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RESUMEN

Un agente causal de bacteriemias con alta tasa de mortalidad son las Pseudomonas aeruginosa,
debido a que presentan una gran variedad de mecanismos de resistencia a los antimicrobianos,
siendo las carbapenemasas las de mayor importancia. Por ello, es necesario que los hemocultivos
tengan una rdpida identificacion y la deteccion de la presencia de mecanismo de resistencia del
patégeno para asi poder brindar un tratamiento 6ptimo y oportuno. Objetivo: Proponer una
alternativa rdpida identificacion y deteccién de hemocultivos con Pseudomonas aeruginosas
productoras de carbapenemasas usando subcultivos de corta incubacién. Disefo: Investigacion
prospectiva y descriptiva. Metodologia: Se emple6 82 cepas de Pseudomonas aeuginosas
productoras de carbapenemasas, las cuales fueron inoculadas en frascos de hemocultivos y a
partir de ellas se realizaron subcultivos que fueron incubadas por 5 horas. A estos subcultivos se
les realiz6 la identificacién mediante el MALDITOF y la deteccién de resistencia enzimatica por
el método de inactivacion de carbapenemasa simplificado (CIMs). Resultados: El 100% de los
subcultivos con 5 horas de incubacién fueron identificadas por el MALDI-TOF con un score
>1.7 y el CIMs fue positivo para todas las cepas productoras de carbapenemasas. Conclusiones:
Se evidenci6 que el uso de los subcultivos de corta incubacidn presenta buena performance para
la identificaciéon con el MALDITOF y con el CIMs, permitiendo que se pueda realizar la
identificacion y deteccion de Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas desde las
11 horas posterior a la positividad del hemocultivo.

Palabras clave: Hemocultivos, subcultivos de corta incubacion, Pseudomonas

aeruginosa, carbapenemasas.
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ABSTRACT

A causal agent of bacteremia with a high mortality rate is Pseudomonas aeruginosa, due to the
fact that they present a great variety of mechanisms of resistance to antimicrobials,
carbapenemases being the most important. Therefore, it is necessary for blood cultures to have
rapid identification and detection of the presence of a resistance mechanism of the pathogen in
order to provide optimal and timely treatment. Objective: To propose a rapid alternative for the
identification and detection of blood cultures with carbapenemase-producing Pseudomonas
aeruginosa using short-incubation subcultures. Design: Prospective and descriptive research.
Methodology: 82 carbapenemase-producing Pseudomonas aeuginosa strains were used, which
were inoculated in blood culture bottles and subcultures were made from them and incubated for
5 hours. These subcultures were identified using MALDITOF and enzymatic resistance detected
using the simplified carbapenemase inactivation method (CIMs). Results: 100% of the
subcultures with 5 hours of incubation were identified by MALDI-TOF with a score >1.7 and the
MICs were positive for all carbapenemase-producing strains. Conclusions: It was evidenced that
the use of short incubation subcultures presents a good yield for identification with MALDITOF
and with CIMs, allowing the identification and detection of carbapenemase-producing

Pseudomonas aeruginosa to be carried out from 11 hours after infection. blood culture positivity.

Keywords: Blood cultures, short incubation subcultures, Pseudomonas aeruginosa,

carbapenemases.



I.  INTRODUCCION

La bacteriemia se define como la presencia de bacterias viables en el torrente sanguineo y
conforman una de las causas de las altas tasas de mortalidad en nosocomios. El diagndstico de
las bacteriemias es obtenido mediante el estudio de hemocultivos el cual es una herramienta
sumamente Util, pero con ciertas limitaciones debidas a sus falsos positivos por contaminantes y
falsos negativos por la baja carga bacteriana presente al momento de la venopuncién. Los
agentes bacterianos mayormente aislados de las bacteriemias son los bacilos gram negativos
siendo la Pseudomona aeruginosa, la predominante del grupo de los no fermentadores.

Pseudomona aeruginosa es un microorganismo altamente relacionado a infecciones asociadas
a la atencion de la salud, responsable de 32,600 hospitalizaciones, 2,700 muertes y hasta 767
millones de ddlares en gastos hospitalarios en Estados Unidos en el 2017 (Centers for Disease
Control and Prevention [CDC], 2019).

Debido a la alta presencia de resistencia a carbapenems en Pseudomonas aeruginosa, ha
generado a que el reporte se prolongue y sea una limitante para brindar al paciente un tratamiento
optimo y oportuno.

En base a esta problemadtica el presente estudio tuvo como finalidad estudiar y desarrollar una
nueva alternativa de diagndstico y deteccion de Pseudomona aeruginosas productoras de
carbapenemasas en el menor tiempo posible utilizando 2 metodologias: El primero usando
tiempos cortos de incubacién (5 horas) para los subcultivos de los hemocultivos positivos y
posteriormente ser identificados mediante la metodologia MALDITOF. El segundo mediante el

uso del Método de inactivacion del carbapenem simplificado (CIMs).



1.1 Descripcion y formulacién del problema

La bacteriemia es una de las infecciones mas comunes en los nosocomios y con una alta tasa
de mortalidad a nivel mundial, el cual alcanza entre el 13.6 — 45% (De La Rosa et al., 2016;
Garcia Lozano, 2017; Islas-Mufioz et al., 2018). Varios estudios concuerdan en que los pacientes
oncoldgicos, presentan una mayor predisposiciéon y severidad a esta infeccion debido a sus
constantes procedimientos terapéuticos como quimioterapias, biopsias, cirugias, trasplantes entre
otros (Abad et al., 2019; Al-Otaibi et al., 2016; Sierra et al., 2020; Velazquez-Acosta et al.,
2018). La incidencia de bacteriemia en el paciente oncoldgico es de aproximadamente un 30%
(Garcia Lozano, 2017). Diversos estudios han evidenciado el predominio de bacilos gram
negativos (BGN) en los aislamientos de las bacteriemias (Abad et al., 2019; Al-Otaibi et al.,
2016; Bousquet et al., 2014; De La Rosa et al., 2016; Islas-Muiioz et al., 2018; Sierra et al.,
2020; Velazquez-Acosta et al., 2018). A esta problemadtica se adiciona el aumento de bacterias
con alta resistencia antibidtica. Durante los ultimos afios se ha observado un aumento en la
incidencia de infecciones causadas por bacterias multidrogorresistentes (MDR) (Al-Otaibi et al.,
2016; Velazquez-Acosta et al., 2018). Los BGN resistentes a los carbapenems estdn en aumento
en todo el mundo. Dentro del grupo de los bacilos gramnegativos no fermentadores las especies
mas problemdticas, por su resistencia extrema, son Acinetobacter spp. 'y Pseudomonas
aeruginosa (Casellas, 2011). En el Peru circulan todas las clases de carbapenemasas (Angles-
Yanqui et al., 2020).

En el diagnédstico de las bacteriemias, la identificacion del microorganismo requiere de su
aislamiento en un subcultivo de 18 a 24 horas y su posterior estudio de sensibilidad antibidtica en
similar tiempo, existiendo en algunos casos la necesidad de requerir mds tiempo aun. En la

busqueda de agilizar el reporte del diagndstico microbioldgico se cuenta con metodologias que



acortan los tiempos convencionales tanto para la identificacion como para el estudio de
sensibilidad. El estudio del perfil proteico bacteriano mediante el MALDI-TOF MS (Matrix-
assisted laser desorption/ionization with time-of-flight mass spectrometry) permite identificar en
pocos minutos el microorganismo aislado (Martin-Pujol et al., 2019; Ruiz-Aragén et al., 2018;
Siller-Ruiz et al., 2017; Mazzillo Vega y Cabrera Bravo, 2020).

De similar manera, recientemente se ha propuesto un método rdpido que enfrenta
directamente la cepa aislada con el antibidtico para evaluar la presencia de mecanismo de
resistencia enzimatica; tales como las carbapenemasas. De esta manera se pueden detectar en los
aislados la presencia de estas enzimas en pocas horas.

Alternativamente, algunas técnicas moleculares y metodologias de pre tratamiento han
permitido acortar el tiempo de la identificacion y el estudio de mecanismo de resistencia del
patogeno asociado a la bacteriemia. Dichos métodos han obtenido buena performance sin
embargo tienen un costo elevado y/o suelen ser complejos lo que no permite establecerla como
prueba de rutina en los laboratorios de microbiologia.

Finalmente, tanto la identificacién bacteriana por MALDI-TOF como la deteccion de
resistencia enzimatica mediante el método simplificado han sido validadas a partir del estudio de
cepas aisladas de 18 a 24 horas. Por lo que se desconoce si el estudio de aislamientos de 5 horas

permite alcanzar la identificacion y deteccion de resistencia enzimaética.



1.1.1 Formulacion del problema

Problema General

(Se podrd lograr una rdpida identificacién y deteccion de Pseudomonas aeruginosas
productoras de carbapenemasas en hemocultivos, a partir de subcultivos de corta

incubacién?

Problemas Especificos

e ;Sera util el MALDI-TOF para la identificacion de las Pseudomonas aeruginosa
productoras de carbapenemasas?

e ;Serd de utilidad el Método de Inactivacién de carbapenem simplificado (CIMs),
para la detecciéon e identificacion de Pseudomonas aeruginosa productoras de

carbapenemasas?

1.2 Antecedentes

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoci6 a la sepsis como una prioridad de la
salud global, ya que se estima que hay aproximadamente 30 millones de episodios al afio
asociados a 6 millones de muertes por esta causa (Reinhart et al., 2017).

En un estudio realizado en Colombia se determiné que los microorganismos mas
frecuentemente aislados en bacteriemias fueron bacilos gramnegativos en (54%) (De La Rosa et
al., 2016). Seguin diversos estudios a nivel internacional, entre 3 y 5% de todas las infecciones
bacterianas, y hasta 28 a 38% de las bacteriemias causadas por microorganismos Gram

negativos, son causadas por Pseudomonas aeruginosa (PAE) (Valderrama et al., 2016).



En el estudio de Tofas et al. (2017) se identificé que el 29,7% de Bacteriemias fueron
causados por PAE. Otro estudio menciona que el 17 % de todas las bacteriemias por
gramnegativos en pacientes con neoplasias malignas hematolégicas son causadas por
Pseudomonas aeruginosa (Reynolds y Kollef, 2021).

Las bacteriemias por Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos se asocian con
aumento de la mortalidad, prolongacién de la estancia hospitalaria y un incremento considerable
en los costos de atencidon (Valderrama, et al. 2016).

La resistencia antimicrobiana tiene un impacto mundial desde que los microorganismos y
genes resistentes no respetan fronteras geograficas o ecoldgicas. La diseminacion ocurre a través
de alimentos, agua, animales y/o personas por los concurridos viajes y alto comercio
internacional.

La OMS ha designado la resistencia antimicrobiana como una de los tres problemas mas
importantes que enfrenta la salud humana en este siglo al constituir una de las mayores amenazas
para la salud mundial (Pérez, 2017).

Pseudomonas aeruginosa productora de carbapenemasas es uno de los microorganismos
prioritarios en el estudio de la resistencia a los antibidticos a nivel mundial y una amenaza a la
salud publica por producir infecciones graves con alta letalidad (World Health Organization
[WHO, 2017).

A nivel de América Latina y en el Peru la resistencia bacteriana ha ido progresando de forma
alarmante, lo cual da a entender que ha habido evolucién de éstas, complicando notablemente el
tratamiento. Ademas, Pseudomonas aeruginosa es el agente nosocomial mas relacionado a

neumonia asociada a ventilador y bacteriemia (Jauregui-Rojas et al., 2021).



El porcentaje de Pseudomonas aeruginosa con resistencia a todos los carbapenems
(imipenem, meropenem, doripenem, ertapenem) en Brasil, Perd, Costa Rica, Rusia, Grecia,
Polonia, Irdn y Arabia Saudita estd en el rango de 50 a 75.3% (Vashchyk et al., 2021).

Mayta-Barrios et al. (2021) realizaron un estudio de caracterizacion molecular a 185 cepas
con presencia de enzimas carbapenemasas de clase A, B y D en cepas de 30 IPRESS del Pert,
durante el 2019. Su prevalencia fue del 59,7%, siendo la clase B la més frecuente, y los genes
mas detectados fueron blaNDM, blaIMP, blaOXA24-like, blaKPC y blaOXA23-like.

van der Zwaluw et al. (2015), desarrollaron un ensayo fenotipico denominado el Método de
inactivacion de carbapenem (CIM), para detectar la actividad de las carbapenemasas en bacilos
gramnegativos mediante la hidrolisis enzimdtica de los antibidticos incubdndolos con
suspensiones bacterianas; sin embargo, en el 2017 el CLSI presentd una serie de cambios a la
técnica denomindndose Método de inactivacion de carbapenems modificado (CIMm). Los
cambios consistian en que en lugar de usar agua destilada para la suspension de la bacteria con el
disco antibidtico se usaria el caldo TSB y un mayor tiempo de incubacion (4 horas) del disco en
dicho caldo (Lisboa et al., 2018).

En el 2019, Gutiérrez et al. demostraron en su estudio que el uso de imipenem como sustrato
en el método CIM, en lugar de meropenem para la deteccion de carbapenemasas, aumenta tanto
la sensibilidad como la especificidad.

Otro estudio en el 2021 concluye también en que la introduccion de los discos de imipenem
en la version CIM estandar mejora la sensibilidad diagndstica y la especificidad de la prueba
para bacilos gram negativos no fermentadores (Bogiel et al., 2021).

En 2018, Jing et al. propusieron una metodologia que reduce el tiempo del resultado del

CIMm, esta nueva propuesta fue denominada como Método de inactivacion de carbapenems



simplificado (CIMs). El fundamento era el mismo, s6lo que ya no requeria la previa incubacién
en caldo TSB sino mds bien se realizaba la unién directa del disco antibidtico con las colonias
del microorganismo a identificar. En este estudio donde se evalu¢ el performance del Método de
inhibicién de carbapenem modificado (CIMm) versus el método de inhibicién de carbapenem
simplificado (CIMs), los resultados mostraron que la tasa de concordancia de la CIMs y la
CIMm fue del 100%, incluido un falso positivo.

En el 2020, Wang et al. presentaron un estudio, donde encontr6 que los aislamientos
productores de carbapenemasas de PAE fueron negativos al CIMs cuando se usé disco de
meropenem, lo que indica que CIMs usando disco de meropenem es inadecuado para la
deteccion de actividad carbapenemasa en PAE, por lo que el disco de meropenem sdlo debe
aplicarse a busqueda de carbapenemasas en Enterobacterias, sin embargo el disco de imipenem
es recomendado usarse para PAE ya que con este disco de antibidtico el resultado del método
CIMs tuvo muy buena performance.

En el 2014, Idelevich et al. realizaron un estudio en el que usé la metodologia MALDI-TOF
MS para identificar hemocultivos positivos utilizando subcultivos de periodos cortos de
incubaciodn, los tiempos controlados fueron de 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 12 h hasta que se identific
con éxito un patégeno. Ese mismo afio se reportd un estudio en el que se evalud y valid6 la
utilidad de la metodologia de subcultivo de corta incubacién, donde se obtuvieron resultados
satisfactorios para la identificacion de especie del 90,4% para aislamientos de bacilos gram
negativos y un 95,7% para la identificacion de Pseudomonas aeruginosa. Esta identificacion se
realiz6 a partir de subcultivos con un tiempo de 5 horas de incubacion (Verroken et al., 2015).

Otro estudio del 2016 demostr6 que la identificacion del germen a partir del barrido de un



subcultivo de pocas horas de incubacién (4 horas) fue concordante con la técnica estandar

realizada con subcultivos de 18-24 horas (Ballestero-Téllez et al., 2017).

1.3 Objetivos

Objetivo General

Detectar rdpidamente Pseudomonas aeruginosas productoras de carbapenemasas en

hemocultivos a partir de subcultivos de corta incubacion.

Objetivos Especificos

e Determinar la utilidad del MALDITOF para Identificar Pseudomonas aeruginosa
productoras de carbapenemasas a partir de subcultivos de corta incubacion.

e Determinar la fiabilidad del método de inactivacion del carbapenem simplificado

(CIMs), usando cepas de Pseudomonas aeruginosa de corta incubacion.

1.4 Justificacion

Las infecciones por bacterias Gram negativas resistentes a multiples antibidticos, y su elevada
frecuencia tanto en hospitales como en la comunidad, se ha convertido en un problema de salud
publica en el mundo debido a su asociacidon con hospitalizaciones mds prolongadas, mayores
tasas de fracasos terapéuticos, aumento de la mortalidad y mayores costos de la atencion
hospitalaria (Rada et al., 2019) .

Islas-Muiioz et al. (2018), indican que las bacteriemias por Bacilos Gram negativos
multidrogoresistentes en pacientes con cancer tiene una alta tasa de mortalidad a los 30 dias y

estd estrechamente relacionada con un tratamiento antimicrobiano inadecuado en las primeras 24



h. Por lo que, una pronta identificacién y estudio de sensibilidad antibiética de los BGN aislado
de los hemocultivos son de vital importancia para asi poder brindar un tratamiento oportuno y
adecuado, de esta manera reducir la morbilidad y la mortalidad de esta infeccién (Ruiz-Aragoén et
al., 2018).

La identificacién de microorganismos directamente de muestras bioldgicas es una de las
aplicaciones con mayor impacto clinico potencial de la tecnologia MALDI-TOF MS, ya que
contribuye a una instauracion mds oportuna de la terapia antimicrobiana dirigida. Su uso ha
demostrado un incremento en la supervivencia de los pacientes y la reducciéon de los costos
derivados de la atencién en salud (Maldonado et al., 2017). MALDI-TOF MS es una técnica
réapida y fiable para la identificacion bacteriana puesto que se puede tener la identificacion del
germen en tan solo 3 minutos. Sin embargo, los protocolos de identificacion directa de MALDI-
TOF MS a partir de frascos de hemocultivos incluyen varios pasos de lavado y extraccion, lo que
requiere tiempo practico adicional e insumos costosos.

La resistencia antimicrobiana ha puesto en riesgo los logros de la medicina moderna. Entre las
infecciones mds temibles en la actualidad son las producidas por bacilos gramnegativos
multirresistentes para las cuales no quedan casi o ninguna opcion de tratamiento (Pérez, 2017).

La OMS ha buscado mejorar las iniciativas para favorecer la investigacion para el desarrollo
de nuevos farmacos y la mejora de los existentes. Por esta razon la OMS publicé una lista de
patégenos prioritarios resistentes a los antibidticos, en la que figuran 12 familias de bacterias
consideradas como las mds peligrosas para la salud humana siendo la Pseudomonas aeruginosa
con resistencia a los carbapenémicos catalogada en la prioridad 1 (WHO, 2017).

Pseudomonas aeruginosa se ha convertido en un microorganismo altamente relacionado a

infecciones asociadas a la atencién de la salud, responsable de 32,600 hospitalizaciones, 2,700
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muertes y hasta 767 millones de ddlares en gastos hospitalarios en Estados Unidos en 2017
(CDC], 2019).

La bacteriemia de origen hospitalario por Pseudomonas aeruginosa genera una mayor
mortalidad que otras bacteriemias por Gram negativos que afectan a la tercera parte de los
pacientes en las primeras 48 horas, con un valor neto entre 35 y 60% (Valderrama et al., 2016).

Pseudomonas aeruginosa se caracteriza por su resistencia intrinseca mediada por la expresion
de B-lactamasas cromosdmicas inducibles y la produccién inducible de bombas de expulsion.
Ademas, puede desarrollar resistencia para todos los antimicrobianos posibles mediante
mutaciones, conocida como resistencia adquirida (Jauregui-Rojas et al., 2021).

Los carbapenems son importantes agentes terapéuticos en el entorno de atencién médica.
Debido al amplio espectro que presentan se usan como terapia de primera linea contra
infecciones causadas por Enterobacterias con P-lactamasa de espectro extendido (BLEE) y
Pseudomonas aeruginosa resistentes a las quinolonas y aminoglucdsidos.

Los antibidticos carbapenémicos por lo general son administrados para tratar infecciones
bacterianas resistentes a multiples farmacos, por lo que cuando las bacterias desarrollan
resistencia a ellos, las opciones de tratamiento pueden ser extremadamente limitadas.

Valderrama et al. (2016), mencionan que en su estudio se observo que el uso del meropenem
como tratamiento empirico es un factor de riesgo altamente predominante para inducir la
resistencia lo cual concuerda con diversos estudios previos en otros paises.

En la busqueda de un método prictico y que disminuya el tiempo del reporte de la
Pseudomonas aeruginosa causante de la bacteriemia, tanto su identificacién como el mecanismo
de resistencia que presenta, se ha disefiado este estudio basado en dos metodologias; la primera

es el Subcultivo de incubacion corta (SIC) y el Método de Inactivacion de Carbapenem
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Simplificado (CIMs). El uso de estas metodologias en conjunto nos permitird obtener la
identificacién del germen y la detecciéon del mecanismo de resistencia carbapenemasa en un
periodo de tiempo de 11 a 17 horas posterior a la positividad del hemocultivo; de esta manera
proponemos este algoritmo para acortar el tiempo de un posible tratamiento inadecuado y/o la

tasa de mortalidad en nuestra poblacion.
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II. MARCO TEORICO

2.1 Bases Teoricas sobre el tema de investigacion

Bacteriemia

La bacteriemia se define como la presencia de bacterias de conocida patogenicidad en el
torrente sanguineo y se diagnostica mediante hemocultivos (Garcia Lozano, 2017). El hecho
de que las bacterias invadan el torrente sanguineo supone un fracaso del sistema inmune por
contener la infeccion en el foco primario y el uso de un tratamiento antibiético inadecuado el
cual puede desencadenar a una infeccion diseminada que podria entrafiar un peor prondstico y
dar lugar a focos secundarios de sepsis.

La bacteriemia y la sepsis son eventos intimamente relacionados. El concepto de bacteriemia
es esencialmente microbiolégico mientras que sepsis €s un concepto eminentemente clinico y
consiste en el desarrollo de una respuesta sistémica a la infeccion (Garcia Ordofiez y

Colmenero Castillo, 2006).

Hemocultivos

El hemocultivo es la herramienta diagndstica mds utilizada para determinar el agente
etioldgico, si se sospecha una bacteriemia (Carbajal y Aguirrechu, 2020; Guzman et al., 2012;
Franco, 2019)

Es un examen microbiolégico que consta en estudiar la sangre por 5 dias en métodos
automatizados y permite la deteccion de bacteriemias, permitiendo adecuar la terapia
antimicrobiana de acuerdo al microorganismo aislado segtn la sensibilidad in vitro que éste
presente, puesto que la terapia se inicia generalmente de forma empirica (Baeza y Sandoval,

2019)
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BD BACTEC™ FX

Una metodologia muy empleada en los dltimos afnos para los hemocultivos es el sistema
BD BACTEC™ FX es un sistema automatizado y modular de monitorizacién continda
destinado a la deteccién del crecimiento bacteriano en hemocultivos mediante un sensor
fluorimétrico de gases integrado en el vial del hemocultivo; los fotodetectores presentes en
cada una de las estaciones del instrumento miden el nivel de fluorescencia emitido por cada
vial, que se corresponde con la cantidad de CO2 liberado por los microorganismos (Guna
Serrano et al., 2019). De esta manera el sistema permite aislar el microorganismo patégeno

presente en la Sangre.

Subcultivo de corta incubacion

Cultivos aislados a partir de frascos de hemocultivos, los cuales son incubados con un
periodo menor al tiempo estandar (18 — 24h). Existen estudios que han demostrado que una
incubacion corta de 5 horas permite que la cepa ya pueda ser trabajada tanto para
procedimientos de deteccion de especie mediante la tecnologia MALDITOF como también la

identificacion de sensibilidad.

Identificacion del germen causante de bacteriemia

La identificaciéon de microorganismos se ha realizado tradicionalmente por métodos
basados en tinciones que permiten la clasificacién de la morfologia microscépica con el fin de
apoyar decisiones diagndsticas y terapéuticas tempranas; asi como en pruebas in vitro basadas
en reacciones bioquimicas utilizadas por sistemas manuales o automatizados, que integran

pruebas con diferentes sustratos, incrementando la rapidez y simplicidad de la identificacion.
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Sin embargo, estos métodos fenotipicos tienen limitaciones relacionadas con su dependencia
de los procesos metabdlicos de los microorganismos, que requieren de un cultivo con
crecimiento adecuado y tiempos de incubacién minimos para alcanzar un resultado
(Maldonado et al., 2017).

Numerosos laboratorios de nuestro pais realizan la identificacion bacteriana tradicionalmente
mediante el estudio de caracteristicas fenotipicas; sin embargo, muchas veces no se puede
llegar a identificar la especie de gérmenes exigentes por lo que es muy necesario adquirir

nuevas tecnologias que llenen el vacio de estos reportes.

Espectrometria de masas Matrix-Assited Laser Desorption-lonization Time-of-Flight

(MALDI-TOF)

La tecnologia MALDI-TOF permite el andlisis de proteinas, principalmente de tipo
ribosomal, para la identificacién exacta de bacterias (incluyendo micobacterias), mohos y
levaduras a través de la creacion de un espectro de masas especifico para cada
microorganismo (Sierra et al., 2019). En este método, las proteinas desconocidas en estudio
son hidrolizadas en pequefios péptidos cuyas masas absolutas se determinan mediante un
espectrometro de masas. La huella de tamafios de péptidos obtenida, que es tnica para cada
microorganismo, es comparada con las huellas de microorganismos conocidos presentes en la
base de datos de tal forma que la huella problema se puede asociar estadisticamente con la
huella mas semejante y realizar asi la identificacion del microorganismo (March y Eiros,
2012).

Los sistemas comerciales mds empleados en la actualidad que usan la tecnologia

MALDI-TOF MS para identificacion de microorganismos son el sistema VITEK MS
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(bioMérieux,Durham, NC) y el sistema MALDI Biotyper(r) (BrukerDaltonics Inc., Billerica,
MA). Las bases de datos de los espectros de referencia se comercializan como parte de un
sistema patentado y son construidas y mantenidas por los fabricantes, por lo que la capacidad
de agregar espectros y construir bases de datos personalizados es importante para un andlisis
discriminatorio adicional usando MALDI-TOF MS que, ademds, permita la tipificacion de
cepas e investigaciones epidemioldgicas. Debido a que los espectros obtenidos por MALDI
TOF MS generalmente no son completamente idénticos a los que estdn incluidos en las bases
de datos, estos sistemas asignan un valor de puntuacion (MALDI Biotyper3) o nivel de
confianza (VITEK(r) MS) a cada coincidencia, con base en las similitudes del

microorganismo de prueba con los espectros de referencia (Maldonado et al., 2017).

Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo gramnegativo movil miembro de la familia Pseudomonadaceae. Cuenta con
un flagelo polar que le confiere la motilidad. Se considera a esta especie como bacteria
aerobia facultativa debido a la capacidad que tiene para crecer en medios anaerobios. Se
caracteriza por ser parte del grupo de no fermentadores por su incapacidad de fermentar
lactosa y la habilidad de utilizar fuentes de carbono y nitrégeno (como acetato y amoniaco)
para obtener energia de la oxidaciéon de azicares (Riojas Herndndez et al., 2021).
Pseudomonas aeruginosa cuenta con mecanismos de resistencia antibidtica intrinsecos y
adquiridos. Los mecanismos intrinsecos se refieren a la habilidad innata de entorpecer la
eficacia de un antibidtico especifico a través de caracteristicas estructurales y funcionales
inherentes. P. aeruginosa tiene la capacidad de generar resistencias a cualquier familia de

antibidticos en el transcurso de una terapia prolongada. Por lo tanto, aislamientos inicialmente
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susceptibles pueden convertirse en resistentes en los siguientes dias de antibioticoterapia

(Pang et al., 2019).

Resistencia antibiotica

La resistencia a los antibidticos es la capacidad de una bacteria para sobrevivir y
replicarse en presencia de sustancias bacteriostdticas o bactericidas (Franco, 2019).
La resistencia a los antibiéticos de las bacterias Gram negativas se produce mediante diversos
mecanismos, entre los que se pueden mencionar la alteracién del sitio blanco de ciertos
antibidticos, el incremento de la expresion de los sistemas de eflujo, la alteracion de la
permeabilidad de la membrana externa por pérdida de porinas y la produccién de enzimas que
inactivan los antibidticos, de las cuales este ultimo mecanismo de resistencia es el mas
importante (Rada y Restrepo, 2019). A aquellos microorganismos con resistencia a un agente
de tres o mds categorias antimicrobianas se le denomina Multidrogoresistentes (MDR)

(Suarez Trueba et al., 2012).

Carbapenemasas

Las carbapenemasas son el mecanismo mds importante de resistencia de BGN; los genes
asociados a esta resistencia se localizan en cromosomas o pldsmidos que favorecen su
propagacion y transferencia (Angles-Yanqui et al., 2020).

Las carbapenemasas representan la familia mds versatil de las -lactamasas. Tienen la
capacidad de hidrolizar tanto a los carbapenémicos como a otros PB-lactimicos. Ademads,
presentan la caracteristica de ser resistentes contra la accién de los inhibidores de f-

lactamasas disponibles (Moreno-Monge, 2013).
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Se conocen 3 tipos moleculares de carbapenemasas, denominados A, B y D. Las de las
clases A y D son serina-beta-lactamasas, mientras que las de clase B, son metalo-beta-
lactamasas, es decir, su actividad hidrolitica depende de la presencia de zinc. Las
carbapenemasas también hidrolizan otros betalactimicos, ademds de carbapenemas, pero el
perfil de sustrato concreto depende de la enzima considerada (Cercenado, 2015).

Las carbapenemasas de tipo KPC (Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas)
son de la clase molecular A y son las mds prevalentes en el mundo. Estas enzimas hidrolizan
las penicilinas, las cefalosporinas, los monobactamicos y los carbapenémicos; ademds, son
inhibidas por el acido bordnico y, parcialmente, por los inhibidores de las betalactamasas,
como el 4cido clavulénico y el tazobactam.

Entre las carbapenemasas de clase molecular B, se han identificado las enzimas VIM
(metalo-betalactamasas codificadas por el integron verona), las cuales constituyen uno de los
mas grandes subgrupos de las metalobetalactamasas de subclase molecular B1 (MLB B1), de
la cual se han descrito 46 variantes. La enzima IMP (betalactamasa de clase B que hidroliza
imipenem); fue identificada en un pldsmido de conjugaciéon con un perfil de resistencia a
imipenem y a cefalosporinas de espectro extendido.

Las carbapenemasas NDM (metalo-betalactamasas de tipo Nueva Delhi) confieren una
alta resistencia a la mayoria de los antibidticos y tienen un gran efecto negativo en los
tratamientos. Esta familia de enzimas NDM comprende 16 variantes. Las enzimas NDM son
resistentes a los carbapenémicos a excepcion de la colistina. Su diseminacion se ha detectado
principalmente en enterobacterias y en menor proporcion, en Acinetobacter spp. y P.

aeruginosa.



18

Las metalo-betalactamasas de clase D se denominaron enzimas de tipo oxacilinasas
(OXA), por su capacidad de hidrolizar la oxacilina y la cloxacilina. Sus genes estidn
integrados en el cromosoma, los pldsmidos o los integrones. Ademds, poseen una gran
variabilidad en la secuencia de aminodcidos y se han identificado 498 variantes, las cuales se
caracterizan porque son poco inhibidas por los inhibidores de las betalactamasas y EDTA
(Rada et al., 2019).

En la actualidad, las carbapenemasas clinicamente mas importantes son las de tipo KPC
(clase A), IMP/VIM (claseB) y OXA-48 (clase D) (Velasquez et al., 2013).

Rada et al. (2019), sefialan que entre el grupo de bacilos gram negativos no fermentadores
que presentan mayor resistencia a carbapenems son los aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa 'y Acinetobacter baumanni.

La resistencia a carbapenémicos en especies Pseudomonas puede tener un origen
cromosomico o estar mediada por la adquisicién horizontal de genes productores de

carbapenemasas (Riojas Herndndez et al., 2021).

Deteccion del mecanismo de resistencia

El estudio de estos mecanismos de resistencia enzimdtica varia segin el mecanismo y grupo
bacteriano implicado. El Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorios (CLSI, Clinical and
Laboratory Standards Institute) establece el tamizaje, deteccion y confirmaciéon de BLEE y
bacterias productoras de carbapenemasas.

Dentro de las pruebas de tamizaje para la deteccion de bacilos gram negativos productoras de
carbapenemasas tenemos a las siguientes: Medios cromogénicos para cultivar e identificar con

relativa rapidez cepas de bacterias resistentes a los carbapenémicos directamente de una muestra
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clinica. Estos medios suelen usarse mucho en estudios de vigilancia intrahospitalaria. Este
método estd basado en la capacidad de las bacterias para crecer en un medio selectivo con la
adicién de un antibidtico de carbapenem; sin embargo, estas pruebas no son confirmatorias
puesto que también detectan sensibilidad reducida a carbapenems por lo que es necesario realizar
pruebas adicionales y/o confirmatorias. Las pruebas bioquimicas como Blue carba o Carba NP
son otros métodos relativamente rapidos, Estas pruebas se basan en la hidrdlisis del imipenem
por un lisado de bacterias productoras de carbapenemasas. Un resultado positivo disminuye el
pH del medio produciendo la reaccion que cambie el color del indicador.

Métodos inmunocromatograficos que nos permiten una deteccion rdpida de carbapenemasas a
partir de colonias aisladas. Estas pruebas estin basadas en la tecnologia de membrana con
nanoparticulas de oro coloidal. Actualmente existen diversas casas comerciales que ofrecen estas
pruebas con presentaciones para detectar diferentes enzimas MBL, KPC y tipo OXA.

Las técnicas moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), constituyen el
estdndar de método diagnostico, permitiendo obtener resultados en 4 a 6 horas con excelente
rendimiento. Su principal limitacion es el alto costo y la disponibilidad de recursos e
infraestructura en las instituciones de salud.

Existen también métodos fendtipicos que consisten en colocar estratégicamente discos del
carbapenemel y enfrentarlos con discos de acido etilen diamino tetra acético (EDTA) o el acido

fenil borénico y visualizar las distorsiones o sinergias de los halos.
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Método de inactivacion de carbapenem (CIM)
Es una técnica fenotipica desarrollada para detectar la actividad de las carbapenemasas en
bacilos gramnegativos mediante la hidrdlisis enzimdtica de los antibidticos incubdndolos con

suspensiones bacterianas (Lisboa et al., 2018; van der Zwaluw et al., 2015).

Método de inactivacion de carbapenem simplificado (CIMs)

Se basa en el método de inactivacion de carbapenem modificado (CIMm) s6lo que aplica un
cambio en el procedimiento el cual acorta el proceso experimental. En lugar de incubar el disco
de antibiodtico en el medio de cultivo del organismo durante 4 h como en el CIMm, el organismo

a analizar se unt6 directamente sobre un disco de antibidtico en el CIMs (Jing et al., 2018).
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III. METODO

3.1 Tipo de Investigacion
Se realizé una investigacién de tipo prospectiva, cuantitativa siendo el disefio de

investigacion descriptiva.

3.2 Ambito Temporal y Espacial
La investigacion se realizé durante 2 meses en el area de microbiologia del Instituto Nacional
de Enfermedades neoplasicas (INEN), el cual es una institucién especializada en deteccion,
diagndstico, tratamiento y rehabilitacion de enfermedades tumorales o neopldsicas. Esta
institucion se encuentra ubicada en la Avenida Angamos 2520 en el distrito de Surquillo de la

ciudad de Lima.
3.3 Variables

Tabla 1.

Nombrar esta tabla

Variables Tlp'O i Esca!a' (’le Categoria Indicador Fuente
variable Medicion
Identificacion de la cepa Cualitativa Nominal Analitica Pseudqmona MALDI-TOF
aeruginosa
Método de inactivacion de L . .. Positivo / szctura de
. . Cualitativa Nominal Analitica . diametro de
carbapenem simplificado Negativo
halo (mm)

3.4 Poblacion y Muestra
La poblacion estuvo constituida por cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa

con mecanismo de resistencia a Carbapenems del cepario de microbiologia almacenadas a -20°C,
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procedentes de cultivos positivos de pacientes atendidos en el INEN en el periodo 2017 al 2019.
Estas cepas cuyos perfiles de resistencias fueron confirmadas por el método de rutina de
laboratorio mediante el equipo automatizado BD Phoenix 100™ bajo criterios CLSI y sus genes
de resistencia fueron caracterizados por el método de Biologia molecular Reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) convencional. Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia.
La muestra fue de 82 cepas de Pseudomonas aeruginosa con presencia de mecanismo de

resistencia a carbapenems.del cepario de microbiologia INEN.

Criterios de Inclusion: Aislamientos de Pseudomonas aeruginosa con mecanismo de
resistencia a carbapenems confirmadas mediante PCR obtenidas del cepario del servicio de
Microbiologia procedentes de cultivos positivos de pacientes atendidos en el INEN en el

periodo de 2017 a 2019.

Criterios de Exclusion: Aislamientos no recuperados, otros aislamientos que no posean el

gen de resistencia.

3.5 Instrumentos

Ficha de recoleccién de datos (Ver anexo C).

3.6 Procedimientos
Se recolectd 82 cepas de Pseudomonas aeruginosa con presencia de mecanismo de
resistencia carbapenemasa, los cuales se encuentran almacenados a -80°C en la congeladora de

investigaciéon del servicio de microbiologia del INEN, fueron reactivados en agar sangre e
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incubados a 37°C por 16h. Posterior a esto se realiz6 una suspension a una escala de 0.5 Mac
Farland en solucién salina el cual fueron medidos en el nefelometro BD PhoenixSpec™. En
frascos de hemocultivo BD Bactec Plus Aerobic de pacientes cuyos cultivos de sangre fueron
estudiados por 5 dias y dando como resultado negativo, se inocul6 la suspensién de 0.5 Mac
Farland del microorganismo a estudiar con la ayuda de una jeringa. Los frascos se incubaron
en un sistema de hemocultivo automatizado (BD) Bactec FX; después de que los
hemocultivos indiquen la positividad, se extrajo 10 ml del liquido de hemocultivo y se
coloco en un tubo falcon de 15mm los cuales se centrifugaron a 3500 rpm x 10 minutos para
lograr una mayor concentracion de carga bacteriana. Después de la centrifugacion con la
ayuda de una pipeta pasteur se extrajo la mayor cantidad de capa bacteriana, la cual se
encuentra entre el sedimento (Paquete Globular) y el plasma (Ver ANEXO D). Estas fueron
sembradas en una placa de agar sangre e incubados a 37°C por 5 horas. Pasado este tiempo
con la capa de crecimiento de los subcultivos se realiz6 la identificacion del microorganismo
siguiendo el procedimiento establecido de la metodologia BD ™ Bruker MALDI Biotyper
™ Una vez identificado la Pseudomona aeuginosa se procedié a realizar la deteccion del
mecanismo de Resistencia enzimatica mediante la técnica de Método de inactivacion de
Carbapenems simplificado usando el disco de Imipenem. El procedimiento de inactivacion
de carbapenem simplificado consiste en untar directamente sobre los discos de antibidticos la
cepa a estudiar con la ayuda de un asa de siembra. Posteriormente, los discos se aplicaron a
placas de agar Mueller-Hinton previamente inoculadas con una suspension 0,5 McFarland de
una cepa indicadora susceptible (Escherichia coli ATCC 25922). Las placas se incubaron a

37°C durante 6h. Posterior a esta incubacion se realizé la lectura del didmetro de los halos a
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las 6, 8, 10 y 12 horas de incubacién. Se realizé el mismo procedimiento a la cepa ATCC

PAE 27853, el cual fue nuestro control negativo.

3.7 Analisis de datos
Los datos obtenidos se consignaron en la ficha de recolecciéon de datos, los cuales
posteriormente fueron ingresados, procesados y analizados mediante el uso de Microsoft
Excel. Estos datos se expresaron en tablas, graficos, distribucién de frecuencias y porcentajes

de acuerdo a los objetivos de la investigacion.

3.8 Consideraciones éticas
En este estudio no resulta necesario la elaboracién de un consentimiento informado debido a
que se trabajard con aislados de Pseudomonas aeruginosa, se obviaron la historia clinica y
datos adicionales del paciente. Se consideré los lineamientos de ética del comité de

investigacion de la institucidon donde se realizé el estudio (INEN).
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IV.  RESULTADOS

Los 82 subcultivos de Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas, cuya
incubacién fueron de tan sélo 5 horas; presentaron una identificacién con un score >1.7, el cual
es un score aceptable y de muy buena confiabilidad mediante el uso de la tecnologia

MALDITOF (Fig. 1y 2).

Figura 1.

Score del MALDITOF en la identificacion de PAE a partir de subcultivos de corta incubacion.
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Figura 2.

Porcentaje de score de la identificacion por MALDITOF
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En la investigacion se tuvo como referencia los pardmetros establecidos en el estudio de
validacién del CIM simplificado de Jing et al. (2018). Dichos pardmetros manifiestan que
Halos <= 22 mm son interpretados como un resultado positivo, halos de 23 a 25 mm como

resultado indeterminado, halos >=26 mm se consideré como un resultado negativo.

Teniendo en cuenta lo mencionado, de las 82 cepas de Pseudomonas aeruginosa, 42
presentaban el gen bla IMP, 39 el gen bla VIM y 1 tenia ambos genes. Todos dieron como
resultado positivo a la prueba del CIMs a partir de subcultivos de corta incubacién ya que

presentaron halos menores a 20 mm.

Tabla 2.

Resultados del CIM simplificado

DETECCION DE PAE PRODUCTORA DE CARBAPENEMASAS MEDIANTE EL CiIMs A PARTIR DE
SUBCULTIVOS DE CORTA INCUBACION

CIMs INDETERMINADO O

Tipo de Carbapenemasa de la PAE N° CMs POSITIVO NEGATIVO
(PCR) Halo Halo 7 - 22 Halo
<=6 mm mm >=23 mm
Gen bla IMP 42 40 2 0
Gen bla VIM 39 38 1 0
Gen bla IMP+VIM 1 1 0 0
TOTAL 82 100.00% 0%

En el estudio se observé que dentro de los resultados positivos al CIM simplificado, 78 cepas
(95.1%) brindaron halos de 6 mm desde las 6 horas de incubacién y tan solo 4 cepas (4.8%)

dieron halos entre 7 a 22 mm (Fig. 3).
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Figura 3.

Resultados de los didmetros mostrados en el CIM simplificado.
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Los resultados obtenidos fueron satisfactorios tanto para la de identificacién como las de

deteccion de carbapenemasas mediante el uso del CIM simplificado a partir de subcultivos de

corta incubacion (Shoras).

Se pudo evidenciar que con el algoritmo de la investigaciéon se disminuy6 el tiempo del
reporte de un hemocultivo positivo cuya informacion contenga tanto la identificaciéon como el
mecanismo de resistencia productor de carbapenemasa. Dicho reporte puede ser brindado a partir

de las 11 horas posteriores a la positividad del frasco de hemocultivo.
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V.  DISCUSION DE RESULTADOS

Diversos estudios han propuesto métodos directos de hemocultivos para acortar los tiempos
de reporte de resultados, sin embargo estas técnicas presentan numerosos lavados,
centrifugaciones y aditivos adicionales que generan demanda de costos y complicaciones en el
proceso, por esta razon la investigacion tuvo como finalidad proponer una alternativa que acelere
el reporte de hemocultivos positivos tanto en la identificacion como la detecciéon de la
producciéon de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa sin necesidad de realizar
procedimientos engorrosos ni usar reactivos o aditivos costosos, tan solo usando la tecnologia
MALDITOF y CIM simplificado a partir de subcultivos de corta incubacién. Si bien
anteriormente se ha probado el método de identificaciéon por MALDITOF desde subcultivos de
corta incubacion, tales como el estudio de Idelevich et al. (2014) donde previo a la lectura por la
espectrofotmetria de masas, se adicioné el reactivo de dcido férmico al 100% a todas las cepas
de los subcultivos en el extendido directo de la placa del MALDITOF. Estos subcultivos fueron
controlados en periodos de 1.5, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 y 12 horas. Sus resultados evidenciaron que la
identificacion de Pseudomonas aeruginosa se presentd con mayor éxito en subcultivos con una

incubacién mayor a las 3 horas.

Ballestero-Téllez et al. (2017), realizaron un estudio similar, pero cambiando la incubacién de
los subcultivos a un periodo de 4 horas, dando muy buenos resultados en la identificacion de

bacilos gram negativos con una concordancia del 95.65%.
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Verroken et al., en el 2015, presentaron un estudio también con el uso de subcultivos de 5
horas de incubacion en el cual sus resultados en la identificacion de no fermentadores fueron de
92,7%.

En nuestra investigacion el 100% de los subcultivos con 5 horas de incubacién, fueron
identificadas con un alto score (<1.7) y sin haber adicionado el reactivo de acido férmico que

describieron los otros estudios previos.

Con respecto al CIM simplificado, estudios previos han mostrado la buena performance que
presenta en la deteccion de carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa; sin embargo, no ha
sido evaluado el uso de esta metodologia en subcultivos de corta incubacion por lo que nuestro

estudio quiso demostrar la efectividad del CIMs en subcultivos de 5 horas de incubacion.

Se us6 el disco de antibidtico imipenem por la mayor sensibilidad mostrada del uso de
imipenem como sustrato en el método CIM, en lugar de meropenem para la deteccion de
carbapenemasas, aumenta tanto la sensibilidad como la especificidad (sensibilidad del 90,1% y
especificidad del 98,9% para imipenem versus sensibilidad de 85,5% y especificidad de 95,7%
para meropenem (Gutiérrez et al., 2019). En el 2020, Wang D. et al. indicaron que CIMs usando
disco de meropenem es inadecuado para la deteccion de actividad carbapenemasa en PAE; sin
embargo, el disco de imipenem es recomendado ya que con este disco de antibidtico el resultado

del método CIMs tuvo muy buena performance.

Si bien 78 cepas estudiadas dieron un halo de 6mm al CIMs desde la primera lectura de las 6h

hasta la lectura de las 12 horas sin notarse cambio alguno en el tamafio. Las otras 4 cepas que
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generaron halos de 10, 16, 17 y 20mm, solo 2 de ellas presentaron cambios en el tamafio de halo
en las lecturas posteriores, pero brindando una lectura como tamafo méaximo de halo de 20 mm.,

evidenciando asi que se puede reportar un resultado positivo desde la primera lectura.

Una limitacién de nuestro estudio fue que solo se trabajé con Pseudomonas productoras de
carbapenemasas con los genes bla VIM y bla IMP por lo que no se pudo comprobar la utilidad

de esta técnica en los otros tipos de genes de resistencia a carbapenems.
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VL. CONCLUSIONES

Se demostr6é que los subcultivos de hemocultivos con Pseudomonas aeruginosa de tan solo
5 horas de incubacién pueden ser trabajados y ser identificados satisfactoriamente con la

metodologia MALDITOF de manera directa y sin ningtn aditivo adicional.

El uso del CIM simplificado en subcultivos de Pseudomonas aeruginosas productoras de
carbapenemasas con tan solo un periodo de 5 horas de incubacion presenta muy buena

performance en la deteccion del mecanismo de resistencia a carbapenems.

Se evidencid que los halos obtenidos mediante el CIM simplificado no mostraron variacion
significativa en las lecturas de las 6, 8, 10 y 12 horas por lo que el reporte se puede realizar

desde la primera lectura.

Con esta investigacion se puede concluir que la rdpida identificacion y deteccion de
hemocultivos con Pseudomonas aeruginosa productoras de carbapenemasas es posible
mediante el uso de subcultivos de corta incubacién (5 horas), tecnologia MALDITOF y el
CIM simplificado, el uso de este algoritmo nos permite obtener el reporte del hemocultivo
desde las 11 horas posteriores a la positividad del frasco del hemocultivo generando de esta
manera un ahorro desde 24 a 36 horas en la emision de informacion relevante para la ayuda

al clinico a brindar al paciente un tratamiento 6ptimo y oportuno.
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VIIL RECOMENDA CIONES

Los resultados de esta investigacion contribuyen en la implementacién de un nuevo
algoritmo para identificacion y deteccion de hemocultivos con Pseudomonas aeruginosas
productoras de carbapenemasas en un tiempo mucho mds corto sin necesidad de usar

procedimientos engorrosos ni aditivos costosos.

Nuestra investigacion ha demostrado una vez maés, tal como estudios anteriores que el uso de
subcultivos de corta incubacion es una alternativa muy adaptable, sencilla y beneficiosa de

poner en prictica en nuestras rutinas de laboratorio.

El CIM simplificado brinda resultados muy confiables por lo que es una metodologia que
puede ser considerada dentro de nuestros protocolos de trabajo en la biisqueda y deteccion
de resistencias a carbapenems en casos en los que se necesite un reporte de manera muy

urgente.

Es necesario seguir investigando y probando nuevas alternativas que puedan reducir el
tiempo de reporte de los hemocultivos positivos para asi poder frenar la alta tasa de

mortalidad de bacteriemias con el uso de un tratamiento correcto, eficaz y oportunamente.
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ANEXOS

ANEXO A: MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulo: Rdpida identificacion y deteccion de hemocultivos con Pseudomonas aeruginosas productoras de carbapenemasas

Problema Objetivo Variables |Indicadores |Metodologia
Objetivo General: Se recolectara 80 cepas de Pseudomonas aeruginosa
bacilos gram negativos con presencia de mecanismo de
resistencia carbapenemasa, estos serdn reactivados en agar
Detectar sangre y serdn incubados a 37°C por 16h. Posterior a esto
rdpidamente se realizard una suspension a una escala de 0.5 Mac
Problema General Pseudomonas Farland en solucidn salina el cual serdn medidos en el
(Se podra lograr una aeruginosas Identificaci nefelometro BD PhoenixSpec™. En frascos de hemocultivo
rapida identificacion y productoras de|6n de 1a Perﬁl. BD Bactec Plus Aerobic de pacientes cuyos cultivos de
deteccién de carbapenemasas  en|cepa proteico sangre fueron estudiados por 5 dias y dando como
Pseudomonas hemocultivos a resultado negativo, se inoculard la suspensién de 0.5 Mac
aeruginosas productoras |nartir de subcultivos Farland del microorganismo a estudiar con la ayuda de una
de carbapenemasas en  |de corta incubacidn. jeringa. Los frascos se incubaran en un sistema de
hemocultivos, a partir de hemocultivo automatizado; después de que los
subcultivos de corta hemocultivos indiquen la positividad, se extraerdan 10 ml
incubacién? Objetivos Especifico del liquido de hemocultivo y se colocard en un tubo falcén
Problemas Especificos de 15mm los cuales se centrifugaran a 3500 rpm x 10
* ;Sera util el MALDI- minutos para lograr una mayor concentracién de carga
TOF para la Determinar  la bacteriana. Después de la centrifugacién con la ayuda de
identificacién de las utilidad del una pipeta pasteur se extraerd la mayor cantidad de capa
Pseudomonas aeruginosa |MALDITOF  para bacteriana. Estas serdn sembradas en una placa de agar
productoras de Identificar sangre y seran incubadas a 37°C por 5 horas. Pasado este
carbapenemasas? Pseudomonas tiempo con la capa de crecimiento se realizard la
« ;Sera de utilidad el aeruginosa identificacién del microorganismo con la metodologia BD
Método de Inactivacién |productoras de|Método de ™ Bruker MALDI Biotyper ™. Una vez identificado el
de carbapenem carbapenemasas  a|ipactivaci bacilo gram negativo se procederd a la deteccion del
simplificado (CIMs), partir de subcultivos|p de mecanismo de Resistencia enzimatica mediante la técnica
para la deteccién e de corta incubacion. Carbapene |Medicién de]de Método de inactivacién de Carbapenems simplificado
identificacion de ms usando el disco de Imipenem. El procedimiento de
Pseudomonas aeruginosa [ Determinar _ Ia|simplificad inactivacién de carbapenem simplificado consiste en untar
productoras de fiabilidad dello directamente sobre los discos de antibiéticos la cepa a
carbapenemasas? método de estudiar con la ayuda de una asa de siembra y
inactivaciéon del posteriormente, los discos y se aplicaran a placas de agar
carbapenem Mueller-Hinton recién inoculadas con una suspensién 0,5
simplificado McFarland de una cepa indicadora susceptible
(CIMs), usando (Escherichia coli ATCC 25922). Las placas se incubaran a
cepas 37°C durante 6h. Posterior a eso se hara la lectura del

de Pseudomonas

aerucinonca de corta

didmetro de los halos cada 2 horas hasta cumplir las 12
horas de incubacién.




ANEXO B: FLUJO DE TRABAJO

Reactivacion de la cepa en

agar sangre e incubaciéna ——>

37°Cde 16 a 18h.

De Ias colonias aisladas
realizar una suspension en

4AmL de Soluciénsalinaa ——

una escala de

Con la ayuda de una
jeringa inocular toda la
suspension en un frasco de
hemocultivo con resultado

v

Cuando el equipo marque la
positividad del frasco, se

extraera 10mL del contenido,
—

se colocara en un tubo falcon
de 15mL y se centrifugara a
3500 rpmx 10"

0.5McFarland. negativo.
Con una pipeta pasteur retirar
la mayor cantidad de capa .
bacteriana del falcén e . R(?Z:Illza.l' Ia
inocularunagotaenagar ——>| jdentificacion con
sangre para realizarel
B el MALDITOF.

subcultivo de incubacion corta
(5horas)a37°C.

v

Realizar el sCIM
(Disco de IPM)

Incubar a 37°Cy leer los
halos cada 2 horas, hasta
las 12 horas .
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ANEXO C: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
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ANEXO D: FOTO DE CAPA BACTERIANA A SEMBRAR

N
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ANEXO E: FOTO DE IDENTIFICACION DE MALDI-TOF

1

ANEXO F: FOTO DE LECTURA DE HALOS DEL CONTROL NEGATIVO

(ATCC PAE 27853) A LAS 6,8,10 Y 12 HORAS

12 Horas




ANEXO G: FOTOS DE LAS PRUEBA DEL CIM SIMPLIFICADO

e
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ANEXO H: RESULTADOS GENERALES DEL ESTUDIO
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De nuestra consideracion:
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Protocolos de Investigacion del INEN, han revisado y APROBADO el protocolo Titulado:
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ENTEROBACTERIAS Y PSEUDOMONAS AERUGINOSA A PARTIR DE FRASCOS DE
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Sin otro particular, quedamos de usted.

Atentamente,

M.C. Rossana Ruiz Mendoza
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