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RESUMEN

La resistencia a los carbapenémicos es un problema de salud publica. Este estudio presenta la identifica-
cion de enzimas carbapenemasas en Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp. presentes
en cepas de 30 instituciones prestadoras de servicios de salud del Pert como parte del proceso de control
de calidad en diagndsticos. La confirmacion fenotipica e identificacion enzimética se realizo utilizando la
prueba de Blue CARBA y la prueba de sinergia con discos de acido fenilborénico y 4cido etilendiamino-
tetraacético/acido mercaptoacético de sodio. Se identificaron 185 cepas con carbapenemasas: 78 en Ente-
robacteriaceae, 61 en P. aeruginosa y 46 en Acinetobacter spp. Los tipos de carbapenemasas identificadas
fueron: blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaVIM, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51 y la coproduccion de
blaVIM/IMP. Es importante reforzar la promocion del uso racional de antimicrobianos y la vigilancia
epidemioldgica en los nosocomios del pais.

Palabras clave: Resistencia a medicamentos; Carbapenémicos; Acinetobacter; Enterobacteriaceae; Pseu-
domonas; Pert (fuente: DeCS BIREME).

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
CARBAPENEMASES IN PERU DURING 2019

ABSTRACT

Resistance to carbapenems is a public health problem. This study presents the identification of carbape-
nemase enzymes in Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. present in strains from
30 institutions that provide health services in Peru as part of the quality control process in diagnoses.
Phenotypic confirmation and enzymatic identification were performed using the Blue CARBA test and
the synergy test with phenylboronic acid and ethylenediaminetetraacetic acid/sodium mercaptoacetic
acid discs. 185 strains with carbapenemases were identified: 78 in Enterobacteriaceae, 61 in P. aeruginosa
and 46 in Acinetobacter spp. The types of carbapenemases identified were: blaKPC, blaNDM, blaIMP,
blaVIM, blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51 and the blaVIM/IMP co-production. It is important to
strengthen the promotion of the rational use of antimicrobials and epidemiological surveillance in the
country's hospitals.

Keywords: Drug resistance; Carbapenemases; Acinetobacter; Enterobacteriaceae; Pseudomonas; Peru
(source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Las infecciones causadas por bacterias multirresistentes a antibidticos son un problema de
salud publica mundial debido al gran impacto que tienen sobre la morbimortalidad, estas
generaron cerca de 250 000 muertes en el 2017 ). Frente a esto la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) publicé una relacion de bacterias prioritarias a vigilar por su mayor riesgo para
la salud humana y el ambiente hospitalario, entre las cuales estan especies como Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas spp. y la familia Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos @.
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Estas especies y en especial las gram negativas formado-
ras de enzimas carbapenemasas @ han sido reportadas desde
la década del 90  y actualmente son categorizadas en fami-
lias enzimaticas de diferentes clases (A, B, C y D). Algunas
de estas clases, como la Metalo-B-lactamasas (MBLs) repre-
sentaron inicialmente una amenaza en escasas dreas geogra-
ficas, pero luego se expandieron a zonas de Europa, Asia y
América, considerandose esta situaciéon como una epidemia
que genera resistencia a multiples firmacos ©.

En Latinoamérica y el Caribe se identificaron las clases
A, By D descritas por Ambler © entre cuyos elementos ge-
néticos moviles e integrones predomina el tipo KPC aislado
por primera vez en el 2001 en Estados Unidos @. Esto su-
giere que cepas especificas se han propagado con éxito, ad-
quiriendo la categoria de endémicas en algunos paises como
Brasil, Colombia, Argentina y México ®. Frente a esta rea-
lidad, el objetivo del presente estudio es describir el estado
actual de las carbapenemasas circulantes en el Peru con la
finalidad de fortalecer la vigilancia epidemioldgica de infec-
ciones asociadas a la atencién en salud (IAAS) y bacterias
multiresistentes, como también al programa de uso racional
de antimicrobianos (PROA) en los hospitales publicos y pri-
vados.

EL ESTUDIO

Estudio observacional descriptivo de corte transversal realizado
a partir de cepas provenientes de 30 instituciones prestadoras de
servicios en salud (IPRESS) de 12 regiones del Pertl de enero
a diciembre del 2019. La poblacién estuvo constituida por 331
cepas enviadas para confirmacion diagnéstica al Laboratorio de
Referencia Nacional de Infecciones Intrahospitalarias (LRNITH)
del Instituto Nacional de Salud (INS).

Para la identificacion de las cepas se utilizaron medios de
cultivo selectivos de tipo agar MacConkey y medios bioquimicos
(Citrato, TSI, LIA, MIO, Urea) ©, marca (Becton y Dickinson).
La sensibilidad antimicrobiana se determiné por el método de
Kirby Bauer y la concentracion inhibitoria minima (CIM) por
el método de Epsilon Test (E-Test, marca Liofilchem) siguiendo
las pautas de interpretacién para halos propuestas por el
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) 9. Para la
confirmacion fenotipica de la produccién de carbapenemasas
se utilizé la prueba de Blue CARBA ™V y en la identificacion,
la prueba de sinergia con discos de 4cido fenilborénico (APB,
marca Liofilchem) y 4cido etilendiaminotetraacético/acido
mercaptoacético de sodio (EDTA/SMA, marca Bioanalyse).
Los controles de calidad internos para discos de sensibilidad
y medios de cultivo se realizaron con cepas procedentes del
Servicio de Antimicrobianos del Laboratorio Nacional de
Referencia en resistencia a los antimicrobianos INEI-ANLIS
Dr. Carlos G. Malbran en Argentina.

La extraccion del ADN bacteriano se obtuvo de cepas
previamente identificadas con resistencia a carbapenémicos
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Motivacion para realizar el estudio: En Pert, la resistencia
a los carbapenémicos es un problema de salud publica, existe
una creciente diseminacion de bacterias multirresistentes
codificados en su mayoria por la presencia de pldsmidos que
pueden pasar de un género bacteriano a otro, es necesario
conocer los tipos de genes circulantes en el pais.

Principales hallazgos: Se identificaron 185 cepas con presen-
cia de enzimas carbapenemasas de clase A, B y D en cepas de
30 instituciones prestadoras de servicios de salud del Pert du-
rante el 2019. Su prevalencia fue del 59,7%, la clase B fue la més
frecuente, y los genes mas frecuentemente detectados fueron
blaNDM,, blaIMP, blaOX A24-like, blaKPC 'y blaOX A23-like.

Implicancias: El impacto en salud de la resistencia a los car-
bapenémicos debe fortalecer los programas de vigilancia epi-
demioldgica.

utilizando el sobrenadante para amplificacion por reaccion de
cadena de polimerasa (PCR, en inglés) utilizando iniciadores
especificos disefiados para blaKPC, blaNDM, blaIMP, blaVIM,
blaOXA-23, blaOX A-24, blaOXA-51, blaOX A-58, blaOX A-48,
y blaOXA-143 12, Finalmente, los productos fueron observa-
dos en gel de agarosa al 1,5% en transiluminador de luz ultra-
violeta (UV) (Figura 1) utilizando controles positivos y negati-
vos obtenidos del cepario del Programa de Control de Calidad
Latinoamericano del INEI-ANLIS.

Con relacién a las consideraciones éticas, se guardo la

estricta confidencialidad de los datos provenientes de las

- -
- -
- -
VIM IMP NDM — —
261 404 512

Ne Cddigo Especie PCR
M Marcador Ladder 100 pb GeneDirex --

1 OPS 228 Providencia rettgeri (VIM) VIM
2 OPS 222 Acinetobacter ursingii (IMP) IMP
3 OPS 234 Proteus mirabilis (NDM) NDM
4 ATCC 25922 Escherichia coli (Control negativo) Neg
5 Mix PCR Control Sistema Neg
6 1TH-054-20 Klebsiella pneumoniae NDM
7 1IH-061-20 Pseudomonas aeruginosa IMP
8 1IH-062-20 Pseudomonas aeruginosa IMP/VIM
9 1IH-067-20 Escherichia coli Neg
M Marcador Ladder 100 pb GeneDirex --

Figura 1. Productos de la reaccién en cadena de polimerasa observados
en gel agarosa al 1,5% en transiluminador de luz ultravioleta.
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instituciones delas cuales procedieron las cepas, siguiendo las
normativas de la Declaracién de Helsinki. Esta investigacion
se elaboro en el marco del proceso de control de calidad para
confirmacién de diagnéstico de muestras enviadas al INS a
partir de IPRESS a nivel nacional. Finalmente, no se requirio6
la aprobacién de un Comité de Etica por las caracteristicas
previamente descritas.

HALLAZGOS

Se obtuvieron 331 cepas procedentes de 12 regiones del
pais distribuidas el 70%(n=21) en IPRESS del MINSA vy
23%(n=7) de EsSalud. La mayoria de IPRESS estaban loca-
lizadas en Lima y Callao (56,7%; n=17). Del total de estas
cepas se excluyeron inicialmente 21 por no ser viables o
estar contaminadas teniendo como muestra final 310 aisla-
mientos viables. De éstas el 87,4% (n=271) fueron bacterias
gramnegativas. La prevalencia de carbapenemasas fue del
59,7% (n=185), de las cuales el 42,2% (n=78) corresponden
a Enterobacteriaceae; 32,9% (n=61) a P. aeruginosa y 24,9%
(n=46) a Acinetobacter spp. Adicionalmente el 27,7% (n=86)
fueron cepas sensibles a carbapenémicos.

Con relacién a la distribucion geografica de las carbape-
nemasas, en la Figura 2 puede observarse su distribucién por
region y en el caso de Lima segun distrito a partir de la locacién
de la IPRESS. Se present6 un mayor nimero de aislamientos de
carbapenemasas en instituciones del MINSA (18,4%) y EsSalud
(81,6%), y en las regiones de Cusco (12,4%), La Libertad (6,4%),
Callao (6,4%) y Lambayeque (4,9%).

Segun el tipo de carbapenemasas, se reportd la presencia
de clase A en el 12,4% (n=23), siendo del tipo blaKPC las
encontradas en Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. La
clase B se reportd en el 62,7% (n=116), hallandose el tipo
blaNDM (n=57) en K. pneumoniae, E. coli, Providencia re-
ttgeri; en P. aeruginosa se encontro el tipo blaIMP (n=32)
y el tipo blaVIM (n=13) asi como la coproduccion de tipo
bla IMP/VIM (n=14). La clase D fue reportada en un 24,9%
(n=46) encontrandose unicamente los tipos blaOXA23-like
y blaOXA24-like en Acinetobacter spp. El gen blaOXA51-li-
ke hidroliza débilmente penicilinas y carbapenémicos y es
usado como marcador de especie para A. baumannii, no
siendo reportado en la actual serie (Tabla 1).

La resistencia a antimicrobianos en Enterobacteriaceae
fue del 50% (n=39) para fosfomicina (opcion terapéutica
frente a cepas con resistencia a carbapenémicos); en Pseudo-
monas spp. se reportd resistencia a ceftolozano/tazobactam
en todos los casos y en Acinetobacter spp., la resistencia a
minociclina fue del 38,4% (n=17).

DISCUSION

En 1988 se reporto la primera carbapenemasa en Japén, y
cinco anos después se reportd por primera vez en un pais de

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2021.381.5882

Latinoamérica (Argentina), iniciando una cadena de repor-
tes hasta la actualidad ®'¥. En el 2013 en Pert se report el
primer caso de carbapenemasas blaKPC-2 en una cepa de
K. pneumoniae derivado de un hemocultivo en el Hospital
Nacional Arzobispo Loayza ¥. Desde aquel primer reporte
los casos han aumentado inclusive demostrando la presencia
de genes de resistencia .

En relaciéon con la clase A de carbapenemasas, el tipo
blaKPC identificado en este estudio es el tercer mas frecuente
reportado (12,4%) y presente en 23 cepas de Enterobacteriaceae
(22 en K. pneumoniae y 1 en E. coli) en cuatro regiones del pais
(Arequipa, Lima, Lambayeque y Callao). Este gen fue repor-
tado por primera vez en el 2005 en Colombia ® y fue el pri-
mer blaKPC reportado en el Pert (Lima) 419, Su presencia
aumentada y distribuida en IPRESS de regiones altamente
pobladas es un hallazgo importante, ya que su presencia en
la sangre esta asociada a elevadas tasas de letalidad en pa-
cientes hospitalizados y que reciben tratamiento antibidtico
efectivo 7.

La clase B fue la més frecuente carbapenemasa reporta-
da en este estudio (62,7%), identificindose 53 cepas de gen
blaNDM (44 en K. pneumoniae; 9 en E. coli) presentes en
seis regiones del pais (Ancash, Cusco, Lambayeque, Loreto,
Lima y el Callao). El primer reporte a nivel mundial de estas
cepas fue en Suecia en el 2008 en un paciente procedente
de la India ® y posteriormente en el 2011 el primer caso en
Latinoamérica se identificé en Guatemala ©'®. En el Peru,
esta cepa se report6 por primera vez en el 2013 en el Hospi-
tal Nacional Edgardo Rebagliati Martins y posteriormente se
disemind por todo el territorio nacional '), El gen blaVIM
se presentd en el 7,0% (n=13) del total de carbapenemasas
analizadas en este estudio y presentes en cepas de P. aerugi-
nosa de tres IPRESS de Lima y Loreto.

En el caso del gen blaIMP en nuestro estudio se presen-
taron en el 17,3% del total, encontrandose en cepas de P
aeruginosa de diez IPRESS en seis regiones (Apurimac, Aya-
cucho, Cusco, Loreto, Lima y el Callao). Los genes previa-
mente mencionados estan entre los més diseminados por el
mundo. En el Pert, su primer reporte fue en el 2013 1. Estas
cepas utilizan un mecanismo de difusiéon mediante plasmi-
dos lo que facilita su replicacién en proporciones aceleradas
y con escaso consumo de energia, lo cual permite la transfe-
rencia de genes, como los relacionados a la resistencia anti-
microbiana, favoreciendo su diseminacién en nosocomios y
regiones mas extensas.

Este estudio reporta por primera vez la coproduccién
de carbapenemasas blaIMP/VIM en cepas de P. aeruginosa,
presente en el 7,6% (n=14) del total de estas enzimas en
cinco IPRESS en Lima, Loreto y Callao. Su existencia puede
explicarse mediante la transmision por plasmidos ya que
ambos son codificados por integrones de clase 1 que han sido
descritos desde el 2006 en Polonia @?. Su importancia en la
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Figura 2: Distribucion de Carbapenemasas Clase A, B y D en el Perti durante el 2019, por area geografica.

1: Hospital Victor Ramos Guardia (MINSA), 2: Hospital Regional de Abancay (MINSA), 3: Hospital Alberto Seguin Escobedo (ESSALUD), 4: Hospital Regional Ayacucho (MINSA),
5: Hospital Regional del Cusco (MINSA), 6: Hospital Antonio Lorena (MINSA), 7: Hospital Regional de Ica (MINSA), 8: Hospital Regional Daniel Alcides Carrién de Junin (MINSA),
9: Hospital Regional Docente de Trujillo (MINSA), 10: Hospital Luis Heyen Inchaustegui (ESSALUD), 11: Hospital Regional Lambayeque (MINSA), 12: Hospital de Iquitos ITT (ESSA-
LUD), 13: Hospital Regional de Loreto (MINSA), 14: Hospital Carlos Lanfranco La Hoz (MINSA), 15: Hospital Sergio E. Bernales (MINSA), 16: Hospital Hipdlito Unanue (MINSA),
17: Hospital Dos de Mayo (MINSA), 18: Hospital Emergencia Grau (ESSALUD), 19: Instituto Nacional del Nifio (MINSA), 20: Hospital Santa Rosa (MINSA), 21: Hospital Edgardo
Rebagliati Martins (ESSALUD), 22: Hospital Militar Central, 23: H. Emergencia Villa el Salvador (MINSA), 24: Instituto Nacional de Rehabilitacion (MINSA), 25: Hospital Marfa Aux-
iliadora (MINSA), 26: Hospital Central FAP, 27: Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (MINSA), 28: Hospital Daniel Alcides Carrion (MINSA), 29: Hospital Alberto Sabogal

Sologuren (ESSALUD), 30: Hospital A. Leonardo Barton (ESSALUD).

salud publica radica nuevamente en su facil transmisién y el
consecuente efecto multiplicador y diseminador relacionado
con la resistencia antibacteriana.

Las carbapenemasas de clase D se presentaron en el
segundo lugar de frecuencia (24,9%) encontrandose 27 con el
gen blaOXA24-like en Acinetobacter spp. en nueve IPRESS de
Cusco, Ica, La Libertad, Lambayeque, Lima y Callao; y 19 con

1161

el gen blaOXA23-like en cinco IPRESS de Junin, Loreto, Lima
y Callao. No se encontraron cepas con genes blaOXA 48-like,
blaOXA58-like y blaOXA143-like a pesar de que se crearon
iniciadores especificos para ello. En la literatura cientifica el gen
blaOXA-24 fue identificado por primera vez en 1997 en Espaia
y el blaOX A-23 en 1997 por primera vez en Escocia®. En el Pert
estos genes fueron aislados por primera vez en el 2014 en IPRESS

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2021.381.5882
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Tabla 1. Tipos de carbapenemasa segtin cepa en instituciones prestadoras
de servicios de salud del Perti en el 2019.

Tipo de Carbapenemasa n (185) %
Clase A (n=23; 12,4%)
KPC (Klebsiella pneumoniae) 22 11,9
KPC ( Escherichia coli) 1 0,5
Clase B (n=116; 62,7%)
NDM (Klebsiella pneumoniae) 44 23,8
NDM (Escherichia coli) 9 4,9
NDM (Providencia rettgeri) 2 1,1
NDM (Pseudomonas aeruginosa) 2 1,1
VIM (Pseudomonas aeruginosa) 13 7,0
IMP (Pseudomonas aeruginosa) 32 17,3
IMP/VIM (Pseudomonas aeruginosa) 14 7,6
Clase D (n=46; 24,9%)
OXA-23-like(Acinetobacter spp. ) 19 10,3
OXA-24-like (Acinetobacter spp.) 27 14,6
OXA-48-like 0 0,0
OXA-51-like 0 0,0
OXA-58-like 0 0,0
OXA-143-like 0 0,0

KPC: Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa, NDM: metalobetalac-
tamasa de Nueva Delhi, IMP: metalobetalactamasa que hidroliza imipenem, VIM:
metalobetalactamasa codificada por integron de Verona.

en Lima ", y poseen un espectro de actividad amplificado
sobre cefalosporinas y carbapenémicos. Un ejemplo de ello
es el Acinetobacter baumannii que ha adquirido mecanismos
de resistencia a antibiéticos a través de la producciéon de
Oxacilinasas, ademds de la resistencia contra carbapenémicos,
aminoglicdsidos, quinolonas y polimixinas, lo cual desde el pun-
to de vista clinico complica su manejo no solo considerando el
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blaIMP, blaOX A24-like, blaKPC y blaOX A23-like.
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