboratorio de microbiologia, registrandose los datos demograficos en el
programa Whonet 5.6.

3.7 Analisis de Datos

Los datos obtenidos, se consignaron en las fichas de recoleccion de datos y fueron
procesados y analizados a través de una base de datos con el programa Whonet 5.6; con
acceso del investigador principal, garantizando la custodia y confidencialidad de Ia
informacion almacenada. Posteriormente, se agruparon en categorias segun el nimero de
observaciones en cada variable para describir el comportamiento epidemiologico a través
del tiempo; y se expresaron mediante distribucion de frecuencias y porcentajes de acuerdo
a los objetivos de la investigacion. Las tablas y graficos fueron realizados en formatos de
Microsoft Office.

3.8 Consideraciones Eticas

La investigacion sobre la incidencia de enterobacterias productoras de
carbapenemasas en el Hospital Nacional Hipolito Unanue es un estudio observacional que
permite describir el comportamiento a través del tiempo de la incidencia de enterobacterias
productoras de carbapenemasas, dado su disefio metodolégico y en consenso con la

declaracién de Helsinki es viable desde el punto de vista ético, respeta los derechos del
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paciente participante, dado que es un estudio retrospectivo, sin ninguna intervencion sobre
los pacientes y la fuente de consecucion de datos es la revision de la base de datos de
pacientes con aislamiento de Enterobacterias productoras de carbapenemasas, no afectando
a los individuos participantes en el estudio. El proyecto fue revisado y aprobado por parte

del Comité de Etica de Investigacion del Hospital Nacional Hipélito Unanue. (Anexo D)
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IV.  RESULTADOS

Durante el periodo enero 2014 hasta diciembre 2018, se identificaron 4687
aislamientos de especies de Enterobacterias a partir de 3548 pacientes hospitalizados a
quienes se les realizo cultivo de muestras clinicas. Las especies mas frecuentes recuperadas
de muestras clinicas fueron Escherichia coli (52,8%), Klebsiella pneumoniae (29,2%),
Proteus mirabilis (5,5%) y Enterobacter cloacae (4,2%). Menos frecuentes fueron Serratia
marcescens (1,4%), Morganella morgannii (1,4%), K. aerogenes (0.9%), y otras especies

representaron una muy baja frecuencia. (Tabla 1)

Tabla 1
Frecuencia de especies de Enterobacterias aisladas en pacientes hospitalizados del

Hospital Nacional Hipolito Unanue durante el periodo enero 2014 — diciembre 2018.

Microorganismo :l:;: l:;zn tos ik (%)
Escherichia coli 2475 52.8
Klebsiella pneumoniae 1368 29.2
Proteus mirabilis 260 5.5
Enterobacter cloacae 197 4.2
Serratia marcescens 66 1.4
Morganella morganii 64 1.4
Klebsiella aerogenes 40 0.9
Enterobacter sp. 29 0.6
Salmonella sp. 26 0.6
Klebsiella oxytoca 26 0.6
Proteus vulgaris 24 0.5
Otros agentes 112 2.4
TOTAL 4687 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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Los aislamientos de las enterobacterias que presentaron sensibilidad disminuida a
los carbapenémicos meropenem e imipenem, fueron probados con el método de inactivacion
del carbapenémico (MIC). Ademads, se complementdé la identificacion del tipo de
carbapenemasa por métodos fenotipicos como el método de aproximacion de discos con los
inhibidores de carbapenemasas como el EDTA y el 4cido fenil boronico, observandose una
frecuencia del 6.5% de aislamientos con capacidad de producir carbapenemasas. (Figura 1)
Figura 1.

Frecuencia de enterobacterias segiin produccion de carbapenemasas aisladas de pacientes

hospitalizados del Hospital Nacional Hipolito Unanue, 2014 — 2018.

Productoras de
carbapenemasas,
6.5%

B/

No productoras
de
carbapenemasas,
93.5%

Fuente: Datos de la investigacion

Los métodos de identificacion fenotipica permitieron detectar 305 aislamientos de
Enterobacterias productoras de carbapenemasas durante el periodo de estudio 2014-2018,
siendo las especies mas frecuentes Klebsiella pneumoniae (77,7%), Proteus mirabilis
(9,8%), Escherichia coli (4,6%), y Enterobacter cloacae (2,6%). Menos frecuentes fueron

Providencia rettgeri (1,3%), K. aerogenes (1,3%), Morganella morgannii (0,7%),
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Providencia stuartii (0.7%), y otras especies con muy baja frecuencia fueron Klebsiella
oxytoca, P. vulgaris, P. alcalifaciens y Serratia marcescens (0,3%). (Tabla 2, Figura 2)
Tabla 2

Frecuencia de Enterobacterias Productoras de Carbapenemasas en pacientes

hospitalizados del Hospital Nacional Hipdlito Unanue durante el periodo 2014 — 2018.

Nimero de Frecuencia
Microorganismo

aislamientos (%)
Klebsiella pneumoniae 237 77.7
Proteus mirabilis 30 9.8
Escherichia coli 14 4.6
Enterobacter cloacae 8 2.6
Klebsiella aerogenes 4 1.3
Providencia rettgeri 4 1.3
Morganella morganii 2 0.7
Providencia stuartii 2 0.7
Klebsiella oxytoca 1 0.3
Proteus vulgaris 1 0.3
Providencia alcalifaciens 1 0.3
Serratia marcescens 1 0.3
Total 305 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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Figura 2.

Distribucion de Enterobacterias Productoras de Carbapenemasas en pacientes hospitalizados.

Hospital Nacional Hipolito Unanue durante el periodo 2014 — 2018.
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Fuente: Datos de la investigacion

Se determinaron las caracteristicas demograficas de los pacientes hospitalizados con
aislamientos de enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) en el Hospital
Nacional Hipdlito Unanue, 2014 — 2018, observandose en un total de 3548 pacientes con
aislamiento de enterobacterias, una distribucion segun el sexo de 2175 (61,3%) femenino y
1373 (38,7%) masculino. Del total de pacientes mujeres se aislaron 2774 cepas de
enterobacterias, encontrandose 165 (5,9%) aislamientos de EPC. Mientras, en el grupo
masculino se aislaron 1913 cepas, siendo 140 (7,3%) aislamientos de EPC. (Tabla 3) De los
252 pacientes con aislamiento de EPC la distribucion segun el sexo mostro un ligero
predominio en pacientes femeninos (54,4%) frente al masculino (45,6%), con una relacion

mujer: hombre de 1,2. (Figura 3).
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Tabla 3
Distribucion segtin el sexo de pacientes hospitalizados con aislamientos de Enterobacterias

del Hospital Nacional Hipélito Unanue durante el periodo 2014 — 2018.

Sexo N° de Aislamientos N° de pacientes Aislamientos
pacientes con EPC de EPC
Femenino 2175 2774 137 165
Masculino 1373 1913 115 140
Total 3548 4687 252 305

Fuente: Datos de la investigacion.

Figura 3
Distribucion segtin el sexo de pacientes hospitalizados con aislamientos de Enterobacterias

productoras de Carbapenemasas en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue, 2014 — 2018.
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Fuente: Datos de la investigacion.

La distribucion de los pacientes hospitalizados que presentaron aislamientos de EPC

segun la edad, presento un promedio de edad de 53,2 afios con una desviacion estandar de
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+/- 20,9. Presentando por las etapas de vida una distribucién por grupos de edades, con una
menor frecuencia en nifios con el rango de menores de 12 afos con 1,6%, en adolescentes
de 12 a 17 afios con 1,2 %; y en jovenes en el rango de 18 a 29 afios con 15,9%.
Encontrandose una mayor frecuencia con 40,9% en adultos de 30 a 59 afios y en adultos
mayores a 60 afios 40,5%, observandose una tendencia de aumento en la frecuencia con
respecto a la edad (Tabla 4, Figura 4).

Tabla 4

Distribucion segun grupos de edad de pacientes hospitalizados con aislamientos de

Enterobacterias productoras de Carbapenemasas. Hospital Nacional Hipdlito Unanue,

2014 - 2018.

Grupos de edad N° %0 I.C. 95%
Menor de 12 afios 4 1.6 0,62 -4,01
12-17 afos 3 1.2 0,41 —-3,44
18-29 anos 40 15.9 11,8-20,9
30-59 anos 103 40.9 34,9 -47,0
Mayor de 60 afios 102 40.5 34,6 — 46,6

Total 252 100
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Figura 4.
Distribucion seguin grupos de edad de pacientes hospitalizados con aislamientos de
enterobacterias productoras de carbapenemasas. Hospital Nacional Hipdlito Unanue,

2014 —2018.
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Fuente: Datos de la investigacion

Segun la procedencia de los pacientes que presentaron cultivos con aislamiento de
enterobacterias productoras de carbapenemasas, con una mayor frecuencia procedieron de
los servicios de Medicina Interna 35,7% (92/258), seguido por la Unidad de Terapia
Intensiva 18,4% (48/258), Cirugia general 15,4% (41/258), Cirugia de especialidades 10,5%
(27/258), Neumologia 5,4% (14/258), Infectologia 5,4% (14/258), Cirugia toracica 4,3%
(11/258), y con una menor frecuencia procedian de otros servicios de hospitalizados como:

Ginecologia 3,1%, Neonatologia 0,8% y Pediatria 0,4%. (Tabla 5, Figura 5).
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Distribucion segiin la procedencia de los pacientes hospitalizados con aislamientos de

Enterobacterias Productoras de Carbapenemasas en el Hospital Nacional Hipolito

Unanue, 2014 — 2018.

Servicio de Procedencia N° % I.C. 95%
Medicina interna 92 35,7 30,8 —42,6
Unidad de terapia intensiva 48 18,6 14,7 -24.4
Cirugia General 41 15,9 11,9-20,9
Cirugia Especialidades 27 10,5 7,3-14,8
Infectologia 14 5,4 3,3-9,1
Neumologia 14 5,4 3,3-9,1
Cirugia Torécica 11 4,3 2,4-7,5
Ginecologia 8 3,1 1,62 - 6,14
Neonatologia 2 0,8 0,22 - 2,85
Pediatria General 1 0,4 0,07 -2,21
TOTAL 258 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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Figura 5.
Distribucion de pacientes hospitalizados con aislamientos de Enterobacterias productoras

de Carbapenemasas. Hospital Nacional Hipélito Unanue, 2014 — 2018.
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Fuente: Datos de la investigacion

Las especies de enterobacterias, que presentaron resistencia a carbapenémicos como
imipenem y meropenem, segun el tipo de muestra de donde fueron recuperadas, se
distribuyeron con mayor frecuencia en muestras de orina 29,8% (91/305), bronquial 17%
(52/305), catéter intravascular 13,8% (42/305), herida 11,5% (35/305), traqueal 6,6%
(20/305), sangre 4,6% (14/305), menos frecuentes fueron las cepas recuperadas de liquido
pleural 3.3% (10/305), esputo 3% (9/305), drenaje 3% (9/305), liquido abdominal 2%
(6/305), aislandose también con una muy baja frecuencia en muestras de ulcera, absceso,

liquido cefalorraquideo, fistula, secrecion vaginal y tejido. (Tabla 6)



45

Tabla 6
Frecuencia de las enterobacterias productoras de carbapenemasas segtin tipo de muestra,

aisladas de pacientes hospitalizados. Hospital Nacional Hipolito Unanue, 2014 - 2018.

(Gl mmes e lfll'lme‘ro de Frecuencia
aislamientos (%)
Orina, chorro medio 91 29.8
Bronquial 52 17.0
Catéter central 42 13.8
Herida 35 11.5
Traqueal 20 6.6
Sangre 14 4.6
Liquido pleural 10 33
Esputo 9 3.0
Drenaje 9 3.0
Liquido abdominal 6 2.0
Ulcera 5 1.6
Absceso 4 1.3
Liquido cefalorraquideo 3 1.0
Fistula 3 1.0
Vaginal 1 0.3
Tejido 1 0.3
Total 305 100

Fuente: Datos de la investigacion

El comportamiento frente a los antimicrobianos en las enterobacterias productoras
de carbapenemasas de nuestro estudio durante el periodo 2014 — 2018, se evalu6 por el
método de disco difusion y micro dilucion en caldo. Asimismo, se interpretaron los
resultados de la prueba de sensibilidad con los criterios del CLSI vigente al afio 2018, por
lo que se elaboro el perfil de sensibilidad frente a los antimicrobianos betalactamicos y no

betalactamicos.



46

Solo dos especies fueron las mas frecuentes en nuestro estudio: Klebsiella
pneumoniae 'y Proteus mirabilis, presentando un niumero importante de aislamientos, siendo
significativo para el andlisis estadistico por lo que se elabord sus perfiles de sensibilidad.
Los antibidticos no betalactdmicos frente a los cuales las cepas de K. pneumoniae
productores de carbapenemasa presentaron sensibilidad, fue amikacina en 80,6%, colistina
99,2%, doxiciclina 63,7%, y nitrofurantoina 31,3%. Menos sensibles fueron frente a
cloranfenicol 5,3%, gentamicina 4,2%, trimetoprima/sulfametoxazol 2,5%, ciprofloxacino

0,8%. (Tabla 7, Figura 6).

Tabla 7
Sensibilidad de antibioticos no betalactdmicos en aislados clinicos de Klebsiella

pneumoniae productora de carbapenemasa. Hospital Nacional Hipdlito Unanue, 2014 —

2018.

Nombre del antibiotico Nimero %S %S 95%]1.C.
Amicacina 237 80.6 75.1-85.1
Ciprofloxacina 237 0.8 0.2-3.0
Gentamicina 237 4.2 2.3-7.6
Trimetoprima/Sulfametoxazol 237 2.5 1.2-5.4
Doxiciclina 201 63.7 56.8-70
Cloranfenicol 171 53 2.8-9.7
Colistin 121 99.2 95.5-99.9
Nitrofurantoina 67 31.3 21.5-43.2

Fuente: Datos de la investigacion
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Figura 6.
Sensibilidad de antibioticos no betalactamicos en aislados clinicos de K. pneumoniae

productora de carbapenemasa. Hospital Nacional Hipolito Unanue, 2014 — 2018.
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Fuente: Datos de la investigacion

Los aislados de Proteus mirabilis productores de carbapenemasa representaron el
segundo lugar en frecuencia, siendo la sensibilidad frente a los antibidticos no
betalactamicos muy baja, teniendo sensibilidad en amikacina de 16,7%, doxiciclina 5,9%,
gentamicina 3,3%, ciprofloxacino 3,3%, cloranfenicol y trimetoprima/ sulfametoxazol no
presentaron aislamientos sensibles. P. mirabilis presenta resistencia intrinseca frente a
nitrofurantoina y colistina, si bien es cierto que los aislamientos presentaron
carbapenemasas y resistencia a casi todos los antibidticos betalactamicos, en los
aislamientos probados se encontré un 100% de sensibilidad frente al aztreonam. (Tabla 8,

Figura 7).
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Tabla 8
Sensibilidad a los antibioticos no betalactdmicos en aislados clinicos de Proteus mirabilis

productores de carbapenemasa en el Hospital Nacional Hipolito Unanue, 2014 — 2018.

Nombre del antibidtico Nimero %S %S 95%]1.C.
Amicacina 30 16.7 7.3-33.6
Ciprofloxacina 30 33 0.6-16.7
Gentamicina 30 33 0.6-16.7
Trimetoprima/Sulfametoxazol 30 0 0.0-11.4
Doxiciclina 17 5.9 1.1-26.9
Cloranfenicol 15 0 0.0-20.1

Fuente: Datos de la investigacion

Figura 7.
Sensibilidad a los antibioticos en aislados clinicos de Proteus mirabilis productores de

carbapenemasa en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue, 2014 — 2018.
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Tabla 9

Perfil de resistencia a los antimicrobianos de enterobacterias productoras de

carbapenemasas, Hospital Nacional Hipolito Unanue. 2014 — 2018.

Sensibilidad (%)
> =) =
= = g s e B <
S EEesgf5 £ 2§ E 8 £ g
. s =% £ 2 £ 3% 2 5 2 8§ 5 2 &
Namero < § s & s & g § S g E 3 E 2
e 2 S ESSESEEEEEEGS
Microorga aislamie & © O © = 5 & s < 35 £ R & ©
nismo ntos < O Z
Klebsiella 0. 0. 0. 4. 80 2 63 66 99
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3. 3. 16 5.
Proteus sp. 31 0O 0 0 O 0 O > 9 ) 0 - 6 - -
Escherichia 7. 7. 35 57 15 62 77 10
coli 14 1 00 0 00 17 1 4 5 0 g 0
Enterobacter ] 0 0 0 0 0 0 12 25 50 12 42 10
sp. 5 5 9 0
Providencia 7 00 0 0 0 0 14 14 71 0 _ 0 - )
sp. 3 3 4

Fuente: Datos de la investigacion

Se observo en los aislamientos de Klebsiella sp. una mayor sensibilidad frente a los
antibioticos no betalactimicos como colistina (99,6%), amikacina (80,2%) y doxiciclina
(63.2%), con menor sensibilidad en nitrofurantoina (30%). Proteus sp. solo mostro
sensibilidad en amikacina (16,1%), y con una menor sensibilidad doxiciclina (5,6%),
gentamicina (3,2%) y ciprofloxacino (3,2%). Las cepas de Escherichia coli presentaron una
mayor sensibilidad frente a colistina (100%), fosfomicina (77,8%), nitrofurantoina (62,5%),
amikacina (57,1%) y gentamicina (35.7%), y con una menor sensibilidad frente a
cotrimoxazol (15,4%) y ciprofloxacino (7,1%). Las especies de Enterobacter presentaron
mayor sensibilidad frente a colistina (100%), amikacina (50%), y con una menor
sensibilidad en doxiciclina (42.9%), gentamicina (25%), cotrimoxazol (12.5%) vy

ciprofloxacino (12.5%). No se estableci6 el perfil de sensibilidad en las otras especies dado
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que presentaron muy pocos aislamientos, siendo necesario un mayor numero de
aislamientos para una mejor significancia estadistica. (Tabla 9)

Para determinar la distribucion de la incidencia de aislamientos de enterobacterias
productoras de carbapenemasas por cada afio durante el periodo de estudio en el Hospital
Nacional Hipdlito Unanue, se establecié la poblacion de aislamientos de especies de
enterobacterias y el total de las enterobacterias productoras de carbapenemasa por afio,

calculandose la incidencia anual durante el periodo 2014 —2018. (Tabla 10)
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Tabla 10
Distribucion de la Incidencia de Aislamientos de Enterobacterias Productoras de

Carbapenemasas por Aiio, Hospital Nacional Hipolito Unanue, 2014 — 2018.

Microorganismos
Afio Aislamientos de Enterobacterias . .
. » productoras de Incidencia
Enterobacterias por aio
carbapenemasa (%)
2014 1123 21 1.9 %
2015 970 7 0.7 %
2016 848 47 55%
2017 846 101 11.9 %
2018 900 129 14.3%
Total 4687 305 6.5 %

Fuente: Datos de la investigacion

Se encontr6 una incidencia anual en el afio 2014 del 1,9% (21/1123) de
enterobacterias productoras de carbapenemasas, durante el afio 2015 disminuyo a 0,7%
(7/970), despues durante el 2016 se incremento la incidencia anual a un 5,5% (47/848). En
el afio 2017 se encontrdé una mayor incidencia con respecto al afio anterior con un 11,9%
(101/846), y en el ano 2018 observamos el periodo con la mayor incidencia ya que se
encontré un 14,3% (129/900). Notandose asi, una clara tendencia al incremento de la
incidencia anual durante un periodo de 5 afios. Observandose, de esta manera una incidencia
promedio de enterobacterias productoras de carbapenemasas del 6.5% del 2014 al 2018.

(Tabla 10, Figura 8)



Figura 8.
Tendencia de la incidencia de aislamientos de enterobacterias productoras

carbapenemasas por aiio, Hospital Nacional Hipolito Unanue, 2014 — 2018.
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Fuente: Datos de la investigacion
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

En nuestra investigacion uno de los objetivos fue determinar las especies de
enterobacterias productoras de carbapenemasas que se reportaron en pacientes
hospitalizados del Hospital Nacional Hipolito Unanue durante el periodo de estudio enero
2014 hasta diciembre 2018, encontrando por primera vez la presencia de algunas especies
bacterianas implicadas en este problema en el Peru. Lo que permite contar con informacion
local de agentes microbianos resistentes a carbapenémicos que motive realizar nuevas
investigaciones. Ademas de evidenciar el perfil de resistencia, dado que el fenotipo de las
bacterias multiresistentes son motivo de gran preocupacion, porque limitan las estrategias
terapéuticas, causando asi un alto riesgo para la vida de los pacientes. (Escandon et al.,
2017)

Segun lo observado en la investigacion a partir de pacientes hospitalizados en el
Hospital Nacional Hipdlito Unanue a quienes se les realizo cultivo de muestras clinicas, se
aislo especies de Enterobacterias durante el periodo de estudio. Se describen una variada
diversidad de especies, siendo mas frecuentes Escherichia coli (52,8%), Klebsiella
pneumoniae (29,2%), Proteus mirabilis (5,5%), Enterobacter sp (5,7%), y con menor
frecuencia Serratia marcescens (1,4%) y Morganella morgannii (1,4%).

En nuestro estudio al determinar la frecuencia de enterobacterias productoras de
carbapenemasas (EPC) en pacientes hospitalizados durante el periodo 2014-2018 se observd
una incidencia global del 6.5% (305/4687), lo que es muy importante para establecer la
presencia de bacterias multirresistentes a los antimicrobianos en el Hospital Nacional
Hipolito Unanue. Siendo concordante con otros investigadores como Pintos et al. (2020) en
un hospital de tercer nivel en Espafia quienes reportaron una incidencia global de 5,2% en
el periodo 2014-2016; Echeverri & Catafio cita a Bratu, que en el afio 2003, en 11 hospitales

de Brooklyn reporta 3,3% de EPC; Gomez et al. (2014) en Venezuela en el periodo 2009-
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2013 reportaron una prevalencia de 1,7% de EPC; Padilla et al. (2018) en La Mancha,
Espana reportaron una incidencia de 1,4% EPC en pacientes hospitalizados durante el
periodo 2015-2016; Gonzales et al. (2019) en Espafia en un hospital de tercer nivel reportan
incidencias de 0.54% a 1.2%, en el periodo 2012-2015. Sin embargo, nuestros resultados
son discordantes con otros estudios como el de Echavarria ef al. (2017) en un Hospital de
Buenos Aires durante el periodo 2014 -2015 reportan prevalencias de EPC de 18 a 25% en
pacientes hospitalizados; Villegas et al., (2016) reportan un 20,7% de EPC aisladas de
bacteriemias en 11 hospitales de Latinoamérica; Bora ef al. (2014) en un hospital docente
de tercer nivel en Nepal reporta 19,9% de EPC; Arbizii en Nicaragua en pacientes
hospitalizados encontrd 18% de EPC durante el 2015-2016 (Arbizu et al., 2018); Moreno et
al. (2015) reportan en Carabobo 14,5% de EPC; Ocampos & Takahasi, (2015) en Paraguay
mencionan una incidencia de EPC del 13% en pacientes hospitalizados; Justo ef al. (2018)
en un servicio de urologia del hospital universitario de Madrid reportaron una incidencia de
9,7% de EPC. Los reportes de incidencia de EPC pueden variar dependiendo del lugar y el
tiempo, asi como podrian estar influenciados por varios factores como el servicio de
hospitalizacion, la estancia prolongada, procedimientos invasivos, el uso de antimicrobianos
de amplio espectro, presencia de brotes entre otros, por lo que es necesario un monitoreo
permanente.

Al 1identificar las especies de EPC de aislamientos clinicos de pacientes
hospitalizados en nuestro estudio, se observan mayor frecuencia en Klebsiella pneumoniae
(77,7%), Proteus mirabilis (9,8%), Escherichia coli (4,6%), y menos frecuentes P. rettgeri,
K. aerogenes, M. morgannii, P. stuartii, K. oxytoca, P. vulgaris, P. alcalifaciens y S.
marcescens. De estas especies, K. pneumoniae fue de lejos el principal agente bacteriano, y
seguido por Proteus mirabilis y E. coli. Siendo nuestros resultados coincidentes con lo

reportado en varios estudios realizados en la region, en Europa y Asia; como Justo-Quintas
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et al., (2018) en Espafia reportaron en K. pneumoniae 91,7% y Enterobacter sp. 8,3%;
Nastro et al., (2016) en Argentina reportan como especies mas prevalentes K. pneumoniae
82,6% y Enterobacter sp 15%; Ruiz Carrascoso, (2016) reportd en K. pneumoniae 90%, y
E. coli 6,8%; Lopez-Dosil et al., (2017) en Espafia reportaron K. pneumoniae 87,8%, E. coli
5,6% y Enterobacter sp. 4,6%,; Han et al., (2020) del estudio en 36 hospitales en China
encontr6 K. pneumoniae 76%, E. coli 16% y Enterobacter sp. 4,3%; Gémez-Gamboa, et al.,
(2014) en Maracaibo, Venezuela detecto EPC en K. pneumoniae 75,4%, K. oxytoca 8,5%,
Enterobacter sp.7,8%y E. coli 6,2%; Villegas et al., (2016) reportaron K. pneumoniae 73%,
Enterobacter sp. 17%, S. marcescens 4%, E. coli 2% y otros 2%; Caldera Gutiérrez &
Robles Cortes, (2017) en Nicaragua describen K. pneumoniae 69%, E. cloacae 12%, E. coli
8%, y P. mirabilis, 3%; Alvim, Couto, & Gazzinelli, (2019) en Brasil reportaron K.
pneumoniae 68%, S. marcescens 23% y Enterobacter cloacae 9%; Oliveros et al., (2015)
en un hospital de tercer nivel en Colombia reportaron K. pneumoniae 64%, S. marcescens
20%, Enterobacter sp. 11%, K. ozaenae 3% y E. coli 2%; Sacsaquispe & Bailon (2018)
reportan genes de resistencia a carbapenémicos en EPC de hospitales del Perti, con K.
pneumoniae 66,3%, Proteus mirabilis 13,3%, Enterobacter sp. 9,6%, Providencia rettgeri
4,8%, E. coli 3,6%, Citrobacter freundii 1,2%, Providencia stuartii 1,2%; Moreno et al.,
(2015) reportan K. pneumoniae 77,8%, Enterobacter sp. 11,1% y E. coli 11,1%; Arbizu et
al., (2018) reportaron K. pneumoniae 66%, Escherichia vulneris 14%, E. coli 5%, P. rettgeri
5%, Pantoea agglomerans 5%, Kluyvera cryocrescens 5%:; Pintos et al., (2020) reportaron
K. pneumoniae 62,7%, E. cloacae 10,1%, K. oxytoca 8,9% y E. coli 6,6%. Otros
investigaciones con variaciones en la frecuencia de aislados de EPC, siendo no concordantes
con nuestros resultados el estudio de Gonzales-Rubio e al., (2019) en Espaiia con K.
pneumoniae 44,7%, K. oxytoca 22,4%, Enterobacter sp. 10,9%, Serratia sp 10,1%, E. coli

6,7% y Citrobacter sp 5%; Garcia Vela (2018) reporta EPC con K. pneumoniae 30,9%, S.
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marcescens 25,4%, E. cloacae 21,9%, K. oxytoca 20% y E. coli 1,8%; Asimismo,
Hernéndez Garcia et al., (2018) reportaron K. pneumoniae (53,5%), E. coli (19,2%) y E.
cloacae (11,1%). El nimero de aislamientos de especies bacterianas de un mismo paciente
puede ser influenciado por la cantidad de muestras solicitadas, cuadro clinico y servicio de
procedencia, por lo que cada especie bacteriana se ha registrado una sola vez por muestra
para cada paciente, sin considerar todos los aislamientos de esa misma especie.

Para describir las caracteristicas demograficas de pacientes hospitalizados con
aislamientos de EPC en el Hospital Nacional Hip6lito Unanue, se identificaron la edad, sexo
y servicio de procedencia. En nuestro estudio se reportan aislamientos de EPC en todos los
grupos de edad, con una media de 53,2% +/- 20,9 afios. En pacientes menores de 18 afios se
encontro 2,8%, sin embargo, la mayor frecuencia de casos reportados fue en los pacientes
del grupo de 30 a 59 afios con 40,9%, y en mayores de 60 afos fue un 40,5% notandose una
tendencia a una mayor frecuencia de EPC con respecto a la edad, siendo similar con otros
estudios como Ocampos & Takahasi, (2015) que muestran una edad media de 51 +/- 15
afos (rango de 20 — 90 afios); Resurreccion et al., (2017) en Pert reporta pacientes con
aislamientos de K. pneumoniae productor de carbapenemasas con una mediana de edad de
56 afos; Villegas et al., (2016) reportaron de siete paises de Latinoamérica un promedio de
edad de 60 afios (rango 0.1-99); Echavarria et al., (2017) en Argentina, observo una mediana
de 76 afios. Ademas, nuestros resultados difieren con otros estudios que reportan poblacion
con grupos de mayor edad como Lopez Dosil ef al., (2017) en Madrid reporta en un hospital
comarcal 85,3 afios y en un hospital de media estancia 81,8 afios como edad media; Justo et
al., (2018) en Espaia describen un rango de edad entre 44 y 93 afios, con una mediana de
75 anos; Hernandez Garcia et al., (2018) reporta una mediana de 74 afios y en un rango de
26-98 afios; Rojo et al., (2018) en Espana describe un promedio de edad de 73,2 afios; Pintos

et al., (2020) menciona una media de edad de 70,4 afios (IC 95% 68,2 -72,7); Salamanca
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(2017) en un estudio multicéntrico e internacional de 37 centros de 12 paises de bacteriemias
por EPC, menciona una edad promedio de 66 afios, con un rango de 54 — 76 afios; Nastro et
al., (2016) reportaron una edad promedio de 65 afios (rango 17 — 99 anos); Padilla et al.,
(2018) reportaron pacientes con una edad media de 64 +/- 13,8 afios; Oliveros et al., (2015)
reportaron una edad promedio de 62 +/- 14 afios. Ademas, nuestros resultados difieren con
los estudios de Logan citado por Marquez (2017) que reporta infecciones por EPC en nifios
en seis estudios entre el 2002 y el 2010 con una edad media de un afio (rango 0 — 17 afios);
Gomez-Gamboa et al., (2014) en Venezuela, reportaron 31,8% en adultos entre 31 y 59 afios
y en menores de 3 meses 30%, Gonzalez-Rubio et al., (2019) en Madrid reportaron 47,6%
en menores de 5 meses de edad; Bora et al., (2014) reportaron con un rango de edad de 10
dias a 72 anos. Los estudios muestran que las EPC presentes en todos los grupos de edad,
son mas frecuentes en pacientes adultos y adultos mayores, siendo muy marcado este
panorama en los estudios de Europa y paises de nuestra region.

Respecto a la distribucion segun el sexo los resultados de nuestro estudio enumeran
los aislamientos de EPC fueron mas frecuentes en pacientes femeninas con un 54,4%;
similar a los obtenidos en estudio en la region como el realizado por Ocampo& Takahasi
(2015) en Paraguay que reportaron un 50% en el sexo femenino; Resurreccion et al., (2017)
en Peru reportan 56% en mujeres; Echavarria et al., (2017) en Argentina, reportaron 56,5%
en mujeres. Lopez et al., (2017) en Madrid reportaron 67% en mujeres. Siendo nuestros
datos discordantes con lo observado en otros estudios, donde la mayor frecuencia se
encontrd en el género masculino como el estudio de Justo et al., (2018) en pacientes de
urologia, con 75% en hombres; Rojo et al., (2018) reportaron en Espafia que el 68,8%
fueron hombres; Alvim, Couto, & Gazzinelli, (2019) describen 66% en hombres; Oliveros
etal.,(2015), reportan 66% en hombres; Padilla ez al., (2018) reportaron 63,3% en hombres;

Hernandez Garcia et al., (2018) en Madrid describe en hombres 59,9%; Villegas et al.,
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(2016) mencionan 59% en hombres; Salamanca (2017) reporta 58.1% en hombres; Nastro
et al., (2016) en Argentina, encontraron 58% en hombres; Pintos et al., (2020) muestra una
distribucién con 57% en hombres; Gomez-Gamboa et al., (2014) en Venezuela observaron
55,8% en hombres; Bora et al., (2014) en Nepal reportan 53,5% en hombres; Gonzaléz-
Rubio et al., (2019) en Madrid reporto 50,7% en hombres. Se observa en los estudios una
mayor distribucidn en pacientes masculinos, que podria estar relacionado con otros factores
como la edad o enfermedades de fondo.

Una caracteristica demografica descrita fue la procedencia de los pacientes
hospitalizados con aislamientos de enterobacterias productoras de carbapenemasas, siendo
la mayor frecuencia los procedentes de los servicios de medicina interna 35,7%, la unidad
de terapia intensiva 18,6%, y cirugia general 15,9%; y en menor frecuencia cirugia de
especialidades 10,5%, neumologia 5,4%, infectologia 5,4%, cirugia toracica 4,3%,
ginecologia 3,1%, neonatologia 0,8% y pediatria 0,4%. Representando, que las EPC se
distribuyen de manera focalizada en algunas areas de hospitalizacion del Hospital Nacional
Hipolito Unanue. Resultados similares se observan en otros estudios como el de Rojo et al.,
(2018) que menciona 57% en medicina, 25% en unidad de cuidados intensivos, 6%
nefrologia, 6% digestivo y otros servicios; Bora et al., (2014) reporta 52,5% en unidad de
cuidados intensivos y otros servicios 47,5%; Gonzaléz-Rubio et al., (2019) reporto EPC
procedentes de la unidad de cuidado intensivo 52,1%, Pediatria 11%, trasplantes 24,1% y
otros 12,8%; Salamanca Rivera reporta EPC procedentes de medicina 40,2%, UCI 36.5%,
cirugia 12.7% y urgencias 10.6%. Siendo discordante con los hallazgos del estudio de
Resurreccion et al., (2017) en una serie de casos menciona que el 100% se encontraron en
unidad de cuidados intensivos; Oliveros et al., (2015) describen 60% en pacientes de
cuidados intensivos; Gomez Gamboa et al., (2014) reportaron 70,7% en unidad de terapia

intensiva, 8% medicina interna, 6,6% pediatria, y 4,7% neonatologia; Arbizu et al., (2018)
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reportan 62% en unidades de cuidados intensivos, 19% cirugia, 14% medicina y 5% de
neonatologia;; Moreno et al., (2015) reportan en cirugia 34,6% y unidad de cuidados
intensivos 29,2%; Falco et al., (2017) en Venezuela reportaron 70% procedentes de terapia
intensiva, 13,4% medicina interna, 10% neonatologia y otros 6,6%. Si bien es cierto nuestro
estudio el servicio con mayor frecuencia de EPC es medicina interna, en varios estudios los
servicios de cuidados intensivos son las principales areas de hospitalarias implicadas, es
posible que la presencia de procedimientos invasivos, mayor estancia, terapia
antimicrobiana de amplio espectro condicionen una presion selectiva para la aparicion de
EPC.

Al determinar la frecuencia de enterobacterias productoras de carbapenemasas segun
tipo de muestra, se observo principalmente que fueron de origen urinario (29,8%),
respiratorio (26,6%), catéter intravascular (13,8%) y herida (11,5%). Nuestros resultados
presentan similitud con lo reportado en otros estudios como el de Lopez et al., (2017) en
Espatfia reporto 82,4% urinario, 4,6% sangre y 3% herida, ulcera y esputo; Ruiz Carrascoso
(2016) reporto 37% urinario, 23% sitio quirurgico, 20,5% endovascular, Respiratorio
12,5%, piel y partes blandas 5,5%, y otros 0,6%; Sacsaquispe & Bailon (2018) en Peru
reportaron 34% urinario, 19% sangre, 7,2% bronquial, 6% herida, 6% catéter, 3,6% dren, y
otras; Pintos et al., (2020) reportaron origen urinario 31,6%, respiratoria 21,1%, piel, sangre
21,1%, abdominal 15,8% y partes blandas 10,5%. En otros estudios se observan diferentes
frecuencias segun muestra Gonzalez et al., (2019) reportaron EPC en sangre 29,4%, herida
quirurgica 27,5%, urinario 25,5%, respiratorio 9,8% y otras 7,8%; Gomez-Gamboa et al.,
(2014) reportaron 42,3% respiratorio, 14,7% sangre, 11,1% herida; Resurreccion et al.,
(2017) reportan 30% respiratorio, 30% urinario, 20% catéter, 10% herida quirargica y 10%
sangre; Rojo et al., (2018) refiere por localizacion anatomica 37,5% bacteriemia, 25%

urinaria, 12,5% respiratoria, 12,5% abdominal y 12,5% piel; Nastro et al., (2016) reportaron
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en sitio quirargico 45%, bacteriemia 20% , Respiratoria 17%, urinaria 14%, bacteriemia
asociada a catéter 12% y partes blandas 3%; Moreno et al., (2015) reportaron en sitio
quirargico 22,3%, partes blandas 18,5% y respiratorio 10%; Alvim, Couto, & Gazzinelli,
(2019) reportan EPC en sangre 30%, bronquial 27%, orina 22%, tejido 9%, liquido
abdominal 9% vy catéter 4%; Villegas et al., (2016) en siete paises de Latinoamérica
reportaron en sangre 20,7%; Han et al., (2020) en China reportaron en esputo 27,5%, sangre
27,1%, orina 17%, secreciones 6,9%, bilis 5%, ascitis 3,2%, catéter 2,8%, drenaje 2,8%, pus
1,4% y otros; Bora et al., (2014) reportaron como mas frecuentes en sangre, pus, esputo y
orina. Son las complicaciones urinarias junto a las de origen respiratorio, las afecciones mas
frecuentes en la hospitalizacion por la estancia, procedimientos invasivos, y otros factores
que podrian estar relacionados como la enfermedad base u otro factor de riesgo. Ademas,
es necesario acotar que algunos estudios describen el origen de la muestra como la
localizacidon anatomica en la que se presenta una infeccion (urinaria, respiratoria, sepsis,
entre otros), que podria generar alguna imprecision en la definicion.

Para identificar el perfil de resistencia frente a los antimicrobianos en los
aislamientos de enterobacterias productoras de carbapenemasas en nuestra investigacion se
describe la sensibilidad frente a los antimicrobianos que podrian ser utiles para el
tratamiento, notandose en Klebsiella pneumoniae solo sensibilidad a colistina 99,6%,
amikacina 80,2%, doxiciclina 63,2%, y en nitrofurantoina 30%. Las especies de Proteus sp.
con una baja sensibilidad frente a amikacina 16,1%, doxiciclina 5,6%, gentamicina 3,2% y
ciprofloxacino 3,2%. Escherichia coli con sensibilidad a colistina 100%, fosfomicina
77,8%, nitrofurantoina 62.5%, amikacina 57,1%, gentamicina 35,7%, cotrimoxazol 15.4%
y ciprofloxacino 7.1%. Enterobacter sp. con sensibilidad a colistina 100%, amikacina 50%,
doxiciclina 42,9%, gentamicina 25%, cotrimoxazol 12,5% vy ciprofloxacino 12,5%.

Notandose variaciones en la sensibilidad segln la especie implicada. En otros estudios se
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observan resultados similares como Moreno et al., (2015) que reportan sensibilidad a
colistin y tigeciclina en 100% de aislamientos; Rojo et al., (2018) reportan sensibilidad en
amikacina 81,2%, tigeciclina 68,7%, piperacilina tazobactam 6,2%, cotrimoxazol 6,2%;
Alvim, Couto, & Gazzinelli, (2019) reportaron sensibilidad en K. pneumoniae frente a
colistina 84%, amikacina 79%, tigeciclina 54%, y gentamicina 52%, Enterobacter cloacae
colistina 100%, gentamicina 71%, cotrimoxazol 71%, ciprofloxacino 71%, amikacina 43%
y tigeciclina 43%; Oliveros et al., (2015) reportan sensibilidad en tigeciclina 75%,
gentamicina 56%, colistina 52%, amikacina 48% y ciprofloxacino 27%; Resurreccion et al.,
(2017) reportaron sensibilidad en amikacina 100%; Goémez-Gamboa et al., (2014)
reportaron sensibilidad en K. pneumoniae a colistina 96,8%, tigeciclina 66,8%, amikacina
33,6 %, cloranfenicol 23,3%, tetraciclina 19%, Escherichia coli sensible a colistina 100%,
amikacina 77%, tetraciclina 14,3%, ciprofloxacino 14,3%, cotrimoxazol 11,8%, y
Enterobacter sensibilidad a colistina 100%, amikacina 28,6%, tetraciclina 8,3%,
cotrimoxazol 25% y ciprofloxacino 22,2%; Gonzalez-Rubio et al., (2019) reportaron en
aztreonam 62,9%, amikacina 92,4%, tigeciclina 86,5%, fosfomicina 82,2%, colistina 39,8%
y ciprofloxacino 38,5%; Caldera y Robles, (2017) reportan sensibilidad a ciprofloxacina
20%, trimetroprim-sulfametoxazol 9%, gentamicina 11%, colistina 94% y cloranfenicol
14%; Han et al., (2020) reportaron sensibilidad en tigeciclina 98,4%, polimixina B 96%,
amikacina 50%, cotrimoxazol 45%, gentamicina 32%, ciprofloxacino 19%, y
nitrofurantoina 18,8%.

En el andlisis de la incidencia de aislamientos de enterobacterias productoras de
carbapenemasas (EPC) en el Hospital Nacional Hipolito Unanue se encontrd variaciones en
el tiempo, observandose cambios importantes en cada afio durante el todo el periodo de
estudio 2014 — 2018, con una incidencia anual de 1,9% en el afio 2014, siendo la primera

vez que se reportaron aislamientos de EPC. La menor incidencia con 0,7% durante el afio
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2015, incrementandose el 2016 hasta 5,5%. En el afio 2017 la incidencia fue 11,9%, y en el
afilo 2018 se observa la mas alta incidencia del estudio con 14,3%. Asi se muestra una
tendencia al incremento de la incidencia anual durante un periodo de 5 afios, estimandose
una incidencia promedio del 6.5% del 2014 al 2018. Siendo nuestros resultados
concordantes con otros estudios como Gonzaléz et al., (2019) que reportan en Espafia, una
incidencia anual de 0,93% el afio 2012, 0,66% el 2013, una incidencia anual mas alta con
1,18% el 2014, disminuyendo en 2015 a 0,54%; notando en la curva epidémica durante el
periodo de estudio dos picos de casos, en el afio 2012 y 2014. Castanheira et al., (2019)
reportaron en el programa SENTRY durante 20 afios de vigilancia (1997-2016) un cambio
en la epidemiologia de las enterobacterias resistentes a carbapenémicos, aumentando de
0,6% en 1997-2000 hasta 2,9% en 2013-2016 con incrementos progresivos de 0,8% - 0,9%
por periodo del 2005-2008, con tasas que aumentaron 1,5% Estados Unidos, 1,9% Asia-
Pacifico y 2,8% Europa; notandose un aumento considerable en paises de América Latina,
con tasas de EPC de 0,8% a 6,4%; impactando en la resistencia antimicrobiana y la
importancia de su continua supervision.

En América, durante la ultima década se han identificado Enterobacterias
productoras de carbapenemasas (EPC) y la transmision horizontal de genes mediada por
elementos genéticos moviles con un papel determinante en la propagacion de genes que
codifican carbapenemasas. El aumento de la incidencia de EPC explica una diseminacion
exitosa, siendo incluso endémicos en algunos paises. (Escandon et al., 2017). Desde los
primeros reportes de EPC en Estados Unidos en 1996 y en Colombia el 2005, se han
extendido por casi todos los paises de la region. Las carbapenemasas del tipo KPC son las
mas comunes, y mas prevalentes en China, Estados Unidos, Italia y paises de América del
Sur (Colombia, Argentina, Brasil) (Falco et al., 2017); Las tipo NDM son frecuentes en

China, Pakistan, India, Bangladesh y estan ampliamente diseminados por todo el mundo;
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las tipo IMP son muy frecuentes en Japon, Taiwan y China; Las tipo VIM son muy
frecuentes en Grecia; y ademas el tipo OXA-48, es mas prevalente en Turquia, Marruecos
y paises de Europa (Xiaoyan, Haifang y Hong, 2019).

Gonzales-Escalante et al., (2013) en un estudio trasversal en seis hospitales de
referencia de Lima el afio 2011 (incluido el Hospital Nacional Hip6lito Unanue) reportan
por primera vez la presencia de metalo-betalactamasas en el Pert en aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa, y alertaba a los equipos de vigilancia epidemiologica
intrahospitalaria a prevenir su diseminacion. La presencia de carbapenemasas en especies
de enterobacterias en aislamientos clinicos en el Perti no era conocida hasta el afio 2013,
siendo la apariciéon del primer caso, reportado como K. pneumoniae productora de
carbapenemasas de clase A (KPC) en un hospital de Lima (Velasquez et al., 2013). En
nuestro estudio, los primeros casos de EPC aisladas durante el afio 2014 correspondieron
con el fenotipo de productoras de la metalo-betalactamasa (MBL) procedentes de servicios
de cirugia (Garro Nufiez, 2014). No obstante, estos primeros aislamientos detectados en el
Hospital Nacional Hipdlito Unanue fueron caracterizados molecularmente como Proteus
mirabilis productora de carbapenemasa de clase B, de tipo Nueva Delhi Metalo-
betalactamasa (NDM), siendo confirmada genotipicamente por el Laboratorio de Referencia
Regional de la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud — Carlos G.
Malbran de Argentina, como una MBL del tipo NDM-1. En los siguientes afios, otras
especies de enterobacterias con este fenotipo de resistencia experimentaron un aumento
progresivo, con K. pneumoniae y Escherichia coli, como las mas frecuentes en otros
servicios como medicina interna y unidad de cuidados intensivos. Desde su aparicion, las
carbapenemasas en enterobacterias se han incrementado y extendido eficientemente por
diferentes hospitales del Peru, sobre todo con una mayor presencia de aislamientos de

Klebsiella pneumoniae. Siendo las carbapenemasas tipo NDM y KPC las mas frecuentes en
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el Perti, reportandose casos de transmision en Lima en los primeros estudios de infecciones
por enterobacterias productoras de MBL NDM-1 en hospitales del Pert en series de casos
durante el 2016 y 2018 (Resurreccion et al., (2017), (Buendia Sotelo, 2020), reportes de
caso en provincias de la sierra central y sur (Quispe Pari et al., (2018) y en el norte del pais
(Sacsaquispe y Baildn, 2018), siendo descritos en servicios de hospitalizacion prolongada
como unidades de cuidados intensivos.

Entre las limitaciones del estudio siempre cabe la posibilidad de que exista un sesgo
de seleccion y que los datos no sean representativos a lo encontrado en otras instituciones
de atencion hospitalaria a nivel local y en otros paises, por las variaciones de la incidencia
en el tiempo, asi los analisis de sensibilidad realizados pueden estar influenciados por este
factor. Ademas, todos los aislamientos fueron caracterizados como productores de metalo
carbapenemasas por métodos fenotipicos, siendo solo caracterizado molecularmente solo un
grupo que en todos los casos fueron del tipo NDM-1, por lo que no es posible generalizar el
genotipo de carbapenemas en todos aislamientos. No obstante, nuestro estudio intenta
contribuir con el conocimiento de la situacién epidemiologica de las EPC en el Hospital
Nacional Hipoélito Unanue desde mediados del 2014 al 2018, presentando datos diversos
que son posibles por que se incluyeron todos las cepas aisladas de diferentes muestras y
procedencias, donde se puede notar como sucede paulatinamente una rapida evolucion de
la incidencia en comparacion a los afos anteriores marcandose asi su diseminacion en los

servicios de hospitalizacion.
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VI. CONCLUSIONES
La incidencia de especies de enterobacterias productoras de carbapenemasas en
pacientes hospitalizados en el Hospital Nacional Hip6lito Unanue fue 6,5% durante
el periodo 2014 - 2018.
La mayor frecuencia de especies de enterobacterias productoras de carbapenemasas
en pacientes hospitalizados correspondio6 a Klebsiella pneumoniae (77,7%), Proteus
mirabilis (9,8%), Escherichia coli (4,6%) y Enterobacter sp (3,9%), menos
frecuentes fueron Providencia rettgeri (1,3%), Morganella morgannii (0,7%),
Providencia stuartii (0.7%), Klebsiella oxytoca (0,3%), P. vulgaris (0,3%), P.
alcalifaciens (0,3%) y Serratia marcescens (0,3%).
El fenotipo de carbapenemasas encontrado en las especies de enterobacterias en
nuestro estudio durante el periodo 2014 — 2018, correspondio solo al de tipo metalo-
B-lactamasas.
Las muestras con aislamiento de enterobacterias productoras de carbapenemasas
mas frecuente fueron: orina 29,8%, bronquial 17%, catéter intravascular 13,8%,
herida 11,5%, traqueal 6,6%, sangre 4,6%, liquido pleural 3.3%, esputo 3%, drenaje
3%, liquido abdominal 2%, y menos frecuentes en ulcera, absceso, liquido
cefalorraquideo, fistula, secrecion vaginal y tejido.
El perfil de resistencia antimicrobiana en las enterobacterias productoras de
carbapenemasas mostrd resistencia a los betalactdmicos evaluados. Se observo una
menor sensibilidad en antibidticos como amikacina, doxiciclina y nitrofurantoina,
segun la especie implicada, encontrandose resistencia a colistina en cepas con
resistencia intrinseca como Proteus y Serratia durante el estudio 2014 — 2018.
Las caracteristicas demograficas de pacientes hospitalizados con aislamientos de

enterobacterias productoras de carbapenemasas en el Hospital Nacional Hipolito
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Unanue, 2014 — 2018, muestran un promedio de edad de 53,2 +/- 20,9 afios con una
tendencia al aumento en la frecuencia con respecto a la edad. Siendo predominante
el sexo femenino con 54,4%. La mayor procedencia correspondio de los servicios
de medicina interna 35,7%, servicios de cirugia 30,7%, unidad de terapia intensiva
18,6%, y otros fueron menos frecuentes.

En el Hospital Nacional Hipdlito Unanue la incidencia de enterobacterias
productoras de carbapenemasas observada en el afio 2014 fue 1,9%, en el afio 2015
fue 0,7%, el ano 2016 fue 5,5%, el afio 2017 fue 11,9% y el afio 2018 fue 14,3%;
advirtiéndose una clara tendencia al incremento en la incidencia anual durante el

periodo de estudio 2014 — 2018.
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VII. RECOMENDACIONES
Es importante realizar vigilancia y estudios continuos de las enterobacterias
productoras de carbapenemasas en diferentes ambitos geograficos para conocer el
contexto epidemioldgico actual, y prevenir la propagacion de bacterias
multirresistentes.
Es necesario detectar precozmente la sospecha de este tipo de resistencia, e
implementar metodologias con mayor precision para el diagndstico microbiolégico
por parte de los laboratorios de microbiologia clinica en el Peru.
Para caracterizar el perfil de resistencia se debe contar con un minimo de 30
aislamientos para obtener un resultado estadisticamente significativo.
La prevencién y el control de las infecciones frente a la resistencia a los
antimicrobianos por un equipo multidisciplinario es critico, permitird reducir la
estancia hospitalaria, la morbilidad, mortalidad, costos de atencién; junto al uso
racional de antibidticos, métodos diagndsticos rapidos, precisos, y medidas de
higiene para prevenir, controlar la adquisicion y propagacion de EPC.
Los datos de nuestra investigaciéon pueden contribuir a nuevas perspectivas de
investigacion, siendo base para nuevas investigaciones que permita comprender este
problema de salud publica.
Realizar informes perioddicos de la resistencia a los antimicrobianos al comité de
infecciones intrahospitalarios.
Fortalecer los conocimientos y la importancia de caracterizar los mecanismos de
resistencia bacteriana emergentes de importancia en salud publica, y conocer la

evolucion de la epidemiologia molecular.
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Anexo B. Ficha de recoleccion de datos

UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLARREAL
FACULTAD DE TECNOLOGIA MEDICA
Trabajo de investigacion:

“Enterobacterias productoras de carbapenemasas y caracteristicas demograficas en
pacientes hospitalizados en el Hospital Nacional Hipolito Unanue, 2014 - 2018”.

(60 )] [0 1PN
FECHA DE MUESTRA.: ......... [eeeeenannn [eeerennnnnns
SEXO: ( ) Masculino ( ) Femenino

TIPO DE MUESTRA: ......cccviiiiiiiiiiinnnnen
PROCEDENCIAL: ....ccitiiiiiiiieiinninicieninnens

() Hospitalizado.
() Unidad de terapia intensiva.
() Consultorio externo.

7. AISLAMIENTO BACTERIANO: ( )SI ( YNO
() Escherichia coli
() Klebsiella pneumoniae
Otro Agente aislado: ..o

8. PRODUCCION DE CARBAPENEMASAS:

( ) Positivo.
( ) Negativo.
() OtromecaniSmo...........cceveveeneennnnnn.

9. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

Ampicilina Imipenem Gentamicina
Amox/Ac clavulanic Meropenem Amikacina
Cefazolina Ertapenem Cloramfenicol
Cefotaxima Nitrofurantoina Doxiciclina
Ceftazidima Ciprofloxacino Colistina
Cefepime Sxt/Tmp Tigeciclina
Aztreonam Fosfomicina Otro:

10. CONTROL DE CALIDAD DE DATOS. ( )
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Anexo C. Método de inactivacion de la carbapenemasa.

Procedimientos:

1.

A partir de una cepa aislada previamente en cultivo en agar Mueller-Hinton e incubadas
durante 24 horas a 35°C, se toman colonias con un asa de 10 pL y se resuspende en 400
pL agua destilada estéril.

A continuacion, se sumerge un disco de Meropenem (MEM) 10ug (Bioanalyse®)
dentro de la suspension. Se incuba durante 2 horas a 35°C.

Se retira el disco con pinza estéril para ser colocado sobre una placa de agar Mueller-
Hinton previamente sembrada de forma masiva con una cepa Escherichia coli ATCC
25922 en un inoculo con una turbidez de 0,5 de la escala de McFarland.

Se incuba a 35°C durante 6 horas.

Se interpreta, si hay presencia de halo: negativo para carbapenemasas; si esta ausente
el halo de inhibicion: positivo para carbapenemasas.

Como como control positivo se utilizaron Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 y
Proteus mirabilis (productor de NDM-1) como control negativo Klebsiella pneumoniae

ATCC 700603.

k.

Suspend full loop of Add 10 ug Incubate for 2 Place on Mueller Hinton agar
bacteria in H,O meropenem disk hours 35°C inoculated with E. coli ATCC 25922

+
Carbapenemase activity

No carbapenemase activity

Incubate for at least Read presence or absence
6 hours 35°C of inhibition zone

Figura 9. Esquema del método de inactivacion de carbapenémicos. Tomado de Kim
van der Zwaluw y col. 2015. https//doi:10.1371
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Anexo D. Carta de aprobacion del proyecto de tesis por el comité institucional de ética

en investigacion Hospital Nacional Hipélito Unanue.

"‘.S;' Ministerio Comité Institucional de
w de Salud Etica en Investigacion

“Afio de la Lucha contra la Corrupcién y la Impunidad “

CARTA N° 126 -2019 - CIEI-HNHU

A : Licenciado ROKY GOVANNI CHAMPI MERINO
ASUNTO : Aprobacion de Proyecto de tesis
Referencia : Expediente N° 20523

FECHA : El Agustino, 12 de julio del 2019

Es grato dirigirme a usted, para saludarle cordialmente y dar respuesta al
documento de referencia donde el egresado de segundad especialidad en
Microbiologia, de la Facultad de Tecnologia Médica, de la Universidad Nacional
Federico Villarreal; quien solicita revisién y aprobacion del Proyecto de tesis
titulado:"Enterobacterias productoras de carbapenemasas y
caracteristicas demograficas en pacientes hospitalizados en el Hospital
Nacional Hipélito Unanue 2014 - 2018". Para optar el titulo de segunda
especialidad en Microbiologia = UPG FTM - UNFV.

El Comité, en sesion ordinaria de fecha miércoles 10 de julio del presente, y
segln consta en el Libro de actas N° 7, Acord6 por unanimidad aprobar el
Proyecto de tesis antes mencionado.

Atentamente,
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Anexo E. Lista de imagenes de la deteccion de carbapenemasas en enterobacterias.

Fuente: Elaboracion de la investigacion.

Imagen 1. Proteus mirabilis (u4328), primer Imagen 2. Proteus mirabilis (s2349).
aislamiento productor de carbapenemasa. sinergia de EDTA y no sinergia de Acido
sinergia de Carbapenémicos con EDTA. Boroénico.

Imagen 3. Proteus mirabilis (s2313). sinergia
de Imipenem, Meropenem y Ertapenem frente
a discos con EDTA
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Imagen 4. Kiebsiella pneumoniae (s1762), Imagen 5. Klebsiella pneumoniae (s1762),
Método E-Test MBL, IP: Imipenem, IPI: Método de inactivacion de la
Imipenem mas inhibidor (EDTA) de carbapenemasa.

metalocarbapenemasas.

Qﬁ;@f(fiﬂ Q” @@ f\\
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(¢ (d (00 e)0)0)e)00) o) 2)

(99,0 0] ©)(0)(0)0)(0)10)6) o)
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VOCGLGLRIID | 7/
o WO C SIS TTT ST

Imagen 2. (6a) Escherichia coli (u3991), método de micro dilucién en panel Microscan. (6b) A la
derecha arriba CIM de Meropenem (4pg/ml). (6¢) derecha abajo CIM de Imipenem (2 pg/ml).
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Imagen 3. Escherichia coli (u3991), método de disco difusion en agar Muller Hinton.

Imagen 4. (8a) Escherichia coli (u3991), método de Sinergia con inhibidores de carbapenemasas
(EDTA, 4cido fenil bordénico). (8b) Derecha, en aumento se nota la sinergia de imipenem y
meropenem frente a EDTA.

Imagen 5. Escherichia coli (u3991). (9a) izquierda, Método de inactivacion de la
carbapenemasa. (9b) Derecha, deteccion de carbapenemasas por el método E-Test MBL
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Imagen 6. Klebsiella pneumoniae (s2578). (10a) Izquierda, Método E-Test MBL. (10b) Derecha,
Sinergia con inhibidor de metalo carbapenemasas. (EDTA), sensibilidad de aztreonam.

Imagen 7. Klebsiella pneumoniae (s3010). (11a) Izquierda: método de disco difusion. (11b)
Derecha: método de Sinergia con inhibidores de carbapenemasas. (11c) Abajo Método E-Test MBL,
sinergia con Imipenem mas EDTA.

Imagen 8. Klebsiella pneumoniae (u6432). (12a) Izquierda, Método de disco difusion. (12b) Centro:
Meétodo de inactivacion de la carbapenemasa. (12¢) Derecha, Método para deteccion de
carbapenemasas en agar cromogénico (Chromagar) .
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Imagen 13. Klebsiella pneumoniae (s3483), Imagen 14. Klebsiella pneumoniae (s3485),
método de disco difusion. semejanza entre fenotipos (s3483 y s3485).

Imagen 15. Klebsiella pneumoniae (u8030), Imagen 9. K. pneumoniae (s418‘5),
método de E-Test MBL. método de E-Test MBL
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