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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la presencia de enzimas carbapenemasas en
microorganismos gram negativas no fermentadoras, aisladas en las unidades criticas
del Hospital Regional Docente de Cajamarca, en los meses de agosto a diciembre del
2018, se realizd un estudio observacional descriptivo, de corte transversal y
retrospectivo. Donde se incluyeron cepas de bacterias gram negativas no
fermentadoras que presentaron resistencia a los carbapenems. La identificacion
fenotipica se realizé con los métodos de, Sinergia de doble disco con EDTA, test de
Hodge modificado con cepa ATCC 700603 y método modificado de inactivacion del
carbapenem (mCIM).Resultados: De 41 cepas de microorganismos gram negativas no
fermentadoras que presentaron sospecha de carbapenemasas mediante el equipo
MicroScan-AutoScan4, el 90,2% manifestaron actividad carbapenemasas mediante los
métodos fenotipicos, de las cuales el microorganismo con mayor actividad
carbapenemasa fue Acinetobacter baumannii con 86,5%, seguidamente de
Pseudomona aeruginosa con 10,8% y Pseudomona flourences/patida con 2,7%.El
tipo de muestra bioldgica con mayor porcentaje de aislamientos positivos fueron
secreciéon bronquial con 75,6%,luego aspirado bronquial con 19,5% y en menor
porcentaje fueron los hemocultivos con 2,4%, al igual que secrecion traqueal con 2,
4%.el servicio que presento mayor aislamientos positivos fue (UCI) con
53,7%,seguidamente de (UCIN) con 36,6%.Finalmente el método fenotipico con mejor
desempefio en detectar carbapenemasas fue el Test Modificado de inactivacion del
carbapenem- mCIM con 90,2%, seguidamente del Test de Hodge Modificado con cepa
ATCC 700603 con 80,5% y el Test de Sinergia de doble disco-EDTA con 12,2%.



ABSTRACT

In order to evaluate the presence of carbapenemal enzymes in non-fermenting gram-
negative microorganisms isolated in the critical units of the Regional Teaching
Hospital of Cajamarca (Hospital Regional Docente de Cajamarca) from August to
December 2018, a descriptive, cross-sectional, retrospective observational study was
conducted. Non-fermenting strains of gram-negative bacteria that presented resistance
to carbapenems were included. Phenotypic identification was performed with the
methods of, Dual Disc Synergy with EDTA, modified Hodge test with ATCC 700603
strain and modified carbapenem inactivation method (mCIM). Results: Out of 41
strains of gram-negative non-fermenting microorganisms  suspected of
Carbapenemases by the MicroScan-AutoScan4 equipment, 90.2% showed
Carbapenemases activity by the phenotypic methods, of which the microorganism with
the highest Carbapenemases activity was Acinetobacter baumannii with 86.5%,
followed by Pseudomona aeruginosa with 10.8% and Pseudomona flourences/putida
with 2.7%. The type of biological sample with the highest percentage of positive
isolates was bronchial secretion with 75.6%, then bronchial aspiration with 19.5% and
in a lower percentage were blood cultures with 2.4%, as well as tracheal secretion with
2.4%. The service that presented the highest percentage of positive isolates was (ICU)
with 53.7%, followed by (NICU) with 36.6%. Finally, the phenotypic method with the
best performance in detecting carbapenemasas was the Modified Carbapenem
Inactivation Test - mCIM with 90.2%, followed by the Modified Hodge Test with
ATCC strain 700603 with 80.5% and the Double Disc Synergy Test - EDTA with
12.2%.
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es un problema que cada vez va en aumento, generando
respuestas de supervivencia en los microorganismos. En los Gltimos afios, las bacterias
gram negativas con actividad carbapenemasa como es el caso de Pseudomona,
Acinetobacter, entre otros bacilos no fermentadores se han ido diseminando a nivel
global, complicando de esta manera el tratamiento de los pacientes, y prolongando la
estadia por mucho mas tiempo en las salas de hospitalizacién.Ante ésta problematica
en el afio 2017, la OMS, mostrd preocupacion por el crecimiento de cepas resistentes
a la mayoria de antibiéticos y detalldé una lista en la que sefiala a 12 familias de
bacterias como prioritarias a vigilar; entre éstas, destacan los bacilos gram negativas

no fermentadoras multirresistente.

El primer caso en Peru, fue en el 2013, en el Hospital Nacional Arzobispo Loayza,
fue de tipo KPC vy se aislé de un cultivo de sangre, perteneciente a un paciente de
cuidados intensivos, a partir de aquella fecha lo mas probable es que estas enzimas se

hayan diseminado a otros hospitales de las regiones del pais.

Actualmente la region Cajamarca no cuenta con investigaciones sobre el tema, sin
embargo creemos que no es ajeno a este problema, bacterias como Acinetobacter
baumannii, pseudomona  aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia vy
Enterobacteriacea, son los responsables de causar infecciones intrahospitalarias en las
unidades criticas de UCI 'y UCIN de los hospitales de nuestra region, las caracteristicas
mas resaltantes de estas bacterias es la multirresistencia a los antibi6ticos en especial

a los carbapenems.

Con esta investigacion se pretende alertar a las entidades correspondientes para el

manejo y control de cepas multirresistente y prevenir su diseminacion.



1. Antecedentes y fundamentacion cientifica.
1.1.Antecedentes

A nivel internacional Uechi et al (2017) Realizaron un estudio en Japdn, titulado
“Un método modificado de inactivacion de carbapenem, CIMTris”, para la
detectar carbapenemasa en especies de Acinetobacter y Pseudomonas. Ellos
concluyeron que el método CIMTris es Util en la deteccion de enzimas

carbapenemasas en especies de Acinetobacter y Pseudomonas.

Remolina & Escobar (2017) En su estudio que realizaron en Colombia,
describieron carbapenemasas expresadas en Klebsiella spp. y Pseudomonas
aeruginosa. Concluyeron que el método fenotipico CarbaNP obtuvo una

concordancia muy alta en detectar enzimas carbapenemasas de cualquier tipo.

Reyes, et al, (2017) realizaron un estudio sobre un método alternativo para
detectar carbapenemasas tipo KPC en Enterobacterias, lo cual llevo como titulo:
“Inactivacion del carbapenémico”. Ellos concluyeron que este nuevo método al
igual que la reaccion en la cadena de la polimerasa son superiores al test de
Hodge como también al ABP para identificar carbapenemasas tipo KPC en
Enterobacterias. Recomiendan realizar el test como rutina dentro del algoritmo

para la contencidn de infecciones por este tipo de patdgenos.

Ronquillo (2016) estudidé la prevalencia de infecciones por Acinetobacter
baumannii multirresistente en pacientes que fueron internados en el Nosocomio
General Enrique Garcés, periodo enero 2013 a enero 2015. Ella concluy6 que la
mayor prevalencia de infecciones se encuentra en pacientes de 61-80 afios de
edad, en género masculino, servicio de UCI, muestra de absceso, provincia de
Pichincha, resistencia natural a ampicilina/sulbactam, susceptibilidad adquirida
(resistencia a imipenem y una sensibilidad a Colistin). Se evidencio la necesidad
que el personal de salud aumente las medidas de salubridad para evitar la

propagacion de la bacteria.



Caldera & Robles (2016) realizaron un estudio en Nicaragua, sobre
caracterizacion fenotipica de bacterias gram negativas con un perfil de
multirresistencia, dichas cepas procedian de la red Nicaragiiense para la
vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos, en el periodo del 2014 al
2016.Concluyeron que de 195 aislamientos bacterianos en estudio, 140 de ellos
producian carbapenemasas del tipo Metalobetalactamasas; 9 posibles Serino
enzimas; 46 cepas fueron de tipo oxacilinasa u otro mecanismo de resistencia a
carbapenems. En el 60% de las cepas de ABA, se observd la produccion de
posibles carbapenemasas tipo oxacilinasa y un 40% producian
Metalobetalactamasas; en PAE, el 92% expresaron carbapenemasa de tipo
Metalobetalactamasas y el 8% restante posiblemente producian enzimas de tipo
oxacilinasa. En Enterobacterias el 86% expresaron carbapenemasa de

Metalobetalactamasas y el 14% posiblemente de tipo KPC.

Pefia (2016) Realiz6 un estudio en Quito, en la cual Caracteriz6 molecularmente
a Pseudomona aeruginosa, dicha bacteria fue responsable de un brote infeccioso
de un nosocomio de la ciudad de Quito, para ello utilizaron pruebas fenotipicas
y genotipicas. Concluyé que aplicando métodos fenotipicos como el de disco
difusion con EDTA, 09 aislamientos dieron positivos para Metalobetalactamasas
esto correspondio al 100% de las cepas testadas. De la caracterizacion genotipica
se obtuvo como resultado la amplificacién del gen IMP para los 9 aislados
testados y la secuenciacion determind la presencia de enzima IMP-15 en 6 cepas
(5 pseudomona aeruginosa,1 pseudomona putida).

Molin (2013) En su estudio realizado en Paraguay, detecté fenotipicamente
Carbapenemasas en PAE, en enfermos que acudieron a una Clinica local, de
febrero a julio del 2013.EI concluy6 que el método de discos combinados es (il
en la practica diaria porque ayuda a identificar de forma rapida y confiable las
metalocarbapenemasas en aislados de Pseudomona aeruginosa, cuando no

contamos con metodologias como biologia molecular por ser éstas muy costosas.



Saavedra et al (2013) Este estudio realizado en Colombia, donde tipificaron
molecularmente aislamientos de PAE productores de carbapenemasas, en 07
Departamentos de Colombia. Concluyeron que VIM fue la carbapenemasa con
maés frecuente en Colombia, seguidamente de carbapenemasa tipo KPC en una

relacion aproximada de 3:1.

A nivel nacional, Casas & Castillo (2018) En esta investigacion realizada en
Lima, donde se estudié molecularmente los genes blaOXA-23-like, blaOXA-24-
like y blaOXA- 58-like en aislados de Acinetobacter baumannii resistentes a
carbapenems, de un Hospital Nacional de Referencia en la ciudad de Lima en
los meses de diciembre 2017 a marzo 2018. Ellos llegaron a la conclusién que
todas las cepas que se recolectaron y fueron evaluadas a través del método MIC,
el 100 % expresaron la enzima carbapenemasa; asi mismo el 74,5% de estas
cepas portaban genes codificantes de blaOXA24-like y blaOXA-58-like, siendo

blaOXA-24-like el gen que més prevalecia.

Sulca (2018) Realizd un estudio titulado “Resistencia de Pseudomonas
aeruginosa a carbapenems “in vitro” comparado con el sistema automatizado”.
El concluyd que del total de muestras trabajadas ,13 resultaron ser productoras
de carbapenemasas, confirmadas por los bioensayos CMIC y Test de Hodge. Y
en las 13 cepas se identifico carbapenemasas tipo Metalobetalactamasas por los

métodos inhibidores por EDTA y &cido boronico.

Carranza & Vasquez (2017) realizaron un estudio en Lima, en la cual utilizaron
metodologia fenotipica, el estudio llevo como titulo: Carbapenemasas en PAE,
que fueron aislados de pacientes internados de un hospital nacional, los meses
de enero a junio del 2017.Ellos llegaron a concluir que la resistencia a los
carbapenems en Pseudomonas aeruginosa fue de 4 % y fueron de tipo
metalocarbapenemasas, por la presencia de sinergismo entre Imipenem y EDTA,

en ningun aislamiento se detectd serincarbapenemasa.



Coérdova (2017) Realizé un estudio en Lima titulado “Deteccidn fenotipica de
Metalobetalactamasas en Pseudomona Aeruginosa, aisladas en Clinicas
Privadas de Lima, periodo 2016 — 2017.El concluy6 que el estudio que existe un
incremento significativo de las enzimas MBLs en muestras clinicas que perfila
una alarma y preocupacion en la terapia de diferentes infecciones intra y

extrahospitalaria.

Matta (2016) Realizd un estudio en Lima, titulado “Deteccion fenotipica de
carbapenemasas en Acinetobacter spp. de un hospital de Lima en el 2016”. El
lleg6 a la conclusion que la frecuencia de actividad carbapenemasa evaluada en
60 cepas de Acinetobacter spp. fue de un 58%.

Gastelo (2015) RealizO un estudio en Lambayeque, donde identifico
carbapenemasas en bacterias Gram negativas no fermentadoras que fueron
aisladas en los servicios de atencion criticos del Hospital Regional Lambayeque
los meses de diciembre del 2014 a julio del 2015.Ella lleg6 a la conclusién que
el 100% de las muestras donde identifico a Acinetobacter baumannii
presentaron carbapenemasas de tipo oxacilinasas y 3 cepas de Pseudomonas

aeruginosa expresaron carbapenemasas de tipo Metalobetalactamasas.

Aguilar & et al (2014) realizaron un estudio de Frecuencia y comparacion de
tres métodos fenotipicos en cepas de PAE productora de Metalobetalactamasas
aisladas en el Hospital Regional Lambayeque, durante el 2014. Ellos
concluyeron que fueron los primeros en encontrar Metalobetalactamasas en P.
aeruginosa en dicho nosocomio con un 10,9% de aislamientos positivos, este
hallazgo tuvo un impacto en el &mbito clinico y epidemioldgico y se dieron
recomendaciones de vigilancia constante y promovieron medidas de control para

evitar su rapida diseminacion en toda la Region Lambayeque.



Gonzales (2013) Estudio realizado en Lima, en la cual se detect6 y caracterizo
molecularmente Metaloenzimas en cepas de Pseudomonas aeruginosa,
recuperados en el Instituto Nacional de Salud del Nifio Lima. El concluyé, que
las metalocarbapenemasas en PAE, no son el mecanismo principal de resistencia
a los carbapenems, ya que de los 115 aislamientos de P. aeruginosa recuperadas
que ingresaron al estudio, solo el 21,7 % presentaron produccion de
Metalobetalactamasas. Ante este hallazgo se reforzé la necesidad de revisar las

medidas de control de todas las infecciones en dicha institucion.
A nivel local no existen investigaciones referentes al tema.
1.2.Fundamentacién cientifica
1.2.1. Bacilos Gram negativos no fermentadoras

Son seres microscépicos incapaces de fermentar los hidratos de carbono, se
comportan como oportunistas causando infecciones severas en especial a
pacientes hospitalizados de los servicios de atencion criticos como es el caso de
UCI y UCIN, muchas de éstas bacterias estan asociadas a infecciones del tracto
urinario, meningitis y bacteriemias, pero mas esta relacionada con neumonias
nosocomiales, la gravedad de las infecciones por estos microorganismos radica
en la sobrevivencia por meses en el ambiente hospitalario y su facilidad de
diseminarse rapidamente causando brotes epidémicos, otra caracteristica
preocupante en estas bacterias es su multirresistencia a los antibioticos, su
resistencia natural y su gran capacidad de adquirir nuevos mecanismos de
resistencia. En este grupo bacteriano tenemos a Pseudomona aeruginosa y A.
baumannii como patégenos establecidos que causan neumonias asociadas a

ventilacién. (Medell Gago & Hart Casares).



1.2.2. Genero Pseudomona

Son bacterias gram negativas, aerobios estrictos, curvos, moviles, no fermentan
la glucosa, son oxidasa positiva, utilizan el nitrato como aceptor de electrones.
Una de sus caracteristicas es el de degradar sustratos y utilizar diferentes fuentes
de carbono como nutrientes y esto les permite colonizar ambientes y nichos
ecologicos, también intervienen en la degradacion y reciclaje de la materia
organica, lo cual contribuye a mantener limpio y saludable el medio ambiente.
(Diaz Tello, 2008)

1.2.3. Especies del Género Pseudomonas

Su clasificacién se basa en la homologia de secuenciacién de ARN, donde el
género Pseudomona, se ubica en cinco grupos importantes: Grupo | donde
encontramos a los fluorescente y no fluorescente, al grupo Il, grupo I11, grupo 1V
y grupo V, teniendo como especie de mayor importancia clinica a: Pseudomona
aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. syringae, P. phaseolica, P. stutzeri, P.
mallei, P. pseudomallei, P. picketti, P. acidovorans, P. alcaligenes. P. veréna y
P. montelii, la méas estudiada es Pseudomona aeruginosa por su impacto clinico

en las infecciones nosocomiales. (Diaz Tello, 2008).
1.2.4. Pseudomona aeruginosa

Bacilo gram negativo, catalasa y oxidasa positiva, pueden crecer a temperaturas
superiores a 42°C, los encontramos cuando realizamos la coloracion Gram, en
pares o formando cadenas cortas, miden aproximadamente de 0,5 a 1 um de
ancho por 3 a 4 um de largo, poseen flagelos. Producen dos pigmentos de
importancia clinica: piocianina y pioverdina, algunas cepas pueden producir

ademas los pigmentos de piorrubina y piomelanina. (Diaz Tello, 2008).

Pseudomona aeruginosa tiene gram importancia clinica por su patogenicidad,
son oportunistas, causan infecciones con altos indices de morbimortalidad en

pacientes inmunocomprometidos, son cominmente aisladas en pacientes de los
7



servicios criticos de UCI Y UCIN, son caracteristicas de esta especie su

multirresistencia a los antibioticos. (Molin Queste, 2016).
1.2.5. Importancia clinica de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomona aeruginosa tiene gran importancia clinica por ser una bacteria
oportunista, la encontramos en los centros hospitalarios causando infecciones
en pacientes inmunocomprometidos, sobre todo en aquellos con cancer,
pacientes quemados, en algunos casos pueden afectar a personas sanas y
ocasionar infecciones en el tracto urinario, tracto respiratorio, infecciones en
heridas, infecciones por dispositivos intravasculares, septicemia, entre otros.
Existen fuentes bibliograficas, donde se considera a Pseudomona aeruginosa,
como responsable de neumonias asociadas a asistencia respiratoria mecanica
con un 17%, ITU 11% y bacteriemias primarias en unidades de cuidados
intensivos con un 3.8%. No obstante, el porcentaje aumenta en las unidades de
pacientes quemados, donde P. aeruginosa, causa el 21.5% de neumonias;
infecciones del tracto urinario 20% y bacteriemias primarias 9%. (Diaz Tello,
2008).

Otra caracteristica importante en Pseudomona aeruginosa es la presencia de
biofilms ya que aumentan la patogénesis, porque permite colonizar superficies,
materiales médicos; como son los catéteres, tubos endotraqueales, lentes de
contacto, etc. La situacién se agrava cuando no contamos con antibiéticos que
atenuen las infecciones causadas por esta bacteria, porque la bacteria presenta
un perfil multirresistente donde muchas veces las opciones terapéuticas son

pocas. (Gonzales Escalante, 2013).



1.2.6. Mecanismos de resistencia a los antibiéticos.

P. aeruginosa presenta mecanismos de resistencia natural y adquirida. La
resistencia intrinseca, presenta baja permeabilidad de la membrana externa, la
cual actia como barrera selectiva donde so6lo ingresan pequefias moléculas
hidrofilicas y excluye a las méas grandes, por ello presenta resistencia natural a
betalactamicos, sulfamidas, quinolonas, tigeciclina, lincosamidas, tetraciclinas,
cloranfenicol y macrolidos. Ademaés, Pseudomona aeruginosa, expresa bombas
de expulsion del interior hacia el exterior de la célula, enzimas que inactivan y
modifican el sitio diana, todo ello hace que la bacteria sea naturalmente
resistente a numerosos antibidticos. (Salvador Lujan, 2017).

1.2.7. Betalactamasas

1.2.8.

Estas enzimas son capaces de romper el anillo betalactdmico que forma
parte de la estructura molecular de los agentes antimicrobianos. Las
Betalactamasas de tipo AmpC, confieren resistencia a cefalosporinas,
aztreonam, e inhibidores de betalactamasas, presentan un nivel bajo de afinidad
a carbapenems, no obstante, al presentarse mutaciones espontaneas originan la
actividad constitutiva de la enzima en cantidades suficientes y como
consecuencia llegan a hidrolizar los antibiéticos antes mencionados. Una de las
caracteristicas de resistencia intrinseca son las bombas de expulsién la mas
frecuente es MexAB-OprM, media la expulsion a Meropenem, Ciprofloxacino,
Levofloxacino, tetraciclinas, macrélidos, trimetoprim y novobiocina, también
tenemos la Mex XY OprM la cual expulsa aminoglucésidos. La pérdida de
porinas OprD, origina disminucién de la sensibilidad de P aeruginosa a los

betalactamicos, lo que lleva a una resistencia. (Molin Queste, 2016).

Carbapenemasas de tipo Serina: contienen en su sitio activo residuos de
serina. Estan incluidas en la clasificacion molecular de Ambler, las de clase A;
hidrolizan a todos los betalactamicos, aunque con menos eficacia las

cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion. Las de clase D,son las de tipo OXA en
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la cual la accion de las carbapenemasas sobre los carbapenemes es bastante
modesta. (Molin Queste, 2016).

1.2.9. Metalobetalactamasas (MBLS): Pertenecen a clase B, de Ambler, las enzimas
mas caracteristicas son las se describen a continuacion.: IMP, VIM, SPM, SIM,
GIM, AIM, DIM, NDM y KHM, eéstas Confieren resistencia a las
cefalosporinas, penicilinas y carbapenems, pero no a los monobactam. Las
Metalobetalactamasas necesitan de iones bivalentes, Zn++, como cofactor para
que se dé la reaccion de hidrolisis de betalactamicos, las Metaloenzimas
pueden ser identificadas por métodos fenotipicos, colocando discos de
imipenem, Meropenem y en el centro &cido etileno diamino tetracético
(EDTA). (Molin Queste, 2016).

1.3. Acinetobacter baumannii

El término actual de este género bacteriano fue ampliamente aceptado en 1968,
son cocobacilos gram negativos, pueden identificarse errbneamente como cocos
gram positivos en la coloracion de gram porque son dificiles de destefiir, son
inmdviles, oxidasa negativa, catalasa positiva, aerobios estrictos y no
fermentadores de carbohidratos. En los cultivos incubados en 24 horas se pueden
aprecian colonias viscosas, de forma convexa de color blanco grisceo. Otras
especies pertenecientes al complejo Acinetobacter baumannii /Acinetobacter
calcoaceticus, son de mayor tamafio en comparacién de otras especies. Entre las
pruebas mas utilizadas en los laboratorios de microbiologia para su identificacion
a nivel de especie podemos mencionar, la prueba de crecimiento a 44°C. (Casas
Moya & Castillo Pardo, diciembre 2017 — marzo 2018)

1.3.1. Importancia clinica

Esta bacteria es capaz de causar numerosas infecciones en pacientes
hospitalizados, produciendo afecciones en las vias respiratorias que deriva en
neumonia, infecciones de heridas quirdrgicas, bacteriemias, etc. Todo ello
agrava la situacion previa y produce relevantes consecuencias, incluso la

muerte de los pacientes. Los reportes estadisticos informan que la mortalidad
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es muy alta cuando en las infecciones esta presente A. Baumannii resistentes a
carbapenémicos sobre todo en pacientes internados en los servicios de cuidados

intensivos. (Luis Hernandez, 2017)

Los antibidticos de amplio espectro como es el caso de los carbapenems
fueron por mucho tiempo el tratamiento de eleccion para las infecciones por A.
baumannii; no obstante, la bacteria ha desarrollado mecanismos de resistencia
a dichos antibidticos, lo que complica ain mas el tratamiento de las infecciones.
La resistencia de A. baumannii a los carbapenémicos esta mediada por enzimas
que degradan el antibidtico y éstas son las llamadas carbapenemasas,
especificamente las de tipo oxacilinasas son multirresistente. (\Vanegas, y otros,
2015).

Latinoamérica informa las tasas mas altas de resistencia a carbapenems en
comparacion a otros paises del continente. La situacién en América central es
distinta ya las cifras que reporta son bajas, en Brasil y Argentina informan
valores altos de resistencia. ElI programa de vigilancia de resistencia a los
antibidticos en latinoamericana, informé el aumento progresivo de tasas de
resistencia desde el afio 2000 hasta el 2013, aunque no especifica las especies
de Acinetobacter en estudio. (Matta Chusquisapon, 2018)

1.3.2. Factores de virulencia de Acinetobacter baumannii
Factores de adherencia: Tenemos los siguientes:

Pilis y fimbrias: Permite que la bacteria se adhiera a las superficies de vidrio y
plastico logrando la formacion de biopeliculas en los equipos medicos.
Superficie hidrofdbica: Protege frente a la fagocitosis y permite la adhesion a
las celulas hospederas y superficies como cateteres y protesis. (Ronquillo
Pilatasig, 2016)

Factores de colonizacion: El hospedero debe mantener buenas condiciones

ambientales para que la bacteria pueda multiplicarse. En este caso los
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sideréforos permiten que la bacteria se adapte a lugares limitados de hierro.
(Ronquillo Pilatasig, 2016,p.11)

Factores de invasion: para que se pueda dar un proceso infeccioso,el
microorganismo requiere de elementos que le defienda de las respuestas
inmunologicas del hospedero,para este mecanismo se cuenta con los siguientes
factores asociados.

Las fosfolipasas: Enzimas que causan lisis,facilitando la invasion

Capsulas : Innecesarias en el crecimiento de las bacterias,pero de gran
importancia en la sobreviviencia del hospedero.

Proteinas de membrana externa: La traduccion de sefiales,adhesion vy

patogenesis. (Ronquillo Pilatasig, 2016)

1.3.3. Resistencia Bacteriana en Acinetobacter baumannii

Los mecanismos de resistencia antimicrobiana para Acinetobacter spp. son
variables, tenemos a las betalactamasas, sobreexpresion del farmaco, bombas
de eflujo, disminucién de la permeabilidad en la membrana externa. Sin
embargo, la produccién de enzimas hidrolizantes de carbapenems es de gran
preocupacion, la mayoria de estas especies desarrollan resistencia a los
carbapenems por la produccion de Metalobetalactamasas (MBLS) y
carbapenemasa tipo oxacilinasa. Nueva Delhi Metalobetalactamasas (blaNDM-
1) es una nueva Metalobetalactamasas con gran capacidad para proporcionar
resistencia a casi todos los betalactamicos, asi como a los carbapenems. Esta es
la caracteristica mas critica porque los carbapenems son entre los pocos
antibidticos de respaldo para el uso contra las bacterias productoras de
MBL.Los genes del blaNDM-1 son altamente transmisibles y pueden albergar
un gran numero de resistencias, es por ello que el blaNDM-1 se esta
convirtiendo en la carbapenemasa mas amenazadora de los Gltimos tiempos.
(Elbrolosy, Labeeb, & Hassan, 2019).
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Acinetobacter baumannii es considerado multidrogorresistente cuando
presenta resistencia de dos a mas clases de antibidticos: cefalosporinas
antipseudomaénicas, carbapenémicos antipseudomonicas, fluoroquinolonas y
aminoglucosidos. Y se considera pandrogorresistente (PDR) cuando ademas de
presentar resistencia a todas las clases de antibioticos presenta resistencia a la
polimixina y/o Colistin. (Ronquillo Pilatasig, 2016 p.15)

1.3.4. Tipos de mecanismos de resistencia de Acinetobacter Baumannii
1.3.4.1.Mecanismos de resistencia intrinsecos

Las betalactamasas en Acinetobacter baumannii se debe a que la bacteria
posee una enzima cefalosporinasa no inducible de tipo AmpC denominada
ADC, los niveles elevados de ADC son debido a la presencia de promotores
ISAbal e ISAbal25 que favorecen la transcripcion del gen, en cuanto a la
resistencia a las penicilinas se debe a niveles bajos de ADC, pero cuando los
niveles de ADC estan elevados, afectan a cefalosporinas de 1ra.generacion,
2da.generacion, 3ra.generacion, piperacilina y aztreonam, pero no afectan a
los carbapenémicos. La enzima oxacilinasa OXA- 51 intrinseca y una no
inducible AmpC cefalosporinasa presente en el A. baumannii hidrolizan
débilmente a las penicilinas y carbapenems. (Ronquillo Pilatasig, 2016).

1.3.4.2.Mecanismos de resistencia adquiridos.

Mecanismos enzimaticos: las diferentes betalactamasas degradan el anillo
betalactdmico, éstas enzimas contienen elementos genéticos moéviles donde
encontramos a integrones, plasmidos y transposones los cuales pueden llevar
los mecanismos de resistencia de una bacteria a otra, entre ellas tenemos a las
betalactamasas de clase A,son de espectro ampliado con resistencia a las
penicilinas, carbenicilinasa, BLEE y tipo KPCila de tipo
Metalobetalactamasas;presentan resistencia a los aminoglucésidos, no se

inhiben por &cido clavulanico o el tazobactam, pero son inhibidos por
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quelantes como el EDTA. Los de clase D u Oxacilinasa: Son mas frecuentes
en Acinetobacter baumannii, puesto que sus enzimas son codificadas en los
cromosomas, plasmidos o usados como marcador de especie. En los no
enziméticos la resistencia a los betalactdmicos alteran las proteinas de
membrana disminuyendo la permeabilidad de la misma, las bombas de
expulsiéon impiden el ingreso del antibidtico al sitio de la infeccion y las
proteinas de unién de penicilina también se ven alteradas. (Ronquillo
Pilatasig, 2016).

1.3.5. Carbapenemas.

Son antibidticos de amplio espectro, su estructura basica esta formada por
un anillo betalactdmico, son utilizados generalmente en los hospitales para
tratar infecciones severas, esta familia de antibioticos lo conforman:
Imipenem, Meropenem, Ertapenem, faropenem, Doripenem, Panipenem,
Panipenem-Betaniprom. Como primer carbapenem en salir al mercado fue
Imipenem —cilastatina que por sus caracteristicas de amplio espectro fue el
mas utilizado especialmente en infecciones graves del ambiente hospitalario,
ya para el afio 1994 ingresé al mercado Meropenem que presentd mejores
ventajas que Imipenem, aparte de ello mostrd6 un excelente perfil de
tolerancia. (Diaz Tello, 2008).

Ertapenem es uno de los mas actuales del grupo, si bien es cierto no hay
evidencia clinica que soporte su uso frente a Pseudomonas aeruginosa. No
obstante, Ertapenem actla especificamente sobre una PBP que no esta
presente en especies de P. aeruginosa. Para el 2007 se comercializa un nuevo
betalactamico del grupo de los Carbapenem el Doripenem, quien actta en la
inhibicion de la sintesis de la pared celular de la bacteria al inactivar las
proteinas de unién a penicilinas, lo que le confiere superioridad frente a

Imipenem para Pseudomonas. (Perozo Mena, 2014)
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Los antibidticos carbapenémicos son betalactdmicos que tienen mayor
espectro de accion, en muchos casos es la ultima opcidn terapéutica frente a
infecciones por bacterias resistentes. La resistencia adquirida a los
carbapenems resulta de distintos mecanismos, que incluyen la inactivacion
enzimatica y la disminucion de la concentracion del antimicrobiano en el sitio
blanco. La importancia relativa de cada mecanismo de resistencia es variable
y en muchos casos coexisten mas de un mecanismo. Sin embargo, la
produccién de carbapenemasas de clase A, B y D sigue siendo, el mecanismo
de resistencia al carbapenem mas importante clinicamente. (Kamel, El-
Tayeb, & El-Ansary, 2018).

1.3.6. Carbapenemasas

Ambler los clasifica molecularmente en clase A, B, y D; todas ellas con
caracteristicas sobresalientes. Las carbapenemasas de clase A o (grupo 2f),
confieren una marcada resistencia a los carbapenémicos con un perfil hidrolitico
donde incluye al aztreonam y en menor medida a cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion, son inhibidas por el acido fenil borénico; dentro de este grupo
la enzima KPC es de mayor importancia clinica porque hidroliza de forma
eficiente penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos. Es preciso mencionar que
el APB, se utiliza para el reconocimiento fenotipico, otro dato importante sobre
APB es que su inhibicion no es exclusiva de las enzimas KPC ya que también es
un inhibidor eficiente de las betalactamasas de tipo AmpC. Las primeras
carbapenemasas de clase B, fueron de origen plasmidico las IPM y VIM, dentro
de este grupo tenemos la mas reciente denominada Nueva Delhi-tipol, que ha
generado un gran impacto clinico debido al perfil multirresistente o
panresisatente, todas las enzimas de este grupo son consideradas
Metalobetalactamasas, su perfil hidrolitico de las metalo-enzimas incluyen todos
los antibidticos betalactamicos, a diferencia de las enzimas de clase A, estas no
hidrolizan al aztreonam; son inhibidas por agentes quelantes de cationes

divalentes como el EDTA. Finalmente tenemos a las de clase D u Oxacilinasas,
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entre ellas destacan algunas variantes que hidrolizan carbapenémicos, dentro de
este grupo tenemos a las mas importantes: OXA-23, OXA-24, OXA-58, OXA-
143 y en menor medida, OXA-51 descritas en Acinetobacter spp. y OXA-48
descrita en enterobacterias. La deteccion fenotipica de este grupo es muy
compleja ya que la hidrolisis a los carbapenémicos es poco eficiente e inexistente
para las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion. En aislados de
Acinetobacter spp. que presentan OXA-23, OXA-24, OXA-58 u OXA-143
suelen presentar en el antibiograma unos valores de MIC elevados a Imipenem y
Meropenem. En P. aeruginosa las carbapenemasas de tipo OXA tienen menos
importancia que en el género Acinetobacter. (Calvo, Canton, Ferndndez Cuenca,
Mirelis, & Navarro, 2011).

1.4. Deteccion fenotipica de carbapenemasas.

La resistencia a los carbapenems puede evaluarse mediante sistemas
automatizados de microbiologia, sin embargo, las concentraciones inhibitorias
minimas altas o bajas (CIM) no reflejan necesariamente la produccion de
carbapenemasas;actualmente contamos con protocolos estandarizados como
CLSI( Clinical and Laboratorio Standards Institute)que ha recomendado pruebas
fenotipicas faciles de aplicar en los laboratorios de microbiologia entre ellos
contamos con la prueba de Hodge modificada (MHT) , la prueba de NP de Carba
(CNPt), método modificado de inactivacién de los carbapenémicos(mCIM),para
controlar las carbapenemasas con fines de control epidemiolégico o de infeccion.
(Sun, Xu, Yan, & Zhang, 2017).

Para identificar fenotipicamente las enzimas carbapenemasas hay que evaluar
muchos factores, como el perfil de susceptibilidad de la cepa problema, la posible
inhibicion por los diferentes inhibidores de betalactamasas, la epidemiologia
local, muy importante es conocer la identidad del microorganismo al que se
pretende detectar las enzimas carbapenemasas. (Calvo, Cantdn, Fernandez
Cuenca, Mirelis, & Navarro, 2011)
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1.4.1. Test de Hodge Modificado.

Fue descrito por Lee y colaboradores en el 2000, es llamada modificada porque

se realizaron cambios en el procedimiento, la cepa indicadora ATCC 25923 se
sustituyo por el de Escherichia coli ATCC 25922 y el disco de penicilina se
cambi6 por el de Imipenem de 10 ug, este test es empleado para confirmar si el
mecanismo de resistencia es debido a la presencia de enzimas carbapenemasas.
(Lee K., Lim, Yong, Yum, & Chong, 2001).

A partir de una cepa calificada de E. Coli ATCC 25923 se realiza una suspension
con solucion fisioldgica y lo llevamos a 0.5 escala de Mc Farland, luego inocular
con ella una placa de agar Mueller Hinton siguiendo las recomendaciones para
técnica de difusién en disco; colocar en el centro de la placa un disco de
Imipenem, Meropenem o Ertapenem, con un asa estéril tomar de 3 a 5 colonias
de la cepa problema , realizar una estria desde el borde hasta el centro de la placa
sin tocar el disco carbapenémico. Finalmente incubar a 35°C durante 16 a 20

horas. (Calvo, Cantdn, Fernandez Cuenca, Mirelis, & Navarro, 2011).
1.4.2. Test de Sinergia de doble disco.

Aplicada y descrita el 2000 por Arakawa y colaboradores, ellos recomendaron el
uso de ceftazidima y discos de acido 2-mercaptopropiénico para el desarrollar la
prueba. Al afio siguiente, Lee y colaboradores utilizaron sensidisco de Imipenem
y acido etilendiaminotetraacético, para desarrollar la prueba. Posteriormente en
el afio 2003, se evalud el desempefio del método usando un disco de EDTA de
750ug mas SMA de 2mg; concluyendo que este ultimo tiene una mejor
performance para detectar enzimas carbapenemasas. (Lee K., Lim, Yong, Yum,
& Chong, 2003).

A partir de una cepa control de E. Coli ATCC 25923 realizar una suspension con
solucion salina y llevarlo a 0.5 escala de Mc Farland, inocular con ella una placa

de agar Mueller Hinton siguiendo las recomendaciones para técnica de difusién
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en disco; colocar los discos de Imipenem y Meropenem-EDTA si buscamos
carbapenemasas de tipo Metalobetalactamasas, si buscamos serincarbapenemasa
utilizar APB en cambio de EDTA.Finalmente llevamos a incubacién por 18 a 24

horas a 35°c. (Calvo, Canton, Fernandez Cuenca, Mirelis, & Navarro, 2011)
1.4.3. Metodo modificado de inactivacion del Carbapenem.

Diversos métodos fenotipicos se encuentran descritos en el documento del CLSI
M100S 27th Ed, tabla 3D, el cual tiene por objetivo la deteccién de enzimas
carbapenemasas; uno de los mas recientes es el método modificado de
inactivacion de carbapenems o mCIM, dicho test ha demostrado ser confiable
para detectar la produccion de carbapenemasas en P. aeruginosa. (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2017).

Las modificaciones que se realizaron al método que inicialmente fue descrito por
Zwaluw y colaboradores en el 2015,son los siguientes: Se sustituye el agua estéril
de 400 uL por 2 mL de caldo tripticasa de soya, la suspension de TSB y el disco,
se incuba por 4 horas a 35°C, lo que inicialmente fue por 2 horas a 35°c. (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2017).3).”Si la cepa sospechosa se tratase de
Pseudomona aeruginosa , tomar el inoculo con un asa de 10 pL para realizar la
suspension en 2 ml de caldo TSB”. (CLSI, 2018)
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2.

Justificacion de la investigacion

Los microorganismos gram negativas no fermentadoras, ocupan el primer lugar
como agentes principales de multiples infecciones sobre todo en el ambiente
hospitalario, son dificiles de erradicar debido a su elevada resistencia a los
antibioticos, en los ultimos afios la aparicion de cepas bacterianas con un perfil
multirresistente ha cobrado muchas vidas, lo cual a generado una gran alarma a nivel

mundial

El propdsito de la investigacion fue determinar la presencia de enzimas carbapenemasas
en bacterias gram negativas no fermentadoras, aisladas en los servicios criticos de UCI
y UCIN, del Hospital Regional Docente de Cajamarca durante el periodo de agosto a
diciembre del 2018.

Es de vital importancia distinguir si la resistencia a los antibiéticos carbapenémicos es
mediada por enzimas carbapenemasas o por otros mecanismos de resistencia ya que los
genes que codifican estas bacterias se encuentran con mayor frecuencia en plasmidos y

pueden transferirse entre especies rapidamente.

En la actualidad nuestra Region de Cajamarca no cuenta con estudios previos sobre este
problema de resistencia antimicrobiana y ello no permite evaluar y comparar la
prevalencia e incidencia de carbapenemasas en estos microorganismos, es por eso la
iniciativa y la necesidad de realizar este estudio que nos ayudara a comprender y tomar

medidas de accidn frente a nuestra realidad.

Por todo lo mencionado y la poca informacion sobre la situacién de la multirresistencia
en la Region de Cajamarca; se considera de vital importancia identificar estas enzimas,
mediante métodos rapidos y de bajo costo, como es el caso de los métodos fenotipicos,
de esta manera se pretende dar a conocer a toda la comunidad médica Cajamarquina
acerca de la situacion actual de la resistencia antimicrobiana en dicho nosocomio y evitar

brotes intrahospitalarios en nuestra Region.
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3.  Problema

¢Como determinar la presencia de carbapenemasas en bacterias gram negativas no
fermentadoras, aisladas en unidades criticas del Hospital Regional Docente

Cajamarca, agosto a diciembre - 2018?
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4. Conceptualizacion y operacionalizacion de variables

Definicion Definicion
Variable Dimensiones
conceptual operacional
Son enzimas que  Se agrupan en Clase A grupo
hidrolizan a todos  las diferentes funcional 2f:
los antibidticos clases Serincarbapenemasa.
Carbapenemasas  betalactamicos, = moleculares de
como penicilinas, Amblery Clase B grupo
cefalosporinas y grupos funcional 3: Metalo-
carbapenems. funcionales de betalactamasa.
la clasificacion
de Bushy
Jacoby del afio Clase D grupo
2010. funcional 2df:

Oxacilinasa
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Sinergia con
APB

Sinergia con
EDTA

Test de
inactivacion
del
carbapenem

Escala de

medicion

Nominal

Instrumento

1. ficha de actividad
carbapenemasas.



5. Objetivos
5.1.0bjetivo General

Determinar la presencia de carbapenemasas en bacterias gram negativas no
fermentadoras, aisladas en unidades criticas del Hospital Regional Docente

Cajamarca, agosto a diciembre - 2018.
5.2.0Dbjetivos especificos

— ldentificar el tipo de muestra biologica, en aislados de bacterias gram
negativas no fermentadoras, periodo de agosto a diciembre -2018.

— Identificar la procedencia de la muestra, en aislados de bacterias gram
negativas no fermentadoras, periodo de agosto a diciembre-2018.

— Determinar la produccion de Carbapenemasas en Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y pseudomona flourences/putida, periodo de agosto
a diciembre-2018.

— Identificar la produccion de Carbapenemasas en Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, pseudomona flourences/putida, segun 3 métodos
diferentes: test de sinergia de doble disco con EDTA, método de Hodge
modificado con cepa ATCC 700603 y test modificado de inactivacion del

carbapenem.
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METODOLOGIA
2.1. Tipo y disefio de la investigacion
Estudio de tipo observacional, descriptivo, de corte transversal y retrospectivo.
El disefio es no experimental.
2.2. poblacion — Muestra
2.2.1. Poblacion

Conformada por todos los aislamientos clinicos de microorganismos gram
negativos no fermentadoras, que se aislaron en las unidades criticas del Hospital

Regional Docente de Cajamarca en el periodo de agosto a diciembre -2018.

2.2.2. Muestra

Todos los aislamientos clinicos de microorganismos gram negativos no
fermentadoras, que presentaron resistencia a los carbapenemes (Ertapenem,
Meropenem, Imipenem) con una concentracién minima inhibitoria igual o mayor

a 4 ug/ml, identificados mediante el sistema MicroScan-AutoScan4.
2.2.3. Tipo de muestreo

No probabilistico por conveniencia
2.2.4. criterios de seleccion
2.2.4.1. Criterios de inclusion

Todos los aislamientos clinicos de microorganismo gram negativos no
fermentadoras, que presentaron resistencia a los carbapenemes (Ertapenem,
Meropenem, Imipenem) con una concentracion minima inhibitoria igual o

mayor a 4 ug/ml, identificados mediante el sistema MicroScan-AutoScan4.
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2.2.4.2. Criterios de exclusion

Aislamientos clinicos que no pudieron ser recuperados de la preservacion en
crioviales y aislamientos clinicos de Stenotrophomonas maltophilia, no se

consideraron en el estudio por ser resistentes naturales a los carbapenems.
2.3. Técnicas e instrumentos de investigacion
2.3.1. Técnicas

Los datos fueron obtenidos del cuaderno de trabajo del servicio de microbiologia
del hospital Regional Docente de Cajamarca y de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana de la base de datos del Sistema automatizado MicroScam-
AutoScan4.Se imprimieron todos los resultados positivos de bacterias gram
negativas no fermentadoras con resistencia tanto a imipenem, Meropenem y
Ertapenem, en el periodo de agosto a diciembre del afio 2018,de los datos que se
generaron se recolectaron las cepas bacterianas que cumplieron con los criterios

de inclusion para su posterior aplicacion de los ensayos fenotipicos.
2.3.2. Instrumento

La recoleccion de datos de los resultados de los métodos fenotipos sera a traves
de la ficha que indica actividad carbapenemasa. (ficha de recoleccién de datos —

ver anexo 04)
2.3.3. Procesamiento y analisis de la informacion

Para el registro de datos se utilizd el programa Microsoft Excel 2016, el cual nos
permitird hacer uso eficiente de las herramientas principales existentes para el
presente estudio. Para el analisis estadistico se utilizo el programa SPSS version

25, teniendo en cuenta las variables en estudio.
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2.3.4. Procesamientos de muestras bioldgicas
2.3.4.1. Seleccidn y conservacion de cepas.

Se recolectaron y seleccionaron un total de 67 aislamientos de microorganismos
gram negativas no fermentadoras, de los cuales 02 fueron Stenotrophomonas
maltofilia (éstas presentan resistencia natural a los carbapenemes) y 18 cepas
bacterianas no se recuperaron de la preservacion de los crioviales, por lo tanto
solo se incluyeron 41 aislamientos en el estudio, todos ellos resistentes a
Meropenem, imipenem y Ertapenem con una concentracion minima inhibitoria
igual o mayor a 4 ug/ml, identificados mediante el sistema semiautomatizado
MicroScan-AutoScan4, las cepas fueron recuperadas en el periodo de febrero y
marzo del 2019 y pertenecieron a pacientes atendidos en el Hospital Regional
Docente de Cajamarca de los servicios criticos de UCI Y UCIN. Dentro del
estudio fueron considerados los aislamientos recuperados de diferentes liquidos
biol6gicos: Sangre, cultivos de secrecién bronquial, aspirados bronquiales y
cultivos de aspirado traqueal. Los aislamientos fueron conservados en Caldo
Tripticasa de Soya (Marca: CYR laboratorios/Lot:103019 F.V: marzo — 2022)
mas glicerol al 20%, luego almacenadas a -20°C hasta su procesamiento.

2.3.4.2.Recuperacion de los aislamientos.

Los aislamientos conservados, fueron recuperados en Agar Tripticasa de Soya
(TSA) e incubados a 35°C por 24 horas.

2.3.4.3.Deteccion fenotipica de carbapenemasas
Test de Sinergia de doble disco.

Se realizo el test de sinergia de doble disco utilizando sensidisco de EDTA
comercial de marca Bioanalyse (EDTA 750MCG X50 und. Lot:181231K F.
V:30-12-2020). Para cada cepa bacteriana se realizo el procedimiento estandar

de un antibiograma, en una placa de Agar Mueller Hinton (marca Himedia x
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500gr.Lot:0000341708 F. V: mayo-2023). Se consideraron productoras de
carbapenemasas aquellas que mostraron la expansion del halo de inhibicién de
crecimiento (sinergia) de las bacterias analizadas en la region entre los
antibioticos y el inhibidor.

Figura 1. Deteccion de carbapenemasa tipo metalocarbapenemasa en aislado de
Pseudomona aeruginosa(cepa perteneciente al estudio)se puede observar el efecto
sinergico entre meropenem y EDTA,lo cual confirma la presencia de la enzima de tipo
metalobetalactamasa.

Fuente: fotos del investigador
Test de Hodge modificado con cepa ATCC 700603

Teniendo en cuenta las recomendaciones de Pasteran y colaboradores, en el afio
2011 y Yauri Céndor (2016). Se realizdé una suspension de la cepa ATCC
700603 con una turbidez de 0.5 escala de McFarland. Luego, se inoculd la
suspension en una placa de Mueller-Hinton, se colocé un disco de Meropenem
en el centro y se realiz6 una estria de 2-3cm de la muestra (3 a 5 colonias de la
muestra problema). Finalmente, se llevé a incubar 35°C+2°C por 24 horas. Los
resultados se interpretaron de la siguiente manera: positivo, si habia presencia
de una zona de inhibicion distorsionada a los lados de la estria debido al
crecimiento de la cepa indicadora de lo contrario, negativo.
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Figura 2. Deteccion de carbapenemasa mediante el test de Hodge modificado con cepa
ATCC700603,en aislados de Acinetobacter baumannii,(cepas pertenecientes al estudio).Podemos
observar la presencia de una zona de inhibicién distorcionada a los lados de las estrias,cada estria
representa una cepa problema,lo cual indica la presencia de la enzima carbapenemasa.

Fuente: fotos del investigador

Test modificado de inactivacion del carbapenem

Es uno de los mas recientes métodos fenotipicos recomendados por la CLSI
para detectar la produccion de enzimas carbapenemasas en Pseudomona
aeruginosa, sin embargo, en nuestro estudio demostré que también es util en

aislados de Acinetobacter baumannii.

Carbapenemasa positiva: Halo 6-15 mm o presencia de colonias dentro de un
halo de 16-18 mm.

Carbapenemasa negativa: Halo > 19 mm.

Indeterminado: Halo 16-18 mm (no se puede confirmar si el aislamiento es o

no es productor de carbapenemasa) (CLSI, 2018).
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Figura 3.Deteccién de carbapenemasa mediante el test modificado de inactivacion del
carbapenem en aislados de Acinetobacter baumannii,(cepas pertenecientes al estudio).Se puede
observar(lado izquierdo)test positivo de una cepa tipificada molecularmente que contiene la
enzima KPC que en el estudio se usé como control positivo y vemos tambien una cepa negativa,al
(lado derecho)cepas en estudio con la presencia de la enzima carbapenemasa.

28



RESULTADOS

De un total de 41 cepas de bacterias gram negativas no fermentadoras, aisladas en las
unidades criticas del Hospital Regional Docente de Cajamarca, que provinieron de
muestras bioldgicas como secreciones de vias respiratorias y hemocultivos; obtuvimos

los resultados que presentamos a continuacion.

En la Tabla 1, se observa que de las 41 cepas bacterianas trabajadas en el estudio el
90,2 % (37) son productoras de carbapenemasas y el 9,8% (4) no presentan la enzima

carbapenemasa.

Tablal. Carbapenemasas en BGNNF, aisladas en UCI Y UCIN del HRDC, agosto a diciembre 2018.

Carbapenemasas en BNF N° %
Positivo 37 90,2
Negativo 4 9,8
Total

41 100,0
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Figura 4.Carbapenemasas en BGNNF, aisladas en UCI Y UCIN del HRDC, agosto a diciembre 2018.

En la Figura 4, se observa que el 90,2 % de microorganismos gram negativos no
fermentadoras presentan la enzima carbapenemasa y el 9,8%, no presentan la enzima

carbapenemasa.
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En la tabla 2, en cuanto al tipo de muestra biolégica de un total de 41cepas bacterianas, el

mayor porcentaje de aislamientos bacterianos se observo en secreciones bronquiales con

un 75,6% (31), seguidamente de aspirado bronquial 9,5% (8) y en menor porcentaje fueron

los hemocultivos con 2,4% (1) y secrecion traqueal con 2,4% (1).

Tabla 2. Tipo de muestra bioldgica, en los aislados de BGNNF, periodo de agosto a diciembre 2018.

Tipo de muestras N° %
Aspirado Bronquial 8 19,5
Hemocultivo 1 2,4
Secrecion Bronquial 31 75,6
Secrecion Traqueal 1 2,4
Total 41 100,0
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Figura 5. Tipo de muestra bioldgica, en los aislados de BGNNF, periodo de agosto a diciembre 2018.

En el Figura 5, en cuanto al tipo de muestra bioldgica, el mayor porcentaje de
aislamientos se dio en secreciones bronquiales con 75,6%, seguidamente de aspirado
bronquial con 19,5%; y con un menor porcentaje fueron los hemocultivos con 2,4%;
y secrecion traqueal con 2,4%.
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En la Tabla 3, Con respecto al servicio de procedencia de la muestra, de las 41 muestras
bioldgicas, se observa que el servicio con mayores aislamientos de bacterias gram
negativas no fermentadoras es la Unidad de cuidados intensivos (UCI) 22 (53,7%);
seguidamente la unidad de cuidados intermedios (UCIN) 15 (36,6%).

Tabla 3. Procedencia de la muestra, en aislados de BGNNF, periodo de agosto a diciembre 2018.

Tipo de servicio Positivo Negativo Total
N° % N° % N° %
UCI 22 53,7 0 0,0 22 53,7
UCIN 15 36,6 4 9,8 19 46,3
Total 37 90,2 4 9,8 41 100,0
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Figura 6. Procedencia de la muestra, en aislados de BGNNF, periodo de agosto a diciembre 2018.

En la Figura 6, se observa que el servicio con mayor porcentaje de microorganismos gram
negativas no fermentadoras es la Unidad de cuidados intensivos (UCI) con 53,7%;

seguidamente de la unidad de cuidados intermedios (UCIN) con 36,6%.
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En la Tabla 4, se observa; de las 37 cepas productoras de carbapenemasas, se pudo

evidenciar que 32 de ellas, expresadas en porcentajes de 86,5% pertenecieron a

Acinetobacter baumannii ,4 correspondientes a 10,8% pertenecieron a Pseudomonas

aeruginosa y 1 correspondiente al 2,7% pertenecié a Pseudomona flourences/putida.

Tabla 4. Produccion de Carbapenemasas en BGNNF, aisladas en HRDC, agosto a diciembre 2018.

Bacterias no fermentadoras

productoras de Carbapenemasas Positivo Negativo Total
N° % N° % N° %
Acinetobacter baumannii 32 86,5 0 0,0 32 780
Pseudomona aeruginosa 4 10,8 4 100,0 8 19,5
Pseudomona flourences/putida 1 2,7 0 0,0 1 2,4
Total 37 1000 4 1000 41  100,0
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Figura 7. Produccion de Carbapenemasas en BGNNF, aisladas en HRDC, agosto a diciembre 2018.

En la Figura 7, se puede observar que Acinetobacter baumannii con un 86,5% produce
mayor porcentaje de carbapenemasas, seguidamente de Pseudomona aeruginosa con

10,8%, finalmente Pseudomona flourences/putida con 2,7%.
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En la Tabla 5, observamos, que al aplicar el test de Hodge modificado con cepa
indicadora K. pneumoniae ATCC 700603 se identifico 33(80,5%) aislamientos
positivos, 5(12,2%)aislamientos negativos y 3(7,3%) como indeterminados, el test de
sinergia de doble disco utilizando como inhibidor EDTA detectamos 5 (12,2%)
aislamientos positivos y 36 (87,8%) aislamientos negativos, finalmente con el test
modificado de inactivacion del carbapenem se determino que 37(90,2%) aislamientos
fueron positivos, evidenciando de esta manera que fue el método con mejor

desempefio en detectar enzimas carbapenemasas fenotipicamente.

Tabla 5. Produccion de Carbapenemasas en BGNNF, segiin 3 métodos fenotipicos diferentes.

Deteccidn de Test de Hodge Test de Test
carbapenemasas — Modificado Sinergia de Modificado de
métodos fenotipicos ATCC700603 doble disco- inactivacién del
EDTA carbapenem-
mCIM
N° % N° % N° %
Positivo 33 80,5 5 12,2 37 90,2
Negativo 5 12,2 36 87,8 4 9,8
Indeterminado 3 7,3 0 0,0 0 0,0
Total

41 100,0 41 100,0 41 100,0
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Figura 8.Produccion de Carbapenemasas en BGNNF, segun 3 métodos fenotipicos diferentes.

En la figura 5, podemos observar los tres métodos fenotipicos que se aplicaron en este
estudio para la deteccion de carbapenemasas de los cuales, el test modificado de
inactivacion del carbapenem identifico el mayor porcentaje de carbapenemasas con un
90,2 % una cifra muy alta, sequidamente el test de Hodge modificada con cepa ATCC
700603 detecto el 80.5%, finalmente el test de sinergia de doble disco con EDTA
detecto solo el 12,2% de carbapenemasas.
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ANALISIS Y DISCUSION
4.1. Andlisis

Los microorganismos gram negativos no fermentadores con resistencias a los
carbapenems son estudiados actualmente con mucha preocupacién, ya que son
causantes de mudltiples infecciones severas especialmente en pacientes
hospitalizados. El problema no es sélo identificar estos microorganismos
multirresistente, también tenemos que lidiar en buscar sus mecanismos de
resistencia mediante técnicas muchas veces engorrosas y muy costosas como es el
caso de las metodologias genotipicas; no obstante, el CLSI cuenta con guias
estandarizadas donde podemos encontrar procedimientos faciles de implementar
en los laboratorios de microbiologia y que nos ayudan a identificar fenotipicamente
los mecanismos de resistencia presentes en bacterias multirresistente. Mediante el
estudio se evidencié el problema de la multirresistencia en 41 cepas de bacterias
gram negativas no fermentadores, identificadas en los servicios criticos del
Hospital Regional Docente de Cajamarca. La situacion actual es bastante
preocupante en el caso de Acinetobacter baumannii porque todas las cepas en
estudio presentaron la enzima carbapenemasa y representaron el 86,6% (32) de los
casos, el 10% (4) de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa lo presentaron
y el 2,7% (1) de los aislamientos de pseudomona flourences/putida también

presentaron la enzima.

La confirmacion de las enzimas presentes en las bacterias se realiz6 mediante
pruebas fenotipicas ya estandarizadas que encontramos los procedimientos en el
CLSI, como test de sinergia de doble disco con EDTA, test de Hodge modificado
con cepa ATCC 700603 y test modificado de inactivacion del carbapenem,
obteniendo como resultado que el 90,2 % (37) de estas bacterias son productoras

de carbapenemasas y el 9,8% (4) no presentan la enzima carbapenemasa.

En cuanto al tipo de muestra bioldgica el mayor porcentaje de aislamientos se

obtuvo en secrecion bronquial 75,6% (31), seguidamente de aspirado bronguial con
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el 19,5% (8) y en menor porcentaje fueron los hemocultivos con el 2,4%(1) al igual

que secrecion traqueal también con 2,4%(1).
4.2. Discusion

El resultado obtenido en la investigacion guarda relacion con el estudio realizado
por Gastelo en el 2015, ella estudié 53 aislados positivos de bacterias Gram
negativas no fermentadoras, la mayoria de ellas procedieron de muestras de
secrecion bronquial 41 (77,36%) haciendo comparable nuestro estudio. Con
respecto al servicio de procedencia de la muestra, de las 41 cepas estudiadas, se
observo que el servicio con mayores aislamientos de bacterias gram negativas no
fermentadoras es la Unidad de cuidados intensivos (UCI) 22 (53,7%); seguidamente
de la unidad de cuidados intermedios (UCIN) 15 (36,6%). Igualmente comparando el
estudio realizado por Gastelo (2015) donde se identificaron 53 cultivos de bacterias
Gram negativas no fermentadoras, la frecuencia de produccion de carbapenemasas
fue de 48,00% (24/50), siendo la mayoria procedentes de UCI con un 87,50%.
También Carranza (2016) Con respecto al servicio de procedencia de Pseudomonas
aeruginosa del total de 1658 muestras bioldgicas, se observa que el servicio con mayor
procedencia es la Unidad de cuidados intensivos (UCI) 31 (18%), otro estudio similar
es el de Ronquillo en el 2016, él estudid la prevalencia de infecciones por
Acinetobacter baumannii ,los resultados obtenidos segun distribucién del servicio de
hospitalizacién, el que presentd un mayor porcentaje es la UCI con 42 %,

seguidamente por el servicio de medicina interna con 36%.

En el caso de Pseudomonas aeruginosa, de las 8 cepas que se seleccionaron para
determinar la presencia de carbapenemasas, 04 (10.8%) cepas tuvieron la enzima
carbapenemasa tipo Metalobetalactamasas, evaluadas con los discos de imipenem,
Meropenem y EDTA (Acido etilendiaminotetraacético). Nuestro resultado es muy
similar con el trabajo realizado en Lambayeque por Gastelo (2015) quien evalué
29 cepas de pseudomona aeruginosa de las cuales se seleccionaron 17 siguiendo
los criterios de la CLSI-2015, teniendo como resultado que 03 (12.50%) cepas si

tuvieron la enzima carbapenemasa tipo Metalobetalactamasas, evaluadas con la
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misma metodologia usando discos de antibidtico imipenem, meropenem y
EDTA.A diferencia de Carranza & Vasquez en el 2017, quienes evaluaron a 150
cepas de pseudomona aeruginosa de los cuales 80 (53.3%) fueron sospechosas de
carbapenemasas teniendo como resultado que 77 (96%) fueron negativas y solo 3
(4%)fueron positivas para carbapenemasas tipo Metalobetalactamasas utilizando la

metodologia del efecto sinérgico entre imipenem y meropenem y EDTA.

Resultados obtenidos de investigaciones internacionales como el de Molin en el
2013 estudio realizado en Paraguay, de un total de 232 aislamientos de P.
aeruginosa,54 cepas fueron seleccionadas en el estudio por ser sospechosas de
carbapenemas y solo 30 de ellas dieron sinergia por la técnica de doble disco con

EDTA confirmandose que son productoras de metalocarbapenemasa.

En el caso de Acinetobacter baumannii los resultado fueron muy alarmantes, de las
32 cepas en estudio todas presentaron la enzima carbapenemasa, lo cual se
confirmé con el test modificado de inactivacion del carbapenem recomendada por
la CLSI M100 Ed28.Los resultados son similares a estudios nacionales como
internacionales, el problema de la multirresistencia que presenta Acinetobacter
baumannii, es por la sobreexpresién de los farmacos, bombas de eflujo, agregando

aello la disminucidn de la permeabilidad de la membrana.

Finalmente, en cuanto a los métodos utilizados para la deteccién de
carbapenemasas en Acinetobacter baumannii, Pseudomona aeruginosa Yy
Pseudomona flourences/putida, fueron 3 los test desarrollados: Test de sinergia de
doble disco con EDTA, test de Hodge modificado con cepa ATCC 700603
recomendado por Pasteran y colaboradores(2011 ) y Yauri Condor(2016) y test
modificado de inactivacién del carbapenem, todos ellos recomendados y validados
por la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) de esta manera se
garantizan los resultados confiables en esta investigacion. En cuanto a estudios de
deteccion fenotipica de carbapenemasas en Pseudomona aeruginosa tenemos a
Cordova (2017), Gastelo (2015) y Aguilar y colaboradores (2014) con resultados

similares a nuestro estudio. Métodos fenotipicos para deteccion de Acinetobacter
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baumannii no se encontré muchos estudios, si bien es cierto el método modificado
de inactivacion del carbapenem la CLSI no lo recomienda en Acinetobacter
baumannii por presentar muchos falsos negativos, no obstante, nuestro estudio
demostrd todo lo contrario ya que fue el método que identifico mayor porcentaje
de cepas con carbapenemasas tanto en Pseudomona aeruginosa y especies como
también en Acinetobacter baumannii. Casas y castillo en el 2018 demostraron en
su estudio que mediante el método de inactivacion del carbapenem todos los
aislados de Acinetobacter baumannii 51/51 (100%) presentaron la enzima
carbapenemasa, demostrando una vez mas que nuestros resultados son

comparables con otros estudios previos.

Los resultados en nuestra investigacion evidencian que la presencia de
carbapenemasas en las especies de Pseudomona aeruginosa y Pseudomona
flourences/putida, es relativamente baja en comparacion con Acinetobacter
baumannii. Sin embargo, contar con estas cepas multirresistente en nuestro Hospital
Regional De Cajamarca nos debe preocupar porque son una amenaza sustancial para
la salud de los pacientes, teniendo en cuenta que los genes que codifican estas bacterias
se encuentran con mayor frecuencia en plasmidos y estos pueden transferirse entre

especies muy rapidamente.

Si bien es cierto los resultados obtenidos pertenecen a un periodo corto y la
situacion epidemioldgica es diferente en cada hospital, no obstante, debemos
impulsar la vigilancia permanente y realizar estrategias para erradicar estas

bacterias multirresistente de nuestra Region.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

1. Se llega a la conclusion que, en el Hospital Regional de Cajamarca, existen
bacterias multirresistente productoras de las enzimas carbapenemasas, nuestro
estudio lo demuestra, como vemos los porcentajes son muy altos; de 41 cepas
bacterianas en estudio durante el periodo de agosto a diciembre del 2018, el
90,2 % (37) son productoras de carbapenemasas.

2. Encuanto al tipo de muestra biol6gica de un total de 41cepas bacterianas, el mayor
porcentaje de aislamientos positivos se presentd en secreciones bronquiales 31
(75,6%), seguidamente de aspirado bronquial 8 (19,5%) y con un menor porcentaje
fueron los hemocultivos 1 (2,4%), al igual que secrecion traqueal 1 (2,4%).

3. Con respecto al servicio de procedencia de la muestra se observo que el servicio
con mayores aislamientos positivos de bacterias gram negativas no fermentadoras
es la Unidad de cuidados intensivos (UCI) 22 (53,7%); seguidamente de la unidad
de cuidados intermedios (UCIN) 15 (36,6%).

4. En cuanto a la produccién de carbapenemasas se concluye, que Acinetobacter
baumannii con un 86,5% produce mayor porcentaje de carbapenemasas,
seguidamente de Pseudomona aeruginosa con 10,8%, finalmente Pseudomona
flourences/putida con 2,7%.

5. El método fenotipico con mejor desempefio en detectar carbapenemasas fue el
test modificado de inactivacién del carbapenem ,se determiné que 37(90,2%)
aislamientos fueron positivos, seguidamente se observé que el test de Hodge
modificado usando como cepa indicadora K. pneumoniae ATCC 700603
identificd 33 (80,5%) aislamientos positivos, 5(12,2%)aislamientos negativos
y 3 (7,3%) como indeterminados, finalmente el test de sinergia de doble disco
utilizando como inhibidor EDTA detectd 5 (12,2%) aislamientos positivos y 36
(87,8%) aislamientos.
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5.2. Recomendaciones

1. Monitorizar constantemente la vigilancia epidemioldgica en dicho nosocomio
para poder conocer la incidencia y prevalencia de microorganismos
multirresistente, de esta manera se evitaran brotes hospitalarios.

2. Complementar este estudio con métodos de biologia molecular para asi
conocer con mayor exactitud qué tipos de genes son los mas predominantes en
dicho nosocomio.

3. Capacitar al personal de laboratorio de microbiologia del Hospital Regional
Docente de Cajamarca, para poner en practica métodos estandarizados que
ayuden a identificar tempranamente bacterias multirresistente con
metodologias faciles de implementar y de bajo costo.

4. Se deben estrechar las medidas de contencidén primaria, especialmente las
técnicas de lavado de manos, la desinfeccion y esterilizacion de equipos en las
unidades criticas del Hospital Regional Docente de Cajamarca, para evitar la
transmision cruzada.

5. Mejorar la desinfeccion e esterilizacion en todas las areas de UCI y UCIN, de

dicho nosocomio para asi evitar la propagacion de cepas multirresistente.
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ANEXOS

Anexo 01. Solicitud para autorizacion al acceso de datos - Hospital Regional Docente
de Cajamarca.

Yaro de In luchs comtra b ionylai i

Cajamarca. 22 de atril cel 2019

7-2019-USP-CALNDG

TCR

SEGUNDO NICOLAS LOFEZ CHECNE

JEFE CE LABORATORIO CLINICO DEL HOSPITAL REGICNAL DOCENTE DE CAJANARCA

CIUDAD.

Es orato drginme a usted para eapresarie el COrdal sakudo a nomibre de la Universidad San
Pedro Filal CHamarca ala vez presentarie 3 1a Bachiler en Tecnologis Médica BLAS ASIPALL,
Victoria Marisela, 0on O&go C6 matricula N* 2813100066 ONI N* 47713872, quien s
SOCUANIra realzando su tess de rwestigacon tiiuede "CARBAPENEMASAS EN BACTERIAS
GRAM NEGATIVAS NO FERMENTADORAS. AISLADAS EN UNIDADES CRITICAS DEL
HOSPITAL REGIONAL DOCENTE CAJAMARCA AGOSTO A DNCIEMBRE - 2018 motvo por
@ Oual SCICRO AUIoNZITION pPara Que pueds OlMee! CIPas Dackrianas por o lapso que e
comgrende el estudo

AQracezo0 aMCPIdNTerLe DO 18 SlenGon gue Drnde & A presente y hago oropcia © ocason
POrs Iprelana las Muestras de mi o3pecal consdaracon

Alertamects

STAVO r. TRUMLO CAMAGUAPN D
DWRECTOW GENERA(
USSP LA CALAMARCA
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Anexo 02. Puntos de Corte y MICs para Pseudomona aeruginosa — CLSI 2019

Table 28-1
Fseudomanas eeruginosa
W0z and Mo7
f.  Table 2B-1. Pseudomonas aeruginosa (Continued)
' Interpretive Categories and | Interpretive Categories and
. Zone Diameter Braakpoints, MIC Breakpoints,
; narest whol mi pgml.
. TestiRapart Antimicroblal Osk [ - T i
' Group Agant Contan 8§ ¢ |+ R 8 . I i R Commants
.| CARBAPENEMS
: 8 | Doripenem 0pg | =19 : W98 . =15 | 2 . 4 =B | (15) EBreakpointsfor doripanam are based on
i i ! | ! A dosega ragimen of 500 mg admintsterad
: P | eerth
: B imipenem Npg | 219 ¢ 108 | 15 2 0 4 1 x@ | (16) Ereakpointsfor imigenem are based ona
' : : ! ! dosage regimen af 1 g administerad every
; : : ! ! B ar 500 mg atministored every & h
E B ’hﬂ:lpﬂ!ﬂ 1|:||Ju 9 : 16-18 : 15 £l E 4 E =B unmmimmmmm“mﬂn
i ! : : : f dosege regimen of 1 § administored every
* : : I I fih.
| —
+ | LIPOPEPTIOES , , , , .
; 0 | Colisli - -1 - 1 - <2 | = | 24 | (18)Colisin mehanesuifonsls) shoukd
. i | | | enarelly be adrinistered with & loading dosa
- ! ! nd althe maxinum recimmendad doses, in
. : ! ! | earmlination with othr apents.
. : : ' !
EQ : : : ! ! (19) The onky approve G mathed for
g ) | | | tastinig I5 broth microdiluson. Disk diffusion
. ! ; | | and gradient difusion mathads shoud not be
8. : : | | perfomad
2. O | Falyming T = = = [ e | € | 28 | (20 TheWiCs cataned om esing
£ ; . ! ! colistin predict WIC for polymysin B,
*
| AMINOGLYCOSIDES .
E : A | Gantamicn f0pg | 216 : 1M <12 | <4 B ¢ M8
z A Tobramycin 10 g b 14 . 12 4 B :iE
9] B Amikacin g A7 1 1516 L <14 s B zB4
: 0| Nelimicn Wyg | =05 | 1M . 12 | 8 | B . 28
i FLUORCQUINOLONES
. B Ciprofioxacn B g 23 g4 0 <18 | =08 0 1 1 2@ | (21)Ereakpoints aro based on a dosage
; : ; | 5 ragimen of 400 ng IV sdministared every §
oy ' ' I I .
E E B | Levofloxach Sug | w2 1M 0 sM | &1 0 2 4| (22) Breakpoints aro bisad on A dosage
g ' ' ' : ragiman of 750 ng adrntstarad avary
K3 | | | : #h
Lo ] Lomefloxacin 10g 210 -H ¢ <18 ¢34 =8 | {23 Feriesting end repering of urinary trac
‘21 . : ! : : inolalas only.
® 0 | Cloacin TIEREERE RN
E: 0 | Gaflosacn g | =W : 1517 0 g4 | 52 7 4 0 :A
i T Abbreviaons: ATCCY, American Type Culture Colection, CAMME, cafion-adjusted Wueller-Hinton broth 1, infermeiate; MHA, Mueller-Hinton agar, MIC, minimal
% + nhibiory concentration; O, qualiy contrel R, resistant; S, suscptble.
+

52



Anexo 03: Puntos de Corte y MICs para Acinetobacter spp — CLSI 2019

Table 2B-2. Acinetobacter spp. (Continued)

PAANLITSS STESL i ST S SPALEAERENITES AR EI NG EFY AR RISV EENEE e,

Interprative Categoies
ind
Zonie Diameter Interpretive Categories and
Breaipoints, NIC Breakpoints,
aarest whola min jigimL
TestReport | Antimeroblal Disk ! ! !
Group Acant Contet | & ' I ' R | B ARG - Comments
PENICILLINS
0 [Feraci IR ERE IR
[-LACTAN COMBINATION AGENTS
A | Amplclinaubactam | 10M0pg | 215 ¢ -4 et | <B4 168 ¢ 2TUB
B | Ppersclintazobactim | 100M0yg | 221 | 1820 © <17 | <16 324-B4d . >1ogd
0 | Tarclindavuianale | 75M0pg | 220 ; 1519 ¢ o4 | <16 320-G42 ; »1282
CEPHENS (PARENTERA.  (Including cepnalosporins|, I I, and V. Please rer to Glosary |}
A Geflazidime g E3 ] : 1617 : s | b : 1§
B | Celepime TR R
B | Celdaing rER AR
B (eftraang Wy a0 e | o By
Inv. | Gefiderocal - - = = | & | § © a8 |2 Breakpoints are based on a dosage
5 5 ; ragimen af 2 g every 8 h administerad over 3
| | h
() Testirg cefiderocol requires iron-depleted
i CAMHB, Chelation is used for iron deplatian,
5 which also removes ofhel cations ie
: calcium, magnesium, andzinc). Following
| this procass, cations are added back to
E concentrtions of calcium 20-25 mglL,
: magnesiim 10125 mglL, and zinc 0.5-10
' ! ! mglL.
GARBAPENEMS
A | Doripenem g | 218 0 1607 18| 22 & 28| (4) Breakooints for dorpenm are based on 8
| : | dosage regimen of 300 mg administarad every
: : | gh.
A | Inperem THER A IR
: | [ (5) Breakaoints for imipenem are based on &
i i i dosage rigimen of 300 mg administered every
| | i Bh.
A | Meropenen 10ug 2T o | 2 & ' s | (6) Breakoits for meroperem are based on &
: | { dosage regimen of { g administered every 8 h
: : ! or 500 my administored evry 6 h.
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Anexo 04: ficha de actividad carbapenemasa

ficha de recoleccion de datos de Carbapenemasas en bacterias Gram

negativas no fermentadoras
Fecha: covveveiniinennnnenns
Microorganismo aislado: ......cceeeeeeeeeennennnns
Tipodemuestra: ..........ccooeviiiiiiiiininan.n.
Servicio de procedencia: ................coeenennn.

INTERPRETACION

Deteccion fenotipica

Sinergia con APB (+)
Test de Hodge (+)
mCIM (+)

No Sinergia con EDTA

Sinergia con EDTA (+)
Test de Hodge (+)
mCIM (+)

No sinergia con APB

No sinergia con APB
No sinergia con EDTA
Test de Hodge (-)
mCIM (+)
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P: Positivo
I: Indeterminado
N: Negativo

Tipo de
carbapenemasa

SERIN

METALO

OXA




Anexo 05: Recoleccion de datos del cuaderno de microbiologia HRDC




Anexo 06: Base de datos en Excel para obtener los resultados

Aislamientos de BGNNF CULTIVOS DE LIQUIDOS BIOLOGICOS - HRC agosto - diciembre 2018

1 0177 UCIN  SECRECION BRONQUIAL 3/08/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
2 0183 UCIN  SECRECION TRAQUEAL 4/08/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
3 0185 UCl  SECRECIONBRONQUIAL ~ 5/08/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
4 0228 UCI  SECRECIONBRONQUIAL  14/08/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativa positivo
5 0240 uci ASPIRADOBRONQUIAL ~ 17/08/2018  PSEUDOMONA FLOURENCES/PUTIDA positivo positivo positivo
6 0247 uci ASPIRADOBRONQUIAL  20/08/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positiva
7 0253 UCIN  ASPIRADOBRONQUIAL  23/08/2018 ACINETOBACTER BAUMANII negativo negativo positiva
8 0262 UCI  SECRECION BRONQUIAL ~ 25/08/2013 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positiva
9 0290 UCl  SECRECION BRONQUIAL 1/09/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positiva
10 0313 UCIN  SECRECION BRONQUIAL 7/09/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
1 0320 uci ASPIRADO BRONQUIAL 8/09/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
12 0356 UCl  SECRECION BRONQUIAL ~ 18/09/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
13 0359 UCl  SECRECIONBRONQUIAL  15/09/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativa positivo
w06 UCIN  SECRECION BRONQUIAL =~ 20/09/2018 ACINETOBACTER BAUMANII indeterminado  negativa positivo
15 0375 UCl  SECRECIONBRONQUIAL  19/09/2018 PSEDOMONA AEROGINOSA positivo positiva positiva
16 0408 UCIN  SECRECION BRONQUIAL 3/10/2018 PSEUDOMONA AERUGINOSA negativo negativo negativo
17 0414 UCIN  SECRECION BRONQUIAL 3/10/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positiva
18 0417 UCl  SECRECIONBRONQUIAL  4/10/2013 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positiva
19 047 ucl HEMOCULTIVO 3/10/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
20 0423 UCl  SECRECIONBRONQUIAL ~ 8/10/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
pik 0427 UCl  SECRECIONBRONQUIAL  3/10/2018 ACINETQBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
2 0450 UCIN  SECRECION BRONQUIAL  13/10/2018 PSEUDOMONA AERUGINOSA positivo positivo positivo
23 0449 UCl  SECRECIONBRONQUIAL  15/10/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positiva negativo paositivo
4 0452 udl ASPIRADOBRONQUIAL ~ 16/10/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
ba} 0461 UCIN  SECRECION BRONQUIAL  18/10/2018 ACINETQBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
26 0464 UCI  SECRECIONBRONQUIAL  15/10/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
7 (486 UCI  SECRECIONBRONQUIAL  25/10/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo pasitivo
2 0489 UCIN  ASPIRADOBRONQUIAL  26/10/2018 ACINETOBACTER BAUMANII indeterminado  negativo positivo
2 0512 udl ASPIRADO BRONQUIAL ~ 31/10/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
30 0524 UCIN ~ SECRECION BRONQUIAL 3112018 ACINETQBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
3l 0526 UCIN  SECRECIONBRONQUIAL  5/11/2018 PSEUDOMONA AERUGINOSA positivo positivo positivo
32 0544 UCIN  SECRECION BRONQUIAL  9/11/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positiva negativo paositivo
3 0545 UCIN  SECRECIONBRONQUIAL  8/11/2018 ACINETOBACTER BAUMANII indeterminado  negativo positivo
£ 0560 udl ASPIRADOBRONQUIAL ~ 12/11/2018 ACINETQBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
Es) 0561 UCl  SECRECIONBRONQUIAL  12/11/2018 ACINETQBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
36 0583 UCIN  SECRECION BRONQUIAL  13/11/2018 PSEUDOMONA AERUGINOSA negativo negativo negativo
37 0637 UCIN  SECRECION BRONQUIAL  30/11/2018 PSEUDOMONA AERUGINOSA negativo negativo negativo
38 0657 UCIN ~ SECRECION BRONQUIAL 6/12/2018 PSEUDOMONA AERUGINOSA positivo positivo positivo
3 0667 UCIN ~ SECRECION BRONQUIAL 7/12/2018 PSEUDOMONA AERUGINOSA negativo negativo negativo
4 0677 UCIN  SECRECION BRONQUIAL  8/12/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
4 0736 UCl  SECRECIONBRONQUIAL  27/12/2018 ACINETOBACTER BAUMANII positivo negativo positivo
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Anexo 07: Preparacion del indculo para deteccion fenotipica.

Preparacion.de agar
Miuller Hiffton
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Anexo 08: Deteccion fenotipica
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