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Resumen

Objetivo: determinar la frecuencia de metalo-p lactamasa tipo Nueva Delhi (NDM), en aislados de
enterobacterias provenientes de pacientes hospitalizados con diferentes procesos infecciosos.

Método: se realizé una investigacién descriptiva transversal, agosto 2015 - octubre 2016, en el
Hospital Alemdn Nicaragiiense. Se estudiaron 249 cepas en vigilancia activa a los carbapenémicos.
La identificacién y perfil de resistencia se efectué en Vitek2; la sospecha de resistencia a los
carbapenémicos se tomé cuando la CMI de Imipenem y Meropenem 2-4 pg/mL y Ertapenem 2
ug/mL, se determiné mediante Kirby Bauer, el test de sinergia triple disco (carbapenémicos y EDTA
10pg); se hizo la reaccién en cadena de la polimerasa para metalo-B-lactamasa Nueva Delhi.

Resultados: se analizaron 249 cepas, entre estas se identific6 45 cepas resistentes a los
carbapenémicos, correspondiendo al 18%. De estas cepas, 43 dieron positivo para el test de sinergia
con EDTA; 21 portaban el gen de Nueva Delhi. El 66% de metalo-B-lactamasa Nueva Delhi se
encontrd en aislamientos de Klebsiella pneumoniae, seguida de Escherichia vulneris en un 14%,
Escherichia coli en un 5%, Providencia rettgeri en un 5%, Pantoea agglomerans en un 5% y
Kluyvera cryocrescens en un 5%."°

Conclusiones: el hallazgo del presente estudio es una advertencia clara sobre la circulacién de
cepas de metalo-B-lactamasa tipo Nueva Delhi que codifican la resistencia a los carbapenémicos en
el hospital analizado.

Descriptores: Enterobacteriaceae, NDM, Metalo- B- lactamasas, Carbapenem resistente.

Abstract

Objective: to determine the frequency of New Delhi-type metallo-p-lactamase (NDM) in isolates of
enterobacteria from patients hospitalized with different infectious processes.

Method: a cross-sectional descriptive study was carried out between August 2015 and October
2016 at Alemdn Nicaragiiense Hospital. A total of 249 strains were studied in active surveillance
of carbapenems resistance. The identification and resistance profile was carried out in Vitek2.
Suspected resistance to carbapenems was considered when the MIC of Imipenem and Meropenem
was 2-4 pg/mL and for Ertapenem of 2 ug/mL, determined by Kirby Bauer, the triple disc synergy
test (carbapenems and EDTA 10ug). A polymerase chain reaction test was made to determinate
New Delhi metallo-f lactamase.
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Results: a total of 249 strains were analyzed, among which 45 strains resistant to carbapenems
were identified, corresponding to 18%. Of these strains, 43 were positive for the synergy test with
EDTA; 21 carried the New Delhi gene. Of the New Delhi metallo-p lactamase. 66% were found in
isolates of Klebsiella pneumoniae, followed by Escherichia vulnerisin 6 isolates, Escherichia coliin
2, Providencia rettgeriin 2, Pantoea agglomeransin 2 and Kluyvera cryocrescens by 2.

Conclusions: the results of the present study are a clear warning about the circulation of New
Delhi-type metallo-B-lactamase strains that codify for the resistance to carbapenems in the hospital

analyzed.
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Las infecciones bacterianas por enterobacterias y Gram
negativos no fermentadores, son muy frecuentes en pacientes
hospitalizados en pafses subdesarrollados, y se comportan como
multirresistentes, agudizando las condiciones de salud de los
pacientes. La resistencia antimicrobiana debe considerarse
un problema de salud publica, los reportes son alarmantes y
en ascenso en diferentes pafses; las opciones terapéuticas se
han reducido, debido al aumento de mecanismos que han
desarrolladolos microorganismos para defenderse ante el “ataque
constante” al que han sido sometidos por los antibiéticos. Las
carbapenemasas son enzimas que han desarrollado las bacterias
para hidrolizar a los carbapenémicos, que son la dltima linea
de antibiéticos de uso clinico en este momento, 1o que ha
producido fracasos terapéuticos. Estas han emergido como un
problema potencial para la salud de los pacientes, de manera
que controlar los procesos infecciosos producidos por bacterias
con este tipo de resistencia, es todo un desaffo para cualquier
unidad de salud, porque son altamente diseminativas.

Con la aparicién de la Nueva Delhi metalo-p-lactamasa, la
situacién es atin mds alarmante, porque los microorganismos
con este tipo de gen, son cada vez mds frecuentes, lo que lleva
a pensar que el mecanismo por el cual comparten este gen, son
genes mdviles féciles de transferir o compartir entre bacterias
Gram negativas muy cercanas.'

Los carbapenémicos poseen el espectro mds amplio de
actividad ante microorganismos Gram negativos y son los mds
usados en los dltimos afios a raiz del surgimiento de cepas BLEE
(Beta lactamasas de espectro extendido); desafortunadamente,
las bacterias han desarrollado un nuevo mecanismo que
neutraliza la accién de los carbapenémicos convirtiéndose en
un problema de salud publica, porque se caracterizan por ser
multirresistentes.*

La metalo-p-lactamasa New Delhi pertenece al grupo B
clasificaciéon de Ambler, estas bacterias se conocen tienen
un cofactor ion zinc en su estructura, que se caracteriza por
neutralizar todos los Dbetalactdmicos, excepto Aztreonam;
es inhibida solo por agentes quelantes de cationes divalentes
como el EDTA.* Desde su descubrimiento en 2008 en la India,
en Klebsiella, 1os reportes en diferentes pafses son constantes,
tanto en Klebsiellacomo en otras enterobacterias; se han aislado
en el continente europeo, igualmente en los Estados Unidos,
Japén, Brasil, Canadd y en Centroamérica en 2011 Guatemala
reporta el hallazgo en Klebsiella, y en 2014, Costa Rica refiere
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su primer caso de Nueva Delhi.® Los reportes son alarmantes
en diferentes revistas, 1o que ha generado preocupacién a la
comunidad cientifica y en organizaciones como la OPS y OMS,
por el impacto en el desenlace clinico del paciente. Las cepas
productoras de carbapenemasas son un peligro, y el tratamiento
de estas infecciones es un desaffo para el médico, por lo que
los andlisis microbiolégicos son de gran ayuda para evaluar la
terapia del paciente. >712

Métodos

Se realizé una investigacién descriptiva transversal,
de agosto de 2015 a octubre de 2016, donde se estudiaron
249 cepas, en pacientes hospitalizados del Hospital Aleman
Nicaragiiense. Se obtuvieron muestras de las unidades de
Cuidado Intensivo Neonatal y Cuidado Intensivo Pedidtrico,
neonatologfa, medicina y cirugfa. La identificacién y perfil de
resistencia se realizd en Vitek2 compact; la resistencia a los
carbapenémicos se definié cuando las concentraciones minimas
inhibitorias de imipenem y meropenem eran de 2-4 ug/ml y de
ertapenem de 2 pg/mL. Se realizd la caracterizacién fenotipica
por Kirby Bauer mediante el test de sinergia triple disco, EDTA
(10ug), imipenem (10ug) y meropenem (10ug). El control
de calidad fue establecido con el uso de cepas de referencia,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae
ATCC700603.51%15

Extraccion del ADN. Las cepas analizadas y los controles
fueron cultivados en agar MacConkey, incubado por 18-24
horas a 37°C; del cultivo se tom¢ tres UFC y fueron inoculadas
en crioviales que contenfan 100ul de agua libre de nucleasas;
se colocd en bafio marfa en ebullicién por 10 minutos; las
muestras se dejaron enfriar en hielo por 5 minutos, luego se
centrifugé a 12000 rpm por 5 minutos, y se extrajo 80ul del
sobrenadante; se determiné la concentracién de ADN extrafdo
en nanodrop lite 2763.4

La deteccion genotipica de la metalo-p-lactamasa
Nueva Delhi. Se efectud por medio de una reaccién en cadena
de la polimerasa, utilizando la secuencia de nucledtidos:
NDMF, , AGC ACA CTT CCT ATC TCG AC, NDMR, , GGC
GTA GTG CTC AGT GTC, en la que se utiliz6 ADN 2,5ul,
buffer 10X (2,5ul), solucién Enhancer 5x (0,7ul), dNTP’s mix
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(40 mM) 0,5ul, Taq Polymerasa 5U/ul (0,5 ul), Primer Forward
10nM (0,5ul), Primer Reverse 10nM (0,5ul), agua libre de
nucleasas (17,6ul), para un volumen final 25pl.'¢

La amplificacién. Se utiliz6 el siguiente programa de
amplificacién: desnaturalizacién 94°, por 5 minutos, seguido
de 35 ciclos, 94% por 30seg, hibridacién 50 por 30seg,
amplificaciéon 72°% por 60seg, extensién final 72°% por 10
minutos y temperatura final de 4%; las muestras se analizaron
en un Méster Cycler, marca Eppendorf, modelo nlimero 5341.5

Electroforesis. El producto de PCR fue evaluado en un gel
de agarosa al 1,5% de con 0,5 ug/mL de bromuro de etidio; la
electroforesis se corrié a 120 voltios por 50 minutos; las bandas
de ADN fueron visualizadas en una cdmara con luz ultravioleta
y fotografiadas. Lo anterior correspondié a un peso molecular
de 512 bp. Figura 1.

Resultados

Se analizaron 249 cepas, de las cuales solo 45 fueron
resistentes a los carbapenémicos, para un 18%. De estas, 43
dieron positivo para el test de sinergia con EDTA; 20 de las cepas
dieron positivas para genes metaloenzimas (IMP, VIM, SPM,
SIM, GIM). Sin embargo, 21 cepas no fueron identificadas con
ningin gen, aunque la sinergia estaba positiva, y de ahf surge la
idea de buscar el gen Nueva Delhi.

Se encontrd el gen Nueva Delhi en 22 de las 43 muestras
positivas para el test de sinergia. De las 22 muestras con Nueva
Dehli, la mayoria fueron aislamientos de Klebsiella pneumoniae
(15 muestras, 66%), seguidas de FEscherichia vulneris con
3 muestras (14%), y se tuvo un aislamiento de las siguientes
bacterias: Escherichia coli, Providencia rettgeri, Pantoea
agglomeransy Kluyvera cryocrescens.

La frecuencia y distribucién por servicio de New Delhi se
ven reflejadas en la figura 2, donde se observa que 62% de los
aislamientos provinieron de unidades de cuidados intensivos de
nifios, 19% de servicios quirtrgicos y 14% de servicios médicos.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5", gen New Delhi, Peso
Molecular de 512 pb. Pozo 2 control positivo, pozos 3, 4,5, 7, 8,9, 10,11,
paciente, Pozo 6 control negativo interno, pozo 12 control negativo agua

grado PCR.

Discusién

En Nicaragua, por primera vez es reportado NDM, y con
porcentaje alarmante. Con frecuencia se afslan enterobacterias
con test de sinergia positivo con EDTA, lo que significa que
mayormente se afsla metaloenzimas; muchas publicaciones
reportan b/aKPC. Este comportamiento es particular de nuestro
pafs, quizds obedezca al alto porcentaje de NDM. Desde
su descubrimiento en la India, en Klebsiella, este gen se ha
identificado en varios pafses, con una rdpida dispersién; en
Nicaragua, el porcentaje de NDM, también es alarmante.

Las bacterias productoras de NDM son capaces de
diseminarse rdpidamente, convirtiéndose en un serio problema
para cualquier unidad de salud, por las enfermedades
nosocomiales y las opciones terapéuticas limitadas; los reportes
son muy comunes en Klebsiella y Escherichia coli, como las mds
portadoras, lo que puede conllevar a tenerlas en el ambiente
extrahospitalario o en diversos procesos infecciosos.

La septicemia neonatal sigue siendo unas de las principales
causas de enfermedad nosocomial en nuestros hospitales,
y una de las principales causas que podrfan producir un
desenlace trdgico. En nuestro estudio se encontraron 6 tipos de
microorganismos portadores del gen de NDM. Klebsiella fue el
principal causante de sepsis con este gen, acorde con lo que se
reporta en la bibliograffa internacional. Las 21 cepas resultaron
multirresistentes, con las Unicas opciones de Colistina y
Tigeciclina.!”1®

Los hallazgos del presente estudio son una advertencia
clara sobre la circulacién de cepas de Nueva Delhi que
codifican la resistencia a los carbapenémicos en los hospitales
de Nicaragua. Es fundamental tener esto en consideracion
en la préctica clinica, dada la reduccién dréstica de opciones
terapéuticas para los pacientes con infecciones por estas cepas.
A partir de nuestros resultados, se recomienda algunas medidas
de contencién para evitar la diseminacién, y aporta datos
relevantes a las unidades donde se hacen los aislamientos,
en cuanto al perfil de resistencia y el gen de resistencia que
circula.
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Figura 2. Distribucion por sala de hospitalizacion donde se realizo el
aislamiento.
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