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Resumen

Objetivo: Fue determinar la sensibilidad a fosfomicina en cepas de Pseudomonas aeruginosa
productoras de metalo-betalactamasas aisladas de pacientes del Hospital Nacional Hipdlito
Unanue, Lima-Pert. Método: Estudio observacional, disefio no experimental, descriptivo,
retrospectivo y transversal. En aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa se identificd
la produccion de metalo-betalactamasas (MBL) por los métodos enzimaticos como la
inactivacion de la carbapenemasa (mMCIM), y variante con adicion de EDTA (eCIM). Se
determind la sensibilidad a fosfomicina por el método de dilucion en agar. Los datos de
pacientes y sus aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos se
registraron en el software Whonet, y se analizé mediante estadistica descriptiva. Resultados:
A partir de una muestra de 83 aislamientos clinicos se identificaron 34 cepas de P. aeruginosa
productora de MBL. Los pacientes con aislamiento de P. aeruginosa MBL el 63,6% fueron
varones, con una edad media de 50,4 +/- 18,4 afios. Los servicios de procedencia mas frecuente
fueron: cirugia especialidades 36,4%, cirugia toracica 18,2%, medicina interna 18,2%. Las
muestras mas frecuentes fueron las de origen respiratorio y urinario. Conclusion: La frecuencia
de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa productora de MBL y sensibles a fosfomicina en
el Hospital Nacional Hipolito Unanue fue 32,4% en el afio 2021. La mayor frecuencia de

aislamientos procedié de cirugia especialidades, cirugia toracica y medicina interna.

Palabras clave: Enterobacterias, carbapenemasas, fosfomicina.
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Abstract

Objective: To determine the susceptibility to fosfomycin in metallo-betalactamase-producing
strains of Pseudomonas aeruginosa isolated from patients of the Hipdlito Unanue National
Hospital, Lima-Perd. Method: Observational study, non-experimental, descriptive,
retrospective and cross-sectional design. In clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa, the
production of metallo-beta-lactamases (MBL) by enzymatic methods such as carbapenemase
inactivation (mCIM), and EDTA-added variant (eCIM) was identified. Susceptibility to
fosfomycin was determined by the agar dilution method. Data from patients and their isolates
of carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa were recorded in the Whonet software, and
analyzed using descriptive statistics. Results: From a sample of 83 clinical isolates, 34 strains
of MBL-producing P. aeruginosa were identified. Patients with isolation of P. aeruginosa
MBL (63.6%) were male, with a mean age of 50.4 +/- 18.4 years. The most frequent services
of origin were: specialty surgery 36.4%, thoracic surgery 18.2%, internal medicine 18.2%. The
most frequent samples were of respiratory and urinary origin. Conclusion: The frequency of
isolates of Pseudomonas aeruginosa producing MBL and sensitive to fosfomycin at the
Hipolito Unanue National Hospital was 32.4% in 2021. The highest frequency of isolates came

from specialty surgery, thoracic surgery and internal medicine.

Key words: Enterobacteriaceae, carbapenemases, fosfomycin.



I. INTRODUCCION

1.1. Descripcion y formulacién del problema

Una consecuencia de la amplia diseminacién de resistencia a los antimicrobianos es la
falla terapéutica que estas bacterias determinan. Esto puede suceder en cualquier tipo de
patologia infecciosa directa o asociada. Por lo cual, diversos autores la relacionan con un
problema de salud publica debido al fracaso terapéutico en patologias frecuentes que van desde
las infecciones urinarias hasta las mas complicadas como las infecciones intrahospitalarias
cursando por aquellas que generan sepsis bacteriana en diversos grupos etarios (Kocsis et al.,

2021; Ali et al., 2021; Talebi y Hashemi, 2022).

El amplio mundo de la resistencia a los antimicrobianos, dinamico y evolutivo con una
potestad de diseminacion rapida gracias a su componente genético movil de transferencia de
informacion (plasmidos y transposones), por lo cual no deberia de asombrarnos que esta

problemaética sea nuestra proxima pandemia. (Moreno y Beltran, 2009; Valdés, 2017).

Este desafio médico merece el compromiso de todos los profesionales de salud de
diversos &mbitos, desde las politicas como la de concientizacién en el consumo y
administracién de antimicrobianos en la parte preventiva hasta el reporte de casos y busqueda

de posibles opciones terapéuticas. (Lazovski et al., 2018)

En paralelo son los profesionales Tecndlogos Médicos - Microbidlogos son los que
poseen probablemente la mayor responsabilidad en la busqueda e identificacidn diaria de estos
mecanismos de resistencia buscando estrategias accesibles a nuestro entorno sanitario y
tratando en todo momento de brindar un mayor abanico de opciones terapéuticas a los clinicos
en el afan de salvaguardar las vida de nuestros pacientes por tal motivo: Se realizé la

investigacién para evaluar la sensibilidad a fosfomicina a una coleccion de cepas de



Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-betalactamasas aisladas de pacientes que

acudieron al Hospital Nacional Hipdlito Unanue durante el periodo 2021 en Lima, Peru.

1.1.1 Problema General
Por lo expuesto se formuld el siguiente problema general:

e . Cual es la sensibilidad a fosfomicina en cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas aisladas en pacientes, Hospital Nacional Hipdlito Unanue,
Lima- Peru, 20217

1.1.2 Problemas Especificos

e Cual es la frecuencia de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-betalactamasas
sensibles a fosfomicina segun la edad aisladas en pacientes, Hospital Nacional Hipdlito
Unanue, 20217

e Cuales es la frecuencia de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-
betalactamasas sensibles a fosfomicina segin el sexo aisladas en pacientes, Hospital
Nacional Hipélito Unanue, 2021?

e . Cual es la frecuencia de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-betalactamasas
sensibles a fosfomicina segin origen de la muestra aisladas en pacientes, Hospital
Nacional Hipdlito Unanue, 20217

e ;Cual es la frecuencia de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-betalactamasas
sensibles a fosfomicina segun la procedencia aisladas en pacientes, Hospital Nacional

Hipolito Unanue, 20217



1.2. Antecedentes

1.2.1. Antecedentes Nacionales

Champi et al. (2021), en Peru “Sensibilidad a fosfomicina en aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa productora de metalo-carbapenemasas de pacientes hospitalizados”
en su estudio de tipo descriptivo, prospectivo de corte transversal evalu6 mediante disco
difusion y dilucion en agar la sensibilidad a fosfomicina de Pseudomonas aeruginosa
productora de metalo-betalactamasas (MBL) confirmadas por mCIM. De una poblacién de 126
cepas, procedentes de muestras clinicas de las cuales el 55.5% demostraron resistencia a
carbapenémicos, 37 cepas fueron confirmadas para la produccion de MBL. Estas Gltimas
fueron enfrentadas a fosfomicina obteniendo que el 67.6% presenté una CIM <128ug/ml por
lo cual los autores resaltan que es necesario monitorear la resistencia bacteriana, para poder

ampliar las opciones terapéuticas.
1.2.2. Antecedentes Internacionales

Ali et al. (2020) en Pakistan en el estudio “Resistencia mediada por enzimas de
espectro extendido y metalo-betalactamasas en Pseudomonas aeruginosa en muestras
clinicas”, determinaron el perfil de susceptibilidad de este microorganismo, incluyendo 126
cepas, las que fueron ensayadas para demostrar su produccion de enzimas metalo-
betalactamasas (MBL), cuyo porcentaje fue 11% (n: 14). Adicionalmente, se ensayaron
mediante disco difusién otros antimicrobianos incluyendo fosfomicina que demostrd ser
sensible en el 42,8%. Los autores concluyen que las cepas de P. aeruginosa productoras de
metalo-betalactamasas son igual de resistentes a una amplia familia de antibidticos dejando
pocas opciones de tratamiento. Ellos recomiendan mayor control en la prediccion de
antibidticos y el estudio y deteccion de enzimas MBL y sus opciones de tratamiento.
Fosfomicina combinada con otros antimicrobianos ha demostrado una buena eficacia contra

bacterias multirresistentes (MDR) en estudios clinicos e in vitro (Albiero et al., 2019); sin



embargo, la actividad de fosfomicina combinada con otros antimicrobianos contra cepas de P.
aeruginosa productoras de metalo-betalactamasas (MBL) no se ha probado. El objetivo fue
determinar el sinergismo y la administracion intravenosa optima de regimenes de dosificacion
de fosfomicina con meropenem contra cepas de P. aeruginosa MDR y MBL. Las CIM se
determinaron mediante el método del tablero de ajedrez y analizado por dos pruebas de
sinergismo con 19 clones de P. aeruginosa aislados, 10 eran productores de MBL. Un analisis
farmacodinamico se realizé para meropenem y fosfomicina con una reduccion de dosis para
insuficiencia renal determinando la probabilidad de logro del objetivo (PTA) para los indices
de meropenem y fosfomicina. La combinacion redujo 8 veces el MIC50 y el MIC90. El 44%
con MIC en los rangos intermedios o resistentes se volvieron sensibles a meropenem. Para las
cepas productoras de MBL, la combinacién produjo sensibilidad a meropenem en el 40 %. Los
regimenes de meropenem en monoterapia alcanzaron un PTA de 90% (MIC 4 g/ml) en 32%
aislados y en 68% aislados cuando se combinaron con fosfomicina. Ningln régimen de
fosfomicina de monoterapia alcanz6 el PTA del 90% (MIC 16 g/ml). Combinado con
meropenem, los regimenes de fosfomicina alcanzaron la PTA del 90% en 74% de aislamientos.
El aumento de las actividades farmacodindmicas resultantes de la sinergia de meropenem con
fosfomicina muestra el potencial de la combinacion para combatir infecciones causadas por P.

aeruginosa MDR y productora de MBL.

Ethirajulu et al. (2018) en India, “Patron de susceptibilidad de fosfomicina frente a
bacterias resistentes a farmacos obtenidas de muestras clinicas no urinarias en un hospital de
atencion terciaria, en el sur de la India”, determinaron la susceptibilidad de la fosfomicina de
una gran variedad de gérmenes clinicamente relevantes como Pseudomonas aeruginosa
productora de metalo-beta-lactamasas (MBL) aislada de las muestras distintas de la orina,
ademas se evalud la concordancia entre dos métodos, difusion en disco y dilucion en agar segin

directrices del CLSI. Se aislaron 50 cepas de Pseudomonas aeruginosa, productora de MBL



de estos aislamientos el 90% fueron susceptibles a fosfomicina por el método de disco difusion
(200 pg) estandarizado por CLSI, en el caso de la evaluacion in vitro por la metodologia de
dilucién en agar teniendo en cuenta que para para E. coli, el punto de corte es (< 64ug/ml) el
70% de nuestras P. aeruginosa, productora de MBL son sensibles a fosfomicina, el 10%
Intermedio (128pug/ml) y 20% a fosfomicina (> 256) por lo que se podria considerar a
fosfomicina como un farmaco alternativo para el tratamiento de infecciones por bacterias
multirresistentes, en infecciones urinarias como en las infecciones sistémicas. Con valores de

punto de corte y diametro del halo para todos los gérmenes de aislamiento comun.

Flamm et al. (2018), en su investigacion “Actividad de fosfomicina frente a aislados
bacterianos contemporaneos en EE.UU.”, evaluaron la susceptibilidad a fosfomicina a méas de
2200 aislamientos clinicos de distintos centros médicos de EE.UU. se lograron colectar 141
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa, 100 de los seleccionados tuvieron algln tipo de
resistencia. 20 aislamientos fueron seleccionados especificamente por su resistencia
meropenem con una probable produccidén de metalo-beta-lactamasas (sin confirmar) estos
fueron evaluados frente a fosfomicina por CIM de los cuales el 75% (n=15) fueron sensibles a
fosfomicina. Esto permite afirmar que la fosfomicina tiene una actividad de amplio espectro lo
cual permitird enfrentar infecciones complicadas por microorganismos multirresistentes. En
Estados Unidos se estan administrando fosfomicina hasta 18 gramos diarios por via intravenosa
frente a las formas de dosificacion oral, determinando si los puntos de corte existentes son
apropiados para la formulacién intravenosa serd importante para asegurar que las pruebas de

laboratorio y puedan brindar esta orientacion tan necesaria.



1.3.  Objetivos
1.3.1 Objetivo General
- Determinar la sensibilidad a fosfomicina en cepas de Pseudomonas aeruginosa
productoras de metalo-betalactamasas aisladas de pacientes del Hospital Nacional

Hipdlito Unanue, 2021.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Determinar la frecuencia de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-
betalactamasas sensibles a fosfomicina segin la edad.

- Determinar la frecuencia de aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina segun el sexo.

- Determinar la frecuencia de aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina segun tipo de muestra.

- Determinar la frecuencia de aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras

de metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina segun la procedencia.

1.4. Justificacion

La probabilidad de ocurrencia de un evento fatal es la suma de muchas casualidades.
En ocasiones las infecciones bacterianas se convierten en un dolor de cabeza para el médico
tratante debido a la caracteristica del germen y sus mecanismos fisiologicos de defensas o
perpetuidad. El escenario se complica cuando debido a la evolucion o casualidad, adquieren
mecanismos de resistencia a los antibidticos convencionales y estos eventos por lo general son
fatales. En microbiologia clinica, en los ultimos afios hemos sido testigos de la explosion de
reportes de casos asociados a gérmenes de prioridad critica como lo sefiala la OMS, a esto resta

aln mas, las ya reducidas opciones de tratamiento antibidtico para estos gérmenes, como por



su resistencia intrinseca a familias de antibidticos y otras debido a su potencial en la transmision
y adquisicion de material genético extra cromosomico (plasmidos). Estos transfieren mucha
informacién genética, como la produccion de enzimas que inhiben a familias enteras de
antimicrobianos, segun sea el gen transmitido este determinara el impacto clinico en los

pacientes.

Pseudomonas aeruginosa, es un bacilo Gram negativo no fermentador, oportunista,
muy relacionado a infecciones cronicas como aquellas que aquejan a los pulmones y las post-
quirurgicas (Malhotra et al., 2019; Ciofu y Tolker, 2019). Se encuentra dentro del grupo
ESKAPE pues representa una amenaza mundial (De Oliveira, 2020). Ya que es facil de aislar
de diversos nichos ambientales, todos distintos, incluyendo el ambiente hospitalario lo que es
causa frecuente de infeccion relacionada a la atencién médica (Didelot et al., 2016). Esto
debido a que posee un genoma relativamente grande, en comparacidn con otros bacilos, que va
desde los 5.5 a 7 MB, su plasticidad genética se traduce en su diversidad genética pues codifica
una amplia cantidad de transportadores, reguladores transcripcionales de varios componentes
y vias metabdlicas, lo que lo hace un germen totalmente flexible (Kung et al., 2010)

(Muthukumarasamy et al., 2020).

Un factor que impulsa la supervivencia de Pseudomonas aeruginosa y que pone en
riesgo nuestra salud es la resistencia a los antimicrobianos (Kung et al., 2020), que se presentan
de forma intrinseca y adquirida para nuestro germen en investigacion. La primera de tipo
salvaje, es inducida por una previa exposicion (Hancock, 1998). Siendo las de principal accion
las porinas (Chevalieret et al., 2017) y bombas de flujo de amplio espectro por otro lado el
segundo tipo de resistencia que tiene la peculiaridad de ser adquirida es impulsada por
mutaciones, muchas de ellos se obtienen por transferencia horizontal de material genético
movil, en esta categoria preocupante ingresa la resistencia enzimatica a los carbapenémicos

por proteinas del tipo B-lactamasas con espectro de accion que afecta a betalactdmicos como



los carbapenemicos. Las carbapenemasas mas descritas son las de tipo serina como KPC, OXA

y las metalo-betalactamasas del tipo IMP, VIM o NDM. (Li y Plésiat, 2016; Murakami, 2016)

Estas ultimas confieren resistencia a todos los betalactamicos de forma general con
excepcion de los monobactamicos (Bush y Bradford, 2020) y conllevan resistencia adheridas
a familias completas de antibidticos como por ejemplo aminoglucésidos, quinolonas,

polimixinas y otros (Lopez-Causapé et al., 2018).

Nuestro estudio permite conocer aspectos epidemioldgicos de la dindmica de la
resistencia de Pseudomonas aeruginosa frente a los antimicrobianos, ademas, de la presencia
de las enzimas MBL y su comportamiento frente a un farmaco alternativo como es fosfomicina,

todos los resultados reflejaran la realidad del Hospital Nacional Hipolito Unanue.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Bases tedricas sobre la investigacion

2.1.1 Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo gram negativo no fermentador que integra el género Pseudomonadaceae.
Este patdgeno bacteriano es oportunista y se asocia a un sin nimero de infecciones, incluyendo
a la fibrosis quistica, infecciones postquirargicas, infecciones crénicas de heridas. Son bacilos
no esporulados, aerobios que no usan los hidratos de carbono como fuente de energia o los
degradan por vias alternas de fermentacion. Particularmente son rectos o ligeramente curvos,
son mdviles mediante sus flagelos polares, usan la glucosa de forma oxidativa la clasificacion
del género es mediante el RNA ribosdmico y otros factores fenotipicos (Palleroni et al., 1993)

(Koneman et al., 1994).

2.1.1.1 Metabolismo de Pseudomonas aeruginosa. El agente en estudio metaboliza
de forma eficiente los azlicares mediante la via de Entner — Doudoroff, pero este metabolito no
es de su agrado por lo cual esta accion es regulada por una represién catabdlica para luego
elegir el sustrato preferido de forma ordenada. Regularmente las fuentes de carbono y nitrégeno
para Pseudomonas aeruginosa son las cadenas cortas de &cidos grasos, aminoacidos y
poliaminas (Frimmersdorf et al., 2010). Teniendo en cuenta estos aspectos podemos mencionar
que la principal forma de generar energia se sustenta en el catabolismo del sustrato oxidativo,
pero también puede prosperar en entornos anaerobicos de forma facultativa con aceptores de

electrones externos fermentando la arginina o piruvato (Williams et al., 2006).

2.1.1.2 Caracteristicas de bacilos Gram negativos no fermentadores. La sospecha
inicial del microbidlogo frente a Pseudomonas se sustenta en la no fermentacion de la glucosa,
reaccién positiva al citocromo oxidasa, crecimiento en agar mac conkey, entre otros. (Koneman

etal., 1994)
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2.1.2 Carbapenemasas

Debido a la aparicién de un nuevo medicamento contra gérmenes con algun perfil de
resistencia salieron al mercado los carbapenémicos asi transcurria el afio 1980 y a poco tiempo
se reportaron germenes que podrian hidrolizar este medicamento, luego aparecieron portadores
de genes de enzimas que inactivan antimicrobianos de amplio espectro las carbapenemasas.

(Hsueh et al., 2002)

No son afectados por los inhibidores de las serin betalactamasas. En 1995 se lograron
actualizar algunos detalles de la clasificacion de las MBL, Ingresaron al grupo 3 de la
clasificacion de Bush. Se proponen 3 subgrupos funcionales, por hidrdlisis de imipenem y otros

betalactamicos. (Palzkill et al., 2013)

Son de amplio espectro, inhiben todos los betalactdmicos a excepcion de los
monobactamicos, Codificadas por plasmidos, solo se observan en especies bacterianas
especificas, con cofactores de cationes divalentes, son inhibidos por agentes quelantes
derivados de los tioles. Especificamente, Pseudomonas aeruginosa en algunos paises se ha
reportado alrededor del 20% de los aislados de este germen, y presentan este tipo de resistencia

como en India y Grecia. (Palzkill et al., 2013)

Segun reportes de MBL a nivel mundial, En 1990 fue notificada la primera MBL que
fue IMP-1 actualmente existen 27 derivados para el tipo IMP, siendo IMP-1 dominante en
Japén, IMP-4 dominante en China, aunque también circulan IMP-1, IMP-7, IMP-10y VIM-2,
VIM-2 cominmente en Pseudomonas aeruginosa y asociado a infecciones nosocomiales se ha
establecido en los cinco continentes asociada a fibrosis quistica, con 25 variantes, con
transferencia cromosodmica o plasmidica. La mayoria asociado a la transferencia asociada al
integron de clase 1 Tn402 o Tn5090. Se puede mencionar que IMP, VIM, GIM-1y SPM-1 son

similares y que estan dispersos a nivel mundial (Picoli et al., 2008).
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Centramos la atencion de este estudio en las metalocarbapenemasas por ser las de
mayor frecuencia reportados en los ultimos 10 afios en nuestro pais (Gonzales et al., 2013),

(Angles-Yanqui et al., 2020)
2.1.3 Fosfomicina

Fosfomicina, antibidtico bactericida producido entre otros por Streptomyces fradiae,
descubierto por un equipo espafiol de la Compariia Espafiola de Penicilina y Antibioticos en
1969. Se emplea en numerosos paises con diferentes formulaciones como intravenosa, y por
via oral. Por la gran incidencia de microorganismos multirresistentes aparece como una
alternativa terapéutica, sola o en combinacién. En Estados Unidos la Food and Drug
Administration (FDA) en 1996 incluye a fosfomicina, en la lista de farmacos con actividad
antimicrobiana. Se produce de manera sintética, inicialmente se purificd de Streptomyces
fradiae (ATCC 21096), S. viridochromogenes (ATCC 21240), S. wedmorensis (ATCC 21239)
y Pseudomonas syringae. Es un derivado del acido propionico, un epoxido con una union

directa entre el carbono y el fésforo, sin puente intermedio de oxigeno. (Diez y Canton, 2019)

2.1.3.1 Mecanismo de accién. Su mecanismo de accion es bloqueando el primer paso
de la sintesis del peptidoglicano. El transporte de fosfomicina al interior de la bacteria se realiza
mediante permeasas como el transportador del glicerol 3-fosfato (GlpT) y el transportador de
la glucosa 6-fosfato (UhpT). La GIpT tiene una actividad basal sin ser inducido y la UhpT
carece de actividad en ausencia de la glucosa 6-fosfato. Al ingresar a la célula bacteriana,
fosfomicina inhibe la enzima UDP-N-acetilglucosamina-enolpiruvil transferasa (MurA), que
cataliza la formacion de N-acetilmuranico (precursor del peptidoglicano) a través de la union
de N-acetilglucosamina y fosfoenolpiruvato. Fosfomicina es un analogo del fosfoenolpiruvato,
con un anillo epoxido, y un grupo fosfénico. Al unirse a MurA la inhibe y provoca la lisis
bacteriana. Sobre P. aeruginosa en diversos estudios tratan de elucidar el parametro PK-PD

que determina la actividad de fosfomicina en este microorganismo, con diversos resultados. En
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un modelo murino se observd que el AUC/CMI es el parametro que mejor se ajusta a la
actividad de fosfomicina, otros estudios demuestran que es un antibioético tiempo-dependiente.
Se ha determinado que el parametro PK-PD que da la actividad bactericida total de fosfomicina
en P. aeruginosa es el AUC/CMI, y que el T>CMI se relaciona con la supresion de resistencias.
Este mecanismo casi unico, probablemente proporcione el efecto sinérgico con otros

antibidticos. (Diez et al., 2019)

2.1.3.2 Farmacocinética y farmacodinamico. Existen diversas formulaciones de
fosfomicina algunas de ellas, sustituyen los dos atomos de hidrégeno del radical fosforico por
otros de sodio o uno de calcio lo que da lugar a sales sodicas, esto para la administracion
parenteral, o célcica, para la via oral. Posteriormente se incorpordé la base organica tris-
hidroximetil-aminometano lo cual se conoce como trometamol.

2.1.3.3 Mecanismos de resistencia a fosfomicina. La resistencia a fosfomicina se
puede producir por tres mecanismos diferentes:

e Afeccidn del transporte, por mutaciones en genes cromosomicos de los transportadores
GIpT o UhpT o en sus genes reguladores, impidiéndole la llegada de fosfomicina a su
lugar de accion. Se ha descrito en E. coli y P. aeruginosa.

e Alteracion de la diana de actuacion. Se puede alterar de manera natural o por
mutaciones en los genes murA que afectan a la estructura de MurA, incapacitando a
fosfomicina de actuar como sustrato. M. tuberculosis presenta de forma natural MurA
con un residuo aspartato en vez de cisteina en la posicion 117, siendo incapaz de
interactuar con la fosfomicina y determinando su resistencia intrinseca. En P.
aeruginosa se han descrito vias metabdlicas independientes de MurA en la sintesis del
peptidoglicano mostrando la baja sensibilidad que presentan estos microorganismos a

la fosfomicina. (Diez et al., 2019)
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e Inactivacion enzimatica. Siendo el mecanismo con mayor importancia epidemiologica.
Por produccion de metaloenzimas que afectan a fosfomicina, bloqueando su accion
inhibitoria sobre MurA. Se han descrito diferentes metaloenzimas como FosX y FosA.
Inactivan fosfomicina mediante la apertura del anillo epdxido por incorporacion de una

molécula de agua o de glutation, respectivamente. (Diez et al., 2019)

2.1.3.4 Evaluacion de la susceptibilidad in vitro. El Instituto de estandares de
laboratorios clinicos de EEUU, ha establecido dos pruebas de susceptibilidad para muestras de
origen urinario y gérmenes especificos (E. coli y Enterococcus faecalis) estos métodos poseen
buena correlacion para los gérmenes en mencion. Los lineamientos de la CLSI destacan que el
método estandar para ensayar fosfomicina es la dilucion en agar con buena concordancia con
el procedimiento de disco difusion. EI comité europeo EUCAST respalda los métodos
mencionados y adiciona al MIC como métodos estandar para el ensayo de la sensibilidad a
fosfomicina. CLSI evalta a Pseudomonas frente fosfomicina mediante MIC, pero no se cuenta
con puntos de corte para cepas de aislamiento clinico, aunque EUCAST muestra valores de
corte epidemioldgico que pueden ser utilizados. (Diez-Aguilar et al., 2013). No se ha descrito
un método estandar para evaluar sensibilidad de fosfomicina frente a Pseudomonas, pero se
han propuesto iniciativas de diversos autores. Al enfrentar fosfomicina ante P. aeruginosa por
CIM, dilucion en agar y microdilucién en 206 aislamientos clinicos con un control ATCC, se
observo que la dilucion en agar y microdilucion, son metodologias mas fiables, para evaluar

susceptibilidad frente a fosfomicina (Diez-Aguilar et al., 2013).

Las enterobacterias incorporan sus nutrientes por transportadores GlpT, inducidos por
el glicerol-3-fosfato y los UhpT inducidos por la glucosa-6-fosfato, el mismo por donde ingresa
la fosfomicina. Del mismo modo, Pseudomonas carece de UhpT y solo usa la proteina GIpT

para la captar fosfomicina (Silver et al., 2017). Por ello se cree que no es necesario suplementar
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con glucosa-6-fosfato para evaluar la sensibilidad a fosfomicina frente a Pseudomonas

aeruginosa. (Castafieda-Garcia et al., 2013).

En la actualidad ambos comités, CLSI y EUCAST no recomiendan métodos rapidos
como la microdilucién en caldo para la sensibilidad frente a fosfomicina por dificultades en la
lectura de los puntos de corte final. Smith evalué 4 métodos distintos de sensibilidad a
fosfomicina frente a P. aeruginosa incluyendo 198 aislamientos clinicos, los resultados
muestran que no es posible extrapolar con los puntos de corte de E. coli a P. aeruginosa, ya
que Pseudomonas aeruginosa en la mayoria se encuentran a 2 o 3 diluciones del punto de corte
de E. coli. Ademas, el método de dilucion en agar sigue mostrando una adecuada concordancia.
(Smith et al., 2020).

2.1.3.4.1 Disco difusion y Dilucion en agar. El método estandar para la evaluacion de
la sensibilidad a fosfomicina es el de disco difusion. Tanto CLSI como EUCAST han definido
puntos de corte disco difusion y MIC para Enterobacterales. Ademas, solo EUCAST ha
propuesto puntos de corte por MIC (sensible <128ug y resistente >128ug) y disco difusion para
P. aeruginosa, siendo un valor de corte epidemiolédgico para uso con otros antimicrobianos

(Diez-Aguilar et al., 2013).

2.1.3.5. Actividad de fosfomicina en combinacién con antimicrobianos. Algunos
investigadores han evaluado los efectos sinérgicos de las combinaciones de antibiéticos, en el
caso de fosfomicina se utilizaron el ensayo de tablero de ajedrez y la concentracion inhibitoria
fraccional (FIC). El efecto sinérgico mas alto se observd en colistina/fosfomicina vy
gentamicina/fosfomicina (5 de 8 aislamientos). La combinacidn de antibiéticos tuvo diferentes
efectos sobre el biofilm y las formas planctonicas de P. aeruginosa. Por lo tanto, es necesaria
una determinacion separada de los efectos inhibitorios del antibi6tico, previamente a la

combinacion. (Memar et al., 2021).
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I1l. METODO

3.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo basica, no experimental, descriptiva, prospectivo

de corte transversal.

3.2 Ambito temporal y espacial

Delimitacion temporal

El estudio se desarrolld con aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa

identificadas entre los meses de enero a diciembre de 2021.
Delimitacion espacial

El presente proyecto se realizo en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue, ubicado en el

distrito de EI Agustino.

3.3 Variables
Variable dependiente
e Sensibilidad a fosfomicina por disco difusion y dilucion en agar.
Variable independiente
e Pseudomonas aeruginosa productora de enzima metalo-betalactamasas.

3.4 Poblacién y muestra

La poblacion se conform6 por 139 aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa
resistente a los carbapenémicos aisladas de pacientes atendidos en el Hospital Nacional
Hipdlito Unanue, durante el periodo de estudio.

Z*xp(1-p)

2
e

Tamano de la muestra =

2
1_
1+ (z Xpi p))
e“N
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Donde:

N= 125

z=1.96 (indice de confianza 95%)
e=5%

p=0.16, (g=1-p)
Se estimd una poblacion de 139 aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa,

resistente a carbapenémicos, considerando como referencia una frecuencia de 15.7% de
metalocarpenemasas en un estudio previo (Gonzales et al., 2013) con un indice de confianza
del 95% y un error de 5%.
3.4.1 Tamafio de muestra
Segun lo estipulado, con la formula de muestra para poblacion finita, el tamafio de
muestra correspondio a 83 cepas de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos.
3.4.2 Muestreo
Para la investigacion se considerd un muestreo no probabilistico o no aleatorio por
conveniencia, considerando los elementos que cumplieron con los criterios de inclusion y
exclusion.
3.4.2.1 Criterios de inclusion
e Aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa de pacientes hospitalizados en el
Hospital Nacional Hipdlito Unanue.
e Aislamientos con resistencia confirmada a carbapenémicos por prueba de sensibilidad.
3.4.2.2 Criterios de exclusion
e Aislamientos duplicados.

e Aislamiento de muestras de pacientes referenciados.

3.4.3 Unidad de analisis
Una cepa de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos por prueba de

sensibilidad durante el afio 2021.
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3.5 Instrumentos

Para la recoleccion de datos, se utiliz6 como instrumento un formato digital establecido
para el proyecto para la recoleccion de datos de cada cepa de Pseudomonas aeruginosa
resistente a carbapenémicos aislada de pacientes hospitalizados. (Anexo B).
3.6 Procedimientos
3.6.1 Recoleccion de muestras

Las muestras fueron recolectadas y se transportaron al laboratorio de microbiologia
para su procesamiento, segun el “Manual de procedimientos del Laboratorio de Microbiologia
del servicio de Microbiologia.”
3.6.2 Técnica de aislamiento primario

Se utilizé medios de cultivo como agar sangre y agar Mac conkey, cultivando en cabina
de seguridad bioldgica tipo Il. Las lecturas y la coloracion gram, se realizaron luego del
sembrado e incubacion a 35°C.
3.6.3 Técnica de identificacion por método convencional

Se identificaron mediante bioquimica convencional, segun métodos estandarizados a
nivel de género y especie (Sacsaquispe y Ventura, 2001).
3.6.4 Evaluacion de susceptibilidad antimicrobiana por disco difusion

La evaluacion de la sensibilidad a los antimicrobianos por disco difusion se hizo
ensayando los antibioticos especificos descritos para Pseudomonas aeruginosa, segun los
lineamientos del documento M100-S32 (CLSI, 2022).
3.6.5 Preservacion de cepas

Las cepas identificadas con halos inhibicion de menor o igual a 15 mm de didmetro
para imipenem o meropenem, fueron seleccionas para realizar el estudio. Todas las cepas
sospechosas de ser productoras de la enzima metalo-betalactamasa se preservaron en viales con

agua estéril segin recomendaciones. (Liao, 2003)
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3.6.6 Confirmacion del mecanismo enzimatico de resistencia a los carbapenémicos.

Se realizo la reactivacion de cepas preservadas, cultivando en agar tripticasa soya,
haciendo un subcultivo a las 24 horas para su aislamiento. Se determind presencia de actividad
enzimatica de carbapenemasas mediante el test de Blue Carba.

3.6.7 Confirmacion de la produccién de la enzima metalobetalactamasa

Se determin6é mediante los métodos fenotipicos enzimaticos mCIM y eCIM, para lo
cual se prepard una suspension bacteriana de las cepas segun la turbidez del tubo 0.5 de la
escala de Mc Farland. Se determin0 la sensibilidad a fosfomicina por el método de dilucion en
agar, en placas con Mueller Hinton suplementadas con glucosa-6-fosfato y fosfomicina
guimicamente pura (Sigma Aldrich) en concentraciones de 64ug, 128ug y 256ug para su
respectiva evaluacion e interpretacion. (M07-A9, CLSI).

Para ensayar el antibidtico fosfomicina frente a las cepas de P. aeruginosa, se hizo una
dilucion de 1/10 de la suspension 0.5 Mc Farland en tubos estériles con solucion salina 9 %oo.
Las diluciones se inocularon en las placas de Mueller Hinton suplementadas con fosfomicina.
Inoculando por cada cepa 2ul de la suspension bacteriana en cada una de las placas con
diferentes concentraciones de fosfomicina, considerando una primera placa (control de
crecimiento de entrada) sin antibidtico, tres con la concentracion de fosfomicina a ensayar
(64pg/ml, 128ug/ml y 256pg/ml) y la quinta placa sin antibidtico (control de crecimiento de
salida).

Los indculos en las placas se mantuvieron 5 minutos hasta secar por completo, luego
se incubaron a 35°C por 16 a 18 horas. La lectura de las placas de cada concentracion de
fosfomicina fue evaluada frente a las placas de ingreso y salida que sirvieron como control del
proceso de inoculacién. Las lecturas de los procedimientos se registraron en las fichas de

recoleccion de datos (Anexo B).
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3.7 Analisis de Datos

Los datos recabados en las fichas de datos, fueron registrados en el software de Whonet
5.6. Para el andlisis estadistico se describieron las variables de estudio con estadisticas
univariadas, usandose frecuencias y porcentajes. Con los datos obtenidos de las variables
analizadas como datos demograficos: edad, sexo, muestra y procedencia, se elaboraron tablas

y graficos con el programa Microsoft Excel.

3.8 Consideraciones Eticas

Todos los procedimientos del presente estudio se realizaron en aislamientos
bacterianos. El estudio fue presentado y aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del
Hospital Nacional Hipdlito Unanue. Esta investigacion preservé la confidencialidad de los

datos demograficos, resguardando el anonimato y por lo cual no generé conflictos éticos.
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IV. RESULTADOS

Se logro determinar la sensibilidad a fosfomicina en Pseudomonas aeruginosa
productoras de metalo-betalactamasas aisladas de pacientes, del Hospital Nacional Hipolito
Unanue, durante el afio 2021, con 83 aislamientos de P. aeruginosa resistentes a
carbapenémicos, con los cuales se evalud la presencia de metalocarbapenemasas con el método
eCIM, observandose que el 40,9% (34/83) presentaron enzimas inhibibles con EDTA. La
sensibilidad a fosfomicina se determind mediante un método estandar de referencia como la

dilucidn en agar, observando sensibilidad en 49,4% (41/83) de aislamientos.

El 40,9% (34/83) de cepas analizadas presentd enzimas metalocarbapenemasa,
identificada por el método eCIM. Ademas, las cepas que presentaron sensibilidad a fosfomicina
fueron el 49,4% (41/83). Del total de cepas productoras de metalocarbapenemasa, el 67,6%
(23/34) fueron resistentes a fosfomicina, mientras que el 32,4% (11/34) fueron sensibles, como

podemos observar en la Tabla 1.

Tabla 1
Sensibilidad a fosfomicina en Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-

betalactamasas aisladas de pacientes, Hospital Nacional Hipdlito Unanue, 2021.

P. aeruginosa Metalocarbapenemasa

Positivo Negativo
Sensible 11 30
Fosfomicina
Resistente 23 19
34 49

Fuente: Datos de la investigacion
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Los aislamientos bacterianos fueron recuperados de pacientes atendidos en el Hospital
Nacional Hipdlito Unanue, en los diferentes grupos de edad, donde el grupo que presento la
mayor frecuencia de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa productoras de MBL y
sensibles a fosfomicina se encuentra en el rango de 51 a 60 afios (36,4%) y en los mayores de
60 afos (36,4%). Se observd la menor frecuencia en los otros grupos de edad. Se puede

observar la distribucion por grupos de edad (Tabla 2).

Tabla 2
Frecuencia de aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-

betalactamasas sensibles a fosfomicina segun la edad.

Edad N° de aislamientos (%)

1-10 afios 1 9.1
31-40 afios 1 9.1
41-50 afos 1 9.1
51-60 afios 4 36.4
mayor de 60 afios 4 36.4
Total 11 100

Fuente: Datos de la investigacion
La mayor frecuencia de aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina se encuentran en el grupo del sexo masculino

con un 63.6% (7/11) como podemaos apreciar en la Tabla 3.
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Tabla 3
Frecuencia de aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-

betalactamasas s sensibles a fosfomicina segun el sexo.

Sexo Numero de aislamientos (%)
Femenino 4 36.4
Masculino 7 63.6

Total 11 100

Fuente: Datos de la investigacion

La mayor frecuencia de aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina se obtuvieron de muestra de aspirado
bronquial 54.5% (6/11), seguido de muestras de orina (27.3%) y traqueal (18.2%), tal como

podemos apreciar en la Tabla 4.

Tabla 4
Frecuencia de aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras de

metalobetalactamasas sensibles a fosfomicina segln origen de la muestra.

Tipo de muestra Numero de aislamientos (%)
Bronquial 6 54.5
Orina 3 27.3
Traqueal 2 18.2
Total 11 100

Fuente: Datos de la investigacion
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La mayor frecuencia de aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina, procedieron del servicio de cirugia de
especialidades con un 36.4% (4/11), seguido de cirugia toracica 18,2% (2/11) y medicina
interna 18.2% (2/11), siendo menos frecuentes los procedentes de los servicios de emergencia,

pediatria y urologia.

Tabla5
Frecuencia de aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-

betalactamasas sensibles a fosfomicina segln la procedencia.

Procedencia NuUmero de aislamientos (%)
Cir. Especialidades - C2 4 36.4
Cir. Torécica - D2 2 18.2
Medicina interna - E1 2 18.2
Emergencia 1 9.1
Pediatria General - C1 1 9.1
Urologia 1 9.1
Total 11 100

Fuente: Datos de la investigacion
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V. DISCUSION

El principal objetivo del estudio fue determinar la frecuencia de aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa productoras de metalocarbapenemasas (MBL) sensibles a
fosfomicina. Se pudo observar una frecuencia de 32,4% de aislamientos de Pseudomonas

aeruginosa que presentaron MBL y sensibilidad a fosfomicina.

Nuestros resultados concuerdan con otros estudios, como el de otros investigadores
como Qi-Min et.al (2020), en su estudio en el Hospital mas grande de Singapur detectaron
carbapenemasas en el 51,4% de aislamientos, siendo las de tipo metalo-betalactamasas (IMP y
NDM) las més frecuentes con un 45,5%; ademas, todas portaban el gen fosA. Champi et al.
(2019), observaron un 36% de MBL sensibles a fosfomicina en Pseudomonas aeruginosa
aislada de pacientes hospitalizados. Rasha EI-Mahdy et al. (2019), en un hospital de Mansoura,
Egipto observaron un 26% de aislamientos de P. aeruginosa productores de MBL. Sin
embargo, nuestros resultados difieren con lo observado por Farooq Ali et al. (2018), en un
hospital de Peshawar, Pakistan, quienes reportan una frecuencia de MBL en 11% de
aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa, de los cuales el 43% fue sensible a
fosfomicina. Del mismo modo, otros investigadores como Merradi et al. (2019), en un hospital
de Batna, Argelia, encontraron 14% de aislamientos de P. aeruginosa productores de MBL que
fueron sensibles a fosfomicina; también Amr Mohamad Basha et al. (2020) en su estudio en
un hospital de El Cairo, Egipto reportan un 11% de aislamientos productores de MBL (NDM-
1y VIM-1). Zuhal Kalayci et al. (2020), en su estudio, en un hospital terciario de Turquia,
observo una menor frecuencia de carbapenemasas 4,5% (2/45). Estos estudios muestran una
frecuencia muy variable de la presencia de carbapenemasas en P. aeruginosa de pacientes
hospitalizados, siendo comun el hecho de observar la presencia de mecanismos importantes de
resistencia a carbapenémicos como es la presencia de MBL, solo algunos estudios han referido

haber evaluado la sensibilidad a fosfomicina por un método de referencia, posiblemente por la
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complejidad de la técnica, y porque ademas requiere de equipamiento e insumos poco
utilizados en la rutina. Se observa que en los estudios donde se ha presentado mayor
sensibilidad a fosfomicina, esta no supera mas el 50%, lo que podria estar relacionado con la
presencia de mecanismos de resistencia a fosfomicina como las del tipo enzimatico que se han
reportado como los més frecuentes en algunos estudios. Por otro lado, la alta tasa de resistencia
a fosfomicina que se observa en algunos estudios, limita la posibilidad de ser utilizado como

una alternativa de tratamiento.

En nuestro estudio, todos los aislamientos bacterianos de P. aeruginosa fueron
recuperados de muestras de pacientes atendidos en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue,
observando algunas caracteristicas demograficas importantes de resaltar, como el caso de la
distribucion de aislamientos productores de MBL y sensibles a fosfomicina en los diferentes
grupos de edad, donde la mayor frecuencia se describe en el grupo de edades de 51 a 60 afios
(36,4%) y en los mayores de 60 afios (36,4%). Similares resultados se han observado en otros
estudios como el de Merradi et al. (2019), que reportan presencia de Pseudomonas aeruginosa
productoras de MBL con una frecuencia de 26,9% en el grupo de edad de 40-60 afios, siendo
34,6% en el grupo menor de 10 afios. Faroog Ali et al. (2018), en Pakistan, reportan
Pseudomonas aeruginosa productoras de MBL con mayor frecuencia en los grupos de edad de
21 a 30 afos con una frecuencia de 36% y en mayores de 30 afios una frecuencia de 36%. Zuhal
Kalayci et al. (2020), en Turquia observan una mayor frecuencia de carbapenemasas en los
grupos de edad de 30-60 afios con 33% y en mayores de 60 afios un 27%. Mostrando una
tendencia a observar una mayor frecuencia de aislamientos de P. aeruginosa en pacientes
adultos y adultos mayores, probablemente por una mayor exposicién a las enfermedades
cronicas y una predisposicion a las condiciones de salud de estos grupos etarios, como se

observa en estos estudios.
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Si bien es cierto, en nuestro estudio, la mayor frecuencia de aislamientos clinicos de
Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina se
observo en pacientes del sexo masculino con un 63,6%, en algunos estudios estos datos son
concordantes, como lo reportado por Merradi et al. (2019), que reportan una frecuencia de 73%
(19/26) en el grupo de sexo masculino, asi como también Zuhal Kalayci et al. (2020), en
Turquia, reportan una mayor frecuencia en los aislamientos de pacientes del sexo masculino
con un 62%. Mientras que nuestros resultados difieren, con lo observado por Farooq Ali et al.
(2018), en Pakistan que observaron una frecuencia de 36% (5/14). Algunos estudios refieren
que el sexo es considerado un factor de riesgo de adquirir infecciones, cuya incidencia se
incrementa significativamente en adultos y adultos mayores, como aquellas causadas por P.
aeruginosa en pacientes con heridas por quemadura, y en pacientes con procedimientos
quirurgicos de vias genitourinarios como lo observado por Oberholzer et al. (2000).

Segun el tipo de muestra en nuestro estudio, se resalta una mayor frecuencia de
aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-betalactamasas
sensibles a fosfomicina en muestras respiratorias como aspirado bronquial (54.5%), traqueal
(18.2%) y orina (27.3%), cuyos resultados son concordantes con Zuhal Kalayci et al. (2020),
en Turquia, quienes reportaron una mayor frecuencia de carbapenemasas en aislamientos
procedentes de muestras respiratorias (42%), heridas (27%) y urinarias (20%). No siendo
concordante con lo observado por Merradi et al. (2019) que reportan presencia de
Pseudomonas aeruginosa productoras de MBL en mayor frecuencia en muestras de heridas
(73%) y urinarias (11,5%), asi como también con Faroog Ali et al. (2018) en Pakistan, reportan
una frecuencia de 50% en muestras de pus y 36% en muestras urinarias. Las infecciones por
P. aeruginosa se asocia con varios factores como la reducida inmunidad, la presion selectiva
con antibioticos de amplio espectro que lo favorecen, por lo que es variable su distribucion

segun el tipo de muestra. En el Hospital Nacional Hipdlito Unanue presenta atencion en las



27

especialidades de neumologia con hospitalizacion, siendo muy frecuente la presencia de
dispositivos invasivos junto al uso de ventiladores mecanicos, lo que hace posible un mayor
predominio de estos aislamientos en muestras respiratorias.

La mayor frecuencia de aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas, fueron procedentes de los servicios de cirugia especializados (36%),
cirugia toracica (18%) y medicina interna (18%), siendo estos resultados similares a lo
observado por Zuhal Kalayci et al. (2020) en Turquia, que reportan una mayor frecuencia de
aislamientos procedentes de los servicios de UCI (45%), cirugia (22%) y medicina interna
(22%); no siendo concordante con Merradi et al. (2019) que en un hospital de Argelia, quienes
reportaron aislamientos de Pseudomonas aeruginosa productoras de MBL segun procedencia
con una mayor frecuencia en servicios de hospitalizacién de quemados (73%), neurocirugia
(7,7%) y hematologia (7,7%). Los servicios de hospitalizacion que presentan pacientes criticos,
con compromiso de su inmunidad son colonizados por presentar factores predisponentes, y
posteriormente podrian desarrollar infecciones por este tipo de patdgeno oportunista como es
P. aeruginosa. La epidemiologia local, asi como el tipo de complicaciones del paciente puede

cambiar el comportamiento de la incidencia en los servicios hospitalarios por este patdgeno.

El estudio aporta informacidn importante sobre aislamientos clinicos de Pseudomonas
aeruginosa y la presencia de mecanismos de resistencia de alto nivel de prioridad como es la
produccién de carbapenemasas, sobre todo por la caracterizacion de la presencia de metalo-
carbapenemasas por métodos fenotipicos estandarizados. En estos aislamientos se determind
la sensibilidad a fosfomicina por un método estandar de referencia, para considerarlo como una
posible alternativa de uso terapéutico en nuestro pais, ya que son escasos los reportes que

sustentan su utilidad.
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Por el disefio de la investigacion, los resultados observados sélo podrian ser inferidos a
servicios de hospitalizacién y consulta externa de hospitales del sector publico y que

correspondan al tercer nivel como el Hospital Nacional Hipélito Unanue.
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VI. CONCLUSIONES

La sensibilidad a fosfomicina en cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras de
metalo-betalactamasas aisladas de pacientes del Hospital Nacional Hipodlito Unanue
durante el afio 2021 fue 32,4 %.

La frecuencia de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-betalactamasas
sensibles a fosfomicina de aislamientos clinicos segun grupos de edad, fue 72,8%, en
pacientes mayores de 50 afios.

La frecuencia de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-betalactamasas
sensibles a fosfomicina segln el sexo del paciente, fue mayor en hombres (63,6%),
cuya relacion hombre: mujer fue de 1,8:1.

Los aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa productoras de metalo-
betalactamasas sensibles a fosfomicina presentaron una mayor frecuencia en muestras
bronquial (54,5%), orina (27,3%) y traqueal (18,2%).

Los servicios que presentaron mas frecuencia de aislamientos clinicos de P. aeruginosa
productoras de metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina fueron cirugia

especialidades 36,4%, cirugia toracica 18,2% y medicina interna 18,2%.
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VIil. RECOMENDACIONES

Vigilar activamente y monitorear los patdgenos que presentan multirresistencia como
Pseudomonas aeruginosa, en servicios y areas de hospitalizacion, a fin de caracterizar
mecanismos de resistencia emergentes.

Realizar estudios de vigilancia de genes asociados a la multi y extremo resistencia en
Pseudomonas aeruginosa de pacientes hospitalizados.

Realizar estudios que permitan relacionar la presencia de resistencia antimicrobiana con
factores de virulencia en Pseudomonas aeruginosa.

Evaluar la eficacia de fosfomicina en bacterias multirresistentes procedentes de areas
criticas.

Implementar metodologias estandarizadas de diagndstico microbiolégico para detectar
eficientemente los mecanismos de resistencia mas prevalentes en los servicios de

hospitalizacion.
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Anexo A. Matriz de Consistencia

IX.

ANEXQOS

Proyecto de tesis: SENSIBILIDAD A FOSFOMICINA EN Pseudomonas aeruginosa PRODUCTORAS DE METALO-BETALACTAMASAS

IDENTIFICACION | METODOLOGIA TECNICAS E
PROBLEMA OBJETIVOS DE VARIABLES INSTRUMENTOS
GENERAL GENERAL Manual de
rocedimientos
;Cual es la sensibilidad a fosfomicina en | Determinar la sensibilidad a fosfomicina en Eacteriolé icos
cepas de Pseudomonas aeruginosa | cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras - ,gl
productoras de metalo-betalactamasas | de metalo-betalactamasas aisladas de pacientes ‘_ml ecc1.ones.
aisladas en pacientes Hospital Nacional | del Hospital Nacional Hipélito Unanue, Lima- intrahospitalarias
Hipolito Unanue, Lima- Peri1 20227 Perti 2022.
ESPECIFICA ESPECIFICA Performance standards
fi timicrobial
;Cuales es la frecuencia de aislados clinicos | Hallar la frecuencia de aislados clinicos de Sensibilidad Oranf.ll;%fim tl tine:
de Pseudomonas aeruginosa productoras | Pseudomonas aeruginosa productoras de ensl .l_a a . su.scep 1oility testing:
de metalo-betalactamasas sensibles a | metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina | fosfomicina por disco thirty-two
fosfomicina segiin la edad? segtin la edad. difusion y dilucionen | La presente | informational
agar. investigacion es de | suplement

;Cuales es la frecuencia de aislados clinicos
de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas sensibles a
fosfomicina seglin el sexo?

;Cuales es la frecuencia de aislados clinicos
de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas sensibles a
fosfomicina segun origen de la muestra?

;Cuales es la frecuencia de aislados clinicos
de Pseudomonas aeruginosa productoras
de metalo-betalactamasas sensibles a
fosfomicina segun la procedencia?

Identificar la frecuencia de aislados clinicos de
Pseudomonas aeruginosa productoras de
metalo-betalactamasas s sensibles a fosfomicina
segun el sexo.

Identificar la frecuencia de aislados clinicos de
Pseudomonas  aeruginosa productoras de
metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina
segun origen de la muestra.

Identificar la frecuencia de aislados clinicos de
Pseudomonas  aeruginosa productoras de
metalo-betalactamasas sensibles a fosfomicina
segun la procedencia.

Pseudomonas
aeruginosa (Pae)
Productora de enzima
metalo-betalactamasas.

tipo no experimental
descriptiva,
retrospectiva de corte
transversal.

(M100-ED32) CLSI

Methods for Dilution
Antimicrobial
Susceptibility Tests for
Bacteria That Grow
Aerobically; Approved
Standard—Ninth
Edition|- CLSI
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Anexo B. Ficha De Recoleccién De Datos

Universidad Macional
Federico Villarreal

FICHA DE RECOLECCION
DE DATOS

Hospital Nadional Hipalito Unanue
Microbiologia

Titulo: SENSIEILIDAD A FOSFOMICINA EN Pseudomonas aeruginosa

PRODUCTORAS DE METALO-BETALACTAMASAS

origen

Edad [anos)

pi=h e

Procedendia

Muestra

Numero de la muestra

Fecha de coleccion

Tipo de muestra

Microbiclogia

|Microarzanisma |

Paned de Antibidticos {z15mm])

Irmipenem

Meropenem

Deteccion de Actividad enzimatica

| Blue carba [+-) |

confirmacion de produccion Carbapenemasa

[mem |

Confirmadion de produccicn Metalobetalactamasa

[zom |

Sensibilidad a Fosfomicina

| Miic Fosfomicing por Disco Difusion |

|Mic Fosomicna por Dilucion en agar |

Tesista: Lic: Boris Gargate Loli
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Anexo C. Flujograma De Trabajo

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DEL. HNHU

Recepcion y procesamiento de las muestra de procedencia hospitalaria

@
H’
Aislamiento GRAM negativo no

fermentador
Pseudomonas
aeruginosa

[La cepa es referida al area de susceptibilidad a los antimjcrobianosJ

Sensibilidad a los carbapenémicos
(Meropenem / Imipenem)

/\

>a19 mm 16 — 18 mm <al5mm

Preservadas para la
confirmacion fenotipica
De produccion de metalo-
beta-lactamasas

Las cepas seran
Preservadas en viales con
agua esteril a temperatura
ambiente
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Anexo D. Flujograma de Confirmacion de Produccién de Enzima Métalo-Betalactamasa

(MBL)
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Anexo E. Puntos de corte clinicos para fosfomicina en la interpretacion de los resultados

en el antibiograma.

Clinical breakpoints for intrepreting fosfomycin susceptibility testing results

EUCAST CLSI

MIC (mg/L) Inhibition zone (mm) MIC (mg/L) Inhibition zone (mm)

<8 =R =85 =R <8 =R =8 =R
Enterobacterales 322 322 242 242 64" 2560 16° 12P
Pseudomonas spp. 128° 128° 12° 12° - - - -

EUCAST, European Antimicrobial Suceptiblity Testing Committee; CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute;
IE: insufficient evidence to establish breakpoint values.

ntravenous and oral use (uncomplicated UTI)

bE. coli isolates from the urinary tract

‘Epidemiological cutoff values (ECOFF) use in combination with other antimicrobials

dE, faecalis isolates from the urinary tract

fIntravenous use

Modificado de Diez-Aguilar, M., & Cantén, R. (2019). New microbiological aspects of
fosfomycin. Revista Espafiola de Quimioterapia, 32(Suppl 1), 8.
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Anexo F. Imagenes de los procedimientos realizados para deteccion de metalo-
carbapenemasas y sensibilidad a fosfomicina

BLUE CARBA

T —

Susceptibilidad a Fosfomicina
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