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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo oportunista que posee una gran
capacidad adaptativa, es uno de los patégenos mas causantes de infecciones en
pacientes hospitalizados y producen diversos mecanismos de resistencia a varios
tipos de antibidticos, entre estos mecanismos destacan las carbapenemasas que
hidrolizan a todos los betalactamicos, por tal motivo el objetivo de nuestro estudio
es determinar qué tipos de carbapenemasas se encuentran en Pseudomonas
aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en
San Juan de Miraflores, Lima 2017; para lo cual se realiz6 un estudio de ciencia
basica, descriptivo, prospectivo y de corte transversal que incluyo el estudio de
150 aislamientos no repetidos de Pseudomonas aeruginosa aisladas de
pacientes hospitalizados de las cuales las pruebas de sensibilidad se realizaron
mediante la técnica de disco difusién, de acuerdo a la CLSI 2017, que de estas se
obtuvieron 80 cepas sospechosas a carbapenemasas, que para la deteccion de
carbapenemasas se utilizé el ensayo fenotipico de aproximacién de discos con
sustratos (imipenem y meropenem) y los inhibidores (EDTA y ABP) de acuerdo al
algoritmo recomendado por INEI-ANLIS Dr. C. Malbrén, los resultados detectados
a través del método fenotipico con respecto a la prevalencia de carbapenemasas
en Pseudomonas aeruginosa, fueron 3 (4%) cepas positivas para
carbapenemasas. Por ello concluimos que el tipo de carbapenemasas en
Pseudomonas aeruginosa fue de 4 % correspondiente al hallazgo de
Metalocarbapenemasas, por la presencia de efecto sinérgico entre imipenem y

EDTA, en ningun aislamiento se detect6 la presencia de serincarbapenemasa.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, Carbapenemasas, EDTA, ABP.
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SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic microorganism that has a great
adaptive capacity, is one of the pathogens most causing infections in hospitalized
patients and produces various mechanisms of resistance to various types of
antibiotics, among these mechanisms include the carbapenemases that hydrolyze
all beta-lactams, for this reason, the objective of our study is to determine what
types of carbapenemases are found in Pseudomonas aeruginosa in patients
isolated from a hospital in a national hospital in San Juan de Miraflores, Lima
2017; for which a basic, descriptive, prospective and cross-sectional science study
was carried out, which included the study of 150 non-repeated isolates of
Pseudomonas aeruginosa isolated from hospitalized patients, of which sensitivity
tests were performed using the diffusion disc technique. According to the CLSI
2017, from which 80 suspect carbapenemase strains were obtained, for the
detection of carbapenemases, the phenotypic disk approximation assay was used
with substrates (imipenem and meropenem) and the inhibitors (EDTA and ABP)
according to the algorithm recommended by INEI-ANLIS Dr. C. Malbrén, the
results detected through the phenotypic method with respect to the prevalence of
carbapenemase in Pseudomonas aeruginosa, were 3 (4%) positive strains for
carbapenemases. Therefore, we conclude that the type of carbapenemase in
Pseudomonas aeruginosa was 4% corresponding to the finding of
Metalocarbapenemasas, due to the presence of a synergic effect between
imipenem and EDTA, in no isolation was the presence of serincarbapenemasa

detected.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Carbapenemase, EDTA, ABP.
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CAPITULO I:
EL PROBLEMA
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|. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema.

Pseudomonas aeruginosa (PAE) es un género complejo y amplio de bacterias de
gran importancia ya que incluye tanto especies ambientales como especies de
implicacién clinica. Son bacilos gram negativos rectos o ligeramente curvados, no
fermentadores de azucares, moviles debido a que poseen uno o mas flagelos
polares, aerobios, catalasa y oxidasa positiva'?; es un microorganismo oportunista
que posee una extraordinaria capacidad adaptativa y versatilidad metabdlica. Sus
diversos factores de virulencia contribuyen® aumento de la mortalidad,
prolongacion de la estancia hospitalaria y un incremento considerable en los
costos de atencion. Las personas afectadas presentan varias enfermedades y
antecedentes de uso frecuente de tratamientos inadecuados®.

PAE es de gran relevancia clinica ya que se encuentra entre los cinco gérmenes
més aislados en hospitales de Latinoamérica®”, es causa frecuente de infecciones
asociadas al cuidado de la salud, principalmente® se producen en pacientes con
enfermedades subyacentes como: patologias malignas, inmunodeficiencias,
fibrosis quistica, quemaduras, también se presentan con frecuencia en el
ambiente intrahospitalarioc® y en pacientes severamente comprometidos

especialmente en unidades de cuidados intensivos (UCI)".

Es un problema dentro de las infecciones nosocomiales, ya que en algunos casos
se ha reportado como la segunda causa mas comun en las neumonias (17%), la
tercera causa en infecciones de tracto urinario (7%), la cuarta causa de infeccién
en herida quirrgica (8%), la séptima causa en aislados de hemocultivos (2%)®.
Tiene la capacidad de tornarse resistente en el transcurso del tratamiento, por el
cual los mismos antibiéticos son capaces de inducir los mecanismos de
resistencia®, debido a la disminucién de la permeabilidad de su membrana
externa, a la expresion constitutiva de varias bombas de expulsion y a la
produccién de enzimas que inactivan a los antibiéticos™®; mediante la adquisicién

de genes de resistencia situados en elementos genéticos (plasmidos, integrones)
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0 a través de mutaciones que alteran la expresion o la funcion de mecanismos de

codificacion cromosémica™v.

‘“PAE es naturalmente resistente a la mayoria de las penicilinas, las
cefalosporinas de primera, segunda y muchas de las de tercera generacion (salvo
ceftazidima), las tetraciclinas, el cotrimoxazol y la rifampicina. Esta resistencia
basal se debe a la poca permeabilidad de su membrana externa, mucho menor

que el de las enterobacterias”®?.

“Los carbapenémicos imipenem y meropenem son los farmacos de eleccion para
el tratamiento de las infecciones causadas por PAE, sin embargo la frecuencia de
aislamientos de cepas resistentes a estos medicamentos se ha incrementado
considerablemente en todo el mundo y en América Latina, incluyendo Pert donde
la prevalencia de infecciones por PAE resistentes a los carbapenémicos ha

crecido rapidamente que en otras regiones”?.

Se ha reportado en todo el mundo la presencia de enzimas en PAE que hidrolizan
a los carbapenémicos, entre las cuales encontramos las de tipo

metalocarbapenemasa y serincarbapenemasa™®.

Las metalocarbapenemasa se caracterizan por producir resistencia a todos los
betalactamicos, incluyendo los carbapenemas, pero presentan susceptibilidad
variable al aztreonam, se disemina rapidamente dentro de instituciones
hospitalarias y aumenta significativamente las tasas de morbilidad®. Los
estudios que evallan la influencia de la produccion de MBLs en Pseudomonas
aeruginosa, han revelado mayores tasas de mortalidad relacionada con la
gravedad de estas infecciones y demostrando retrasos en la terapia

antimicrobiana apropiada*®.

Las carbapenemasas del tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC), es
la clase mas frecuente en el mundo y presentan una importante actividad
hidrolitica frente a practicamente todos los antibidticos betalactamicos®”. En
Colombia, la primera deteccion de aislamientos productores de KPC-2 se reportd

en el aflo 2006 en la ciudad de Medellin, presente en aislamientos de Klebsiella
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pneumoniae y luego en 2007 fue encontrada en 3 aislamientos clinicos de
Pseudomonas aeruginosa en la misma ciudad. La presencia de aislamientos de
PAE en una ciudad del Caribe colombiano fue reportada en 2011 en la ciudad de

Barranquilla®®?.

PAE ocupa el tercer (11%) lugar en frecuencia de aislamientos recuperados de
pacientes hospitalizados y muchos de ellos producen carbapenemasas de tipo
MBLs o de tipo KPC debido a mecanismos adicionales; déficit de porina oprD que
permite el ingreso exclusivo del imipenem; hiperproduccién de bombas de flujo,
incrementando la mortalidad de los pacientes, por lo tanto la deteccion de
carbapenemasas cobra una contribucidon importante para tratar de mejorar las
probabilidades de recuperacion de los pacientes y tratar de ajustar los

tratamientos™®.

El Hospital Nacional del distrito de San Juan de Miraflores, es un centro que
cuenta con todas los departamentos adecuados para la atencion asistida a los
pacientes hospitalizados, donde la infeccion de Pseudomonas aeruginosa es
significativa para el hospital, ya que se ha observado un hallazgo creciente de
esta bacteria, por la cual se tomoé iniciativa de investigacion epidemioldgica,
siendo muy importante para el control de infecciones en pacientes hospitalizados
causadas por esta bacteria, donde la probabilidad de complicaciones al
tratamiento son altas, por la razén que presenta demasiada resistencia en el

transcurso del tratamiento.

En la actualidad el laboratorio de microbiologia del Hospital Nacional del distrito
de San Juan de Miraflores, la presencia de esta enzima carbapenemasa hasta la
fecha de hoy alun no han sido detectadas ni reportadas por causa de escaso
material, razén por la cual nos hemos propuesto a realizar un estudio con 150
cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes hospitalizados, que con
ayuda del antibiograma por el método de Kirby bauer (disco difusion) se
observara el perfil de susceptibilidad, segun puntos de cortes de acuerdo al
laboratorio clinico de estandarizaciones internacionales (CLSI), a fin de detectar la

presencia de carbapenemasas con la ayuda de métodos fenotipicos de doble
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disco, tomando en cuenta el algoritmo recomendado por el Servicio
Antimicrobianos del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas,
Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud INEI-ANLIS —Dr.
Carlos G. Malbrdn para la deteccion de carbapenemasas en Pseudomonas

aeruginosa.
1.2. Formulacién del problema.

¢, Qué tipos de carbapenemasas se encuentra en Pseudomonas aeruginosa en
aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de

Miraflores de enero a junio, Lima-2017?

1.3. Justificacion.

Pseudomonas aeruginosa ha permanecido en primer lugar como agente
etioldgico de multiples infecciones asociadas con el cuidado de la salud y liderado
como germen multiresistente asociados a infecciones?, estas son dificiles de

erradicar debido a su elevada resistencia intrinseca®?.

“En las dltimas décadas se ha demostrado la emergencia y diseminacion de
cepas de bacilos gram negativos productores de carbapenemasas del tipo MBLs
en diferentes partes del mundo. Sin embargo, PAE continla siendo el
microorganismo mas frecuentemente asociado a MBLs a nivel mundial,
representando hasta el 40% de todos los casos®”, segiin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) en
Marzo del 2014 subraya la importancia de reforzar la vigilancia y establecer
estrategias de control para prevenir la diseminacién de microorganismos con
resistencia del tipo metalobetalactamasa. Desde el 2008, se ha documentado a
nivel mundial la circulacion de este tipo de mecanismo de resistencia, un tipo de
carbapenemasas que ocasiona resistencia a todos los antibiéticos betalactamicos
excepto a aztreonam®, por la cual se llevé a cabo este estudio para tener mayor
informacion sobre Pseudomonas aeruginosa quien es causante de infecciones en

pacientes hospitalizados del hospital nacional en San Juan de Miraflores.

21



El propésito de nuestro trabajo fue determinar qué tipos de carbapenemasas se
encuentran en Pseudomonas aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados,
conociendo a la vez el tipo de muestra y el servicio de procedencia de
Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas, también se tomo en
cuenta el perfil de susceptibilidad, los servicios y las muestras biologicas donde
fueron aislados las cepas de PAE, la cual se realiz6 en aislamientos y por
meétodos fenotipicos estandarizados para la identificacion de las carbapenemasas,
haciendo énfasis a la implementacion de medidas de control de resistencia
bacteriana, asi mismo facilitando su tratamiento y evitando el tratamiento
inadecuado, causando también que disminuya la estadia del paciente en el

hospital del distrito de San Juan de Miraflores.

1.4. Limitaciones.

En la presente investigacion, la recoleccion de los datos y las muestras se
obtuvieron en el laboratorio de microbiologia del Hospital Nacional en San Juan
de Miraflores y las técnicas aplicadas para la identificacion de Pseudomonas
aeruginosa, fueron a través de pruebas bioquimicas y confirmada por equipo
automatizado en el hospital, luego se trasladé las cepas a otro laboratorio para su

proceso respectivo.

Nuestro estudio no conté con el permiso necesario del laboratorio de
microbiologia para el proceso de las cepas de PAE, ya que el laboratorio no
accede el permiso para realizar investigaciones, por esta razén el hospital no nos
brindé el permiso.

1.5. Objetivos.

1.5.1. Objetivo General

e Determinar qué tipos de carbapenemasas se encuentran en Pseudomonas
aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional

en San Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017.
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1.5.2.

Objetivos especificos

Establecer la frecuencia de Pseudomonas aeruginosa en aislados de
pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de Miraflores

de enero a junio, Lima-2017.

Determinar el perfil de susceptibilidad de Pseudomonas aeruginosa en
aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan

de Miraflores de enero a junio, Lima-2017.

Identificar la distribucidon segun el tipo de muestra biologica y el servicio de
procedencia de Pseudomonas aeruginosa en aislados de pacientes
hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de Miraflores de enero
a junio, Lima-2017.

Identificar la distribucién segun el tipo de muestra biolégica y el servicio de
procedencia de Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas
en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San

Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017.

Determinar la prevalencia de carbapenemasas en Pseudomonas
aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional

en San Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017.
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CAPITULO II:
MARCO TEORICO
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II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes.

2.1.1. Antecedentes internacionales

Molin C.%®, en su estudio titulado deteccion fenotipica de carbapenemasas en
Pseudomonas aeruginosa en pacientes que acudieron al Hospital de Clinicas San
Lorenzo de febrero a julio 2013, estudio de manera descriptiva de corte
transversal que incluyé a 232 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa, a
aquellos con sospecha de carbapenemasas se les aplic6 dos métodos de
deteccion fenotipica: discos de EDTA y discos con acido dipicolinico -
Meropenem (DPA-ME). De estos aislamientos, 30 dieron sinergia con la técnica
de EDTA y 18 aislamientos positivos con los discos de DPA. A través de los
métodos fenotipicos aplicados se pudo comprobar la presencia de cepas
productoras de carbapenemasas tipo MBL en una frecuencia de 7,8%. Los test de
combinacion de disco podrian ser utiles en la practica diaria para proporcionar
una deteccidén rapida y fiable de MBL carbapenemasas en los aislados de

Pseudomonas aeruginosa cuando las pruebas moleculares no estan disponibles.

Arango J.?%, en su estudio titulado perfil epidemiolégico, clinico, fenotipico y
genético de Pseudomonas aeruginosa en la Fundacion Hospital de la Misericordia
durante los afios 2013-2014, el objetivo fue identificar el perfil epidemiolbgico,
clinico, fenotipico y genético de Pseudomonas aeruginosa, donde su estudio fue
de manera descriptiva, observacional, de corte transversal, trabajaron con 39
muestras de cepas de Pseudomonas aeruginosa aislada en el laboratorio de
bacteriologia de la Fundacién Hospital de la Misericordia, a partir de liquidos
corporales durante los afios 2013-2014, la metodologia fue analizar las historias
clinicas de los pacientes correspondientes, junto con la caracterizacion
demografica, clinica y paraclinica. Se realizd el perfil fenotipico de resistencia
segun el antibiograma, el analisis del patrén clonal y el andlisis de genes de
produccion de B-lactamasas y carbapenemasas, concluyeron que dos terceras

partes de las infecciones por Pseudomonas aeruginosa se encuentran cepas
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sensibles y dentro de los perfiles de resistencia los de mas alto porcentaje son la
presencia de Metalo-B-Lactamasas, perdida de porina OprD y GES-2 para un
23.1% en total, seguido por la presencia de expresion de AmpC con un 7.7% y
finalmente la expresion de BLEE y resistencia aislada a piperacilina tazobactam

en igual proporcion.

Cabrera L., et al.?®, en su estudio titulado susceptibilidad antimicrobiana de cepas
de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp aislados en muestras clinicas
de origen comunitario y hospitalario 2014, su objetivo fue conocer el
comportamiento de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp a los
antibioticos de primera eleccion, se realizé un estudio descriptivo retrospectivo
observacional en el laboratorio de microbiologia clinica perteneciente al Centro
Municipal de Higiene y Epidemiologia, estuvo conformado por 94 cepas de
Pseudomonas aeruginosa, 59 aisladas de pacientes ambulatorios, 35 de
pacientes ingresados, 44 de Acinetobacter spp, 2 aisladas de pacientes
ambulatorios y 42 de pacientes ingresados procedentes de diferentes muestras
clinicas (sangre, secrecion del conducto auditivo externo, esputo, ulcera de
miembros inferiores y dispositivos intravasculares) en el periodo comprendido
entre enero de 2012 y diciembre 2012, como resultado obtuvieron que en relacion
a la sensibilidad de las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de origen
comunitario y hospitalario se observo niveles sensibilidad superior al 80 % a las
drogas antimicrobianas aztreonam, gentamicina, ceftazidima y amikacina. Se
observé altos niveles de resistencia al cloranfenicol, tetraciclina y azlocilina.
Analizando el comportamiento de la susceptibilidad en las cepas de Acinetobacter
spp aisladas de origen hospitalario se aprecié valores de resistencia superiores al
60 % en las cepas a todas las drogas antimicrobianas estudiadas. Las dos cepas
de origen comunitario fueron resistentes a los antibioticos probados, donde
concluyen que las cepas de Pseudomonas aeruginosa presentaron buenos
niveles de sensibilidad a las drogas de eleccion y el género Acinetobacter

presento altos niveles de resistencia a los antibioticos estudiados.

Santella G., et al.?®, en su estudio titulado resistencia a carbapenemes en
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa: un ejemplo de interaccion entre

distintos mecanismos 2011, tuvo como objetivo identificar la proteina de

26



membrana externa ausente en los aislamientos resistentes y determinar tanto las
causas de su ausencia en la membrana, como la presencia de otros mecanismos
de resistencia a carbapenemes en aislamientos clinicos de Pseudomona
aeruginosa, se realiz6 un estudio retrospectivo y observacional que incluyd 20
aislamientos de PAE previamente caracterizados como productores de la
metalobetalactamasa IMP-13. Estos aislamientos presentaron igual expresion de
la enzima IMP-13, pero solo cinco de ellos fueron resistentes a carbapenemes. En
es0s cinco aislamientos resistentes se confirmd la ausencia de una proteina de
membrana externa. Se secuenciaron oprD y ampC; se determind el nivel de
expresion de OprD, de AmpC y de los sistemas de eflujo tipo Mex, por reaccion
en cadena de polimerasa en tiempo real, y por udltimo, se determind la
contribucion del déficit de OprD a la resistencia a carbapenemes, como resultado
se obtuvo que la proteina de la membrana externa ausente en el grupo R
(resistentes a ambos carbapenemes) fue identificada como OprD-TS, pero no se
observaron variaciones en su expresion. El gen oprD presentdé mutaciones en los
cinco aislamientos resistentes y se observo la misma produccién de la enzima tipo
AmpC PDC-5 y del sistema de eflujo Mex AB-OprM entre los aislamientos
sensibles y resistentes a carbapenemes. Se analiz6 cdmo la presencia conjunta
de IMP-13 y el déficit de OprD contribuyen al aumento de la resistencia. Llegando
a la conclusion que distintos mecanismos contribuyen a la resistencia de
aislamientos productores de IMP-13 a carbapenemes. La posibilidad de no
detectar estos aislamientos productores de IMP-13 representa un riesgo latente
de seleccibn de mutantes con mecanismos de resistencia que se suman para

aumentar la resistencia a carbapenemes.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Gastelo R., et al.?”, en su estudio titulado Carbapenemasas en bacterias Gram
negativas no fermentadoras aisladas en servicios criticos del Hospital Regional
Lambayeque, diciembre 2014 a julio 2015, su objetivo fue determinar la presencia
de bacterias Gram negativas no fermentadoras productoras de carbapenemasas
de los servicios de cuidados criticos y emergencias del Hospital Regional

Lambayeque, que se incluyé todos los aislamientos de bacterias Gram negativas
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no fermentadoras de muestras clinicas en los servicios seleccionados. La
deteccion de carbapenemasas se realiz6 en dos pasos, primero se seleccion6 a
los sospechosos usando el método Kirby Bauer con ellos se aplicaron tres
meétodos, aproximacion de discos, Hodge modificado, Blue Carba y se analizaron
50 asilamientos bacterianos de muestras de secreciones y liquidos provenientes
de pacientes con diagnostico presuntivo de infeccion, 48% presentd
carbapenemasas. Todas las cepas de Acinetobacter baumannii 21/21 presentaron
carbapenemasas tipo oxacilinasas y 3/29 cepas de Pseudomonas aeruginosa
presentaron carbapenemasas del tipo metalobetalactamasas y llegaron a la
conclusién que casi la mitad de cepas aisladas producen carbapenemasas. La
vigilancia de estas cepas y una politica para el control de la resistencia
antimicrobiana son necesarias de trabajar para evitar la expansién de este

problema.

Aguilar F., et al.); en su estudio titulado Frecuencia y comparacién de tres
métodos de deteccion fenotipica de Pseudomonas aeruginosa productora de
metalobetalactamasas aisladas en el Hospital Regional Lambayeque-Peru
durante el 2014, su objetivo fue establecer la frecuencia de Pseudomonas
aeruginosa productoras de Metalobetalactamasas (MBL) en el Hospital Regional
Lambayeque, y comparar tres métodos fenotipicos para su deteccién, se
estudiaron 92 aislamientos de PAE obtenidos durante el 2014, para la deteccion
de resistencia a carbapenemes se emplearon los métodos de Kirby Bauer y semi-
automatizado vitek2XL. La produccion de MBL se determin6 por el método de
epsilometria (E-test IP/IPl) “método estandar de oro para esta investigacion”,
asimismo estos se compararon en términos de sensibilidad y especificidad con los
métodos de sinergismo EDTA con doble disco de difusiéon (DDST) y la prueba de
discos combinados (DC), se obtuvieron 10 aislamientos de PAE productora de
MBL, las cuales fueron determinadas por epsilometria, por ser la prueba
fenotipica con mayor sensibilidad y especificidad; las otras DDST y DC detectaron
6 y 25 aislamientos positivos respectivamente. No existi0 buena concordancia
entre E-test IP/IPl1'y DC pero si entre E-test IP/IPl y DDST, dando el 100% unidad
de cuidados intensivos de Pseudomonas aeruginosa productoras de MBL
presentaron una marcada multirresistencia y fue el servicio donde se obtuvo la

mayor cantidad de estos aislamientos, el esquema de tratamiento antibiotico no

28



tuvo relacién con la aparicion del microorganismo en estudio, en conclusion
describieron el primer reporte de MBL en PAE en el Hospital Regional
Lambayeque con 10% de aislamientos positivos. El desarrollo de este mecanismo
de resistencia podria tener un grave impacto en el ambito clinico y
epidemioldgico; por lo cual los equipos de vigilancia deberian promover medidas

de control para evitar su diseminacion.

Gonzales E., et al.?®, en su estudio titulado Metalo-B-lactamasas en aislamientos
clinicos de Pseudomonas aeruginosa en Lima, Peru 2011, el objetivo fue detectar
y caracterizar molecularmente las metalo-B-lactamasas (MBL) en aislamientos
clinicos de PAE, se realiz6 un estudio trasversal en seis hospitales de referencia
de Lima (Perd) en agosto de 2011. Se evalud 51 aislamientos de PAE, resistentes
a ceftazidima y con sensibilidad reducida a carbapenémicos, este ensayo
fenotipico se realiz6 con el método de aproximacion de discos con sustratos
(ceftazidima, imipenem y meropenem) y con &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA), la deteccion de genes MBL se realizé6 mediante la técnica de reaccién en
cadena de polimerasa multiplex, a través del método fenotipico se detectaron ML
en el 15,7% de los aislamientos, en todos ellos la deteccion de genes mostré la
presencia del gen blaIMP y ademas la descripcion del primer reporte de MBL en
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa en el Perl deberia alertar a los
equipos de vigilancia epidemiolégica intrahospitalaria para promover su control y

prevenir su diseminacion.

Villegas M., et al.?®, en su estudio de identificacién de Pseudomonas aeruginosa
empleando el método del nUumero mas probable, Perd 2012, la deteccion de
Pseudomonas aeruginosa esta cobrando una importancia cada vez mayor, debido
a gue su presencia en el agua, tanto de uso industrial, hospitalario, publico y
doméstico, puede ocasionar brotes de importantes enfermedades para el hombre,
como objetivo fue identificar PAE en muestras de aguas tratadas y no tratadas, en
forma simultanea con la identificacion de coliformes totales y fecales, el método
utiizado fue con caldo asparagina para la identificacion presuntiva de
Pseudomonas aeruginosa y agar cetrimida, como prueba confirmatoria, ademas
de las pruebas de oxidasa y catalasa, en este trabajo se muestran resultados

obtenidos en la identificacion de Pseudomonas aeruginosa en 69 muestras de
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agua de cisterna, pozo, presa y residual doméstico, como resultado obtuvieron
que del total de muestras analizadas, resultaron positivas a PAE el 59,4%,
habiendo presencia compartida de Pseudomonas y coliformes totales y fecales en
un 33.3%, llegaron a la conclusién que el empleo de la técnica del nUmero mas
probable para la identificacién de PAE es utilizando los medios de cultivo de agar
cetrimida y caldo asparagina, constituye un método eficaz para la deteccién de

este microorganismo en muestras de aguas de diferentes fuentes.

2.2.Base tedrica.
2.2.1. Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo Gram negativo aerobio, considerado un patdgeno oportunista, es un
microorganismo altamente versatil, capaz de tolerar condiciones bajas de
oxigeno. Puede sobrevivir con bajos niveles de nutrientes y crecer en rangos de
temperatura de 4 a 42°C. Estas caracteristicas le permiten adherirse, sobrevivir
en equipos médicos y en otras superficies hospitalarias®”. Esta adaptabilidad
para vivir bajo muy diversas condiciones ambientales y con escasos
requerimientos nutritivos, explica su gran ubicuidad tanto en ambientes terrestres

como acudticos, este género sobrevive en ambientes tan variados y cotidianos @.
2.2.2. Etiologia

La infeccion por PAE, un bacilo gram negativo movil ampliamente distribuido en el
medio ambiente, tiene importancia en el contexto epidemiolégico actual debido a
la emergencia de resistencia a los carbapenémicos, lo que representa una
amenaza para la salud pablica mundial ®. La mayoria de los estudios indican una
tasa de mortalidad atribuible de aproximadamente el 34% a las infecciones por
PAE ¥, ocupa el tercer lugar de 11% en frecuencia de aislamiento recuperados de

pacientes hospitalizados®,

2.2.3. Patogenia
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Pseudomonas aeruginosa puede causar infecciones urinarias, infecciones
respiratorias, dermatitis, infecciones de los tejidos blandos, bacteriemia,
infecciones Oseas Yy articulares, infecciones gastrointestinales y diversas
infecciones sistémicas. Cualquier infeccion por Pseudomonas constituye un
problema grave en pacientes inmunodeprimidos con cancer, sida o quemaduras
graves o en pacientes con infecciones cronicas como la fibrosis quistica. En

algunos de estos pacientes, el indice de letalidad alcanza casi el 50% V.

La colonizacion de los tejidos implica la existencia de adhesinas; las mejores
caracterizadas son las adhesinas de las fimbrias, aunque otros tipos de
adhesinas, incluyendo lipopolisacarido, flagelos, proteinas de la membrana
externa y alginato, también contribuyen a la adhesion de este microorganismo a

superficies tanto biéticas como abioticas.

Los factores que se sabe juegan un papel importante en la patogénesis incluyen
adhesinas, exotoxinas, proteasas, hemolisinas y el sistema de secreciéon de tipo
lll. A pesar de esta enorme coleccion de factores de virulencia PAE rara vez
infecta personas inmunocompetentes o tejidos que no estan dafiados. Un declive
de la funcién inmunolégica, es normalmente un pre-requisito para las infecciones

por este patégeno oportunista.

PAE produce gran variedad de toxinas importantes muchas de las cuales pueden
causar shock, inducir la muerte de células, e incluso hidrolizar proteinas
estructurales de los tejidos. La toxina mas potente es la exotoxina A, que inhibe la
sintesis proteica en las células eucariotas, su expresion esta inducida por las
condiciones limitantes de oxigeno que se encuentran en el huésped y esta
posiblemente implicada en la dermatonecrosis que tiene lugar en las quemaduras

o en el dafio tisular en las infecciones pulmonares cronicas.

La destruccion tisular asociada con las infecciones de PAE también puede ser
atribuida a las elastasas que hidrolizan la elastina, el fibrinégeno, el colageno, la
transferrina e incluso, las inmunoglobulinas y algunos componentes del
complemento, asi como la proteasa alcalina que tiene como substratos ciertos

componentes del complemento, la fibrina, la laminina, y el interferbn gamma.
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Ademas, también contribuyen a la destruccion de los tejidos las exoenzimas S y
T, las cuales son toxinas extracelulares que producen dafios en las células
epiteliales con el objetivo de facilitar la diseminacion de las bacterias, la invasion

tisular y la necrosis.

Aungue la patogénesis de PAE es multifactorial, el sistema de secrecion de tipo
lll, es el mayor determinante de virulencia. Este sistema de secrecion es comun
en muchos patdogenos Gram negativos, y funciona trasportando toxinas
directamente desde la bacteria adherida a la célula eucariota. En las infecciones
respiratorias humanas, este sistema de secrecion se asocia a un incremento del
riesgo de mortalidad de hasta seis veces, aunque en el medioambiente juega un
papel importante en la supervivencia de este microorganismo tanto en el suelo,
como en el agua. El sistema de secrecién de tipo Ill se expresa en respuesta a
diversas sefales ambientales, incluyendo bajas concentraciones de Ca2+,
algunos componentes presentes en el suero, y el contacto con las superficies

celulares eucariotas®?.

2.2.4. Pseudomonas aeruginosa multiresistentes

Las elevadas tasas de mortalidad en las infecciones por PAE son debidas a su
alto nivel de resistencia intrinseca a los antimicrobianos, su gran capacidad de
desarrollar mecanismos de resistencia a través de mutaciones en su cromosoma
y a la posibilidad de adquirir nuevos determinantes de resistencia por

(32)

transferencia horizontal**”, la resistencia a los agentes antimicrobianos constituye

una importante amenaza para la salud publica en todo el mundo, PAE causa 1 de
cada 10 infecciones hospitalarias en los Estados Unidos y figura entre los seis
microorganismos farmaco resistentes mas peligrosos. Mas del 15% de las cepas
de Pseudomonas aeruginosa aisladas son resistentes a tres o0 mas clases de

antibioticos®".
PAE es resistente, tanto de manera natural como adquirida, a un gran nimero de
antibioticos, como cefalosporinas de primera y segunda generacion, tetraciclinas,

cloranfenicol y macrélidos. Esto se debe a las caracteristicas de su membrana

32



celular que tiene propiedades excepcionales de impermeabilidad. La resistencia a
los AB usualmente activos sucede en el medio hospitalario. Las cepas pueden
transmitirse entre ellas el material genético que induce la resistencia, incluso a
partir de otras bacterias Gram negativas como las enterobacterias. Otro factor
preocupante es la capacidad de PAE de tornarse resistente en el curso del

tratamiento.

Los mismos antibidticos son capaces de inducir los mecanismos de resistencia
gue un aislamiento tiene latentes. Otras sustancias como el zinc, componente de
una clase de catéteres urinarios, también inducen cambios moleculares que
activan la resistencia a imipenem. Se ha evidenciado que en 10.2% de los
tratamientos para PAE emerge una cepa resistente que antes del tratamiento era
sensible. Esta induccién de resistencia varia dependiendo de cada antibi6tico. Por
ejemplo, ceftazidima, una cefalosporina de tercera generacion con actividad
antipseudomonas, tiene el mas bajo riesgo de inducir resistencia en bacterias
previamente sensibles a ceftazidima; en contraste, imipenem presenta la mas alta

tasa de emergencia de resistencia después del tratamiento(”.

2.2.5. Mecanismos de resistencia de Pseudomonas aeruginosa

Una de las caracteristicas mas preocupantes de PAE es su elevado nivel de
resistencia intrinseca a los antibiéticos (algunos [-lactamicos, amoxicilina-
clavulanico, cloranfenicol, macrolidos, novobiocina, sulfonamidas, tetraciclinas o
trimetoprim), asi como su gran capacidad de desarrollo de nuevas resistencias a
través de mutaciones en su cromosoma. En este sentido, cabe destacar la
hiperproduccién de la B-lactamasa cromosomica tipo AmpC, confiriendo
resistencia a todas las penicilinas y cefalosporinas. Es caracteristica también de
PAE la resistencia mediada por la hiperexpresion de alguna de las mdultiples
bombas de expulsién y que dependiendo de la bomba implicada, pueden afectar a
practicamente todos los B-lactdmicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos. Por
altimo, cabe destacar también la represion o inactivacion de la porina OprD, que
confiere resistencia a los carbapenemas. Por otro lado, PAE es capaz de adquirir

nuevos determinantes de resistencia por transferencia horizontal. Esta gran
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capacidad de desarrollar resistencia reduce enormemente el abanico de opciones
antibiéticas disponible®®. Esta es la bacteria patdgena humana que relne

mecanismos de virulencia y panresistencia muy graves ©®.

2.2.5.1. Inactivacion de la porina OprD

La porina OprD forma un canal transmembrana por el que pueden acceder los
carbapenemas y no otros B-lactdmicos, la represién o pérdida de la porina OprD
estdn asociadas con resistencia a imipenem Yy sensibilidad reducida a
meropenem. Este mecanismo de resistencia es el mas comiunmente asociado a la

resistencia a imipenem en PAE ©3),

2.2.6. Carbapenemasas

Las carbapenemasas representan la familia mas versatil de las -lactamasas.
Tienen la capacidad de hidrolizar tanto a los carbapenémicos como a otros [3-
lactdmicos. Ademas presentan la caracteristica de ser resistentes contra la accion
de los inhibidores de B-lactamasas disponibles. Pueden estar codificadas en el
cromosoma bacteriano o estar presentes en elementos genéticos moviles. Se ha
propuesto una clasificacion en dos grupos: serin carbapenemasas que pertenecen
a la clase molecular A o0 D de Ambler y metalo-B-lactamasas (MBLS) que
corresponden a la clase B de Ambler, denominadas asi por la dependencia de
metales como el zinc para su funcionamiento. Estos grupos difieren en su
mecanismo de hidrdlisis, el modo de transferencia y la accion de los

inhibidores®¥.

La resistencia a carbapenémicos estd asociada con la presencia de
carbapenemasas de las clases A (KPC, GES, BIC) y B (VIM, IMP, SPM, NDM,
DIM, AIM, FIM) y en menor proporcién, D (OXA-40), pérdida o reduccion de la
expresion de la porina OprD; hiperexpresion de los sistemas de expulsion Mex
(principalmente MexAB-OprM y, en menor proporcion, MexCD-OprJ y Mex XY-
OprM), y sinergia entre alteraciones de permeabilidad y expresion de bombas de
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expulsion con presencia de hiperexpresiéon de la enzima AmpC cromosdmica 0 sin

Figura 1: Clasificacion de las carbapenemasas?.

2.2.6.1. Serincarbapenemasa

ella®.
CARBAPENEMASAS
Tipo serina Metalo B lactamasas
residuo de serina en Cationes divalentestipo
el sitio activo. Zinc como cofactor.
Clase A Clase D Clase B
\ / \ V4
NMC-A KPC1-4 GES-2 OXAType IMPVIM
SME-1.3 K. pneumoniae P. aeruginosa A. baumanni SPM-1 CIM-1
IMI-1 S. marcescens SIM
Enterobacter sp. Enterobacter sp. S. marcescens
S. marcescens C. freundii K. pneumoniae
P. aeruginosa E. cloacae
E. coli
P. aeruginosa
A. baumanni

Las serin carbapenemasas clase A hidrolizan penicilinas, cefalosporinas (en

menor grado cefalosporinas de tercera y cuarta generacion), monobactamicos y

carbapenémicos

(34

, a excepcién de las cefamicinas; estas enzimas fueron

descritas por primera vez en un aislamiento de Klebsiella pneumoniae en los

Estados Unidos y han sido reportadas desde su aparicion en varios paises del

mundo, principalmente en la familia Enterobacteriaceae, pero su aparicion en

35


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0123-93922008000300007(42)

otras familias de bacterias ha ido en aumento en los ultimos afios debido a la gran
facilidad de transferencia del gen codificante por encontrarse principalmente en
elementos genéticos moviles como son los plasmidos. La presencia de este tipo
de enzimas implica en aislamientos hospitalarios una fuente importante de
diseminacion y aparicion de brotes con bacterias resistentes a los 3-lactamicos v,

por tal motivo, dificultad en el tratamiento de las infecciones®®.

Su actividad hidrolitica depende del sustrato sobre el que acttan, por ejemplo,
SME-3 y KPC-2 hidrolizan mejor el Imipenem que el Doripenem y son levemente
inhibidas por el acido clavulanico y el tazobactam. Las carbapenemasas clase A
pueden dividirse fenotipicamente en seis diferentes grupos, de los cuales cuatro
grupos estan formados por miembros de las enzimas SME, IMI/NMC-A, KPC y
GES/IBC, que se caracterizan por tener en comun tres motivos altamente
conservados esenciales para su actividad, mientras que SHV-38 y SFC-1
constituyen cada una un grupo diferente. Estas enzimas usualmente se
encuentran presentes en bacterias que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, sin embargo han sido reportadas en aislamientos de
Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanni,
Enterobacter cloacae, Serratia marcenses y Klebsiella spp., en casos aislados o

causantes de pequefios brotes, procedentes de diferentes partes®®.

Se han descrito diversas enzimas pertenecientes a este grupo: PSE-1 (CARB-2),
PSE-4 (CARB-1), CARB-3, CARB-415. Las enzimas PSE-1, PSE-4 y CARB-3 son
similares ya que solo difieren en 1 o 2 aminoacidos pero, en cambio, solo
comparten un 86,3% de homologia con CARB-416. Las cepas con
carbenicilinasas (CARB) pueden manifestar una sensibilidad variable a cefepimay
aztreonam pero, en ausencia de otros mecanismos de resistencia, siempre son

sensibles a ceftazidima y carbapenémicos®?.

Las oxacilinasas (enzimas tipo OXA) son enzimas de clase D, representan un
amplio grupo de enzimas con un espectro hidrolitico muy desigual que
generalmente estan codificadas por genes integrados en plasmidos o integrones.

Una caracteristica de estas enzimas es que no se inhiben con acido clavulanico,
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sulbactam o tazobactam, con la excepcibn de OXA-18, lo que dificulta su
deteccién en el laboratorio.

Las enzimas OXA clasicas (OXA-1, OXA-2, OXA-10) se caracterizan por
determinar resistencia a carboxipenicilinas y ureidopenicilinas, pero no a
ceftazidima. En el subgrupo OXA-1 se incluye OXA-31, que deriva de OXA-1 por
la substitucion de 2 aminoacidos. Ambas tienen la capacidad de hidrolizar a

cefepima pero no a ceftazidimaV.

2.2.6.2. Metalocarbapenemasa

Este es quiza el grupo més relevante de carbapenemasas debido tanto a su
diversificacion estructural como a su diseminacion practicamente mundial y en
diferentes especies bacterianas®”. Las MBL no son inhibidas por &cido

clavulanico, sulbactam, tazobactam, ni por acido 3-aminofenil borénico (APB).

En cambio, el EDTA es capaz de inhibir las MBLs y por esta razon se utiliza para
detectar la presencia de éstas enzimas®®, tipicamente hidrolizan todos los B-
lactdmicos excepto monobactamicos, pertenecen al grupo B de Ambler y 3a 'y 3b
en la clasificacion de Bush. Son sensibles al aztreonam, tienen dos familias
importantes la VIM y la IMP , poseen baja homologia en sus aminoéacidos ( 30% ),
pero tienen propiedades similares, son transferibles, la mayoria se encuentra en
genes casetes localizados en integrones tipo 1 y en ocasiones en plasmidos y
transposones, habitualmente estas enzimas estan asociadas con otros genes de
resistencia ubicadas en los mismos genes casetes lo cual le permite tener
resistencia a multiples antibiéticos como: a los B- lactamicos (oxiimino,

cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemas), aminoglucésidos y quinolonas®®.

La adquisicién de estos genes potencialmente puede conferir resistencia a un
amplio espectro de antibiéticos B-lactamicos y en algunas ocasiones pueden estar
asociados con genes que confieren resistencia a aminoglicésidos, por lo que se
pueden identificar bacterias con un fenotipo de aminoglicosidos. Dentro de las
MBLs se distinguen ocho grupos: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, AIM, DIM, NDM y
KHM®?,
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Las enzimas mas importantes son de tipo IMP y VIM constituyen las mas
ampliamente diseminadas en el mundo. Estas han sido descritas principalmente
en PAE y otros microorganismos no fermentadores, y con menor frecuencia en

enterobacterias“?.

2.2.7. Clasificacion de las carbapenemasas segun Ambler y Bush

Clasificacion general de las carbapenemasas.
Clase ‘ Inhibicion por —
molecular’  Enzimas ATM  Microorganismos S
(Grupo CLA EDTA genévca
funcional’)
A(2) Sme, IMI,LNmcA ¢ . R Serralia marcscens Crom
Enterobacter cloacae
KPC + . R Enterobactenias Pl
GES . . R Enterobactenas Pl
Pseudomonas aeruginosa
B(3) u . +  SR' Stenotrophomonas maktophilia  Crom
CerA Bacteroides. fragilis
Cpha Aeromonas hydrophila
Bell Bacillus cereus
IMP, SPM, SIM, - + S Enterobacterias Pl (Crom)*
GIM, VIM, AIM, Pseudomonas spp.
DIM, KHM, NDM BGNNF
D (2df) OXA (OXA-48) t - S Acinetobacter baumannii, Crom, Pi
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacterias

“Sequn la clasficacion de Ambler, “sequn la clasficacién de Bush y Jacoby, 2010; ‘puede aparecer resistente por la
coexistencia con olros mecanismos de resistenca, ‘ocasionalmente de codificacién cromosémica, CLA, dcido clavuldnico;
ATM, aztreonam; BGNNF, bacilos gramnegativos no lermentadores, PI, plasmidica; Crom, cromosdmica

Figura 2: Clasificacién general de las carbapenemasas segtin Ambler y Bush®.
2.2.7.1. Grupo funcional 2df / Clase Molecular D: Oxacilinasas o de tipo OXA

Las carbapenemasas de tipo OXA pueden ocurrir naturalmente en algunos

organismos gram negativos, asi como pueden ser adquiridas por la incorporacion
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de material genético. Las carbapenemasas de tipo OXA son designadas con las

siglas CHDLs, por Carbapenem-Hidrolysing class D B-lactamasas.

Las CHDLs presentan capacidad de hidrolizar carbapenemes en tanto que no
presentan actividad sobre aztreonam y cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion. Basado en la identidad de sus secuencias de aminoacidos, estas
enzimas pueden ser divididas en cuatro subgrupos: OXA-23; OXA-24, cuya
secuencia es idéntica a OXA-40; OXA-58 y OXA-143. Hasta hace poco, la
produccion de CHDL era restringida a muestras de Acinetobacter spp., la
produccion de OXA-40 fue identificada en un aislamiento de Pseudomonas

aeruginosa recuperado en Espafia®.

2.2.7.2. Grupo funcional 2f / Clase molecular A: Serino-carbapenemasas

Las B-lactamasas clasificadas en el grupo funcional 2f presentan residuos de
serina en sus sitios activos, son sensibles a la accion de los inhibidores de serino-
B-lactamasas y son capaces de hidrolizar a los carbapenemas. Las enzimas SME,
IMI'y NMC clasificadas en este grupo fueron, hasta el momento, descritas
Gnicamente en enterobacterias. La enzima Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) fue descrita por primera vez en 2001 en Estados Unidos,
luego de su descubrimiento fueron descritas en diferentes regiones de América,
Europa y Asia. Recientemente, aislados de Pseudomonas aeruginosa productoras
de enzimas de tipo KPC ya fueron identificados en algunos paises de América

Latina, como Colombia, Trinidad y Tobago, Puerto Rico y Argentina®?.
2.2.7.3. Grupo funcional 3/ Clase Molecular B: metalo-B-lactamasas

Las metalo-B-lactamasas (MBL) poseen cuatro caracteristicas principales: (a)
Poseen actividad contra los carbapenemes, (b) No hidrolizan los monobactamicos
como el aztreonam, (c) Son inhibidas por quelantes como el EDTA o el Mercapto
acetato de Sodio; y (d) Requieren cationes divalentes, generalmente Zn+2 como

cofactor para su actividad catalitica. Ademas de esto las MBL no son inhibidas por
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los antibidticos suicidas (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam) que
bloguean la accion de las serino-p-lactamasas.

Diversas familias de MBL han sido identificadas hasta el momento, por sus
caracteristicas bioquimicas fueron divididas en tres subgrupos. El primero de
ellos, el subgrupo 3a incluye enzimas con amplio espectro de hidrolisis para
penicilinas, cefalosporinas e imipenem, muchas enzimas de este subgrupo
necesitan de Zn+2 para su actividad. El subgrupo 3b comprende enzimas que
hidrolizan carbapenemes preferencialmente, siendo consideradas las verdaderas
carbapenemasas, todas las enzimas de este subgrupo necesitan Zn+2 para su

actividad y son inhibidas por EDTA.

Las MBL son producidas constitutivamente por algunas especies bacterianas
como: Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas sp. entre tanto
a partir de la década de los 90’, nuevos genes que codifican MBL, conocidas
como MBL moéviles o adquiridas, han sido descritos mundialmente en bacterias de
importancia clinica como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter y algunas
enterobacterias y estdn en general localizados o asociadas a estructuras

genéticas moviles.

Los genes dominantes de MBL son aquellos que codifican para las enzimas
adquiridas IMP y VIM, cada uno con variantes alélicas. Luego han sido descritos
los genes codificantes de enzimas SPM (Brasil), GIM (Alemania), SIM (Corea),
AIM (Australia), KHM (Japon), NDM (India), DIM (Holanda) y TMB (Libia), estas
menos diseminadas por el mundo. Entre las clases MBLs adquiridas, IMP, VIM,

SPM, GIM y AIM, han sido identificadas en Pseudomonas aeruginosa®V.
2.2.8. Test de Acido Etilenodiamino Tetracético (EDTA)
EDTA es un agente quelante que posee la capacidad de atrapar estos iones

metalicos y por consiguiente inhibir la accion de la enzima, por lo que en esta

prueba se utiliza el EDTA como inhibidor de MBL.
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Para realizar la prueba se utiliza una placa de agar Mueller-Hinton (MH), esta
placa es sembrada con un indculo estandarizado (0,5 McFarland), luego se coloca
un disco EDTA y posteriormente se colocé a cada lado del disco de EDTA un
disco de IMIPENEM y MEROPENEM a una distancia de 15mm de centro a
centro. Una vez colocados los discos, se incubo la placa en atmosfera aerdbica a
35+2°C de 18 a 24h. Después de la incubacion se procede a realizar la lectura de
la prueba, esta se considera positiva cuando se observa una ampliacion o
distorsion (efecto sinérgico) entre los discos de imipenem y meropenem con el
disco de EDTA %),

2.2.9. Test de Acido borénico (APB)

Existen estudios que proponen la utilizacion de pruebas confirmatorias mediante
la técnica de difusion de doble disco al cual se le afiade inhibidores selectivos, en
este estudio se sefiala la capacidad del acido borénico de inhibir de manera
reversible a las enzimas de clase C y a las serin-carbapenemasas tipo KPC, GES,
NMC-IMI. Por esta razén se considera al test con acido 3- aminofenil borénico un

screening para la deteccion de carbapenemasas; siendo Util para el control de

falsos positivos®”.

2.3. Hipotesis.

En esta investigacion no se plantea una hipotesis al ser un trabajo descriptivo.

2.4 Variable.

Variable I: Carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa.

Variable Il: Aislados de pacientes hospitalizados.

2.5.0peracionalizacion de variables.
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DEFINICION DEFINICION
VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Carbapenemasas es un La resistencia dada
mecanismo de resistencia | por serin o Metalo
- . Sinergia con EDTA
de gran importancia en metalocarbapenemasa en | carbapenemasa
PAE, pues las cepas PAE pueden hidrolizar a
Carbapenemasas o
productoras en general todos los betalactamicos
en Pseudomonas )
_ resultan resistentes no causando gran
aeruginosa ] o ] ]
sélo a imipenem y importancia en su
meropenem, sino también | deteccion en el hospital Serin
a otros antibioticos nacional de San Juande | carhapenemasa Sinergia con APB

betalactamicos™.

Miraflores.

Aislados de pacientes

hospitalizados

PAE es un patégeno
oportunista causante de
multiples infecciones en
pacientes hospitalizados,
este microorganismo
desarrolla facilmente
resistencia a diversos

antibioticos.

En el hospital nacional de
San Juan de Miraflores,
PAE es causante de
infecciones en pacientes
hospitalizados de
diversos servicios y
provenientes de distintas
muestras biologicas
causando resistencia a

diversos antibioticos.

Tipo de muestra

Biolégica

- Urocultivo

- Aspirado bronquial
- Hemocultivo

- Secrecion bronquial
- Pie diabético

- Secrecion traqueal
- Punta catéter

- Secrecion herida

- Esputo

- Secrecion vaginal

- Secrecion escara
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- Liquido pleural

- Liquido abdominal
- Lavado bronquial

- Secrecion faringea

- Secrecion mama

Servicio de

Procedencia

- Uci

- Oncologia

- Cirugia

- Medicina

- Ginecologia

- Observacion

- Pediatria
- Neumologia
] - Sensible
Perfil de )
o - Intermedio
susceptibilidad ]
- Resistente

2.6. Matriz de consistencia.
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DEFINICION DEFINICION
PROBLEMA OBJETIVO VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES
CONCEPTUAL OPERACIONAL
General: Carbapenemasas La resistencia
€s un mecanismo dada por serin o Metalo
Determinar que de resistencia de metalocarbapene carbapenemasa Sinergia con EDTA
oué g tipos de gran importancia en | masaen PAE
; Qué tipos de
¢ ) P carbapenemasas PAE, pues las pueden hidrolizar
carbapenemasas
P se encuentran en Carbapenemasas | cepas productoras | a todos los
se encuentra en
pseud Pseldamonas en Pseudomonas | en general resultan | betalactamicos
seudomonas i
. aeruginosa en aeruginosa resistentes no sélo | causando gran
aeruginosa en i
. 3 g aislados de a imipenemy importancia en su
aislados de i i
. pacientes meropenem, sino | deteccion en el Serin Sinergia con APB
acientes itali
s italizados d hospitalizados de también a otros hospital nacional carbapenemasa
ospitalizados de i i
: o un hospital nacional antibiéticos de San Juan de
un hospita
_ P en San Juan de betalactamicos™®. | Miraflores.
nacional en San | wjiraflores de enero
Juan de a junio, Lima-2017.
Miraflores de ) )
o PAE es un En el hospital - Urocultivo
enero a junio, ificos:
. Especificos: _ patégeno nacional de San - Aspirado bronquial
Lima-2017? Aislados de ] . .
oportunista Juan de Tipo de muestra | - Hemocultivo
—Establecer la pacientes

frecuencia de
Pseudomonas

aeruginosa en

hospitalizados

causante de
multiples
infecciones en

pacientes

Miraflores, PAE
es causante de
infecciones en

pacientes

Biolbgica

- Secrecion bronquial
- Pie diabético
- Secrecion traqueal

- Punta catéter
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aislados de
pacientes

hospitalizados.

—Determinar el
perfil de
susceptibilidad de
Pseudomonas
aeruginosa en
aislados de
pacientes

hospitalizados.

—ldentificar la
distribucion segun
el tipo de muestra
bioldgica y
servicio de
procedencia de
Pseudomonas
aeruginosa en
aislados de
pacientes

hospitalizados.

hospitalizados, este
microorganismo
desarrolla
facilmente
resistencia a
diversos

antibioticos®.

hospitalizados de
diversos servicios
y provenientes de
distintas muestras
biolégicas
causando
resistencia a
diversos

antibioticos.

- Secrecion herida

- Esputo

- Secrecion vaginal
- Secrecion escara

- Liquido pleural

- Liquido abdominal
- Lavado bronquial

- Secrecion faringea

- Secrecion mama

Servicio de

Procedencia

- Uci

- Oncologia

- Cirugia

- Medicina

- Ginecologia

- Observacion

- Pediatria
- Neumologia
_ - Sensible
Perfil de )
o - Intermedio
susceptibilidad _
- Resistente
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—ldentificar la
distribucién segun
el tipo de muestra
biolégica y el
servicio de
procedencia de
Pseudomonas
aeruginosa
productoras de
carbapenemasas
en aislados de
pacientes

hospitalizados.

—Determinar la
prevalencia de
carbapenemasas
en Pseudomonas
aeruginosa en
aislados de
pacientes

hospitalizados.

46




CAPITULO llI;
DISENO METODOLOGICO
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l1l. DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo de investigacion.

El proyecto presenta un estudio de ciencia basica, prospectivo, transversal y
descriptivo.

3.1.1. Metodologia

Estudio sin intervencioén, disefio de un estudio observacional.

3.2. Ambito de Investigacion.

El Hospital Nacional de San Juan de Miraflores, es una institucién prestadora de
servicios de salud nivel llI-I de acuerdo a la RD N° 425-06-DISA-1I-LS/DL de fecha
01 de setiembre del 2006. Funciona como unico centro de referencia en el Cono
Sur de Lima Metropolitana (desde Barranco, Chorrillos, Surco, San Juan de
Miraflores) y referente de provincias; brindando una atencion integral basica en
los servicios de Salud a la poblacién, de distritos urbanos, marginales y rurales

gue representan aproximadamente 2864 000 personas.

El servicio de microbiologia se encuentra dividido por areas como: parasitologia,
urocultivo, coprocultivo, micologia, secreciones, preparacion de medios y
esterilizacion; cuentan con 10 profesionales: tres bidlogos, cinco técnicos y un
patélogo en el turno de la mafiana y por la tarde con un biélogo. Cada personal
tiene un area designada, donde las muestras se recepcionan hasta el mediodia y
las muestras posteriores son procesadas en la tarde, la cantidad promedio de
muestras que llegan diariamente por area son; 50 en urocultivo, 30 en
parasitologia, 5 en coprocultivo, 35 en secreciones y 5 en micologia. De estas
muestras las bacterias que mas predominan son Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y como tercer lugar la Pseudomonas aeruginosa causante de
multiples infecciones en pacientes hospitalizados, siendo asi de gran importancia

para realizar una investigacion.
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Por esta razbn en nuestro trabajo de investigacion se obtuvo cepas de
Pseudomonas aeruginosa del servicio de microbiologia aisladas de pacientes
hospitalizados para poder determinar qué tipos de carbapenemasas se

encuentran, ya sea de tipo metalocarbapenemasa y serincarbapenemasa.

3.3.Poblacion y muestra.

3.3.1. Poblacién

Conformada por 150 cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes
hospitalizados de un Hospital Nacional en San Juan de Miraflores en el periodo de
enero a junio del 2017.

3.3.2. Muestra

Se trabaj6 con las 150 cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes
hospitalizados de un Hospital Nacional en San Juan de Miraflores en el periodo de
enero a junio del 2017.

No se realiz6 la formula por qué se uso todas las muestras obtenidas.

3.3.3. Muestreo

Se utilizé el muestreo no probabilistico por conveniencia.

3.3.4. Marco muestral

Se detalla en anexo. (Ver tabla 2)

3.3.5. Unidad de anélisis
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Cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes hospitalizados de un

Hospital Nacional en San Juan de Miraflores de enero a junio, lima-2017.

3.3.6. Criterios de selecciodn

» Criterios de inclusién

Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes hospitalizados de un Hospital

Nacional en San Juan de Miraflores de enero a junio, lima-2017.

> Criterios de exclusion

Seran excluidos los cultivos obtenidos por segundo a mas aislados de pacientes
hospitalizados de un Hospital Nacional en San Juan de Miraflores de enero a

junio, lima-2017.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Para nuestro estudio de investigacion el instrumento, es la ficha de recoleccién de
datos basados en las dimensiones e indicadores de las variables del estudio, que
cuenta con la fecha, nimero de muestra, tipo de muestra, servicio de procedencia
y para cada cepa se realizo el respectivo antibiograma para obtener el perfil de
susceptibilidad por el método de Kirby Bauer, medimos el halo de inhibicién para
hallar si es sensible, intermedio o resistente, para cada antibiético utilizado
(amikacina, gentamicina, ceftazidima, piperacilina/tazobactam, ciprofloxacina,
aztreonam, meropenem, imipenem, cefepime) y finalmente concluimos con la
interpretacion, para las muestras sospechosas a carbapenemasas se realizo el
test correspondiente, segun la presencia de sinergismo en APB O EDTA,
podremos identificar qué tipo de carbapenemasas es: metalocarbapenemasa o

serincarbapenemasa. (Se detalla en anexo, ver tabla 1).

3.5. Plan de procesamiento y andlisis de datos.

Seleccion y conservacion de muestras
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Se recolectaron 150 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa considerando la
primera cepa aislada de los pacientes hospitalizados, que fueron correctamente
identificados con pruebas bioquimicas en el laboratorio del servicio de
microbiologia del hospital nacional del distrito de san juan de Miraflores, estas
cepas fueron almacenadas y conservadas en agua destilada estéril a temperatura
ambiente protegidos de la luz, que fueron transportadas a un laboratorio para ser
procesadas, para el estudio los aislamientos fueron recuperados de diferentes

tipos de muestras bioldgicas y servicios.

Los datos epidemioldgicos de estos aislamientos se encuentran detallados en la
ficha de recoleccion de datos. Las cepas obtenidas cuentan con un codigo
referente al area de microbiologia del hospital, que fueron remplazadas por
nosotros para nuestra investigacion con nameros correlativos correctamente
rotulados en viales, teniendo en cuenta el mismo numero en su cultivo y en el

almacenamiento de los datos.

Pruebas de susceptibilidad por disco difusion (Kirby Bauer)

Se llevé a cabo pruebas de susceptibilidad mediante la técnica de disco difusion,
de acuerdo con la recomendaciones de puntos de cortes de la "Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI M100-2017)“®. Se incluyeron discos que

contienen:
DISCOS MICROGRAMOS
AMIKACINA (AK) 30ug
GENTAMICINA (GE) 10ug
PIPERACILINA/TAZOBACTAN (TZP) 100/10ug

CIPROFLOXACINO (CIP) 5ug
AZTREONAM (AZT) 30ug
MEROPENEM (MEN) 10ug
IMIPENEM (IPM) 10ug
CEFEPIME (FEP) 30ug
CEFTAZIDIMA (CAZ) 30ug

Los halos de inhibicion para cada uno de los antimicrobianos se registraron e

interpretaron de acuerdo con las normas CLSI M100 (2017).
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Algoritmo para la sospechas de carbapenemasas

Para las sospechas de carbapenemasas se tomd en cuenta el algoritmo
recomendado por el Servicio Antimicrobianos del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas, Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos
de Salud INEI-ANLIS Dr. Carlos G. Malbran para la deteccion de

carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa “*.

~ ™
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Figura 3: Algoritmo recomendado por INEI-ANLIS Dr. C. Malbran para la
deteccién de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa?.
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http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2013/01/CBP-PAE.pdf(44)

Determinar qué tipos de carbapenemasas se
encuentran en Pseudomonas aeruginosa

Cepas de aisladas de pacientes
hospitalizados

Antibioticos de
acuerdo a CLSI
M100 - 2017

Realizar perfil de
susceptibilidad

Método de Kirby
Bauer (disco
difusion)

Cepas sospechosas a
carbapenemasas de acuerdo al
algoritmo INEI-ANLIS-Malbran

Discos:
Meropenem <=23
Ceftazidima <=22

Las sospechosas se
confirmaron

EDTA

Distancia de
1.5cm de

borde a

Sinergismo en
meropenem o
imipenem

ABP

borde entre
los

antibiéticos y

el inhibidor.

Sinergismo en
meropenem o
imipenem

Tipo de carbapenemasa

Metalocarbapenemasa

Serincarbapenemasa

Cepas positivas fueron

procesadas por el equipo Vitek2.

Fuente: Datos de la investigacion.
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La prueba fenotipica para el hallazgo de metalocarbapenemasa vy
serincarbapenemasa, utilizamos la técnica de aproximacion de discos. Esta
suspension se inoculé de manera uniforme con la ayuda de un hisopo en placas
de agar Mueller-Hinton de 4mm y se dejo la placa reposar por 5 minutos para que
absorba el exceso de humedad. Los discos de EDTA y APB estuvo situado en el
centro de la placa de Petri y se coloc6 en cada lado de los discos sustratos que
contienen Imipenem (IPM) 10ug y Meropenem (MEN) 10ug, respetando la
distancia de 1.5cm de borde a borde entre los discos con antibioticos y el

inhibidor. Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37 ° C.

Analisis de datos

Los datos fueron extraidos y clasificados de acuerdo a la ficha de recoleccién de
datos de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa en aislados de
pacientes hospitalizados, se clasificaron segun nuestros objetivos indicados, para
el andlisis de datos se registraron en el programa de Microsoft Excel 2010 y luego

se procedi6 a calcular los datos obtenidos del estudio.

Para el orden de los datos en relacidén al analisis estadistico descriptivo se uso
que tipos de carbapenemasas se encuentran en Pseudomonas aeruginosa,
teniendo en cuenta nuestros indicadores cualitativos, esto se presento6 en tablas y
se expreso los resultados en porcentaje, donde también se presentaron los datos
en graficos de barras y graficos circulares para que permitan el analisis adecuado

de la investigacion.

3.6. Aspectos éticos.

En nuestro estudio nos comprometemos a cumplir las normas éticas de la
declaracion de Helsinki, los datos no seran vulnerados y se mantuvo la
confidencialidad absoluta de los datos e identidad de los pacientes, ya que solo se
utilizaron las muestras de acuerdo al criterio de inclusion, para el desarrollo de la

tesis.
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CAPITULO IV:
RESULTADOS Y DISCUSIONES
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Resultados

Tabla N° 1. Frecuencia de Pseudomonas aeruginosa

en aislados de

pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de Miraflores

de enero ajunio, Lima-2017.

Microorganismo Numero de (%)
aislamientos

Escherichia coli 734 44.3
Klebsiella pneumoniae 259 15.6
Pseudomonas aeruginosa 150 9.0
Staphylococcus epidermidis 87 5.2
Acinetobacter baumannii 74 4.5
Enterobacter cloacae 71 4.3
Staphylococcus aureus 64 3.9
Proteus mirabilis 48 2.9
Pseudomonas sp. 27 1.6
Citrobacter freundii 24 14
Staphylococcus haemolyticus 21 1.3
Morganella morganii 19 11
Stenotrophomonas maltophilia 15 0.9
Staphylococcus saprophyticus 12 0.7
Burkholderia cepacia 10 0.6
Proteus vulgaris 10 0.6
Serratia marcescens 9 0.5
Enterococcus faecaliss 8 0.5
Staphylococcus intermedius 8 0.5
Shigella sp. 5 0.3
Salmonella enterica 2 0.1
Aeromonas hydrophila 1 0.1

TOTAL 1658 100

Fuente: Datos de la investigacién.
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Gréafico N° 1. Frecuencia de Pseudomonas aeruginosa en aislados de

pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de Miraflores
de enero ajunio, Lima-2017.
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A partir de 1658 bacterias aisladas durante el periodo de enero a junio del 2017
en el hospital nacional de San Juan de Miraflores se encontraron 150 (9,0%)
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa ocupando el tercer lugar, luego de

Klebsiella pneumoniae con 259 (15,6%) y Escherichia coli con 734 (44,3%).
(Tabla n° 1, Grafico n° 1).
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Tabla N° 2. Perfil de susceptibilidad de Pseudomonas aeruginosa en
aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de

Miraflores de enero a junio, Lima-2017.

Antibioticos % Sensible % Intermedio % Resistente

Imipenem 45 6 49
Meropenen 53 1 47
Ceftazidima a7 3 51

Piperacilina / Tazobactan 51 17 31
Gentamicina 4] 4 49
Ciprofloxacino a3 2 50

Aztreonam 3/ 11 51

Cefepime 47 6 47
Amikacina 54 4 42

Fuente: Datos de la investigacion.
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Gréafico N°2. Perfil de susceptibilidad de Pseudomonas aeruginosa en

aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de

Miraflores de enero a junio, Lima-2017.
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Respecto al perfil de susceptibilidad de los 150 aislamientos de Pseudomonas

aeruginosa, los antibiéticos que presentaron mayor resistencia fueron; ceftazidima

(51%),

aztreonam (51%), seguido por ciprofloxacina (50%); y con una menor

resistencia a piperacilina / tazobactam (31%). La mayor sensibilidad se presento

en amikacina (54%), meropenem (53%), piperacilina tazobactam (51%); y con una

menor sensibilidad aztreonam (37%). (Tabla n° 2, Gréfico n° 2)
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Tabla N°3. Distribucion segun tipo de muestra biolégica de Pseudomonas
aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional

en San Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017.

Muestra Biologica

Cepas Uro AsBro Hemo S.Bo PDia STm PtCat SHer B SVagp S.Ese Lia.Pr Lig Abd Lav.Bro §.Mam §.Fry
Dhor o o o %o %o %o S %o oSk
T T T T O O A T VA O T B T A O I
Otos 751 97 65 043 91 105 82 66 B LB B 16 B 65 B B M U N D N MBI N H0ND Y Y
Toal 76D 100 48100 157 100 126 00 79100 58 100 8 100 76 100 9 400 f3 (00 22 {00 26 10045 100 28 100 ff 400 22 100 1658 100

Uro:Urocuto; As Br: Asirado Bronguie; Hemo: Hemocufie 3. Bro: Sereion Bronquial: P Did: P Diahedo: S.Tra: Seereion Traquea

Pt Gat: Punta e Getetr, . Her Serecidn de Heroe: Es: Esputo: 5. Vag: Seecion Vagina, . Esc: Secrecion e Escara; Lo, P Liguido Pleure

L, A Liioo abdominal; av. Bro: Lavado Bronquial, 5. Nem: Secrecion e Nemea; S.Fry: Secreion fainges

Total

Fuente: Datos de la investigacion.
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Grafico N°3.

Pseudomonas aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de

Distribucion segun el

hospital nacional en San Juan de Miraflores de enero ajunio, Lima-2017.
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En cuanto al tipo de muestra biolégica de un total de 1658 muestras que fueron

analizadas el mayor aislamiento de Pseudomonas aeruginosa se presentd en

secrecion traqueal 30 (19%), seguido de secrecion bronquial 23 (18%); y con una

menor cantidad de aislamientos fueron los urocultivos 25 (3%); y aspirados
bronquiales 3 (6%). (Tabla n° 3, Grafico n° 3).
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Tabla N°4. Distribucion segun el servicio de procedencia de Pseudomonas
aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional

en San Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017.

Servicio de Procedencia "
Cepas  UCI Observacion Oncologia Pediatria Medicina Cirugia Ginecologia Neumologia

D% on % o %o %% %o %o on %on Y%

PAE 31 8 20 5 106 7T 8 4&1MNKI 2 2 2109
Oros 145 80 %5 % 165 % 8 9 %989 155 84 149 95 85 98 1508 O

Total 176100 386 100 175 100 92 100 405 100 85100 152 100 &7 100 1658 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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Grafico N°4. Distribucion segun el servicio de procedencia de Pseudomonas
aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional

en San Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017.
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Con respecto al servicio de procedencia de Pseudomonas aeruginosa del total
de 1658 muestras biologicas, se observa que el servicio con mayor procedencia
es la Unidad de cuidados intensivos (UCI) 31 (18%); seguido de Cirugia con 30
(16%); y con una menor procedencia en Ginecologia con 3 (2%) aislamientos y

Neumologia con 2 (2%). (Tabla n° 4, Grafico n° 4).
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Tabla N°5. Cepas sospechosas a carbapenemasas en Pseudomonas
aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional
en San Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017.

Cepas N %
Sospechosas 80 53
No sospechosas 70 47
Total 150 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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Gréafico N° 5. Cepas sospechosas a carbapenemasas en Pseudomonas
aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional

en San Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017.

® Sospechosas #No sospechosas

Con respecto a las cepas sospechosas a carbapenemasas en Pseudomonas
aeruginosa, se observa que de los 150 aislamientos; 80 (53%) fueron
sospechosas a carbapenemasas y los que no cumplieron con los criterios de
sospecha fueron 70 (47%), obteniendo una mayor cantidad de sospechas a

carbapenemasas. (Tabla n° 5, Grafico n° 5).
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Tabla N°6. Prevalencia de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa en
aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de

Miraflores de enero a junio, Lima-2017.

Carbapenemasas n %
Positivo 3 4

Negativo 7 96
Total 80 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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Gréafico N°6. Prevalencia de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa

en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan

de Miraflores de enero ajunio, Lima-2017.

® Positivo & Negativo
3 (4 %)

Con respecto a la prevalencia de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa,

de los 80 aislamientos sospechosos a carbapenemasas se determind que 77

(96%) fueron negativos y las 3 (4%) restantes fueron positivos para

carbapenemasas. (Tabla n°® 6, Gréfico n° 6).
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Tabla N°7. Distribucidén segun el tipo de muestra bioldégica de Pseudomonas
aeruginosa productoras de carbapenemasas en aislados de pacientes

hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de Miraflores de enero a
junio, Lima-2017.

Muestra Biologica
Cepas Secrecion traqueal Secrecion bronquial ~ Otros TOTAL
Carbapenemasas  n % n % n % n %

Positivo 2 12.5 1 1 0 0 3 4
Negativo 14 87.5 13 93 50 10 77 %
Total 16 100 14 100 50 100 80 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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Gréafico N°7. Distribucién segun el tipo de muestra biolégica de
Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas en aislados de
pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de Miraflores

de enero ajunio, Lima-2017.
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En cuanto al tipo de muestra biolégica de Pseudomonas aeruginosa productoras
de carbapenemasas, de un total de 80 cepas sospechosas, la mayor frecuencia
de carbapenemasas fue en secrecion tragueal de 16 muestras fueron positivas 2
(12,5%) y la muestra con menor cantidad fue secrecion bronquial de 14 muestras
fue positiva 1 (7%). (Tabla n° 7, Gréfico n° 7).
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Tabla N°8. Distribucion segun el servicio de procedencia de Pseudomonas
aeruginosa productoras de carbapenemasas en aislados de pacientes

hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de Miraflores de enero a
junio, Lima-2017.

Servicio de Procedencia
Cepas UCl Medicina Otros TOTAL
Carbapenemasas  n % n % n % n %
Positivo 2 11 1 4 0 0 3 4
Negativo 16 89 24 9% 37 100 77 9%
Total 18 100 25 100 37 100 80 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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Grafico N°8. Distribucion segun el servicio de procedencia de Pseudomonas
aeruginosa productoras de carbapenemasas en aislados de pacientes
hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de Miraflores de enero a

junio, Lima-2017.
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Con respecto al servicio de procedencia de Pseudomonas aeruginosa
productoras de carbapenemasas, de un total de 80 cepas sospechosas, la mayor
cantidad de carbapenemasas se obtuvo del servicio de Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI) de 18 muestras fueron positivas 2 (11%) y el servicio con menor
cantidad fue Medicina de 25 muestras fue 1 (4%). (Tabla n°® 8, Gréfico n° 8).
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Tabla N°9. Tipo de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa en
aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de

Miraflores de enero a junio, Lima-2017.

Carbapenemasas  EDTA (Metalo) %
Positivo 3 4
Negativo 11 9%

Total 80 100

Fuente: Datos de la investigacion.
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Gréafico N°9. Tipo de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa en
aislados de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de

Miraflores de enero a junio, Lima-2017.
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Con respecto al tipo de carbapenemasas, se determind que de un total de 80
aislamientos sospechosos a carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa de
acuerdo al algoritmo recomendado por INEI-ANLIS Dr. C. Malbran, se analizé con
el test de EDTA, de estas se observaron 3 (4 %) cepas positivas con presencia
de efecto sinérgico entre imipenem y EDTA, correspondiente al hallazgo de
Metalocarbapenemasa y ningun cepa de Pseudomonas aeruginosa presento

serincarbapenemasa. (Tabla n° 9, Gréfico n° 9).
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Tabla N°10. Cepas positivas a metalocarbapenemasas en Pseudomonas

aeruginosa procesadas por el equipo Vitek2.

Concentracion Minima Inhibitoria (CIM)

N Antibioticos

Meropenem Imipenem Gentamicina Ciprofloxacino Cefepime Aztreonam Amikacina
39 >R >16R  <IS 1 >04R  >64R <28
66 >16R >16R  <IS 05 S >R >64R <28
117 >16R  >16R  <IS 1 >64R > 64R 43S

R: Resistente: *|: Intermedio: S: Sensible

Fuente: Datos de la investigacion.

Con respecto a las cepas positivas a metalocarbapenemasa en Pseudomonas
aeruginosa, las cepas se procesaron por el equipo Vitek2, se observé que las 3
cepas presentan una similar resistencia con; meropenem, imipenem, cefepime y
aztreonam. En cuanto a la sensibilidad se observa que también hay similitud con;
gentamicina y amikacina. Esto nos Indica que hay mayor resistencia que

sensibilidad en estas cepas positivas a metalocarbapenemasa. (Ver Tabla n° 10).
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4.2. Discusiones

La Pseudomonas aeruginosa es uno de los patégenos oportunistas humanos mas
importantes del género Pseudomonas, caracterizado por su alta virulencia y
mortalidad. Tradicionalmente considerado como un patdgeno oportunista
asociado a multiples infecciones®?, sin embargo su resistencia a los antibiéticos
ha empezado a emerger en varios lugares del mundo y ha involucrado
mecanismos de resistencia, entre ellos la produccion de enzimas que hidrolizan

carbapenemas?.

En nuestro estudio en cuanto a establecer la frecuencia de Pseudomonas
aeruginosa a partir de 1658 bacterias aisladas durante el periodo de enero a junio
del 2017, de pacientes hospitalizados de un hospital nacional en San Juan de
Miraflores, se encontr6 que los principales microorganismos mas aislados fueron
Escherichia coli (44,3%), Klebsiella pneumoniae (15,6%) y Pseudomonas
aeruginosa (9,0%) ocupando el tercer lugar, esta frecuencia es superior a los
estudios de Buitrago et al entre los afios 2010 y 2012 en Colombia donde se
encontr6 que de 123 798 aislamientos microbiologicos Escherichia coli tuvo
(52,7%), Klebsiella pneumoniae (12,8%), Staphylococcus aureus (9,1%) y (6,9%)
Pseudomonas aeruginosa®®. Segtin Villa et al en el afio 2009 en Colombia
encontr6 a Escherichia coli (23%) ocupando el primer lugar, seguido de
Staphylococcus aureus (10,4%), Staphylococcus epidermidis (8,2%) Klebsiella
pneumoniae (7,3%), y Pseudomonas aeruginosa (4,9%)“"; en estos estudios
realizados a diferencia de nuestro trabajo, los resultados obtenidos son menores
que el de nuestra investigacién, pero segun Saavedra et al en el 2014 nos
menciona que PAE se encuentra dentro de los cinco microorganismos mas

aislados en hospitales de Latinoamérica®. (Ver Tabla n° 1, Grafico n° 1).

Con respecto al perfil de susceptibilidad de los 150 aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa, se encontr0 que los antibioticos que presentaron una mayor
resistencia fueron ceftazidima (51%), aztreonam (51%), ciprofloxacina (50%),
seguido por imipenem (49%), gentamicina (49%), estos resultados son muy
similares con lo mencionado en el articulo de Giraldo et al en el 2014 en Colombia

indica que el antibiético con mayor resistencia a Pseudomonas aeruginosa fueron
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aztreonam (51,2%), ceftazidima (69,2%), ciprofloxacina (72,2%), imipenem
(68,8%), y gentamicina (73,2%)®, sin embargo nuestro estudio también muestra
similitud con la investigacion de Saavedra et al en el 2014 en Colombia, en
cuanto a sus resultados de mayor resistencia fueron; imipenem (94,6%),
ceftazidima (61,8%), gentamicina (67,3%), ciprofloxacina (80%), pero con
respecto a los porcentajes hay diferencias®®. Por otro lado la mayor sensibilidad
se presentd en amikacina (54%), meropenem (53%), piperacilina / tazobactam
(51%) y seguido por ciprofloxacina (48%), demostrandose una menor similitud con
los resultados de sensibilidad antibiética de lo estudiado por Mena et al en el 2012
en Argentina presentando una sensibilidad mayor en amikacina (52%),
piperacilina / tazobactam (58%), imipenem (84%), meropenem (78%) vy
ciprofloxacina (46%)?Y. (Ver Tabla n° 2, Grafico n° 2)

En cuanto al tipo de muestra biolégica de Pseudomonas aeruginosa, el mayor
aislamiento se present6 en secrecion traqueal (19%), seguido de secrecidn
bronquial (18%), estos resultados tienen concordancia con otras investigaciones,
como en el estudio de Gonzales en el 2013 en Peru, nos indica que las muestras
donde se aislaron la mayor cantidad de Pseudomonas aeruginosa fueron de
origen respiratorio (51,3%), asi mismo en la investigacion realizada por Arango
en el 2013 al 2014 en Colombia observo que las muestras biolégicas de mayor
aislamiento de Pseudomonas aeruginosa se obtuvieron en sangre (33%), orina
(17,9%) y secrecion traqueal con 15,4%@?, obteniéndose un menor resultado que
el de nuestra investigacion, sin embargo nuestro estudio muestra similitud con
otras investigaciones como el de Molin en el 2013 en Paraguay, indica que la
muestra con mayor cantidad de aislamiento fue secrecién traqueal con 28% %,
este resultado muestra un mayor porcentaje que el de nuestra investigacion. (Ver
Tabla n° 3, Gréfico n°® 3).

Con respecto al servicio de procedencia de Pseudomonas aeruginosa, en nuestra
investigacién se observo que el servicio con mayor procedencia fue la Unidad de
cuidados intensivos (18%); representando un resultado que concuerda con el
estudio de Gonzales en el 2013 en Pera, mostrando que el mayor aislamiento fue
en UCI con (46,1%)™, teniendo en cuenta que este Ultimo resultado es de mayor

porcentaje a lo hallado en nuestra investigacion. Asi mismo en la investigacion
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realizada por Molin en el 2013 en Paraguay, se encontré que la mayor cantidad
de aislamientos procedié de Unidad de cuidado intensivo con (38%)*, donde se
muestra que los aislamientos fueron recuperados de los mismos servicios, pero
con porcentajes diferentes, estos resultados concuerdan segun los mencionado
por GOomez et al en Colombia que nos dice que Pseudomonas aeruginosa se

encuentra mayormente en UCI. (Ver Tabla n° 4, Gréfico n° 4).

En cuanto a las cepas sospechosas a carbapenemasas en Pseudomonas
aeruginosa, se observa que de los 150 aislamientos 80 (53,3%) fueron
sospechosas a carbapenemasas. Igualmente se puede comparar con lo hallado
en la investigacion de Aguilar et al en el 2014 en Pera, donde muestra que de un
total de 92 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa fueron analizados, de las
cuales las sospechosas a carbapenemasas fueron 24 con (26,1%)@, observando
gue nuestro estudio muestra diferencia en cuanto al valor del porcentaje. Asi
mismo no concuerda con lo hallado en el estudio de Molin en el 2013 en
Paraguay, que de un total de 232 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa, 54
(23,2%) fueron seleccionadas por caracteristicas de sospecha a
carbapenemasas®®, observandose que el resultado obtenido fue menor que el de
nuestra investigacion, teniendo en cuenta que en nuestro estudio se tomé el
algoritmo recomendado por INEI-ANLIS del Dr. Malbran y sospecha se obtuvo por
el método disco difusion y en cambio en las otras investigaciones fue de acuerdo

a equipo automatizado. (Ver Tabla n° 5, Grafico n° 5).

En nuestra investigacion con respecto a la prevalencia de carbapenemasas en
Pseudomonas aeruginosa se tomé en cuenta el algoritmo recomendado por INEI-
ANLIS del Dr. Carlos G. Malbran, lo cual consiste en colocar un disco EDTAyY a
cada lado un disco de IPM y MEM a una distancia de 15mm de centro a centro,
luego se incubo la placa a 35+2°C por 24 horas. Después se procedi6 a realizar
la lectura esta se consider6 positiva cuando se observé un efecto sinérgico entre
imipenem y meropenem con el EDTA. De los 80 aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa sospechosas a carbapenemasas, estas fueron analizadas para
determinar la prevalencia de carbapenemasas que 77 (96%) fueron negativas y
de las cuales las 3 (4%) restantes fueron positivas para carbapenemasas. En
otros estudios, como el realizado por Molin en el 2013 en Paraguay, se detecto un

(23)

7,8% de carbapenemasas*”y en el estudio de Gonzales en el 2013 en Peru, de
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115 aislamientos por deteccion fenotipica empleando EDTA detecto 21,7% de
carbapenemasas™®, y asi mismo en otro estudio realizado por Gonzales et al en
el 2011 en Perd, a través del método fenotipico con EDTA detectaron 15,7%?®),
estos ultimos estudios nos muestran un incremento en los resultados a lo hallado
en nuestra investigacion, hay que tener en cuenta que los resultados de estas
investigaciones el tiempo del estudio y la cantidad de poblacién son diferentes al
de nuestro estudio ya que se realizdé en un periodo de seis meses. (Ver Tabla n°
6, Grafico n° 6).

Con respecto al tipo de muestra biologica de Pseudomonas aeruginosa
productoras de carbapenemasas, la mayor frecuencia se presenté en secrecion
traqueal de 16 muestras fueron positivas 2 (12,5%) y la muestra con menor
frecuencia fue secrecion bronquial de 14 fue positiva 1 (7,1%), ambas muestras
pertenecientes al tracto respiratorio inferior, estos resultados también tienen
concordancia con lo hallado en otras investigaciones como la de Aguilar et al en el
2014 en Peru, encontré que el tipo de muestra biolégica con el mayor niumero de
aislamientos a carbapenemasas en PEA fue secrecién bronquial con 90%?@ y
Gonzales en el 2013 en Peru indica que las muestras biolégicas con
Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas fueron los aspirados
traqueales (40%)™, estos resultado demuestra una similitud con nuestra
investigacion, ya que ambas muestras bioldgicas son de origen respiratorio. (Ver
Tabla n°® 7, Grafico n° 7)

En cuanto al servicio de procedencia de Pseudomonas aeruginosa productoras de
carbapenemasas, la mayor cantidad procedié de UCI de 18 muestras 2 (11,1%)
fueron positivas y seguido de medicina que de 25 muestras 1 (4,0%) fue positiva.
Estos resultados tienen concordancia con lo hallado en el estudio de Diaz en el
2008 en Perl, menciona que el servicio donde encontré6 mayor cantidad de
Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas fue en medicina con
30,8 % y en UCI con 15,4 %“®, estos resultados nos indican que no hay similitud
en ambas investigaciones, ya que lo hallado en cuanto al servicio de procedencia
hay diferencias. Sin embargo nuestro estudio muestra una mayor similitud con la
investigacién realizada por Cejas et al en el 2008 en Argentina, nos indica que los
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas

fueron 11% de la Unidad de Cuidados Intensivos, éstos fueron recuperados de 14
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aislamientos?; y también en el estudio de Aguilar et al en el 2014 en Perd,
menciona que los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa productores de
carbapenemasas en su gran mayoria procedieron de la UCI con 40%@. (Ver
Tabla n° 8, Grafico n° 8)

En nuestra investigacion en cuanto al tipo de carbapenemasas que se encontro
Pseudomonas aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital
nacional en San Juan de Miraflores, de un total de 80 cepas sospechosos a
carbapenemasas, se analizaron las cepas con el test de EDTA de acuerdo al
algoritmo recomendado por INEI-ANLIS del Dr. Carlos G. Malbran, de las cuales
se determind 3 (4%) cepas con presencia de efecto sinérgico entre imipenem y
EDTA, correspondientes carbapenemasas del tipo metalocarbapenemasa. Asi
mismo en otros estudios, como los realizados por Aguilar et al en el 2014 en Perq,
nos muestra que obtuvo 10,9% de metalocarbapenemasas de 92 aislamientos®y
el de Diaz en el 2008 realizado en Pera, obtuvo 7% de cepas con la enzima
MBLs“®, asi mismo también en el estudio de Cejas et al en el 2008 en Argentina,
encontré 14%“® estos casi concuerdan con lo encontrado por Gonzales et al en
el 2011 en Perl con 15,7%?®, en otro estudio de Molin en el 2013 en Paraguay
nos muestra 7,8%®%, todos estos resultados casi son similares a lo hallado en
nuestra investigacion, pero todas estas investigaciones presentan porcentajes
diferentes, estos resultados nos indica la gran importancia de detectar
metalocarbapenemasa en Pseudomonas aeruginosa ya que tiene impacto o
grado epidemiolégico y que con este hallazgo se puede promover el control para
prevenir su diseminacion segun lo establecido por la Organizacién mundial de la
Salud y Organizacién Panamericana de la Salud en el 2014, con respecto a la
diferencia de porcentajes que tiene nuestro estudio con estas investigaciones hay
gue tomar en cuenta que algunos fueron por métodos distintos al de nosotros
como la deteccion de Metalocarbapenemasa por el método Rosco y Epsilometria
(E-Test ) para detectar Metalocarbapenemasa y también a través del método
genotipico mediante un ensayo de Multiplex-PCR empleando como molde ADN
total teniendo en cuenta que este método tiene mayor sensibilidad que el método
utilizado en nuestro estudio. Con respecto al hallazgo de serincarbapenemasa, no

se obtuvo ninguna cepa positiva, asi como lo mencionado en el estudio de Mena
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et al realizado en el 2012 en argentina, no obtuvieron resultados positivos para
serincarbapenemasa®®?. (Ver Tabla n° 9, Gréafico n° 9).

Con respecto a las cepas positivas de metalocarbapenemasas en Pseudomonas
aeruginosa, estas se procesaron por el equipo automatizado Vitek2 para hallar la
concentracion minima inhibitoria (MIC), se observé que las 3 cepas presentaron
resistencia a meropenem, imipenem, cefepime y aztreonam, estos resultados son
similares con lo hallado en la investigacion de Cejas et al en el 2008 en
Argentina®?, ya que se observa que los resultados fueron determinados por MIC
y también se obtuvo resistencia a los mismos antibiéticos mencionados en
nuestro estudio, esta resistencia es cominmente dada por una carbapenemasa,
estos resultados coinciden con lo indicado segun Perozo et al en el 2012 en
Venezuela, menciona que la presencia de metalocarbapenemasas producen
resistencia a todos los betalactamicos incluyendo también a los

carbapenémicos™. (Ver Tabla n° 10).
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Teniendo en consideracion los resultados obtenidos en nuestro estudio realizado
de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa en aislados de pacientes
hospitalizados de un hospital nacional en san juan de Miraflores, se puede

concluir lo siguiente:

— De acuerdo con el estudio, la frecuencia de Pseudomonas aeruginosa es
de (9%) ocupando el tercer lugar con 150 aislamientos, luego de Klebsiella
pneumoniae con 259 (15,6%) y Escherichia coli con 734 (44,3%).

— Las cepas de Pseudomonas aeruginosa presentaron mayor resistencia a
ceftazidima (51%), aztreonam (51%), seguido por ciprofloxacina (50%) y la
mayor sensibilidad se presenté en amikacina (54%), meropenem (53%);

piperacilina / tazobactam (31%).

— ElI mayor aislamiento de Pseudomonas aeruginosa se presentd en
secrecion traqueal 30 (19%), y el servicio con mayor procedencia fue la
Unidad de cuidados intensivos 31 (18%).

— La mayor cantidad de Pseudomonas aeruginosa productora de
carbapenemasas se presentd en secrecion traqueal 2 (12,5%), y el servicio

con mayor procedencia fue la Unidad de cuidados intensivos 2 (11%).

— La prevalencia de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa en
aislados de pacientes hospitalizados, de las 150 cepas; 80 fueron
sospechosos a carbapenemasas con 53,3% y de estas cepas se hallaron 3

(4%) cepas positivas para carbapenemasas.

— El tipo de carbapenemasas que se encontré en Pseudomonas aeruginosa,
fue de tipo Metalocarbapenemasa (MBLs) con un 4%. El desarrollo de este

mecanismo de resistencia es de grado clinico y epidemiologico.
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5.2. Recomendaciones

Al finalizar la investigacion, de acuerdo con los resultados de este estudio se

recomienda lo siguiente:

— La deteccion de estas enzimas es importante para la toma de medidas de
control epidemioldgico, ya que el reconocimiento temprano de este tipo de
resistencia, previene su propagacion y ademas posibilita un tratamiento

adecuado.

— Actualizar a todos los trabajadores de la salud para que tengan
conocimientos sobre las sospechas y métodos que existen para la
deteccibn de los mecanismos de resistencia, asi mismo reducir la

expansion.

— La vigilancia microbiolégica en los servicios de salud debe estar
encaminada a detectar la presencia de bacterias multiresistentes en los
servicios hospitalarios de mayor riesgo donde los pacientes estan

expuestos a microorganismos letales.

— Realizar estudios moleculares para determinar las caracteristicas
genotipicas de las carbapenemasas implicadas en los mecanismos de

resistencia bacteriana en cada institucion de nuestro medio.

— El presente estudio se encuentra disponible para ser tomado como base

para futuras investigaciones.
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ANEXOS

Tabla 1: Ficha de recopilacién de datos estructurada.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE CARBAPENEMASAS EN PAE
EN AISLADOS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS

N° DE MUESTRA: .......c.ceveennnnee

TIPO DE MUESTRA: ....covieieiiieiece e e

SERVICIO DE PROCEDENCIA: .........cooviieiiiinenn

FECHA: ......ccciieennns

PERFIL DE SUCEPTIBILIDAD

INTERPRETACION

METODO DISCO DIFUSION

TIPO DE
SINERGIA CARBAPENEMAS
A

MEDIDA DE HALO
ANTIBIOTICO (mm)

S I R

AMIKACINA

GENTAMICINA

CEFTAZIDIMA

PIPERACILINA/TAZOBACTAN

APB SERIN

CIPROFLOXACINO

AZTREONAM

MEROPENEM

IMIPENEM

CEFEPIME

COLISTIN

EDTA METALO
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Tabla 2: Marco muestral

CODIGO | TIPO DE MUESTRA | SERVICIO DE PROCEDENCIA
1 Secrecion traqueal Medicina
2 Esputo Observacion
3 Secrecion bronquial Medicina
4 Secrecion bronquial Observacion
5 Secrecion escara Observacion
6 Secrecion traqueal UCl
7 Secrecion bronquial Medicina
8 Secrecion bronquial UCI
9 Secrecion bronquial UCI
10 Urocultivo Oncologia
11 Secrecion traqueal UCI
12 Hemocultivo UCI
13 Secrecion traqueal Medicina
14 Secrecion bronquial Medicina
15 Secrecion traqueal Cirugia
16 Secrecion bronquial Medicina
17 Secrecion bronquial Medicina
18 Secrecion traqueal Cirugia
19 Esputo Medicina
20 Esputo Medicina
21 Secrecién bronquial Observacion
22 Lavado bronquial Medicina
23 Lavado bronquial Medicina
24 Pie diabético Medicina
25 Secrecion traqueal Observacion
26 Secrecion traqueal UCl
27 Hemocultivo Cirugia
28 Liquido pleural Cirugia
29 Esputo Medicina
30 Esputo Oncologia
31 Secrecién escara Observacion
32 Hemocultivo Observacion
33 Esputo Neumologia
34 Liquido pleural uCl
35 Esputo Medicina
36 Secrecion faringea Observacion
37 Hemocultivo Medicina
38 Urocultivo Cirugia
39 Lavado bronquial UClI
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40 Esputo Observacion
41 Secrecion traqueal UCl

42 Secrecion traqueal UCl

43 Secrecion traqueal Medicina
44 Liquido abdominal Cirugia
45 Esputo Observacion
46 Secrecion herida Cirugia
47 Pie diabético Cirugia
48 Secrecion bronquial Medicina
49 Secrecion traqueal Medicina
50 Secrecion traqueal UCI

51 Secrecion traqueal Observacion
52 Aspirado bronquial Medicina
53 Secrecion herida Cirugia
54 Pie diabético Medicina
55 Lavado bronquial Observacion
56 Secrecion traqueal Medicina
57 Secrecion traqueal Medicina
58 Secrecion herida Cirugia
59 Pie diabético Cirugia
60 Hemocultivo Cirugia
61 Hemocultivo Medicina
62 Liquido abdominal Cirugia
63 Urocultivo Pediatria
64 Esputo Cirugia
65 Secrecion herida Cirugia
66 Secrecion traqueal uUCl

67 Urocultivo Medicina
68 Hemocultivo Medicina
69 Urocultivo Medicina
70 Urocultivo Oncologia
71 Urocultivo Cirugia
72 Hemocultivo Observacion
73 Secrecion bronquial Observacion
74 Secrecion herida Observacion
75 Esputo Medicina
76 Aspirado bronquial uCl

77 Secrecion traqueal Cirugia
78 Secrecion mama Oncologia
79 Secrecion traqueal Medicina
80 Esputo UCI

81 Secrecion bronquial Cirugia
82 Secrecion traqueal ucCl
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83 Pie diabético Medicina
84 Liquido pleural Observacion
85 Secrecion traqueal UCl

86 Secrecion herida UCI

87 Esputo Medicina
88 Secrecion bronquial Medicina
89 Hemocultivo Cirugia
90 Secrecion traqueal UCI

91 Secrecion bronquial UCl

92 Secrecion bronquial UCl

93 Secrecion faringea Oncologia
94 Secrecion bronquial UCl

95 Secrecion bronquial UCl

96 Pie diabético Medicina
97 Secrecion herida Medicina
98 Secrecion traqueal uUCl

99 Liquido pleural Neumologia
100 Urocultivo Ginecologia
101 Secrecion bronquial uUCl
102 Secrecion traqueal Pediatria
103 Urocultivo Oncologia
104 Urocultivo Pediatria
105 Urocultivo Cirugia
106 Secrecion traqueal UCI

107 Secrecion bronquial Observacion
108 Secrecioén bronquial Observacion
109 Secrecion herida Ginecologia
110 Hemocultivo Medicina
111 Esputo Observacion
112 Urocultivo Pediatria
113 Pie diabético Cirugia
114 Secrecion vaginal Ginecologia
115 Punta catéter Medicina
116 Urocultivo Cirugia
117 Secrecion traqueal UCl

118 Secrecion traqueal ucCl

119 Secrecion traqueal Oncologia
120 Urocultivo Pediatria
121 Hemocultivo Medicina
122 Urocultivo Medicina
123 Secrecion herida Medicina
124 Secrecion traqueal Pediatria
125 Secrecion herida Cirugia
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126 Secrecion herida Cirugia
127 Secrecion bronquial Cirugia
128 Secrecion bronquial UCl
129 Pie diabético Medicina
130 Hemocultivo Medicina
131 Esputo Oncologia
132 Pie diabético Cirugia
133 Secrecion traqueal UClI
134 Urocultivo Medicina
135 Hemocultivo Medicina
136 Punta catéter Oncologia
137 Pie diabético Medicina
138 Urocultivo Medicina
139 Pie diabético Medicina
140 Urocultivo Cirugia
141 Urocultivo Cirugia
142 Urocultivo Cirugia
143 Urocultivo Cirugia
144 Hemocultivo Medicina
145 Urocultivo Pediatria
146 Secrecion bronquial Observacion
147 Urocultivo Oncologia
148 Aspirado bronquial uCl
149 Urocultivo Observacion
150 Urocultivo UCl
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Materiales de trabajo

Muestras de Pseudomonas aeruginosa en viales rotuladas
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Aislamiento de la muestra

Suspensidn ajustada a la escala de Mac farland y antibiograma en agar
muller hinton
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Perfil de susceptibilidad en Pseudomonas aeruginosa

Cepas sospechosas a carbapenemasas

\
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Test para la deteccion de carbapenemasas
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PRODUCCION DE CARBAPENEMASAS TIPO METALOBETALACTAMASAS
EN PSEUDOMONAS AERUGINOSA MEDIANTE EL METODO DE
APROXIMACION DE DISCOS IMIPENEM (IPM) — EDTA — MEROPENEM
(MEM) EN AISLADOS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS DE UN HOSPITAL
NACIONAL EN SAN JUAN DE MIRAFLORES
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Metalocarbapenemasas
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Universidad
Norbert Wiener

VALIDACION DE INSTRUMENTO DE INVESTIGACION
Lic. T.M. Olivo Lépez José

Nos dirigimos a usted para saludarlo y dada su experiencia, solicitar la revisién del
instrumento de recoleccién de datos del proyecto de tesis titulado Carbapenemasas en
Pseudomonos ceruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital
nacional en San Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017, de los autores Bch.
T.M. Carranza Vasquez Sherley Merlid y Walter lvan Vasquez Quispe de la Universidad
Privada Norbert Wiener, teniendo como base los criterios que a continuacion se
presentan. Marque con un check (v') en 51 0 NO, en cada criterio segin su opinién.

Item N* Criterio Si | No Observacion
1 La informacidn permite dar o
respuesta al problema, —
2 Elinstrumento propuesto responde |
a los objetivos del estudio, e
3 La estructura del instrumento es o
adecuado, -
4 El instrumento responde a la S
operacionalizacién de la variable.
5 La secuencia presentada facilita el /
desarrollo del instrumento.
6 Los items son claros en lenguaje S
entendible. -
7 El nimero de items es adecuado Ve
para su aplicacion. —|
Otras sugerencias:
Fecha: m -09 - 20 It K

Sello y firma del Juez Experto.
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Universidad
Norbert Wiener

VALIDACION DE INSTRUMENTO DE INVESTIGACION

Mg. T.M. Sandoval Vegas, Miguel

Nos dirigimos a usted para saludarlo y dada su experiencia, solicitar la revisién del
instrumento de recoleccion de datos del proyecto de tesis titulado Carbapenemasas en
Pseudomonas aeruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital
nacional en San Juan de Miraflores de enero a junio, Lima-2017, de los autores Bch.
T.M. Carranza Vasquez Sherley Merlid y Walter lvan Vasquez Quispe de la Universidad
Privada Norbert Wiener, teniendo como base los criterios que a continuacién se

presentan, Marque con un check (v ) en Sl o NO, en cada criterio segin su opinién.

—

Item N* Criterio Si No Observacion
1 La informacién permite dar /
respuesta al problema,
2 El instrumento propuesto responde /
a los objetivos del estudio.
3 La estructura del instrumento es /
adecuado, o
4 El instrumento responde a la ‘/
operacionalizacién de la variable.
5 La secuencia presentada facilita el
desarrollo del instrumento.
6 Los items son claros en lenguaje /
entendible. >
7 El ndmero de items es adecuado v
para su aplicacion.
Otras sugerencias:
Fecha: Oq z 09 7, 2017

Sello y firma del Juez Experto.
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Universidad
Norbert Wiener

VALIDACION DE INSTRUMENTO DE INVESTIGACION

Mg. T.M. Benites Azabache Juan Carlos

Nos dirigimos a usted para saludarlo y dada su experiencia, solicitar la revisién del
instrumento de recoleccion de datos del proyecto de tesis titulado Carbapenemasas en
Pseudomonas ceruginosa en aislados de pacientes hospitalizados de un hospital
nacional en San Juan de Mirafiores de enero a junio, Lima-2017, de los autores Bch.TM
Carranza Vésquez Sherley Merlid y Walter Ivan Vasquez Quispe de la Universidad
Privada Norbert Wiener, teniendo como base los criterios que a continuacion se
presentan. Marque con un check (\/ ) en Sl o NO, en cada criterio segln su opinién.

Item N* Criterio St | No Observacién
1 La informacién permite dar J
respuesta al problema.
2 El instrumento propuesto responde /
a los objetivos del estudio,
3 La estructura del instrumento es /
adecuado.
4 El instrumento responde a la o7
operacionalizacién de la variable.
S La secuencia presentada facilita el /
desarrollo del instrumento. ==l
6 Los items son claros en lenguaje /
entendible, _—
7 £l nimero de items es adecuado J
para su aplicacién,
Otras sugerencias:
Fecha: 09« 04 - 2014
Sello y firma del Juez Experto,

103



