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2. Resumen:

La enfermedad denominada Coronavirus 2019 (COVID-19) causada por el Sindrome
respiratorio agudo severo Coronavirus 2019 (SARS-CoV-2) ha sido considerada como una
neumonia de rapida propagacién en especial por la patogenicidad de su agente etiolégico.
Sumado a este escenario, la resistencia antimicrobiana a drogas como carbapenémicos y el
fendmeno de coinfeccion microbiana con bacterias como Escherichia coli, empeoro el
prondstico de muchos pacientes. Por lo expuesto, el presente estudio plantea el objetivo de
caracterizar los aislamientos de Escherichia coli que albergan genes de Carbapenemasas
provenientes de pacientes con COVID-19 en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue durante
el 2021en Lima, Perl considerando que no existen reportes en nuestro medio. Para lo cual se
recolectaron los aislamientos de Escherichia coli resistentes a Carbepenems en pacientes
COVID-19 del Hospital Nacional Hipolito Unanue (HNHU) desde el mes de marzo del 2021
hasta el mes de junio del 2022. Para evaluar la resistencia antimicrobiana se tamizaron 12
drogas por el método de Kirby Bauer, mientras que los aislamientos con resistencia a
Carbapenémicos fueron evaluados fenotipicamente mediante el método de aproximacion de
discos y genotipicamente mediante la Reaccion en Cadena de la Polimeraza (PCR) a los
genes blakpc, blanom, blame, blammi, blages y blaoxa-4s. Como resultado se obtuvo 3
aislamientos de Escherichia coli provenientes de pacientes COVID -19 albergando genes de
carbapenemasas tipo NDM y KPC. La susceptibilidad antimicrobiana fue elevada, teniendo
indices altos de resistencia a ampicilina y ciprofloxacino. En conclusion, se demuestras la
presencia de carbapenemasas en Escherichia coli provenientes de pacientes COVID 19, por
lo tanto, es importante considerar que la coinfeccién microbiana es un factor no despreciable
en COVID-19.

Palabras claves: COVID-19, resistencia antimicrobiana, Escherichia coli,

carbapenemasas.



Abstract:

The disease called Coronavirus 2019 (COVID-19) caused by Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2019 (SARS-CoV-2) has been considered a rapidly spreading
pneumonia, especially due to the pathogenicity of its etiological agent. Added to this
scenario, antimicrobial resistance to drugs such as carbapenems and the phenomenon of
microbial coinfection with bacteria such as Escherichia coli, worsened the prognosis of many
patients. For these reasons, the present study sets out the objective of characterizing
Escherichia coli isolates that harbor Carbapenemase genes from patients with COVID-19 at
the Hipdlito Unanue National Hospital during 2021 in Lima, Peru considering that there are
no reports. For which Escherichia coli isolates resistant to Carbepenems were collected from
COVID patients at the Hipolito Unanue National Hospital (HNHU) from March 2021 to June
2022. Antimicrobial resistance against 12 drugs was evaluated by the Kirby Bauer method,
while the isolates with resistance to Carbapenems were phenotypically evaluated by the disk
approximation method and genotypically by the conventional Polymerase Chain Reaction
(PCR) to the genes blakpc, blanom, blaive, blaimi, blacesy blaoxa-4s.. As a result, 3 Escherichia
coli isolates from COVID 19 patients harboring NDM and KPC type carbapenemase genes
were obtained. Antimicrobial susceptibility was high, with high rates of resistance to
ampicillin and ciprofloxacin. In conclusion, the presence of carbapenemases in Escherichia
coli from COVID-19 patients is demonstrated, therefore, it is important to consider that

microbial coinfection is a non-negligible factor in COVID-109.

Keywords: COVID-19, antimicrobial resistance, Escherichia coli, carbapenemases.



3. Introduccién

3.1 Planteamiento del Problema

La OMS ratifica en considerar a RAM como una de las 10 principales amenazas de salud
publica a las que enfrenta la humanidad (Aggarwal et al., 2012). Antes de la pandemia el
primer ministro de Canada ya habia reportado que, si este fendémeno continuaba, para el afio
2050 las cifras podrian ser alarmantes y podrian superar las tasas de mortalidad causadas por
enfermedades como cancer o diabetes ademas del efecto econdmico que este fendmeno
conlleva (O’Neill, 2016). Tras 7 afios de este reporte, un nuevo andlisis mundial se ha
realizado a cargo del Instituto de Métricas y Evaluacion de la Salud de la Universidad de
Washington, quienes han reportado que més de 1,2 millones de personas han fallecido como

consecuencia de infecciones causadas por patdgenos resistentes a los antibiéticos a nivel



mundial durante el 2019, estas cifras equivalen a la muerte de 3500 personas por dia,
superando las cifras de VIH y Malaria (Murray et al., 2022).

El problema se ve agravado debido al uso indiscriminado de antimicrobianos, generando
patdgenos farmacorresistentes. En la capital de nuestro pais, un estudio realizado en el
Hospital Cayetano Heredia reporto que el 80.3% (106/132) de pacientes hospitalizados con
diagnostico de COVID-19 habian consumido antibioticos antes de su hospitalizacion y que
el antibidtico mas prescrito fue la azitromicina (62.2%) (Zavala-Flores & Salcedo-Matienzo,
2020) .

La falta de agua y saneamiento, sumado a falta de prevencion y control de las infecciones
han permitido una rédpida aparicion y diseminacion de enterobacterias resistentes a
carbapenémicos (CRE, por sus siglas en inglés, carbapenem-resistant Enterobacteriacea)
(Tilahun et al., 2021). Particularmente, E. coli es una especie bacteriana con una gran
capacidad para colectar genes de resistencia y transferirlos a su vez, a través de la
transferencia horizontal de genes, asegurando la diseminacion de la RAM (Poirel L, et al,
2018). En nuestro pais circulan todas las clases de carbapenemasas, sin embargo, son pocos
los centros de salud que realizan los anlisis fenotipicos y genotipicos. La evidencia cientifica
y reportes genotipicos de carbapenemasas, por lo tanto, son insuficientes (Angles-Yanqui et
al., 2020). El presente estudio plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢Los
aislamientos de Escherichia coli provenientes de pacientes con COVID-19 en el Hospital

Nacional Hipdlito Unanue durante el 2021 albergan genes de Carbapenemasas?

3.2 Antecedentes

Desde el 2019, el mundo se ha visto afectado por la presencia del virus SARS COV-2 que
causa el Sindrome Respiratorio Agudo Severo, esta enfermedad conocida como COVID-19
ha incrementado las estadisticas de morbilidad y mortalidad de manera asombrosa
(Chilamakuri & Agarwal, 2021). Actualmente este escenario se ha complicado debido a la
aparicién de coinfecciones con virus, hongos y/o bacterias (Lansbury et al., 2020). En una
revision sistematica y metaanalisis reciente, se revisaron 6639 articulos concluyendo que
19% de los pacientes con COVID-19 albergaban una coinfeccion al momento del diagnéstico
y 24% albergaban un patégeno durante el tratamiento por COVID-19, conocido como

superinfeccion (Musuuza et al., 2021). Existe evidencia que las coinfecciones bacterianas



son las mas frecuentes (Mahmoudi, 2020) y que ademas presentan resistencia a los
antibioticos (Hyacinth O. Ukuhor, 2020). Esta situacion, junto al uso indiscriminado de
antimicrobianos, ha provocado que la resistencia antimicrobiana vaya en aumento durante
esta pandemia (Lai et al., 2021).

Entre los antibiéticos més utilizados en pacientes criticos se encuentran los carbapenémicos,
un betalactdmico de amplio espectro que se ha visto afectado por la presencia de enzimas
bacterianas denominadas carbapenemasas que se reportan con frecuencia en Enterobacterias
(Tompkins & van Duin, 2021) y que poseen altas tasas de morbimortalidad en pacientes por
la limitacion de tratamiento (Queenan & Bush, 2007). En nuestro pais, en el afio 2013, se
reportd el primer caso de una cepa de Klebsiella pneumoniae albergando un gen de bla kpc-2
proveniente de un hemocultivo en el hospital Nacional Arzobispo Loayza (Velasquez, et al.
2013). Desde entonces se ha reportado la presencia de genes de resistencia a carbapenémicos,
por ejemplo un estudio del Instituto Nacional de Salud (INS) describio la presencia de genes
de resistencia a carbapenémicos en enterobacterias aisladas de 12 hospitales del 2013 al 2017,
identificando 83 aislamientos portadores de carbapenemasas, 31.3% (26/83) albergando el
gen blakpc-2, 67.5% (56/83) blanom Y 1.2 % (1/83) blayve (Sacsaquispe-Contreras & Bailon-
Calderon, 2018). En el 2019, el INS realizo un nuevo estudio en 30 Instituciones Prestadoras
de servicios en salud ubicadas en 12 regiones del Perd durante los meses de enero a
diciembre, identificando fenotipica y genotipicamente las carbapenemasas en 185
aislamientos, en su mayoria enterobacterias, con genes como blakec-2, blanom, blave,
blavim, blaoxa, sugiriendo la importancia de la vigilancia epidemiol6gica en nuestro pais
(Mayta-Barrios et al., 2021).

Finalmente, durante el 2020 se realizO una cohorte prospectiva en el Hospital Nacional
Hipdlito Unanue, se evalud la frecuencia de patdgenos respiratorios virales y bacterianos en
muestras de esputo de pacientes hospitalizados por COVID-19. De septiembre a diciembre
se colectaron 93 muestras de esputo los cuales fueron evaluados por un panel respiratorio
molecular Biofire Filmarray Pneumonia plus®. Se evidencio la coinfeccion con bacterias
como de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Haemophilus incluenzae, K.
pneumoniae y E. coli en tasas 11,8% (11/91), 10,7% (10/ 91), 10,7% (10/ 91), 8% (8/91) y
6.5% (6/91) respectivamente y reportando genes de resistencia como mecA/C, MREJ, CTX-



M, NDM, IMP, OXA-48, KPC y VIM (Soto et al., 2021). Lamentablemente el método no

permitio identificar a qué bacterias pertenecian estos genes.

3.4 Justificacién e Importancia

Desde antes de la pandemia, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) venia ejecutando
un plan mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos, en dicho plan se han establecido
5 objetivos. Nuestro estudio estuvo enfocado en el objetivo 2 que plantea “fortalecer los
conocimientos y la base cientifica a través de la vigilancia y la investigacion para
contrarrestar la crisis a causa de la generacion de nuevas bacterias potencialmente resistentes
a los farmacos y su diseminacion” (Organization., 2017). Asi mismo, la OMS elaboro una
lista de patdgenos que requieren investigacion y desarrollo de nuevos farmacos, entre ellos
se encuentra E. coli resistente a los antibioticos carbapenémicos (Roque-Borda et al., 2021)
gue consideramos en nuestro estudio.

En nuestro pais, en el marco del Decreto Supremo N°010-2019-SA, se aprobd el
Plan Multisectorial para enfrentar la Resistencia a los antimicrobianos y se cred la Comision
Multisectorial de Naturaleza Permanente con la finalidad de disminuir el riesgo sanitario que
implica la resistencia a los antimicrobianos en nuestro pais (Ministerio de salud del Peru,
2019), nuestra investigacion genera evidencia cientifica que aporta con la comision.

Un paciente infectado con una bacteria resistente requiere estancias prolongadas y esta
propenso a que la enfermedad se complique y desencadene la muerte (Founou et al., 2017),
nuestro estudio genera identificacion fenotipica y sobre todo genotipica con la que no cuenta
el Hospital Nacional Hipolito Unanue, ademas de consolidar la relacion interinstitucional
entre la academia y el hospital por el bien de los pacientes.

Considerando que estas bacterias pueden ser diseminadas a otros pacientes asegurando asi su
acervo genético, entonces ha sido importante reportar los linajes genéticos que circulan en
los ambientes hospitalarios mediante una vigilancia epidemiologia que contrarresten este
problema mundial. Finalmente es importante reconocer que este proyecto ha fortalecido el

papel de la academia para contener la resistencia antimicrobiana.

Limitacion del Estudio y Solucién Propuesta



El estudio se propuso originalmente para ser desarrollado sobre muestras colectadas entre
Julio a noviembre de 2022. No obstante, en ese periodo no se colectaron cepas que
cumpliesen los requisitos de inclusién, por lo que se decidi6 abrir las fechas y analizar cepas

colectadas hasta maximo un afio antes (2021).

3.5 Marco Teorico

COVID-19

El sindrome respiratorio agudo severo coronavirus-2 (SARS-CoV-2) produce la enfermedad
por coronavirus 2019 (COVID-19). SARS-CoV-2 forma parte de los Coronavirus
pertenecientes a la orden nidovirales, familia coronaviridae, subfamilia orthocoronavirinae,
y se subdivide en cuatro géneros, alphacoronavirus, betacoronavirus, gammacoronavirus y
deltacoronavirus (Woo et al., 2010), se caracterizan por ser virus envueltos que contienen un
genoma de ARN monocatenario positivo y en su superficie presenta proteinas a manera de
espiga, que le dan su apariencia caracteristica de corona (Cai et al., 2020). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) declaré a la COVID-19 como pandemia por presentar un impacto
significativo tanto en el &mbito social, econémico y sanitario a nivel global. Esta zoonosis
desconocida y sin precedentes ha generado 446 millones de casos confirmados y mas de seis

millones de muertes en casi 224 paises (OMS, 2022).

Escherichia coli

Es una bacteria Gram negativa anaerobica facultativa en forma de bacilo corto y que forma
parte de la microbiota del intestino grueso de los seres humanos y otros mamiferos (Nataro
& Kaper, 1998). Aunque E. coli usualmente permanece en el limen intestinal sin perjudicar
al hospedero, ciertas cepas de esta especie pueden causar un amplio espectro de
enfermedades intestinales y extraintestinales en humanos y otros animales (Kaper y col.,
2004). En base a las caracteristicas clinicas y genéticas se ha clasificado a E. coli en tres
grandes grupos: E. coli comensal, E. coli patogénica intestinal (entérica o diarreogénica) y

E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) (Russo & Johnson, 2000).

Resistencia antimicrobiana (RAM)



Es el fendbmeno por el cual los antimicrobianos se vuelven ineficaces contra bacterias, virus,
hongos o parasitos, lo que conlleva a tener un tratamiento mas complicado, desarrollando el
riesgo de propagacion y aparicion de enfermedades junto con elevar las tasas de muerte de
forma preocupante a nivel mundial (OMS, 2022). Desde el punto de los microorganismos
como las bacterias, la RAM es producto de una combinacion de mecanismos moleculares,
como por ejemplo la disminucidn de la permeabilidad del antibidtico a traves de la membrana
externa debido a la disminucion en la expresion de porinas; aumento de la expulsion del
antibidtico mediada por la activacion de las bombas de eflujo; modificacion o mutacion del
sitio blanco del antibidtico; asi como la modificacion y desactivacion del antibidtico por
hidrolisis mediada por enzimas (Gamboa, 2013). Este ultimo mecanismo ha ido en aumento
y es reportado como la produccion de enzimas de tipo B-lactamasas, enzimas periplasmicas
que hidrolizan los antibioticos B-lactdmicos como los carbapenémicos y evitan que la droga
pueda cumplir su funcion (Moreno, 2013). Las B-lactamasas que con mayor frecuencia
pueden llevar a resistencia a los carbapenémicos son las carbapenemasas (Suérez et al.,
2006).

Carbapenemasas

Son B-lactamasas que caracterizan por degradar el anillo betalactdmico de las betalactamasas.
Los genes que codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma o en plasmidos
(Pena, 2016). Las carbapenemasas representan la familia mas versatil de las B-lactamasas,
aunque se conocen como “carbapenemasas”, la mayoria de estas enzimas tienen la capacidad
de hidrolizar tanto a los carbapenémicos como a otros f-lactdmicos. Ademas, presentan la
caracteristica de ser resistentes contra la accion de los inhibidores de p-lactamasas
disponibles (Fresnadillo et al., 2010). Se ha propuesto una clasificacién en tres grupos: serin
carbapenemasas, que pertenecen a la clase molecular A; metalo-B-lactamasas, que
corresponden a la clase B y denominadas asi por la dependencia de metales como el zinc para
su funcionamiento; y oxacilinasas, dentro de la clase D, donde se agrupan las carbapenemasas
tipo OXA (principalmente OXA-48 y variantes en la familia Enterobacteriaceae). Estos
grupos difieren en su mecanismo de hidrdlisis, el modo de transferencia y la accion de los
inhibidores (Suarez et al., 2006). Las serin-carbapenemasas de la clase A, se pueden dividir

en cinco grupos principales en base a su filogenética: GES (Guiana extended-spectrum), KPC



(K. pneumoniae carbapenemase), SME (Serratia marcescens enzyme), IMI (imipenem-
resistant) y NMC-A (nonmetallo-carbapenemase-A). Mientras que las Metalobetalactamas o
del grupo B engloban, entre otras las enzimas IMP (active on imipenem), NDM (New Delhi

metallo-beta-lactamase) o VIM (Verona integron-encoded metallo-p-lactamase).

3.6 Objetivos

Objetivo general:

= Identificar y caracterizar genotipicamente las carbapenemasas de Escherichia coli
provenientes de pacientes COVID-19 en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue del
2021

Obijetivos especificos:

= Identificar microbioldgicamente los aislamientos de Escherichia coli provenientes
de pacientes COVID-19.

= |dentificar fenotipicamente las carbapenemasas en aislamientos de Escherichia coli
provenientes de pacientes COVID-109.

= Caracterizar genotipicamente las carbapenemasas de Escherichia coli provenientes
de pacientes COVID-19 mediante PCR.

4  Método

4.4 Ambito espacial y temporal de estudio

Los aislamientos bacterianos fueron colectados en el laboratorio de microbiologia del
Hospital Nacional Hipolito Unanue durante el 2021, adicionalmente se colectaron los datos
del aislamiento en una ficha de recoleccion de datos del aislamiento, donde se incluyd un
cédigo interno, no teniendo acceso a los datos del paciente. A continuacion, todos los
aislamientos fueron transportados al laboratorio de Microbiologia e inmunologia de la
Facultad de Ciencias Naturales y Matematica (FCNM) para su criopreservacion,
identificacion microbioldgica y susceptibilidad antimicrobiana. Para los analisis genéticos se
transportaron al Laboratorio de Microbiologia Molecular y Genémica Bacteriana de la
universidad Cientifica de Sur (UCSUR).
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4.5 Disefio del estudio, unidad de analisis universo y muestra de estudio

Nuestro estudio fue cuantitativo, descriptivo, prospectivo de corte transversal. Se estudiaron
todos los aislamientos de Escherichia coli resistentes a carbapenemes provenientes de
pacientes con COVID-19 (confirmado o sospechoso) procesados en el laboratorio de

microbiologia del Hospital Nacional Hipélito Unanue durante el 2021.

4.5.1 Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion:
= Aislamientos identificados microbioldégicamente como Escherichia coli resistentes a
carbapenemes provenientes de pacientes de todas las edades con diagndstico de
COVID-19.
Los criterios de exclusion:
= Aislamientos de Escherichia coli provenientes de pacientes hospitalizados cuyo

diagnostico de laboratorio fuese Escherichia coli sin resistencia a carbapenemes.

4.6 Instrumentos y Procedimiento

Identificacién microbioldgica

Se recolectaron los aislamientos en el Laboratorio de microbiologia del Hospital Nacional
Hipdlito Unanue (HNHU) haciendo uso de un medio de cultivo denominado peptona. Estas
peptonas conteniendo el aislamiento fueron llevadas al Laboratorio de Microbiologia de
FCNM, para confirmar su perfil microbiolégico mediante cultivos convencionales y pruebas
bioquimicas (MacFaddin, 2003).

Susceptibilidad antimicrobiana

La prueba de sensibilidad a los antimicrobianos se desarroll6 por el método de disco Kirby
Bauer de acuerdo con la guia M-100 del CLSI (por sus siglas en inglés, The Clinical and
Laboratory Standards Institute) (Weinstein, M. P., & Lewis, 2018). Se evalud la resistencia

a 12 antibidticos: ampicilina (AMP, 10ug), trimetoprima/sulfametoxazol o sulfatrimetoprima
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(STX, 10ug), cloranfenicol (CLO, 30ug), gentamicina (GEN, 10ug), ciprofloxacina (CIP,
10pg), acido nalidixico (NAL, 10ug), nitrofurantoina (NIT, 30ug), cefotaxima (CTX, 30ug),
amoxicilina-acido clavulanico (AMC, 30pg), imipenem (IMI, 30ug), meropenem (MER,
5uQg). Todos los aislamientos fueron incubados a 37 °C por 18 horas. Luego, se midieron los

diametros de las zonas de inhibicion usando una regla o calibrador.

Confirmacion fenotipica de carbapenemasas en aislamientos de E. coli

Los aislados con resistencia a los carbapenémicos como imipenem y meropenem fueron
evaluados para la confirmacion fenotipica de carbapenemasas mediante la prueba fenotipica
de acercamiento de discos (Tsai et al., 2020). Todos los procedimientos contaron con los

controles de calidad y el uso de cepas ATCC.

Caracterizacion genotipica de carbapenemasas en aislamientos de E. coli

La extraccion de ADN se realizd segin el método de “shock térmico” (Guion et al., 2008).
La amplificacion de los genes se realizdO mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para identificar los genes blakpc, blanowm, blamve, blaimi, blaces y blaoxa-4s (Tabla 1).
Los controles positivos fueron provenientes del criobanco del Laboratorio de Microbiologia
Molecular y Genémica Bacteriana de la universidad Cientifica de Sur (UCSUR). Para la
amplificacion del material genético, se uso el Termociclador Veriti® 96 Well (Applied
Biosystems). Las condiciones de ciclaje de todos los genes fueron denaturacion inicial 94°c
por 5 min, denaturacién 94° por 30 segundos, hibridacion 57°C por 30 segundos, extensién
72°c por 1 minuto y extension final 72°c por 7 minutos, 35 ciclos

Los productos obtenidos fueron cargados en un gel de agarosa al 1.5%, tefiidos con Sybr
Safe, a 80 voltios por 90 minutos y sometidos a la técnica de electroforesis. Finalmente, para
estimar el tamafio de las bandas obtenidas se utilizé un marcador de peso molecular con rango
de 100-1000 pares de bases (pb). Transcurrido el proceso de electroforesis, el gel de agarosa
fue llevado a un transiluminador Molecular Imager® Gel DocTM XR+ (BIO-RAD), para

visualizar el bandeo.
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Tabla 1. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion de genes de

carbapenemasas.
. Tamafio .
Gen Secuencia (5'— 3") (pb) Referencia
F CTG GCA GGG ATC GCT CAC TC
blaces 600
R TTC CGA TCA GCC ACC TCT CA
F ATG CGT GTATTAGCC TTATCG (Bogaerts et
blaoxa-s 265 | 2013
R CAT CCT TAA CCA CGC CCA AAT C al.., )
F TCG CCG TCT AGT TCT GCT GTC TTG
blakpc 353
R ACA GCT CCG CCACCG TCAT
F TGT CCG TGA TGG TGA TGA GT
blavim 437
R ATT CAG CCA GAT CGG CATC
F ACA YGG YTT RGT DGT KCT TG
blaimp 387
R GGT TTA AYA AAR CAA CCA CC
F ACTTGG CCTTGCTGTCCTT
blanpm 603
R CAT TAG CCG CTG CAT TGA T
F CTACGC TTT AGACAC TGG C (Mlynarcik et
blaim 482 al., 2016)

R AGG TTT CCT TTT CAC GCT CA

Donde: F: cebador forward; R: cebador reverse; pb: pares de bases.

Analisis de datos

Toda la informacién de la ficha de recoleccion de datos fue almacenada en hojas de calculo
de Excel representando los resultados mediante tablas y graficos de frecuencias. El analisis
estadistico se realiz6 usando el paquete estadistico STATA version 14.0 (STATA Corp LP,
College station, TX, USA).

Aspectos éticos
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El estudio cuenta el permiso a la oficina de investigacion y docencia y el comité de ética con
expediente N 22-022150-001 del Hospital Nacional Hipdélito Unanue para la ejecucion del
proyecto.

5. Resultados
Aislamientos bacterianos

El laboratorio de microbiologia del Hospital Nacional Hipolito Unanue (HNHU) nos entregd
una lista de los aislamientos y su peptona (figura 1), estos fueron llevados al Laboratorio de
Microbiologia de la FCNM para confirmar su identificacion microbioldgica como
Escherichia coli. Los aislamientos fueron colectados desde el mes de marzo del 2021 hasta
el mes de junio del 2022 en el HNHU vy se analizaron 33 aislamientos de Escherichia coli
resistentes a carbapenemes, provenientes de muestras entre orina, secreciones bronquiales y
heridas de los cuales el 21% (7/33) provenian de pacientes diagnosticados con COVID-19.

Figura 1. Media de cultivo peptona
Susceptibilidad Antimicrobiana

La evaluacion de susceptibilidad a los antibioticos para todos los aislamientos de E.coli
(n=33) mostraron que el 90% (27/30) fueron resistentes a imipenem, ninguno presento
sensibilidad a este antibidtico (figura 2A). La resistencia a meropenem fue 90.9% (30/33) y

solo 9,09% (3/33) eran intermedios (tabla 2). Los aislamientos confirmados fenotipicamente
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como resistentes a imipenem y meropenem fueron sometidos a pruebas de caracterizacion

fenotipica de enzimas carbapenemasas por combinacion de discos (figura 2B).

Figura 2. Resistencia antimicrobiana: A. Método de Kirby Bauer con resistencia

antimicrobiana a antibidticos Carbapenemicos. B. Método de combinacién de discos.

Tabla 2. Susceptibilidad Antibi6tica de aislamientos de Escherichia coli
Susceptibilidad antibiotica

Antibiotico Sensible % Intermedio % Resistente %

(n/N) (n/N) (n/N)
Ampicilina - - 100 (31/31)
Cefotaxima - - 100 (16/16)
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Amoxicilina-&cido clavulanico - - 100 (33/33)

Acido nalidixico - - 100 (2/2)

Imipenem - 10(3/30) 90,0(27/30)
Meropenem - 9,09(3/33) 90,9(30/33)
Ciprofloxacina 6,0% (2/33) 6 (2/33) 87,8 (29/33)
Trimetoprima/sulfametoxazol 21,2 (7/33) - 78,7 (26/33)
cloranfenicol 53,3 (8/15) - 46,6 (7/15)
Gentamicina 60,6 (27/33) - 39,3 (13/33)
Nitrofurantoina 73,3(11/15) - 15,3 (2/13)

Nota: Fuente propia.

Caracterizacion Genotipica de Carbapenemasas en Escherichia coli

Para la caracterizacion genotipica de los aislamientos de E. coli productoras de
carbapenemasas, se realizo la amplificacion por PCR de los genes anteriormente detallados
a los aislamientos que presentaban resistencia a imipenen y meropenen. Para el gen blakec
se obtuvo el 6,06% (2/33) aislamientos positivos y para el gen blanom fueron 69,6% (23/33)
positivos. No se reporto la presencia de los genes blages, blaimi, blaime, blaoxa-4s 0 blavim en
ninguno de los aislamientos de E. coli.

Tabla 3. Descripcion de los aislamientos de E,coli resistentes a carbapenems en el Hospital
Nacional Hipdlito Unanue del 2021

Perfil
. resistencia a
Cadigo F eCh"’.‘ de Enfermedad Area Tipo de carbapenems Carbapenemasas
aislamiento muestra ———————

IMI MER
001 3/04/2021 cov EME  orina ND ND ND
002 29/05/2021 - EME  orina R R NDM
003 29/05/2021 - Ml herida R R NDM
004 21/06/2021 - Ml bronquial R R NDM
005 14/06/2021 Ccov EME orina ND ND NDM
006 12/06/2021 Ccov EME bronquial R R NDM
007 12/06/2021 - Ml herida R R KPC
008 12/06/2021 Ccov Ml bronquial R I ND
009 12/06/2021 - EME  orina R R NDM
010 12/06/2021 - Ml orina R R ND
011 27106/2022 - EME bronguial I R NDM
012 30/06/2021 cov UCl orina ND R ND
013 27/07/2021 Ccov Ml sangre I I ND
014 12/08/2021 cov MI  bronquial R R KPC
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015
016
017
018
019
020
021
022
023
024
025
026
027
028
029
030
031
032
033

31/08/2021
31/08/2021
27/08/2021
18/09/2021
3/09/2021
6/09/2021
17/10/2021
18/11/2021
1/12/2021
17/02/2022
10/03/2022
31/03/2022
4/04/2022
13/04/2022
13/04/2022
21/04/2022
22/04/2022
9/05/2022
14/05/2022

out orina R R
out orina R R
Ml orina R R
MI orina R R
EME  herida R R
UCI orina R R
Ml orina R R
MI  bronguial R R
MI orina R R
Ml bronquial R R
MI orina R R
MI  bronguial R R
Ml herida R R
EME  herida | |
Ml herida R R
Ml herida R R
MI herida R R
UCI bronguial R R
MI herida R R

NDM
NDM
ND
NDM
NDM
ND
NDM
NDM
ND
NDM
NDM
NDM
NDM
ND
NDM
NDM
NDM
NDM
NDM

IN: medicina interna; EME:emergencia; UCI:unidad de cuidados intensivos; COV: COVID-19; IMI:

Imipenem; MER:Meropenem; R, resistente; |, intermedio.

Tabla 4. Escherichia coli provenientes de pacientes COVID-19 con carbapenemasas en el

Hospital Nacional Hipdélito Unanue del 2021

Cadigo agf;;?e?ﬁo Area anlupeosg Z Perfil resistencia Carbapenemasa
001 3/04/2021 EME orina AMP, AMC, CTX, CIP, IMI, MEM ND
005 14/06/2021 EME orina AMP, AMC, CTX, CIP, MEM,SXT NDM
006 12/06/2021 EME  bronquial ~AMP, AMC, CTX, CIP, IMI, MEM,SXT NDM
008 12/06/2021 Ml bronquial  AMP, AMC, CTX, CIP, GEN, IMI,SXT ND
012 30/06/2021 UCI orina AMP, AMC, CTX, CIP, MEM,SXT ND
013 27/07/2021 Ml sangre AMP, AMC,SXT, ND
014 12/08/2021 Ml bronquial AMP, AMC, IMI, MEM KPC

AMP: Ampicilina, AMC: Amoxicilina-acido clavulanico, CTX: Cefotaxima, CIP:

Ciprofloxacina,

Trimetoprima/sulfametoxazol o sulfatrimetoprima.

5 Discusién

GEN: Gentamicina, IMI: Imipenem, MER: Meropenem STX:

Las coinfecciones microbianas, son definidas como la identificacion de un segundo patdégeno

en un paciente ya diagnosticado con la infeccion de otro microorganismo. Se han reportado

casos de coinfeccion microbiana de COVID-19 y bacterias, y es asi como Bazaid et al. (2022)
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reporta que 1 de cada 5 de pacientes con SARS-CoV-2 presenta una coinfeccion. En el
presente estudio, se recuperaron 7 aislamientos de E. coli provenientes de pacientes
diagnosticados con COVID-19, y concuerda con lo ya reportado, al poseer una tasa menor
del 30% dentro de las coinfecciones bacterianas en pacientes COVID-19. Asi se tiene que
Bazaid et al. (2022) reporta coinfecciones con E. coli en un 13% (10/80) de pacientes
COVID-19, al igual que Sahu et al. (2022) en India, quienes aislaron E coli del 21% (11/53)
de pacientes diagnosticados con COVID-19 y con infeccion bacteriana, a partir de muestras
de sangre, orina y secreciones respiratorias. En el Pert, Soto et al. (2021), describen
coinfeccion bacteriana con E coli en pacientes COVID-19 con una tasa de 6.5% (6/91), dato
que coincide con los resultados presentados aqui. En el presente estudio un 43% (3/7)
pertenecian de muestras bronquiales, y un 28% (2/7), de muestras de orina. Con respecto al
tipo de muestras desde donde se llega a aislar el patdgeno de la coinfecciéon, el presente
estudio concuerda con lo encontrado por Santos et al. (2022), quienes realizaron un estudio
retrospectivo observacional, y hallaron que 37% (11/29) de las muestras de orina analizadas
de 29 pacientes con COVID-19, eran aislamientos de E. coli. Si bien se observa que la
mayoria de las coinfecciones reportadas para E. coli en pacientes con COVID-19, estan
relacionadas con el tracto urinario y, falta demostrar la relacion que pudiera existir entre los

efectos de la enfermedad de COVID-19 y las infecciones extraintestinales por E. coli.

Los carbapenémicos son antibioticos de tipo beta-lactamicos, y son generalmente usados para
tratar infecciones de bacterias multidrogoresistentes. Asi, el surgimiento de la resistencia a
carbapenémicos en enterobacterias se ha ido incrementando en los ultimos afios (Tilahun et
al., 2021), y esto debido a la presencia de mecanismos de resistencia como lo son las enzimas
carbapenemasas que degradan estos antibidticos. De los 7 aislamientos de E. coli de pacientes
COVID-19, el 57 % (4/7) eran resistentes tanto a imipenem como meropenem, y un 43%
(3/7) eran resistentes a meropenem. Estos resultados difieren con lo encontrado en un hospital
en Espafa, donde un 18.6% (24/129) de pacientes COVID-19 presentaban coinfecciones con

E. coli, pero sensibles a carbapenémicos en la totalidad de los aislamientos (Said et al. 2021).

Infecciones con enterobacterias productoras de carbapenemasas, han sido reportadas con
mayor incidencia en pacientes con COVID-19, que en pacientes sin esta enfermedad (Pintado

et al., 2022). Como se sabe la pandemia de COVID-19, ha traido consigo un aumento en el
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uso indiscriminado de antibidticos en el ambito nosocomial y comunitario, lo cual puede
estar generando una presion selectiva de los microorganismos resistentes a antibidticos, como

por ejemplo, carbapenémicos.

También es interesante abordar el mecanismo de la diseminacién de estas bacterias
resistentes. Un estudio realizado por Ymarnia et al. (2022), reporta la alta prevalencia de
aislamientos de E. coli, y de la presencia de genes productores de carbapenemasas y
betalactamasas, provenientes de vestimentas y pertenencias de personal de salud en
hospitales de Lima, demostrando un riesgo de diseminacion de estas cepas hacia pacientes

hospitalizados, como pacientes COVID-19.

Los genes productores de enzimas carbapenemasas como la metalobetalactamasa NDM o la
serincarbapenemasa KPC, son las mas comunes de manera global: blakec ha sido
extensamente reportada en Estados Unidos, China, Sur de Europa, mientras que blanom ha
sido frecuentemente reportada en el norte de Europa o India (Rabaan et al. 2022). En el
presente estudio, un porcentaje de 69.7 % (23/33) de los aislamientos de E. coli presento el
gen blanom y un 6% (2/33), el gen blakec. Esto coincide con lo reportado por Soto et al.
(2021), donde describen coinfecciones bacterianas con S. aureus, S. agalactiae, H.
incluenzae, K. pneumoniae y E. coli en tasas 11,8% (11/91), 10,7% (10/ 91), 10,7% (10/ 91),
8% (8/91) y 6.5% (6/91) respectivamente en pacientes COVID-19, y reportando genes de
resistencia como blanowm Y blakec, sin embargo, no especifican en cuéles cepas. En un estudio
del afio 2019, se analizaron las carbapenemasas de 185 cepas de enterobacterias de diversos
hospitales de Peru, encontrando que un 0.5%(1/185) era E. coli con el gen blakpec, y un 4.9%
(9/185) era E. coli con el gen blanom (Mayta-Barrios et al., 2019). Si bien el estudio anterior
fue antes de la pandemia por COVID-19, ellos reportan cepas de Pseudomonas aureginosa
portadoras del gen blaive y blavim en el Hospital Nacional Hip6lito Unanue. Se sabe que la
diseminacion de estos genes puede darse a través de la transferencia horizontal mediante
plasmidos, y se ha visto que blanom se ha asociado a transposones, y en menor medida a

integrones (Tavares et al. 2022).

También se debe mencionar los registros de la presencia de estos genes en enterobacterias,
asi, Soriano-Moreno et al. (2021), encontraron la presencia de genes blakpc en cepas de
enterobacterias aisladas de efluentes de hospitales de nivel 2 y 3 de Lima, cabe resaltar que
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las cepas de E. coli que aislaron eran sensibles a carbapenémicos y no presentaban genes de

carbapenemasas.

Los resultados presentados aqui, ademas coinciden con lo encontrado por Farfour et al.
(2020), quienes obtuvieron 6 aislamientos de E. coli productoras de carbapenemasas de 24
pacientes internados en UCI por COVID-19 en un hospital en Francia durante 2020. Estas
cepas presentaron una relacion clonal, puesto que 5 de ellas pertenecian a la secuencia tipo
ST-361, y todas poseian el gen blanom-s. En México, se describié un brote de E. coli
productora de carbapenemasa NDM-1 en 4 pacientes criticos de COVID-19 con coinfeccién
urinaria por E. coli, ademéas encontraron un 20.6% (7/34) de E. coli portadoras de blanpwm-1
en hisopados rectales de pacientes COVID-19 (Fernandez-Garcia et al. 2022). Estos autores,
ademas descubrieron que este gen, se encontraba en diferentes secuencias tipo de E. coli,
sugiriendo una transferencia horizontal a través del plasmido IncFIl. Aqui en el Perq, los
datos encontrados en el presente estudio son los primeros hallazgos de la presencia de blanpm
en E. coli aislados de pacientes COVID-19, lo cual da a pie a la necesidad de realizar una
vigilancia de posibles brotes de coinfecciones con estas cepas de E. coli en un futuro, en
pacientes COVID-19.

De acuerdo con los resultados, existe la presencia de bacterias, sobre todo E. coli, portadoras
de carbapenemasas tipo NDM en pacientes con COVID-19 durante el afio 2021, siendo esta
la méas frecuentemente detectada en el conjunto de E. coli analizadas.
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