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RESUMEN

El surgimiento y la diseminacibn de la resistencia microbiana entre
patdgenos clinicamente importantes, se reconoce como una grave amenaza para
la salud publica, que afecta a los seres humanos en todo el mundo. Los
microorganismos multirresistentes no sélo han surgido en el entorno hospitalario,
sino que ahora se identifican a menudo en entornos comunitarios, debido al uso
indiscriminado de antibidticos en la produccion agricola, veterinaria y la

contaminacion ambiental por aguas residuales de hospitales.

Pseudomonas aeruginosa es un uno de los patdégenos mas importantes,
con resistencia a multiples clases de antibiéticos, incluidos los B-lactdmicos,
aminoglucosidos, fluoroquinolonas y polimixinas. Entre los diversos mecanismos
de resistencia a los antimicrobianos, la produccion de carbapenemasas es uno de
los mecanismos mas importantes por los cuales P.aeruginosa adquiere resistencia
a los B-lactamicos, debido a que las carbapenemasas hidrolizan eficazmente a los
antibidticos B-lactdmicos, limitando las opciones terapéuticas para el tratamiento
de infecciones por microorganismos Gram negativo multirresistentes (Munita &
Arias, 2016).

Esta investigacion tuvo como objetivos determinar la presencia de los genes
Imipenem metallo-B-lactamase (blawp.1)) y Verona imipenemase (blaym-1), en
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa de pacientes de la comunidad, que
acudieron al laboratorio clinico BIOLAB y un hospital privado en la ciudad de
Guatemala, describir las caracteristicas demogréaficas de los pacientes con
infeccion de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos Yy
caracterizar los casos de infeccion por Pseudomonas aeruginosa resistentes a
imipenem y meropenem, segun el tipo de muestra clinica biolégica. Se utilizo la
técnica de biologia molecular de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto

final. El estudio fue descriptivo trasversal, con muestreo por conveniencia.



Se recolectaron 31 cepas de P. aeruginosa de origen comunitario, 11 cepas
fueron analizadas por su resistencia a imipenem y meropenem; de estos 11
aislamientos, 2 (18.18%) cepas fueron productoras de metalo-B-lactamasas, pero
no se detecto la presencia de los genes blayp.1 y blayim-1. En 9 aislamientos de P.
aeruginosa (81.82%), no se detectd la produccion de metalo-p-lactamasas, o la

presencia de los genes blajyp-1 Y blayiy-1.

Se observd que los pacientes con edades mayores a 60 afios fueron los
mas afectados por cepas de P. aeruginosa resistentes a antibiéticos 3-lactamicos,
con una frecuencia de 54.55% y que las muestras de orina fue en donde se aisl6
la mayor frecuencia de cepas resistentes a [B-lactamicos. Esto concuerda con
publicaciones anteriores, donde se describe que los adultos mayores son mas
susceptibles a contraer infecciones debido a su deficiencia inmunitaria y procesos

invasivos a los cuales son sometidos en la atencién de su salud.

Los resultados de este estudio demuestran la existencia de cepas P.
aeruginosa portadoras de genes productores de metalo-B-lactamasas en la
comunidad de Guatemala, que ponen en riesgo a mas personas fuera de los
hospitales. Por ello, se recomienda implementar técnicas de secuenciacién que
permitan de forma precisa, el diagndéstico de la resistencia a los B-lactamicos
observada en cepas de P. aeruginosa aisladas de la comunidad, asi como la
implementacion de normas para el control de distribucién, venta de antibiéticos y

el control de aguas residuales de hospitales.
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|.  INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo, relacionado
ampliamente con infecciones nosocomiales. Esta clase de infecciones se
presentan en pacientes inmunocomprometidos, hospitalizados y que

especialmente, se encuentran en cuidados intensivos.

La terapia antimicrobiana para tales infecciones es cada vez mas compleja,
porque Pseudomonas aeruginosa es intrinsecamente resistente a una amplia
cantidad de antibidticos, y presenta una notable capacidad de adquirir genes de

resistencia a antibioticos B-lactamicos (Lister, Wolter, & Hanson, 2009).

Las metalo-B-lactamasas (MBL) como: imipenem metallo-B-lactamase
(IMP), Verona imipenemase (VIM), S&o Paolo metallo-B-lactamase (SPM),
German imipenemase (GIM) y Adelaide imipenemase (AIM), representan el
principal mecanismo adquirido a los antibiéticos B-lactamicos en P. aeruginosa.
Estas enzimas hidrolizan la mayoria de los antibidticos y comprometen la utilidad
clinica de los carbapenémicos, en infecciones graves por cepas resistentes a

multiples antibiéticos (Polotto et al., 2012).

Este problema no se limita al ambito hospitalario. La presencia de
antibioticos en la produccién animal, la agricultura y la contaminacion por aguas
residuales de hospitales, ha ocasionado el incremento de la prevalencia de
microorganismos Gram negativo (Enterobacteriaceae y Pseudomonas) resistentes
a multiples antibiéticos en los distintos nichos ecolégicos (suelo, aguas y
alimentos), que exponen al humano a contraer infecciones con resistencia a un

amplio grupo de antibiéticos en la comunidad (Munita & Arias, 2016).

Por ello, en este estudio se determind la presencia de genes de resistencias
blaIMP-1 y blaVIM-1 en cepas de Pseudomonas aeruginosa, aisladas de
pacientes con infeccion adquirida en la comunidad, que presentan resistencia a

antibidticos B-lactamicos, utilizando la técnica de PCR punto final. No existen



estudios previos en Guatemala que determinen la presencia de estos genes de
resistencia en cepas aisladas en comunidad, por lo cual los resultados obtenidos
de esta investigacion seran de beneficio para el personal y autoridades de salud
publica en Guatemala, para conocer la magnitud del problema y emitir alarmas

epidemioldgicas para aplicar medidas de control.



ll. MARCO TEORICO

A. Generalidades de Pseudomonas aeruginosa

El género Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) pertenece a la familia
Pseudomonadaceae y se destaca dentro del género debido a su gran implicacion
clinica. Su nombre proviene del griego pseudes (falso), monas (una unidad) y

aeruginous (el color de cobre oxidado) (figura 1).

P.aeruginosa es un bacilo Gram negativo movil (figura 2), aerobio, catalasa
y oxidasa positivo, no fermentador de lactosa y metabolicamente versatil, lo cual le

permite crecer a temperaturas superiores a 40°C (Morrison & Wenzel, 1984).

P. aeruginosa se caracteriza por ser un microorganismo ubicuo (figura 3)
gue se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, por lo que se puede
encontrar en diversos tipos de ambientes como: tierra, materia organica en
descomposicion, vegetacion, agua y ambientes hospitalarios (Gaytan-Alcocer,
n.d.; Silby, Winstanley, Godfrey, Levy, & Jackson, 2011).

P. aeruginosa posee una gran capacidad para defenderse, por sus
numerosos factores de virulencia, tales como: estrucurales (flagelos polares, pilis)
que permiten la adhesion y motilidad, sistemas de secrecion tipo Il que inhiben la

fagocitosis ( ExoY, ExoS, ExoT y ExoU) (Hauser, 2009), toxigénicos (exotoxina A),

Figura 1. P. aeruginosa en agar cetrimida Figura 2. Bacilos Gram negativos de P.

Fuente: Propia del estudio Fuente: Propia del estudio



enzimaticas (lipasas y fosfolipasas) que causan la represion de la respuesta
inmune y rompen los lipidos de las membranas celulares del hospedador (Murray,
Rosenthal, & Pfaller, 2014), y la capacidad de formar biofilms, que permite a P.
aeruginosa colonizar nuevos nichos y sobrevivir en ambientes hostiles (Karatan &
Watnick, 2009).

La importancia clinica de Pseudomonas aeruginosa, es que logra afectar a
pacientes inmunosuprimidos, diabéticos y ancianos (Andueza et al., 2015), con
infecciones del tracto respiratorio, bronconeumonia necrotizante, infecciones
otorrinolaringologicas (Chiappe, Astocondor, Chavez, Garcia, & Montalvo, 2016),
queratitis infecciosa bacteriana (Ruiz Caro, Cabrejas, de Hoz, Mingo, & Duran,
2017), sepsis en pacientes quemados y pacientes con heridas de gran extension
(Urquijo, Rodriguez, Pérez, Manzanas, & Gonzalez, 2014).

B. Mecanismos de Resistencia de Pseudomonas aeruginosa a los B-

lactamicos

1 Antibioticos B-lactamicos
Los B-lactdmicos son los antibiéticos méas utilizados, debido a su facilidad
de administracion, eficacia, baja toxicidad y amplio espectro terapéutico. Su
mecanismo consiste en unirse irreversiblemente a las proteinas de unién de
penicilina (enzimas que construyen y mantienen la integridad de la pared celular
bacteriana), para interrumpir la sintesis de la pared celular (Worthington &
Melander, 2013).

Aungue estos antibidticos presentan una gran importancia terapéutica, la
aparicion y diseminacion de la resistencia a los B-lactamicos, ha llevado al punto
en el que muchos betalactamicos comercializados dejen de ser clinicamente
efectivos (Qin, Panunzio, & Biondi, 2014).
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C. Mecanismos de Resistencia a los B-lactamicos

1 Pérdida de la porina OprD
Uno de los mecanismos de resistencia a los carbapenémicos es la pérdida
de la porina OprD; la pérdida de esta membrana externa, confiere a P. aeruginosa
una resistencia a carbapenémicos a nivel basal, especialmente a imipenem, por la
mutacion en el bucle 2 y/o el bucle 3, en la porina OprD (Li, Luo, Williams,
Blackwell, & Xie, 2012).

2 Carbapenemasas
Las carbapenemasas son enzimas que pertenecen a la familia de las
betalactamasas, capaces de hidrolizar el enlace amida del anillo de los antibiéticos
betalactamicos, que provoca la inactivacion de las propiedades antibacterianas de
la molécula (Bahar, Jamali, & Samadikuchaksaraei, 2010).

Segun la clasificacion molecular de Ambler (Tabla 1), estas enzimas se
agrupan en cuatro familias: A, C y D (dependientes de serina) y B (dependientes
de zinc) (Jeon et al., 2015). La familias A, C y D se denominan serina-B-
lactamasas (SBLs), ya que utilizan un residuo de serina para hidrolizar el anillo de
los betalactamicos y la familia B, en donde estan agrupadas las enzimas llamadas
metalo-B-lactamasas (MBLs), que dependen de una molécula de agua
condicionada con un cation divalente Zn (ll), para romper el anillo betalactamico
(Feng et al., 2017).

a) Betalactamasas tipo A,CyD
Las B-lactamasas de clase A, C y D son enzimas basadas en serina, su
mecanismo de accion se logra por una serina conservada en un intermedio de
acil-enzima covalente, que actta como el nucledfilo para atacar el enlace C-N de

los betalactamicos (Queenan & Bush, 2007).



Tabla 1. Clasificacion de Carbapenemasas

Clase Ambler Sustratos Inhibidos por Enzimas
preferidos AC EDTA representativas
C Cefalosporinas No No AmpC, ACT-1,
CMY-2, FOX-1
C Cefalosporinas No No GC-1, CMY-37
A Penicilinas Si No PC-1
A Penicilinas, Si No TEM-1, TEM-2,
Cefalosporinas SHV-1
A Cefalosporinas, Si No TEM-3, SHV-2,
monobactamicos PER-1, CTMXM-
15, VEB-15
A Penicilinas No No TEM-30, SHV-10
A Cefalosporinas, No No TEM-50
monobactamicos
A Carbenicilinas Si No PSE-1, CARB-3
A Carbenicilinas y Si No RTG-4
Cefepime
D Cloxacilina Variable No OXA-1, OXA-10
D Cefalosporinas Variable No OXA-11, OXA-15
D Carbapenémicos Variable No OXA-23, OXA-48
A Cefalosporinas Si No CepA.
A Carbapenémicos Variable No KPC-2, IMI-1,
SME-1
B Carbapenémicos No Si IMP-1, VIM-1,
CrA, NDM-1
B Carbapenémicos No Si CphA, Sfh-1

Fuente (Bush & Jacoby, 2010. con modificaciones)

Las carbapenemasas de tipo A se pueden dividir en 5 grupos: GES, KPC,
SME, IMI, y NMC-A. Estos grupos comparten identidades de secuencias de
aminoacidos con una variacion del 32% al 70%, son inhibidas por el clavunato a
excepcion de algunas enzimas de tipo KPC como KPC2. Estas enzimas son

capaces de hidrolizar cefalosporinas y carbapenémicos (Jeon et al., 2015).

Las B-lactamasas de clase C, se caracterizan por conferir resistencia a

cefamicinas, penicilinas, imipenem y cefalosporinas. Esta clase esta integrada por



las enzimas ACT-1, AmpC, DHA y CMY. Las estructuras generales entre las [3-
lactamasas de tipo C, son muy similares y consisten en dos dominios principales,
de los cuales el dominio 1 tiene una sola a-hélice y el dominio 2 comprende un
dominio a / B, asi como la conservacion en todas las enzimas de la clase C (Bush
& Jacoby, 2010).

Las carbapenemasas de tipo D se denominaron OXA, porque hidrolizan
comunmente la isoxazolilpenicilina oxacilina mucho méas rapido que la
bencilpenicilina. Las enzimas de tipo OXA incluyen mas de 400 tipos de enzimas;
en base a su secuencia de aminoacidos, las carbapenemasas de clase D se
clasificaron en 12 subgrupos: OXA-23, OXA-24/40, OXA-48, OXA-52, OXA-58,
OXA-134a, OXA-143, OXA-211, OXA-213, OXA-214, OXA-229 y OXA-235 (Evans
& Amyes, 2014). Las identidades de secuencias entre los miembros de los
subgrupos son de 90%, mientras que las identidades entre enzimas que
pertenecen a diferentes subgrupos son inferiores al 70% (Walther-Rasmussen &
Haiby, 2006).

b) Betalactamasas de tipo B

Las carbapenemasas de tipo B son conocidas como metalo-B-lactamasas
(MBL), ya que requieren de zinc u otro metal pesado para la catalisis. Las MBL
tienen un amplio espectro de sustratos y pueden catalizar la hidrolisis de todos los
antibidticos B-lactamicos, con excepcion de los monobactamicos (Palzkill, 2013).
Estas enzimas se encuentran codificadas en plasmidos lo que les otorga la
capacidad de trasferencia de material genético a diferentes bacterias (Bennett,
2008).

Las MBL se descubrieron hace mas de 40 afios; ellas, no se consideraban
un problema grave, porque se encontraban codificadas cromosémicamente y en
organismos no patogenos. Esto cambido en la década de 1990, cuando se
identificaron en una serie de bacilos Gram negativo clinicamente importantes

como Enterobacteriaceae, Pseudomonas y Acinetobacter (Laraki et al., 1999).



Las primeras MBL cromosOmicas detectadas, se encontraron en bacterias
patdgenas ambientales tales como Bacillus cereus, Aromonas ssp. Yy
Stenotrophomonas maltophilia (Saino, Kobayashi, Inoue, & Mitsuhashi, 1982).
Posteriormente, se han identificado hasta ocho tipos de MBL plasmidicas, en una
serie de bacilos Gram negativos clinicamente importantes, de las cuales las mas
extendidas son las IMP y VIM (Walsh, Toleman, Poirel, & Nordmann, 2005).

i. Metalo-B-lactamasas tipo IMP

Las MBL de tipo IMP, fueron las primeras carbapenemasas descritas como
capaces de integrarse y dispersarse horizontalmente en elementos transferibles.
Las enzimas de tipo IMP tienen una longitud, generalmente, de 246 residuos de
aminoécidos excepto IMP-9,-11, -21, -31, 41,-45, que contiene 245 residuos e
IMP-37, que contiene 248 aminoacidos de longitud. La proteina madura de IMP-1
contiene 228 residuos y tiene una masa molecular aproximada de 25 kDa (Mojica,
Bonomo, & Fast, 2016).

El gen blayp.1 que codifica para las enzimas IMP-1, se detectdé por vez
primera en 1988 en Japon en la cepa GN17203 de P. aeruginosa, en un integron
de clase 1 localizado en un plasmido conjugado. Esta cepa produjo una B-
lactamasa que hidrolizé imipenem, gentamicina y sulfonamida (Watanabe, lyobe,
Inoue, & Mitsuhashi, 1991). Tres afios mas tarde se encontrd un gen idéntico en la
cepa TN9106 de Serratia marcescens, aislada de una infeccion del tracto urinario
en el Hospital de Aichi en Okazaki Jap6n (Osano et al., 1994). Después de Haber
sido aislado en Japon, IMP-1 se aislé en varios paises asiaticos, en Europa y

América del Sur.

IMP-2 se aislo por primera vez de Acinetobacter baumannii en Italia en
1997. La identidad de secuencias de IMP-2 con IMP-1 es de 87%, lo que sugiere
que tienen diferentes origenes filogenéticos (Riccio et al., 2000).

La primera enzima IMP que se descubrio en América fue imp-7, que se

aislé de Pseudomonas aeruginosa en Canada en 1995 y 1996 (Gibb et al., 2002).
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Posteriormente las variantes IMP-15 e IMP-18, se aislaron por primera vez en
Hospitales de Estados Unidos y México (Martin et al., 2008).

ii. Metalo-B-lactamasas tipo VIM
Son el segundo grupo de MBL adquiridas con mayor frecuencia y presentan
resistencia a los betalactamicos, monobactamicos y carbapenémicos. Las enzimas
de tipo VIM tienen una longitud generalmente de 266 residuos de aminoacidos,
excepto VIM-7 y VIM-18, que contienen 265 y 262 residuos, respectivamente.

La primera enzima de este grupo, fue encontrada en Pseudomonas
aeruginosa, aislada de una herida quirargica de un paciente hospitalizado en el
Hospital Universitario de Verona, en el norte de Italia en 1997. Se encontr6 que el
gen blayu.1 que codificaba esta enzima se trasmitié por un integrén, lo que dio
lugar a su nombre Verona metalo-B-lactamasa 1 o VIM-1. Este aislado clinico, era
resistente a una serie de betalactamicos y a antibioticos que incluian piperacilina,
ceftacidima, imipenem y aztreonam. El analisis bioquimico, revelo una actividad
hidrolizante de carbapenémicos que fue inhibida por EDTA y restaurada con la
adicién de Zn*? (Lauretti et al., 1999).

La enzima VIM-2 se informé en Francia, también en Pseudomonas
aeruginosa. La similitud en su secuencia de aminoacidos es de 90% con VIM-1, e
hidroliza todos los antibidticos betalactdmicos, excepto el monobactamicos
(aztreonam) (Poirel et al., 2000a). Después se reportaron cepas de P. aeruginosa
productoras de VIM en otros paises, como Japdén, Corea del Sur, Portugal,
Espafia, Polonia, Croacia, Chile, Venezuela, Argentina y Bélgica (Cardoso et al.,
2002; Mendes et al., 2004; Sardelic, Pallecchi, Punda-Polic, & Rossolini, 2003). En
los Estados Unidos y México, también se ha reportado la presencia de las enzimas

tipo VIM en Hospitales publicos (Rojas, 2009).
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D. Situacidon Actual de Resistencia a B-lactamicos en Guatemala

Para el afio 2010 se comenzo6 a aplicar en Guatemala, el protocolo regional
para la deteccion de carbapenemasas descrita por la Red de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA), con la participacion del Laboratorio

Nacional de Salud de Guatemala.

En el aflo 2011 se reportaron los primeros dos casos de presencia de MBL
tipo NDM-1 en K. pneumoniae. El primer caso fue de una nifia de 1 afio de edad,
con neumonia y choque séptico, en donde se logré aislar K. pneumoniae con
resistencia a meropenem y vancomicina. El segundo caso fue de un adulto, con
traumatismo causado por una herida de bala; se aisl6 K. pneumoniae de
secreciones traqueales. Las dos cepas aisladas fueron analizadas y se
implemento la técnica de PCR la cual confirmo la presencia del gen blaypm-1 €n las

dos cepas aisladas (Pasteran et al., 2012).

Después se comenzaron a realizar mas estudios enfocados a la deteccion
de carbapenemasas y MBL en Guatemala; en cepas de Enterobacterias
productoras de [-lactamasas de espectro extendido (BLEE+) aisladas en
hospitales privados de Guatemala se detectd la presencia de carbapenemasas
NDM-1 y KPC-2 (Chinchilla Puente, Tomas Barrios, & Morales Santizo, 2013).

Tres afios después se detectaron, por técnica de PCR, 54 aislamientos de
K. pneumoniae resistentes a imipenem y meropenem, en Hospital General San
Juan de Dios, en el cual se detectaron 49 (91%) cepas de K. pneumoniae con la

presencia del gen blanpw-1 (Veldazquez Porta & Lau Bonilla, 2017).
E. Infecciones Multirresistentes Adquiridas en la Comunidad

Tipicamente, las bacterias multirresistentes (MR) son asociadas con
infecciones nosocomiales; sin embargo, algunas de estas bacterias se han
convertido prevalentes en infecciones adquiridas en la comunidad que conducen a

un aumento de poblacion en riesgo y, posteriormente, aumenta el nimero de
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infecciones causadas por estas bacterias. Existen factores de riesgo que se
asocian a la prevalencia y diseminacién de bacterias MR en la comunidad; dentro
de ellos, esta la presencia de antibidticos en el medioambiente, en la cadena

alimentaria y veterinaria (Figura 4.) (van Duin & Paterson, 2016).

Figura 4. Interaccion de grupos

Animales de compafiia

l

Animales de vida silvestre «—  »

Contacto directo
Animales de consumo humano +—> Humanos
I Comida comunidad hospitales
A

Medio ambiente

¢ > Vegetales, frutos y semillas

agua lodos

Fuente: Basado en da Costa y McEwen et al. con modificaciones

1 Contaminacion por antibioticos en el medio ambiente
Tradicionalmente, la resistencia bacteriana se ha visto como un problema
clinico; actualmente se ha destacado que los entornos no clinicos son un factor
importante en la diseminacion de genes de resistencia a los antibiéticos (Hocquet,
Muller, & Bertrand, 2016).

Los antibidticos pueden ingresar al medio ambiente a través de diferentes
rutas, como efluentes de aguas residuales de hospitales en sistemas de
tratamiento de aguas y fabricacion farmacéutica, que se caracterizan por
concentraciones extremadamente altas de bacterias, junto a concentraciones
subtérapeuticas de antibiéticos (Watkins & Bonomo, 2016). A partir de ese punto,
los antibioticos o metabolitos pueden terminar en lodos que se utilizan en campos,
como fertilizantes o son liberados, hacia aguas superficiales, rutas por las cuales
el ser humano puede entrar en contacto con estas bacterias (Liakopoulos, Mevius,
Olsen, & Bonnedahl, 2016).
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2 Antibioticos en la produccion animal

Los antibitticos, en la produccion de animales, son administrados por una
variedad de razones, que incluyen tanto el tratamiento de enfermedades, como la
prevencion, control y promocion de crecimiento (Marshall & Levy, 2011). El
principal uso de los antibiéticos es la promocion del crecimiento, ya que el uso de
los antibiéticos durante toda la fase de crecimiento, beneficia la tasa y la eficiencia
de la ganancia de peso corporal con reduccién de la mortalidad. Esta practica ha
exacerbado la aparicion y propagacion de bacterias resistentes a antibioticos entre
animales y de animales a humanos (Granados-Chinchilla & Rodriguez, 2017;
Sharma et al., 2009).

Varios estudios han demostrado la aparicibn de cepas resistentes en
animales de consumo humano. En el afio 1972, se reportd el aislamiento de una
cepa de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, con un nuevo linaje
clonal 398, capaz de infectar a los humanos (Price et al., 2012) y la aparicién de
cepas de E. coli en carne cruda de cerdo con el gen mcr-1, mediado por un
plasmido estable el cual confiere resistencia a la colistina trasferible de animales a
humanos (Liu et al., 2016; Rhouma, Beaudry, Thériault, & Letellier, 2016)

3 Antibioticos en animales de compaifia
El nimero de animales domésticos ha aumentado sustancialmente en la
sociedad moderna y se dedica cada vez mas a la atencion del bienestar de las
mascotas. Debido a estos cambios, los agentes antimicrobianos se utilizan con

mayor frecuencia en la practica veterinaria, con animales pequefios.

Los antibidticos utilizados incluyen los de amplio espectro, acido
clavulanico y fluoroquinolonas, que a menudo se utilizan de forma indiscriminada
en clinicas veterinarias; esto, incrementa la carga de resistencia bacteriana en la
comunidad y la propagacion de estas cepas patdogenas a los humanos, con el
contacto directo de piel con piel o el contacto indirecto, a través del ambiente

doméstico.
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Distintos estudios longitudinales en hospitales veterinarios han indicado la
presencia de resistencia a diversos antibidticos en animales de compafiia; entre
los aislados se encuentran Staphylococcus intermedius, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa los cuales son patégenos en humanos (da Costa,
Loureiro, & Matos, 2013; Guardabassi, Schwarz, & Lloyd, 2004).
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lIl.  JUSTIFICACION

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista que se encuentra
disperso en una amplia gama de habitats bioticos, abidticos y causa numerosas
infecciones agudas y crénicas en humanos, especialmente en personas con

inmunodeficiencia (Varga et al., 2015).

La resistencia a los antimicrobianos de esta especie es una preocupacion
cada vez mas creciente y limita las alternativas terapéuticas. Esta resistencia, es
generada por un origen cromosoémico y por la aparicion de genes trasferibles
(blaywp Yy blaviv), que codifican metalo-B-lactamasas (MBL) capaces de hidrolizar la

mayoria de los antibioticos B-lactamicos (Felipe, 2010).

En Guatemala, existe un incremento en el aislamiento de cepas de P.
aeruginosa, en pacientes que adquirieron infeccibn en la comunidad; estos
aislamientos presentan resistencia a multiples antibioticos y en especialmente los
B-lactdmicos. Actualmente, no se han realizado estudios relacionados con la
determinaciéon de genes de resistencia blayp: Y blaywi, en cepas de P.
aeruginosa con resistencia a antibiéticos B-lactamicos. Por lo tanto, este estudio
puede ayudar los profesionales de laboratorio clinico y a las autoridades de salud
en Guatemala, a estudiar e implementar programas epidemioldgicos, de cepas

resistentes a B-lactamicos fuera de los hospitales en Guatemala.
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V. OBJETIVOS

. Objetivo General

Identificar la presencia de los genes blaywp.1 y blaywvi en cepas de

Pseudomonas aeruginosa resistentes a imipenem y meropenem.
. Objetivos Especificos

Identificar la presencia de los genes de resistencia blayp.1 y blayu.1 en las
cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos en

pacientes con infeccion adquirida en la comunidad.

Describir las caracteristicas demogréaficas de los pacientes con infeccién de

Pseudomonas aeruginosa resistentes a imipenem y meropenem.

Caracterizar los casos de infeccion de Pseudomonas aeruginosa
resistentes a imipenem y meropenem, segun el tipo de muestra clinica

biologica.
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V. METODOLOGIA

A. Unidades de Analisis

Treinta y una cepas de Pseudomonas aeruginosa, aisladas de pacientes
que acudieron a laboratorio de andlisis clinicos BIOLAB y a un laboratorio clinico

de un hospital privado de la ciudad de Guatemala.
B. Tipo de Estudio

Descriptivo trasversal.
C. Recursos

1. Recursos institucionales
Area de microbiologia del laboratorio clinico BIOLAB y del laboratorio
clinico del hospital privado de Guatemala.

Laboratorio de biologia molecular del laboratorio clinico BIOLAB.
D. Materiales

1. Recursos e insumos

a) Refrigerador.

b) Congelador.

c) Incubadora.

d) Termobloque.

e) Termociclador.

f) Camara de electroforesis.
g) Fuente de poder.

h) Microcentrifuga.

i) Vortex.

j) Tubos plasticos
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Horno de microondas.

Balanza analitica.

m) Micropipetas.

n)
0)
P)

a)
2.

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

b)

Puntillas para micropipetas con filtro.

Asas desechables

Guantes desechables de nitrilo sin talco

Cajas Petri con agar sangre y medio de cultivo de transporte
Reactivos

Buffer TBE 1X.

Gel de Agarosa.

Agua grado molecular.

Amonio cuaternario al 3% y desinfectante.

dNTP Mix.

MgCl,.

Proteinaza K.

Kit de extraccion de ADN: High Pure PCR Template Preparation Kit de
Roche ®.

Escalera molecular PCR Markers de Novagen®

GoTag® polimeraza

Primers
blaIMP-1 (F 5 -GGAATAGAGTGGCTTAATTC-3_ R 5
GCCAAGCTTCTATATTTGCG-3 ) con bp de 277 (Garza-Ramos et al.,
2008).

blaVIM-1 (F 5 -TTATGGAGCAGCAACCGATGT-3)) R 5 -
CAAAAGTCCCGCTCC AACGA-3_) con bp de 920 (Renata Gomes Franco,
Hé lio Hehl Caiaffa-Filho, & Marcelo Nascimento Burattini, n.d.).
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E. Procedimiento

1. Obtencién de cepas

Se recuperaron cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
carbapenémicos (imipenem y meropenem), provenientes de diversas muestras
clinicas aisladas de pacientes, que acudieron al laboratorio de analisis clinicos
BIOLAB y a un laboratorio clinico de un hospital privado de la ciudad de

Guatemala.
2. Determinacion de susceptibilidad antibiotica

La interpretacion de resultados de antibiograma se realizé por el método
automatizado MicroScan® y el método de disco con la técnica de Kirby-Bauer.

Tabla 2. Valores de concentracion minima inhibitoria considerados para la
determinacion de la sensibilidad y resistencia de P. aeruginosa aisladas

Método Sensible Resistente

imp mem imp mem
MicroScan® CIM<4 CIM<4 CIM>8 CIM>8
Kirby-Bauer 16mm 19mm <13mm <15mm

imipenem (imp), meropenem (mem).
3. Preparacion de las cepas

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a imipenem vy
meropenem, se conservaron en agar de transporte Stuart, a una temperatura de
12.4 °C. Previo a la extraccion de ADN, las cepas aisladas fueron sembradas en

agar sangre e incubadas con una temperatura de 32°C.
4. Extraccion de ADN bacteriano

La extraccion de ADN bacteriano se realizdé por medio del Kit de extraccion
de ADN, High Pure PCR Template Preparation Kit de Roche®.
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Se comenzd a partir de un cultivo puro en placa de agar sangre de 24
horas, se recogieron con el asa desechable de 2 a 3 colonias y se resuspendieron
en 200 ul de (PBS, pH 7.4) tampo6n fosfato salino, con ayuda de vortex. Se
agregaron 0.02 mg de Proteinaza K y se incubo a 37°C durante 15 minutos. Se
afiadieron 200pl de reactivo Binding Buffer + 40 pl de proteinaza K reconstituida,
se mezcldé inmediatamente varias veces y se incub6 a 70°C por 10 minutos. A
continuacion, se agregaron 100 ul de Isopropanol; la solucion se mezclé con
ayuda de la micropipeta, la cual se trasfirié a un tubo estéril con filtro, se centrifugé
a 10,000 rpm durante 60 segundos y se eliminé el filtrado. Se afiadieron 500 pl de
Inhibitor Removal Buffer y se centrifugé 10,000 rpm por 1 minuto y se descarto el
filtrado. A continuacién se afadieron 500 ul de Wash Buffer y se centrifugd a
10,000 rpm por 1 minuto, este procedimiento se repiti6 en dos ocasiones, se
finalizé con la adicién de 200 ul de Prewarmed Elution Buffer y se centrifugé a
10,000 rpm por 1 min. EI ADN obtenido se guardd a 2°C para su préximo uso.

Para comprobacion de una extraccion de ADN, se realizé una electroforesis
en gel de agarosa con una concentraciéon de 1.5%.

5. Protocolo de amplificacion
a) Protocolo de NovTaq Hot Start DNA Polymeras

Se comenzd con la hidrataciéon de primers con 1 ml de agua grado
molecular. Para la realizacion de la Mastermix se tomaron los siguientes
pardmetros
36.25 ul de agua grado molecular
1 pl de dNTP mix.

0.25 yl de GoTag® polimeraza
1.25 pl de primers F

1.25 pl de primers R

5 ul de Taq Buffer

4 ul de MgCl,
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1 ul de ADN bacteriano, con un total de 50 ul, de Mastermix.
b) Protocolo de amplificacion

Se programo el termociclador con los siguientes parametros de temperatura

y ciclos para los genes blajp-1 Y blayiy-1:

95°C de iniciacion durante 10 min, se continu6 con 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto, 60°C de alineacion para IMP-1y VIM-
1, durante 45 segundos, 72°C de extension por un 1 minuto con 30 segundos y
72°C de extension final por 10 minutos (Renata Gomes Franco, Hé lio Hehl

Caiaffa-Filho, & Marcelo Nascimento Burattini, n.d.).
c) Electroforesis

Los productos de PCR se analizaron por medio de electroforesis en gel de
agarosa al 2%, con una corriente constante de 99v y 50 amp por 45 min. El gel fue
tefiido con el GelRed ™ Nucleic Acid Gel Stain de Biotium®. Se utiliz6 la escalera
PCR Markers de Novagen® (250 ul PCR Markers 50 lanes 1 ml 6X Loading
Buffer), con los valores de bandas: 2000 bp, 1500 bp, 1000 bp, 750 bp, 500 bp,
300 bp, 150 bp y 50 bp, los cuales fueron visualizados bajo luz ultravioleta.

d) Caracteristicas de tipo de muestra, susceptibilidad antibiética y demogréfica
de los pacientes.

La informacion fue tomada del sistema de registros y base de datos del
area de microbiologia, del laboratorio clinico BIOLAB y del laboratorio clinico del

hospital privado en Guatemala.
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VI. RESULTADOS

Durante el periodo Junio-Diciembre de 2017, se aislaron en el area de
microbiologia del laboratorio BIOLAB, 31 cepas de P. aeruginosa provenientes de
pacientes que adquirieron infeccion en la comunidad, las cuales fueron sometidas
a ensayos de susceptibilidad a antibioticos por el método de difusion en disco
(Kirby Bauer) y por el método automatizado MicroScan®. Se Observé que, 11
(35.48%) aislamientos de P. aeruginosa fueron resistentes a antibidticos B-

lactamicos (imipenem y meropenem) (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de susceptibilidad a antibiéticos B-lactdmicos en cepas
de Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes de la comunidad.

Susceptibilidad a Cepas aisladas %
antibiéticos B-lactamicos (n)
Resistentes a imipenem y 11 35.48%
meropenem
Sensibles a imipenem y/o 20 64.52%
meropenem
Total 31 100%

Las 11 cepas fueron sometidas a la técnica fenotipica para la determinacion
de produccion de metalo-B-lactamasas y a la técnica genotipica PCR; dentro de
esas 11 cepas, 2 cepas produjeron metalo-B-lactamasas, al observarse una
inhibicién de crecimiento con la presencia del disco de EDTA, mientras que en 9
cepas (81.82%), no se observé inhibicion de crecimiento, asi como la presencia de
los genes estudiados, a pesar de que 2 presentaron una alta resistencia a un

amplio grupo de antibidticos, que incluian imipenem y meropenem.

La primera cepa (cepa 1) con produccién de metalo-B-lactamasa, se aislo

de una paciente de género femenino, con edad de 85 afos, que acudid al
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laboratorio clinico por una infeccion con secrecion en el pie, en donde se tomé a la
secrecion como muestra clinica. La cepa de P. aeruginosa presento resistencia a
22 antibidticos donde se incluyen los antibioticos-B-lactamicos (imipenem,
meropenem, ertapenem y aztreonam), quinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina) y
aminoglucésidos (tobramicina). Se realiz6 la prueba fenotipica de doble disco en
donde el crecimiento de la cepa de P. aeruginosa fue inhibido por la presencia del
disco de EDTA (Figura 5).

La segunda cepa (cepa2), fue aislada de una paciente de género femenino,
con edad de 3 afios, la cual presentaba una secrecion en el oido, en donde se
tomd la muestra clinica. La cepa fue sometida a estudios de susceptibilidad
antibiotica con 22 antibidticos que incluian antibidticos-B-lactamicos, (imipenem,
meropenem, ertapenem y aztreonam), quinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina) y
aminoglucésidos (tobramicina), la cepa presentd resistencia a todos los
antibioticos mencionados. Se realizo la prueba fenotipica de doble disco en donde
el crecimiento de la cepa de P. aeruginosa fue inhibido por la presencia del disco
de EDTA (Figura 6).

Figura 4. Interpretacion fenotipica de metalo-B-lactamasa a través de la técnica de doble disco EDTA-
imipenem en cepa 1

Fuente: Propia del estudio
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Figura 5. Interpretacion fenotipica de metalo-B-lactamasa a través de la técnica de doble disco EDTA-
imipenem en cepa 2

Fuente: Propia del estudio

Las dos cepas fueron sometidas a la técnica de PCR, en donde no se
observo la presencia del gen blajyp-1. En la determinaciéon de la presencia del gen
blayiv-1, Se observaron bandas inespecificas cercanas al peso molecular de 920 pb
(Figura 7). Al observar estas bandas inespecificas, se optd por contar con los
servicios del Laboratorio Nacional de Guatemala, los cuales confirmaron la
produccion de metalo-B-lactamasas, pero sin la presencia del gen blayw.1, en
estas dos cepas, lo cual da lugar a que la resistencia a los antibidticos -
lactamicos puede ser generada por la presencia de otros genes como blaypy Y la
variante blay-2 (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados de determinacion de genes blayp-1 Y blayim-1 €n cepas de
Pseudomonas aeruginosa resistentes a imipenem y meropenem, al utilizar la
técnica de PCR

Inhibicion con EDTA  Numero de cepas % blap-1  blaviva
(n)
+ 2 18.18 - -
- 9 81.82 - -
Total 11 100%

Positivo (+) Negativo (-).
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Figura 6. Resultado de electroforesis en gel de agarosa al 1% para la deteccién del gen blaym-1

Control

+

1 (cepa numero 1 productora de metalo-B-lactamasas), 2 (cepa numero 2
productora de metalo-B-lactamasas). Fuente: Propia del estudio.

La distribucion de cepas resistentes a imipenem y meropenem segun el
género de los pacientes, fue mayor en el sexo masculino con 6 cepas aisladas
(54.55%), pero no se detectd la presencia de cepas productoras de metalo-B-
lactamasas. Para el género femenino, el aislamiento fue menor con 5 (45.45%)
cepas resistentes, pero se detecto la presencia de 2 cepas productoras de metalo-
B-lactamasas, con ausencia de los genes estudiados (Tabla 5).

Se observo que la distribucion de cepas resistentes a carbapenémicos, fue
mayor en adultos mayores de 60-90 afios, con un porcentaje de 54.55%, seguido
de adultos de 18-50 afios con un porcentaje de 36.36% Yy, finalmente, en nifios con

edad de 1-12 afios con un porcentaje de 9.09% (Tabla 5).

En las muestras de orina se obtuvo mayor numero de aislamientos
resistentes, con 7 (63.64%) aislamientos, seguido de 1 (9.09%) aislamiento en los
distintos tipos de muestras (Tabla 6).
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Tabla 5. Datos demograficos de pacientes con aislamientos de P.aeruginosa
productoras de metalo-B-lactamasas

Datos Numero de cepas % Cepas con Gen bla
demograficos (n) produccion de presente
metalo-B-lactamasas
IMP-1 VIM-1
Genero
Femenino 5 45.45 2 - -
Masculino 6 54.55 0 - -
Edad
1-12 1 9.09 1 - -
13-15 0 0 0 - -
18-30 1 9.09 0 - -
40-50 3 27.27 0 - -
60-90 6 54.55 1 - -

Positivo (+), Negativo (-).

Tabla 6. Muestras clinicas en donde se aisl6 Pseudomonas aeruginosa
resistentes a antibiéticos B-lactamicos

Tipo de muestra n %
Orocultivo 1 9.09%
Secrecion de oido 1 9.09%
Secrecion de pie 1 9.09%
Secreciones varias 1 9.09%
Urocultivo 7 63.64%
Total 11 100%
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VIl. DISCUSION

La propagacion en todo el mundo y la creciente prevalencia de bacterias
resistentes a multiples agentes antimicrobianos en hospitales, se ha convertido en
una grave amenaza para la salud publica. Sin embargo esta amenaza se ha vuelto

prevalente en infecciones adquiridas en la comunidad (Hong et al., 2015).

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo oportunista, que
causa infecciones en pacientes inmunosuprimidos. Se encuentra ampliamente
disperso por el medio ambiente, ya que se adapta facilmente a diferentes

condiciones ambientales (Krylov, Shaburova, Krylov, & Pleteneva, 2012).

A principios del afio 2017 la OMS presenté su primera lista de patégenos
prioritarios resistentes a los antibiéticos, en la que se incluyeron las 12 familias de
bacterias mas peligrosas para la salud humana. En esta lista se incluyé a
Pseudomonas aeruginosa, como una bacteria que provoca infecciones graves y a
menudo letales, por su adquisicion de resistencia a un elevado numero de

antibidticos, como los carbapenémicos (Kahlmeter & Singh, n.d.).

En esta investigacion se observo que 11 cepas de P. aeruginosa (35.48%)
aisladas de pacientes de la comunidad, fueron resistentes a antibioticos -
lactdmicos; datos similares fueron reportados en un estudio epidemiolégico
realizado en América Latina, en donde Guatemala reporté una prevalencia de 36%
de cepas de P. aeruginosa resistentes a antibioticos B-lactamicos (Labarca, Salles,
Seas, & Guzméan-Blanco, 2014).

Los resultados obtenidos en esta investigacion, exponen la presencia de
cepas en la comunidad que portan genes de resistencia, al aislarse 2 (18.18%)
cepas de P.aeruginosa productoras de metalo-B-lactamasas. Un estudio previo
realizado en Grecia, reportd también el aislamiento de 45 cepas de Pseudomonas
aeruginosa productoras de metalo-B-lactamasas. Estas, fueron aisladas de adultos

mayores que adquirieron infeccion en la comunidad; los aislamientos fueron
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sometidos a pruebas genotipicas; se obtuvo resultados positivos para el gen blaym.-
2 (Tsakris et al., 2009). Esto ejemplifica la diseminacién que han tenido los genes
de resistencia en el entorno extrahospitalario y la posibilidad de trasmision de

persona a persona en la comunidad.

En la investigacion se observd que 2 cepas de P. aeruginosa fueron
productoras de metalo-B-lactamasas, pero no se detecto la presencia de los genes
tipo blawe-1 y blayiv-1; esta resistencia, puede ser generada por la presencia de
otros genes incluidos dentro de la clasificacién de carbapenemasas de clase B,
como blanpm-1 y variantes en la clase VIM, como blayu-2 que se han diseminado

en todo el mundo y comienzan a ser predominantes.

El gen blaypu.1 fue aislado por primera vez en un paciente que ingresé
previamente a un hospital en Nueva Delhi, India en 2009. Desde entonces se han
identificado seis variantes adicionales de NDM (NDM-2 a NDM-7) en P.
aeruginosa, A baumannii y E. coli (Jovcic et al.,, 2011). El primer reporte de
aislamiento en América del Norte de cepas de P. aeruginosa productora de NDM-
1, se realizé en Canada en el afio 2016, al aislarse de un paciente de 70 afios de
edad que viaj6 a la india. Esto demuestra que determinantes génicos
(transposones, integrones y plasmidos) son trasferibles a otras especies Gram
negativo, asi como la propagacion de estas cepas, a causa de viajes de pacientes
a zonas endémicas, que extienden las tasas de resistencia y complican el

tratamiento en pacientes infectados (Mataseje et al., 2016).

Los primeros reportes de la presencia del gen blaypw: en Guatemala,
fueron realizados en el afio 2011, en cepas de K. pneumoniae aisladas de dos
pacientes ingresados a cuidados intensivos en el hospital Roosevelt (Pasteran et
al., 2012). En 2017, se reportd el aislamiento de 54 cepas de K. pneumoniae
resistentes a imipenem y meropenem en el Hospital General San Juan de Dios, en
el cual se detectaron que 49 cepas de K. pneumoniae, fueron positivas al gen

blanpw-1 (Veldzquez Porta & Lau Bonilla, 2017), esto demuestra que el gen blanpwm-1
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es el gen mas frecuente en aislamientos de cepas resistentes a imipenem y
meropenem. Con estos datos reportados, el gen blaxpw1 S€ puede considerar
como un posible generador de la resistencia observada en las cepas aisladas en

este estudio.

La variante blayu.2, fue descrita por primera vez en Marsella Francia en
1996, en una cepa de P. aeruginosa aislada de un hemocultivo de una mujer
tratada con imipenem (Poirel et al., 2000b). Con el tiempo se ha reportado la
presencia del gen blayu2 en 25 paises que incluyen México y Estados Unidos.
Estos hallazgos y estudios previos, demuestran que la variante blayu.2, €s el gen
mas dominante y es asociado con brotes en todo el mundo (Zafer, Al-Agamy, El-
Mahallawy, Amin, & EI Din Ashour, 2015).

En este estudio no se observé la presencia del gen blayyp.1, a pesar de ser
la primera MBL descrita que contaba con mayor predominio y expansién clonal en
el mundo (Queenan & Bush, 2007). Los paises del continente Americano, en
donde se han aislados cepas con presencia del gen blayp.1 Yy Sus variantes han
sido, Brasil, México, Estados Unidos, Canada y Puerto Rico (Gibb et al., 2002;
Lister et al., 2009; Martins, Zavascki, Gaspareto, & Barth, 2007; Quinones-Falconi
et al., 2010), pero a pesar de esto la ausencia del gen blayp.1, puede atribuirse a
un cambio en la prevalencia de tipos de MBL dominantes, debido a mayor
propagacion clonal de las MBL de tipo VIM, NDM que se propagan rapidamente
en el mundo. (Siarkou, Vitti, Protonotariou, Ikonomidis, & Sofianou, 2009; Tsakris
et al., 2009).

En 9 de los 11 aislamientos de P. aeruginosa, no se detecté la presencia de
metalo-B-lactamasas y de los genes estudiados, a pesar de su resistencia a
imipenem y meropenem. Esto puede explicarse por los diversos mecanismos de
resistencia intrinsecos y adquiridos que posee P.aeruginosa ante los antibioticos

B-lactdmicos, como la deficiencia de la membrana externa OprD, sobre expresion
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de bombas de eflujo (Hong et al., 2015), asi como la produccion de otras
carbapenemasas de tipo A, C y D que no son inhibidas con la presencia de EDTA.

Los integrones moviles han sido los contribuyentes en la propagacion de la
resistencia a los antibioticos, particularmente entre bacterias Gram negativo. Los
integrones han acumulado un gran nimero de genes de resistencia y estos han
aumentado en abundancia, lo que aumenta la posibilidad de interacciones con
otros ADN y asi generar elementos nuevos moviles y cada vez mas complejos que
portan resistencia a muiltiples antibidticos, desinfectantes y metales pesados
(Gillings, 2014).

Los pacientes mayores de 60 afios de edad, fueron quienes presentaron
mayor frecuencia de aislamientos de P. aeruginosa resistentes a antibiéticos B-
lactamicos y en quiénes se aislé una cepa productora de metalo-pB-lactamasa. Esta
mayor frecuencia quizd puede ser generada por la existencia de diversos factores
gue favorecen las infecciones causadas por P. aeruginosa, como la presencia de
debilitamiento del sistema inmunitario (inmunosenescencia), el incremento de la
comorbilidad, en especial de enfermedades crénicas (diabetes, insuficiencia
cardiaca e insuficiencia renal), aislamiento social y elevada frecuencia de
procedimientos agresivos (sondas y catéter) (Masanés, Sacanella & Lépez, 2002).
También se observd cepa con produccion de metalo-B-lactamasa en una paciente
con edad de tres afos; esto, puede ser asociado a enfermedades subyacentes
que deterioran el sistema inmunitario, como tumores malignos, quemaduras,
neutropenia febril, quimioterapias y desnutricion (Zhang, Smith, Zhu, Guo, &
MacDonald, 2012).

P. aeruginosa se caracteriza como patdgeno oportunista en pacientes
hospitalizados o inmunocomprometidos, capaz de causar mdultiples infecciones
como neumonia, infecciones del tracto urinario, otitis media, queratitis y en tejidos

blandos con quemaduras y cirugias (Sousa & Pereira, 2014).
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Las infecciones de tracto urinario son de las mas frecuentes, tanto en el
ambito hospitalario como en la comunidad. En el 82% de los casos, las infecciones
urinarias son ocasionadas por Enterobacteriaceae. Sin embargo P. aeruginosa ha
desempeiiado un papel importante al verse cada vez mas en infecciones del tracto
urinario asociadas a catéter y al considerarse como el tercer patdgeno mas
frecuente en infecciones urinarias complicadas (Tielen et al., 2013). Esta
informacion concuerda con los datos obtenidos correspondientes al tipo de
muestra, en donde se observd que las muestras de orina presentaron el mayor
aislamiento de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a antibidticos B-

lactamicos.

Esta investigacion tuvo la limitacion en la consulta del historial clinico de los
pacientes, ya que estos acudieron a laboratorios clinicos privados, los cuales
cumplen sus normas de proteccion de identidad de los pacientes, asi como la
limitacion econdGmica, ya que no se examinaron mas genes incluidos en la

clasificacion B.

A pesar de esta limitacion, los resultados obtenidos de la investigacion son
muy importantes ya que muestran el incremento de cepas P. aeruginosa
resistentes a antibidticos B-lactamicos. También se encontré que la aparicion y
propagacion de genes de resistencia en P. aeruginosa en la comunidad es una

realidad que afecta a pacientes con inmunodeficiencia o inmunosupresion.

Para controlar esta propagacion y prevenir una epidemia en Guatemala, es
necesario implementar una vigilancia dedicada a patdgenos capaces de producir
carbapenemasas aislados en comunidad e implementar normas para el control de

venta de antibi6ticos.



32

VIll.  CONCLUSIONES

1. Se aislaron 11 cepas de Pseudomonas aeruginosa, resistentes a imipenem
y/o meropenem, de las cuales ninguna cepa fue positiva para los genes
blajyp-1 ¥ blayiw.1; Sin embargo se detectaron 2 cepas productoras de
metalo-B-lactamasas (18.18%). Ello, demuestra la propagacion de los
genes de resistencia a antibidticos B-lactamicos en el entorno
extrahospitalario y el riesgo de trasmisibn de persona a persona en
Guatemala.

2. En 9 (81.82%) aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
imipenem y/o meropenem no se detectd ningun gen de los estudiados, ni la
produccion de metalo-B-lactamasas.

3. Los aislamiento de Pseudomonas aeruginosa con resistencia a antibiéticos-
B-lactamicos fue mayor en adultos mayores, con edades de 60 a 90 afios
(54.55%).

4. El aislamiento de Pseudomonas aeruginosa resistentes a antibidticos [3-
lactamicos se observdé con mayor frecuencia en muestras de orina
(63.64%).
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IX. RECOMENDACIONES

Implementar la vigilancia epidemiolégica de infecciones multirresistentes en
la comunidad.

Implementar una red de informacion en el tema de resistencia bacteriana
entre instituciones publicas y privadas.

Investigar la presencia de otros genes de carbapenemasas en
microorganismos de importancia clinica aislados en la comunidad.

Informar a la sociedad sobre los riesgos del uso indiscriminado de
antibiéticos de usos clinico, veterinario y plaguicidas.

Implementar normas para la venta y almacenamiento de antibiéticos a
cargo del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.

Aumentar la conciencia en intensificar las practicas de control de
infecciones en el hospital, asi como en el entorno comunitario, para reducir
la propagacion de estos microorganismos resistentes a antibidticos -

lactamicos.
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