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DATOS GENERALES

. TITULO Y NOMBRE DEL PROYECTO
Disco de deteccién fenotipica de enzimas metalobetalactamasas en el
diagndstico de enterobacterias productoras de carbapenemasas.

. LINEA DE INVESTIGACION

Enfermedades infecciosas y tropicales.

. TIPO DE INVESTIGACION
3.1. De acuerdo a la orientacion o finalidad: Aplicativo.

3.2. De acuerdo alatécnica de contrastacion: Observacional.

. ESCUELA PROFESIONAL Y DEPARTAMENTO ACADEMICO

Unidad de Segunda Especialidad_ Facultad de Medicina Humana

. EQUIPO INVESTIGADOR
5.1. Autor: Vega Alfaro Yissa Doménica

5.2. Asesor: Tacanga Espinoza Lesly Elizabeth

. INSTITUCION Y/O LUGAR DONDE SE EJECUTA EL PROYECTO
Servicio de Patologia Clinica del Hospital de Alta Complejidad Virgen de

la Puerta.

. DURACION: 6 meses
Inicio: 1 de enero 2024
Término: 30 de junio del 2024



PLAN DE INVESTIGACION

. RESUMEN EJECUTIVO DEL PROYECTO DE TESIS

El avance mas significativo en el desarrollo de resistencia bacteriana es
la gradual proliferacion de carbapenemasas, que poseen la mayor
cantidad de amplios perfiles de sustrato de todas las B-lactamasas y
por lo tanto, son clinicamente importantes, pues se asocian con
resistencia a otras clases de antibioticos. Se evaluara el valor del disco
de deteccidon fenotipica de enzimas metalo- beta-lactamasas en el
diagndstico de portador de enterobacterias productoras de
carbapenemasas en el Hospital Alta Complejidad Virgen de la Puerta
de Trujillo 2024 de abril a diciembre 2024 utilizando una muestra de
185 pacientes por muestreo aleatorio simple; en un disefio de pruebas
diagndsticas, la tecnologia de identificacion molecular XPERT CARBA,
hara las veces de prueba confirmatoria; aplicandose la prueba chi
cuadrado para determinar si existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los resultados de las pruebas; se calculara la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo con su

intervalo de confianza al 95%.

Palabras claves: Deteccion fenotipica, enzimas metalobetalactamasas,

enterobacterias productoras de carbapenemasas.

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es uno de los principales
problemas de salud publica del siglo XXI, ocurre cuando los cambios en
las bacterias hacen que los medicamentos utilizados para tratar las
infecciones sean menos efectivos, en 2019, se estima que hubo 4,95
millones de muertes asociadas con resistencia por Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae las cuales se encuentran entre los seis

patégenos mas comunes asociados con muertes?.


https://es.wikipedia.org/wiki/Significaci%C3%B3n_estad%C3%ADstica
https://es.wikipedia.org/wiki/Significaci%C3%B3n_estad%C3%ADstica

La resistencia a los antimicrobianos (RAM), que dificulta
significativamente el tratamiento de infecciones, sigue siendo una de las
preocupaciones de salud publica mundial, se estima que de manera
global sin medidas eficaces para abordar la resistencia a los
antimicrobianos, se atribuirian hasta 10 millones de muertes a esta
enfermedad en 2050, se han tratado con éxito con antibidticos
carbapenémicos pues contienen un anillo betalactamico que los hace

mas estables frente a la mayoria de las betalactamasas?.

Las enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) son algunos
de los patégenos resistentes a los antimicrobianos mas criticos®. Una
revision sistematica reciente informé que la tasa de mortalidad
especifica de EPC varia del 26% al 44% en todo el mundo, en Europa,
la proporcion de afios de vida ajustados en funcion de la discapacidad
aumentd del 18% en 2007 al 28% en 2019; econOmicamente, la
estimacion de costos en los Estados Unidos es inesperadamente mas
alta que la de muchas enfermedades cronicas. En Hong Kong, hubo un
namero cada vez mayor de muestras de EPC; se ha multiplicado por
190 de 2011 a 2019 (1,9 EPC por cada 1.000 ingresos de pacientes)®.

En el Servicio de Patologia Clinica del Hospital Alta Complejidad Virgen
de la Puerta durante el periodo enero a diciembre del 2023 se
registraron 78 aislados de muestra biol6gica en donde el microrganismo
era una enterobacteria productora de carbapenemasa, lo cual
corresponde al 42% de los aislados bacterianos identificados en los
pacientes hospitalizados en el Servicio de Medicina Interna. En dicho
nosocomio si se aplica el disco de deteccion fenotipica de enzimas
metalo- beta-lactamasas, razén por la cual nos induce a formularnos el

problema de investigacion.

Problema:

¢ Tiene el disco de deteccion fenotipica de enzimas metalo- beta-
lactamasas valor en el diagndstico de portador de enterobacterias
productoras de carbapenemasas en el Hospital Alta Complejidad Virgen
de la Puerta Trujillo 20247



3. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Panchal C, et al (India, 2019); compararon cuatro métodos fenotipicos
para detectar la produccion de metalo- beta-lactamasas en
enterobacterias y determinaron la sensibilidad a los antibidticos de los
aislados; se analizaron la produccion en un total de 107 aislados
clinicos; los resistentes a imipenem se consideraron positivos para el
cribado de metalo- beta-lactamasas; la deteccion se realizé utilizando
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como inhibidor; se evaluaron
cuatro métodos fenotipicos: (1) Prueba de sinergia de disco combinado
(CDST) con EDTA0,5 M (CDST-EDTA 0,5 M), (2) CDST con EDTA0,1 M
(CDST-EDTA 0,1 M), (3) doble disco prueba de sinergia (DDST). De 107
aislados, 30 fueron resistentes considerados como tamizaje positivo; de
30, 21 (70%) aislados fueron positivos para metalo- beta-lactamasas con
las sensibilidades: de 63,33%; 56,67% y 53,33%?°.

Kabore B, et al (Pakistan, 2022); evaluaron la prevalencia de
aislamientos produciendo metalo-B-lactamasa aislada; se evalud la
susceptibilidad de las bacterias a agentes antimicrobianos mediante
difusion en disco en un método que utiliza imipenem como antibiético de
deteccion; la combinacion de imipenem-EDTA se utilizé después para
detectar la resistencia al imipenem. Un total de 52 aislamientos
resistieron a las cefalosporinas de tercera generacion; cinco aislados
mostraron resistencia intermedia al imipenem (9,61%); dos aislados
fueron resistentes a imipenem-EDTA (3,85%); se realizé la prueba de

imipenem-EDTA para confirmar la produccion de metalo-B-lactamasa®.

Qu T, et al (China, 2012); aislaron 264 cepas no duplicadas de
Pseudomonas aeruginosa no susceptible al imipenem en hospitales de
16 regiones; estos 264 aislados clinicos se examinaron mediante PCR,
una prueba E de metalo-B-lactamasa; una prueba de sinergia de doble
disco (DDST) y una prueba que utiliza discos de imipenem combinados
suplementados con varias cantidades de EDTA, se confirmaron un total
de 24 cepas positivas para el gen blaVIM-2, 13 cepas positivas para el
gen blalMP-9 y 1 cepa positiva para el gen blaIMP-1. Se evaluaron las



sensibilidades, especificidades y valores predictivos positivos y
negativos para el ensayo de disco combinado; el mejor método para
detectar la produccion de enzimas metalo- beta-lactamasas en cepas de
P. aeruginosa fue el ensayo de CD (IMP-EDTA) utilizando 750 ug de
EDTA/disco con un punto de ruptura de mas de 6 milimetros; el
rendimiento general de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo fueron de 85,7%, 100%, 100% vy 98,8%,

respectivamente’.

Iman F, et al (ltalia, 2018); evaluaron el desempefo de diferentes
métodos fenotipicos para investigar el efecto antimicrobiano local asi
como perfil de sensibilidad de estos aislados; todos los aislamientos
fueron confirmados como enzimas metalo- beta-lactamasas; la prueba
de sensibilidad a los antibidticos se realizé utilizando un disco con
método de difusion; meropenem EDTA CDT fue la prueba mas sensible;
la mayoria de los aislamientos fueron de unidades de cuidados

intensivos (82,1%)8.

. JUSTIFICACION DEL DEL PROYECTO

Tomando en cuenta que los betalactamicos son los agentes
antibacterianos mas populares y que se utilizan para tratar infecciones
bacterianas debido a su actividad bactericida y baja toxicidad, esta
familia de antibiéticos son un grupo grande que comparte una base
comun llamada anillo betalactamico, la diversidad de las estructuras
moleculares de estos antibidticos permiten clasificarlos en varios
subgrupos con principales caracteristicas, considerando que se ha
descrito la emergencia de carbapenemasas como una nueva categoria
de enzimas carbapenémicas hidrolizantes; entre las Blactamasas, las
cuales poseen la mayor cantidad de amplios perfiles de sustrato de
todas las B-lactamasas, por otro lado se han propuesto varios ensayos
fenotipicos para detectar presuntamente I|a presencia de
carbapenemasas en aislados clinicos, que son relativamente simples y

economicos y aplicable en laboratorios de baja/media complejidad;



concomitantemente se han desarrollado pruebas moleculares para
superar estas limitaciones como el ensayo Xpert Carba-R, los
beneficiarios serdn médicos que atienden a pacientes adultos en
nuestra sede nosocomial pues podran disponer de un método rapido y
efectivo para identificar de manera oportuna la colonizacién por este
tipo de gérmenes de gran virulencia para desarrollar estrategias para
su erradicacion. La importancia del estudio se sustenta en la posibilidad
de disponer de nuevas estrategias de despistaje para poder desarrollar
un cribado efectivo a fin de seleccionar de manera oportuna a aquellos
pacientes portadores de gérmenes con este grado de resistencia

antimicrobiana.

. OBJETIVOS:

Objetivo general:
Determinar si el disco de deteccion fenotipica de enzimas metalo- beta-
lactamasas tiene valor en el diagnostico de portador de enterobacterias
productoras de carbapenemasas en el Hospital Alta Complejidad Virgen
de la Puerta 2024.

Objetivos especificos:

e Determinar la sensibilidad y especificidad del disco de deteccion
fenotipica de enzimas metalo- beta-lactamasas en el diagndstico
de portador de enterobacterias productoras de carbapenemasas

e Determinar el valor predictivo positivo y negativo del disco de
detecciéon fenotipica de enzimas metalo- beta-lactamasas en el
diagnostico de portador de enterobacterias productoras de

carbapenemasas.

. MARCO TEORICO
La propagacion global de resistencia a los antimicrobianos por parte de
las bacterias, ha sido gradualmente constante desde la introduccién de

los agentes antimicrobianos en la practica clinica hace mas de 70 anos;



la difusion de cocos Gram positivos resistentes a los antibidticos es un
desafio, sino también la creciente incidencia de bacilos gramnegativos
resistentes a los antibioticos representa un problema cada vez mas

agobiante®.

De hecho, los betalactamicos son los agentes antibacterianos mas
populares, se utilizan para tratar infecciones bacterianas debido a su
actividad bactericida y baja toxicidad, excepto en pacientes que sufren
de alergias, esta familia de antibidticos son un grupo grande que
comparte una base comun llamada anillo betalactamico, la diversidad
de las estructuras moleculares de estos antibidticos permite

clasificarlos en varios subgrupos con principales caracteristicas’®.

El avance mas significativo son las carbapenemasas, una nueva
categoria de enzimas carbapenémicas hidrolizantes; entre las
Blactamasas, las carbapenemasas poseen la mayor cantidad de
amplios perfiles de sustrato de todas las B-lactamasas y por lo tanto,
son clinicamente importantes, pues se asocian con resistencia a otras
clases de antibiéticos (en concreto, aminoglucésidos, fluoroquinolonas

y cotrimoxazol)™.

Las carbapenemasas han sido identificadas para los grupos
moleculares de las pB-lactamasas correspondiente a clase A
(penillinasa), clase B (metaloenzimas), clase C (cefalosporinasa o Ampi
C) y clase D (oxacilinasa); las carbapenemasas hidrolizan un grupo.
compuesto por carbapenémicos, penicilinas y cefalosporinas en niveles

variables dependiendo del tipo de enzima'?.

Aunque las técnicas moleculares permiten que la identificacion de los
genes que codifican las diferentes carbapenemasas, estas técnicas a
menudo no estan disponibles en el contexto de la practica clinica
habitual; por esta razén, se han propuesto varios ensayos fenotipicos
para detectar presuntamente la presencia de carbapenemasas en

aislados clinicos, que son relativamente simples y econdmicos y
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aplicable en laboratorios de baja/media complejidad’s. Entre los ensayos
fenotipicos mas utilizados, hay ensayos en los que se utilizan discos que
contienen carbapenemasas, se utilizan contra discos que contienen
inhibidores (doble disco ensayos) como EDTA (para inhibir metalo- beta-

lactamasas) o BOR (para inhibir serina-carbapenemasas)’*.

Recientemente, organismos productores de carbapenemasas, como
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii se han convertido
en algunos de las bacterias mas problematicas resistentes a los
antibioticos en entornos hospitalarios; ademas, las enterobacterias
resistentes a los carbapenémicos; incluidas bacterias como Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae, ahora son
comunmente detectados en la comunidad’™. Los genes que producen
carbapenemasa generalmente se encuentran en el plasmidos, y por
tanto permiten la transferencia de genes de resistencia a otras bacterias,
a través de este mecanismo, se ha vinculado a brotes de resistencia
infecciosa a los antibidticos en los centros de atencion sanitaria; las
carbapenemasas en Enterobacterales residen en elementos genéticos
moviles que facilitan su diseminacion generalizada a otras especies o
géneros bacterianos, que pueden transmitirse de persona a persona. ,

particularmente en entornos hospitalarios’®.

Se han desarrollado pruebas moleculares para superar estas
limitaciones, y el ensayo Xpert Carba-R, se ha utilizado recientemente
para la identificacion de estas cepas, este método se basa en una
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa multiplex en tiempo real,

los resultados podrian ser obtenidos en una hora'”.

HIPOTESIS

El disco de deteccidén fenotipica de enzimas metalo- beta-lactamasas
tiene valor en el diagndstico de portador de enterobacterias productoras
de carbapenemasas.

11



8. MATERIAL Y METODOLOGIA
a. Diseno de estudio:
Tipo de estudio: Transversal, correlacional, pruebas diagnosticas

Tiempo
>
PACIENTES
HOSPITALIZADOS
EDTA 750 > 6 mm EDTA 750 <=6 mm
No No
Carbapene carbapene Carbapene carbapenem
masas masas S asas
. . \/
Direccion
Sensibilidad A/(A-C)
Especificidad D/(B+D)

Valor predictivo positivo A/(A+B)
Valor predictivo negativo D/(C+D)

_ Pv(Enf)x(S)
VPP = o Enf)x(S) + Pv(Enf)c(1 —F
— [1 — pV(ENF)X]X(E)

[1 — Pv(Enf)]x(E) + (1 — S)xPv(Enf)

b. Poblaciéon, muestra y muestreo:
Poblacion Universo: Pacientes del Hospital Alta Complejidad Virgen de

la Puerta de Truijillo abril a diciembre 2024.
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Poblaciones de Estudio: Pacientes hospitalizados en el Servicio de
Medicina Interna en el Hospital Alta Complejidad Virgen de la Puerta de
Trujillo en el periodo abril a diciembre 2024.

Criterios de seleccion:

Criterios de Inclusion:

- Pacientes con mas de 7 dias de estancia hospitalaria

Criterios de exclusion:
- Pacientes con ventilacion mecanica
- Pacientes con sepsis

- Pacientes con enfermedad oncolégica

Muestra:
Unidad de Analisis: Cada paciente del Hospital Alta Complejidad Virgen

de la Puerta abril a diciembre 2024.

Unidad de Muestreo: La misma que la unidad de analisis.

Tamaino muestral:

Férmula'®:
no=Z2apeqe
EZ

Donde:

- Za: 1.96.

- pe: Sensibilidad del método en estudio segun antecedentes

(86%)".
- qge=1-pe

— pege: Variabilidad estimada.
— E:0.05 (5%).

Obtenemos:

(1.96)*(pe) (ge)
N0 =" 05

13



n = 185 pacientes
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c. Definicion operacional de variables

VARIABLE
EXPOSICION TIPO ESCALA | INDICADORES | INDICES
Disco de deteccion | cyalitativa Nominal Inhibicion > 6 Si-No
fenotipica de milimetros
enzimas metalo-
beta-lactamasas
RESULTADO:
Enterobacterias o . .
Cualitativa Nominal Prueba XPERT Si-No
productoras de
CARBA
carbapenemasas
INTERVINIENTES
Edad Cuantitativa | Discreta >15 afios Si-No
o . Masculino _
Sexo Cualitativa Nominal . Si - No
Femenino
Glucemia
. _ o _ plasmatica en|
Diabetes mellitus Cuantitativa | Discreta Si-No
ayunas >
126mg/dL
indice de masa
Obesidad Cualitativa Nominal corporal = 30.0 | Si— No
Kg/ m?
_ _ _ o _ Albumina sérica | Si— No
Hipoalbuminemia Cualitativa Nominal

< 3.5 g/dl
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Definicién de Términos

Disco de deteccidn fenotipica de enzimas metalo- beta-lactamasas:
Se considerara hallazgo positivo cuando se registre un diametro de

inhibicién mayor a 6 milimetros en el disco EDTA 7507.

Enterobacterias productoras de carbapenemasas: Corresponde al
diagnoéstico por medio de la aplicacion de la técnica molecular XPERT
CARBAS,

d. Procedimientos y técnicas:

Se solicitara la autorizacion al directos del Hospital para la ejecucién del

proyecto.

Se realizara la toma de la muestra de secrecion faringea en el Servicio
de hospitalizacion, el primer dia de ingreso del paciente; para la
posterior aplicacion del disco de deteccidn fenotipica de enzimas metalo-

beta-lactamasas; hasta completar el tamafo muestral requerido.

Se corroborara la condicion de enterobacterias productoras de
carbapenemasas por medio de la aplicacion de la tecnologia de
identificacion molecular XPERT CARBA, que hace las veces de prueba

confirmatoria en nuestro estudio; (Ver Anexo 1).

e. Plan de analisis de datos:

Los datos se procesaran con el programa SPSS V. 26 y Excel de

Windows.

Estadistica Descriptiva: Los resultados seran presentados en cuadros

de doble conteniendo las frecuencias de las variables de estudio.

16



Estadistica Analitica: Se hara uso de la prueba Chi Cuadrado (X?) para
para determinar si existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los resultados de la prueba diagndstica y la prueba

confirmatoria; si P < 0.05 existira asociacion significativa.

Estadigrafo de estudio: Se obtendra la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo con ajuste Bayesiano del disco, el
intervalo de confianza al 95% del estadigrafo correspondiente. Se
obtendra la Curva ROC para determinar la significancia de la prueba

diagnostica.

f. Aspectos éticos:

Se tomara en cuenta la confidencialidad del paciente segun la

declaracion de Helsinki II'° y la ley general de salud®®

9. CRONOGRAMA DE TRABAJO

TIEMPO
ACTIVIDADES PERSONAS
RESPONSABLES ENE - JUN 2024
Tm| 2m |3m|4m|5m | 6m
1. Planificacion Investigador
Asesor
2. Presentacion Investigador X
3. Recoleccién Investigador - X | X
NAencenr
_ Investigador
4. Procesamiento . X
Estadistico
5. Elaboracion Investigador X

17
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10. PRESUPUESTO DETALLADO

Subtotal Total
Partida Insumos Unidad Cantidad
(S)) (S))
23.16.12 USB 64 GB Unidad 2 65 130.00
2.3.15.12 | Papel Bond A4 Millar 2 16 32.00
2.3.15.11 | Corrector Unidad 3 4 12.00
liquido
2.3.15.11 | Resaltador Unidad 4 4 16.00
Servicios
2.3.21.23 | Movilidades Pasajes 120 2 240.00
2.3.19.12 | Empastado Empastad 6 40 240.00
0
2.3.19.199 | Fotocopias Hojas 2500 0.10 250.00
23.27.12 Asesoria Horas 12 66.6 800.00
Estadistica
INSUMOS: S/ 190.00
SERVICIOS: S/ 1810.00
TOTAL: S/ 2100.00
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12. ANEXOS

ANEXO N.° 01

Valor del disco de deteccion fenotipica de enzimas metalo- beta-

lactamasas en el diagndstico de portador de enterobacterias productoras

de carbapenemasas en el Hospital Alta Complejidad Virgen de la Puerta
2024

PROTOCOLO DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS GENERALES:

1.1 Edad: anos

1.2 Sexo:

1.3 Diabetes: Si ( ) No ( )
1.40besidad: Si( ) No ( )
1.5 Hipoalbuminemia: Si ( ) No ( )

Variable exposicién:
Disco de deteccion fenotipica de enzimas metalo- beta-lactamasas:

Positivo ( ) Negativo ()
Variable resultado:

Enterobacterias productoras de carbapenemasas:
Si ( ) No( )
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