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RESUMEN
Pseudomonas aeruginosa es considerada un patdgeno oportunista critico, en el
ambito hospitalario debido a su gran capacidad de adaptacion y supervivencia en
ambientes con alta presion selectiva por el uso de antimicrobianos. Esta resistencia se
ve potenciada por la produccion de carbapenemasas, las cuales son consideradas
como un mecanismo de resistencia importante, que representa un gran desafio en la
actualidad al limitar las opciones terapéuticas. En este marco, el estudio tuvo como
objetivo identificar la presencia de carbapenemasas de tipo A, B y D en cepas de
Pseudomonas aeruginosa proporcionadas por el Hospital Antonio Lorena de Cusco,
a través de pruebas fenotipicas y genotipicas empleando la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) convencional. Se evaluaron 37 cepas disponibles correspondientes
a la totalidad de aislamientos del periodo abril-junio, confirmandose todas como
Pseudomonas aeruginosa. De estas, el 86,5% fueron resistentes a Imipenem y
Meropenem; mediante pruebas fenotipicas se identificaron que las cepas presentan
Carbapenemasas tipo A en el 18,9%, Carbapenemasas tipo B en el 89,2%, mientras
que el 100% resultd negativo para las Carbapenemasas tipo D. Mediante PCR
convencional se logré identificar el gen blave en el 67.6% de cepas evaluadas. Se
concluye que el gen blayve constituye el principal mecanismo molecular asociado a

la resistencia a carbapenémicos en las cepas estudiadas.

Palabras claves: Pseudomonas aeruginosa, Multidrogorresistente,

Carbapenemasas, Prueba fenotipica, PCR convencional.



INTRODUCCION
Las Carbapenemasas se consideran uno de los mecanismos de resistencia antibacteriana
mas importantes en los bacilos Gram negativos, debido a su capacidad para hidrolizar
carbapenémicos y otros B-lactdmicos, lo que produce una resistencia extendida (Halat &
Moubareck, 2022). De acuerdo con la clasificacion de Ambler, estas enzimas se dividen
en: clase A (serin-p-lactamasas) que incluye a KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) codificada por el gen blakec; clase B o metalo-p-lactamasas, donde se
encuentran las enzimas IMP (Imipenemase), VIM (Verona Integron-encoded Metallo-p-
lactamase) y NDM (Metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi), codificadas por los genes
blaviv, blaive y blanom. Finalmente, la clase D (Oxacilinasas) codificadas por el gen
blaoxa (Lirola et al., 2022). Estas enzimas muestran un patron epidemiologico diferente
en cada region del mundo y un perfil de hidrolisis propio de cada clase que restringe las
opciones terapéuticas disponibles, dejando escasas alternativas para el tratamiento

oportuno de los pacientes.

La importancia de identificar estas enzimas radica en que su diseminacion se enmarca en
la crisis mundial de la resistencia antimicrobiana (RAM), considerada una de las diez
principales amenazas para la salud pablica debido al uso indiscriminado y excesivo de
antibidticos en la automedicacion y la prescripcién clinica inapropiada, lo cual ha
contribuido al desarrollo de microorganismos multirresistentes, como Pseudomonas
aeruginosa un bacilo Gram negativo no fermentador de alta relevancia clinica (World
Health Organization, 2024). Dicho patégeno combina mecanismos de resistencia
intrinseca con una alta capacidad para adquirir nuevos genes de resistencia mediante
transferencia horizontal (conjugacion, transduccién y transformacion) (Verdial et al.,
2023). Esta capacidad adaptativa le otorga una ventaja evolutiva dentro del entorno

hospitalario que supera el ritmo de desarrollo de nuevos antibidticos; al invalidar terapias



convencionales y obligar al uso de farmacos mas toxicos, se vuelve indispensable
implementar una caracterizacion molecular activa para contener su propagacion

silenciosa.

Ante este escenario, los centros hospitalarios emplean ampliamente métodos de
identificacion fenotipica para la deteccion de estos mecanismos de resistencia debido a
su accesibilidad y bajo costo. Al respecto, se ha reportado que pruebas de sinergia con
discos combinados de acido boronico (APB), etilendiaminotetraacético (EDTA) y la
prueba del Carba NP, permiten una aproximacion inicial sobre el tipo de carbapenamasa
presente (Perozo et al., 2013). Sin embargo, estas metodologias presentan limitaciones
intrinsecas en su sensibilidad y especificidad. Por lo tanto, se requiere el uso de pruebas
genotipicas, como la PCR para la deteccion precisa de los genes de resistencia

involucrados.

Por lo tanto, el aporte cientifico de esta investigacion radica en establecer una linea base
epidemioldgica molecular de los genes de resistencia en Pseudomonas aeruginosa dentro
del Hospital Antonio Lorena. Los datos genotipicos obtenidos no solo permitiran entender
la dinamica evolutiva local de este patdgeno, sino que también sirven como herramienta
para optimizar el uso de los antimicrobianos y reorientar la terapia en beneficio del
paciente. Bajo este enfoque, la presente investigacion tuvo como objetivo identificar
fenotipicamente y por PCR las carbapenemasas tipo A, B y D en las cepas de
Pseudomonas aeruginosa proporcionadas por el Hospital Antonio Lorena de Cusco

durante el periodo de abril a junio de 2025.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
A nivel mundial, Pseudomonas aeruginosa resistente a los carbapenémicos representa una
amenaza con una distribucion critica y heterogénea, consolidandose como el segundo o tercer
patdgeno mas prevalente en diversas infecciones. En América del Norte como Europa, las tasas
medianas de aislamiento oscilan entre el 15% y el 23%; sin embargo, Asia y Africa presentan
escenarios ain mas complejos donde la situacion se agrava, llegando a ser el microorganismo
dominante en paises como India, Malasia y Nigeria, con frecuencias que superan el 30% de los
casos. Por su parte, en Ameérica del Sur, la situacion es igualmente alarmante, con una marcada
tendencia hacia la multirresistencia que complica drasticamente la recuperacion de los

pacientes (Phan et al., 2023).

En el contexto nacional, Pseudomonas aeruginosa se ha consolidado como una de las
principales amenazas asociadas a la atencion de la salud (IAAS). Reportes recientes en el Peru
confirman la presencia de genes de carbapenemasas en el 71,1% de los aislamientos de esta
especie, con una distribucion geogréfica que alcanza 13 regiones, lideradas por Lima, Arequipa
y Lambayeque. Desde el punto de vista molecular, el panorama peruano destaca por la
presencia de metalo-p-lactamasas, principalmente el gen blamp (63,3%) seguido de blavim
(15%). Resulta particularmente preocupante la circulacion de cepas con combinaciones de
genes, como la asociacion blamve /blavim detectada en el 19% de los aislamientos positivos;

esto refleja una evolucion hacia perfiles de multirresistencia (Mayta et al., 2025).

En la region Cusco, el consumo de antimicrobianos en establecimientos de salud publicos esta
liderado por las penicilinas y otros betalactdmicos (43%), seguidos por los macrdlidos,
lincosamidas y quinolonas (Salcedo, 2025). En respuesta a esta presion selectiva, el Hospital
Antonio Lorena ha registrado un incremento progresivo en la afluencia de pacientes, pasando
de 92,304 atenciones en el afio 2023 a 124,244 en el 2024, lo que se refleja directamente en un

mayor volumen de muestras bioldgicas procesadas (Hospital Antonio Lorena, 2024). En este



escenario, Pseudomonas aeruginosa represento el 4,92% del total de microorganismos aislados
(61 aislamientos), concentrandose principalmente en la Unidad de Cuidados Intensivos, aunque
mantiene una presencia significativa en otros servicios. En cuanto a su perfil de resistencia, se
observan valores que alcanzan un 42,2% frente a Imipinem y el 40% ante Meropenem,
extendiéndose ademas a cefalosporinas de amplio espectro como Cefepime (42,2%) vy

Ceftazidima (51,2%) (Hospital Antonio Lorena, 2023).

Este panorama restringe significativamente las alternativas terapéuticas disponibles,
comprometiendo el éxito de los tratamientos y elevando el riesgo de morbimortalidad
intrahospitalaria. Dado que hasta la fecha no se registran estudios moleculares en la ciudad del
Cusco orientados a identificar los genes de resistencia a carbapenémicos en Pseudomonas
aeruginosa, la presente investigacion se consolida como un trabajo pionero para la region. Ante

esta problematica, se plantea las siguientes interrogantes de investigacion:

¢ Qué tipo de carbapenemasas A, B y D son identificadas fenotipicamente y por PCR en cepas
de Pseudomonas aeruginosa proporcionadas por el Hospital de Antonio Lorena de Cusco,

2025?

Interrogantes especificas

1. ¢(Qué cepas de Pseudomonas aeruginosa son identificadas como portadoras de
carbapenemasas a partir del perfil de resistencia antimicrobiana?
2. ¢Que tipo de carbapenemasas son identificadas fenotipicamente en las cepas de

Pseudomonas aeruginosa?

3. ¢Qué genes de resistencia son asociados a carbapenemasas por PCR convencional en

las cepas de Pseudomonas aeruginosa?



JUSTIFICACION
A nivel mundial, Pseudomonas aeruginosa resistente a los carbapenémicos es considerada
una amenaza de prioridad alta para la salud publica, debido a su capacidad para desarrollar
multirresistencia y generar infecciones graves en pacientes inmunocomprometidos (WHO,
2024). Este impacto clinico asciende a mas de 559,000 muertes anuales en el mundo, de
las cuales aproximadamente 300,000 son consecuencia directa de la resistencia

antimicrobiana (Al-Daghistani at al., 2025).

Ante este escenario, el presente estudio se enfoca en detectar las carbapenemasas de las
clases A, B 'y D de Ambler, especificamente a traves de la identificacion de los genes
blakrc, blaviv, blaive, blanom y blaoxa-4s, 10s cuales constituyen uno de los mecanismos de
resistencia adquirida mas importantes en Pseudomonas aeruginosa. Estos genes se
propagan facilmente entre bacterias, poseen una alta tasa de dispersion mundial y estan
frecuentemente asociados a brotes intrahospitalarios. Por lo tanto, centrar el andlisis en
dichos genes garantiza identificar con precision los mecanismos de resistencia que afectan

directamente a los pacientes de este nosocomio.

Para hacer frente a este panorama, los laboratorios clinicos emplean pruebas fenotipicas
(sinergia con acido borénico, EDTA y Carba NP) como tamizaje inicial para la deteccion
de estos mecanismos de resistencia debido a su accesibilidad y viabilidad econémica. Sin
embargo, para la confirmacion genotipica, esta investigacion opto por la PCR convencional
frente a alternativas como la PCR multiplex o en tiempo real; si bien estas Gltimas ofrecen
ventajas en automatizacion, sus elevados costos y exigencias técnicas limitan su aplicacion.
En este sentido, la PCR convencional ofrece un equilibrio 6ptimo entre sensibilidad,

especificidad y costo-efectividad.



Al identificar la dispersion de estos genes de resistencia, la presente investigacion
proporciona evidencia local que contribuye al sistema de vigilancia epidemioldgica del
Hospital Antonio Lorena. Los datos obtenidos permiten mitigar la brecha informativa
actual y disminuir la dependencia de guias internacionales que no siempre reflejan la
realidad de nuestra regién., consolidado asi una toma de decisiones informada y

contextualizada en beneficio del control de infecciones intrahospitalarias



OBJETIVOS

Objetivo general

- Identificar fenotipicamente y por PCR carbapenemasas tipo A, B y D en cepas de
Pseudomonas aeruginosa proporcionadas por el Hospital Antonio Lorena de

Cusco, 2025.

Obijetivos especificos

1. ldentificar las cepas de Pseudomonas aeruginosa sugerentes a ser portadoras de

carbapenemasas mediante el perfil de resistencia.

2. ldentificar fenotipicamente la presencia de carbapenemasas tipo A, By D en cepas
de Pseudomonas aeruginosa.
3. Identificar por PCR convencional la presencia de genes de resistencia asociados

a carbapenemasas tipo A, By D en las cepas de Pseudomonas aeruginosa.



Tabla 1
Operacionalizacion de variables

VARIABLES

DEFINICION
CONCEPTUAL

INDICADORES

INSTRUMENTO DE MEDIDA

Identificacién de Pseudomonas aeruginosa
Reconocimiento de la especie bacteriana mediante la
evaluacion de sus caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas.

Morfologia bacteriana
Pruebas de diferenciacion bioquimica

Agar Cetrimide

Bateria de pruebas bioquimicas: TSI,
LIA, Citrato de Simons, MIO, Urea,
oxidasa.

Termotolerancia y fluorescencia.

Perfil de resistencia

Es el patron de resistencia que presenta una cepa |
bacteriana frente a una bateria de antibiticos de |

diferentes familias.

Diametro del halo de inhibicion (mm)
Categorias de interpretacion: Sensible (S), Intermedio (1) y
Resistente (R)

Discos de sensibilidad antimicrobiana
Tabla de puntos de corte especificos
para Pseudomonas  aeruginosa
(Clinical and Laboratory Standards
Institute M100-ed35, 2025)

Identificacion fenotipica de carbapenemasas
Es renocer mediante ensayos la actividad enzimatica
de las carbapenemasas.

Tipo A: Sinergia con acido borénico (positivo /negativo)
Tipo B: Sinergia con EDTA (positivo /negativo)

Tipo D: Cambio de color del indicador de pH (positivo
/negativo)

Discos acido
borénico
Discos impregnados con EDTA

Reactivos para prueba Carba NP

impregnados  con

Identificacion genotipica de carbapenemasas
Deteccion de genes de resistencia asociados a
carbapenemasas de tipo A, B y D mediante PCR
convencional y electroforesis en gel de agarosa.

Tipo A: Deteccion  del del blakec

(presencia/ausencia)

amplicon gen

Amplificacién del gen blakec

Tipo B: Deteccion de los amplicones para los genes blave
blavim, blanom (presencia/ausencia)

Amplificacion de los genes blaiwe
blaviv, blanpwm.

Tipo D: Deteccion del amplicon del gen blaoxa-4s
(presencia/ausencia)

Amplificacion del gen blaoxa-ss




CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes

1.1.1. Antecedentes internacionales
Kannan et al. (2025), en India, realizaron un anélisis sobre la emergencia critica
de Pseudomonas aeruginosa multirresistente y extremadamente resistente. Los
resultados evidenciaron que las tasas de resistencia en aislamientos clinicos
superan el 70% para antibidticos clave, alcanzando niveles alarmantes de
resistencia a carbepenémicos superiores al 60% en las unidades de cuidados
intensivos. El estudio identificd que dicha resistencia se encuentra mediada por la
presencia de metalo-B-lactamasas, especificamente los genes blanom y blaviv;
ademas, se observo la sobreexpresion de bombas de eflujo en mas del 50% de los
aislados y la pérdida de la porina OprD en cepas resistentes a carbapenémicos.
Asimismo, reportaron que el 80% de las infecciones asociadas a dispositivos
médicos presentan formacion de biopeliculas. Los autores concluyeron que la
venta de antibidticos sin prescripcion médica y el uso de combinaciones
irracionales de dosis fijas, han acelerado esta problematica, resaltando la urgencia

de implementar nuevas estrategias terapéuticas

Gadaime et al. (2024), en Libia en las ciudades de Derna y Bengasi, llevaron a
cabo un estudio cuyo objetivo fue evaluar la resistencia antimicrobiana y la
prevalencia de genes asociados a carbapenemasas en muestras clinicas. Para ello,
se analizaron 45 aislados de Pseudomonas aeruginosa obtenidos de cuatro
hospitales. Se empled el método de disco difusidn para evaluar la susceptibilidad
antimicrobiana y para la identificacion genotipica de los genes de resistencia, se
utiliz6 la PCR convencional. Los resultados mostraron alta resistencia a multiples

antibidticos antipseudomonales destacando Ceftazidima (75,6%), Aztreonam



(71,1%), Piperacilina/Tazobactam (60%), Ciprofloxacino (55,6%), Amikacina

(48,9%) e Imipenem (48,9%), y el gen de mayor prevalencia fue blanom (26,7%).

Ibrahim et al. (2024), en Libia en el Hospital Universitario de Tripoli, llevaron a
cabo un estudio transversal prospectivo en cinco unidades de cuidados intensivos,
con el proposito de identificar la prevalencia de bacterias multirresistentes (MDR)
en pacientes hospitalizados, personal sanitario y equipos medicos. Para ello,
recolectaron 197 muestras mediante hisopados de distintas fuentes, incluyendo
muestras clinicas de pacientes (orales, nasales, manos, esputo y sitios de insercion
de catéteres y canulas), hisopos nasales de los trabajadores y muestras ambientales
de equipos como tubos endotraqueales, mascaras de oxigeno e incubadoras. El
sistema automatizado MicroScan autoSCAN 4 se empled tanto para la
identificacion bacteriana como para las pruebas de susceptibilidad. Los resultados
obtenidos revelaron que el 57,4% de los aislamientos correspondieron a bacilos
Gram negativos, siendo Pseudomonas aeruginosa la tercera especie mas
prevalente (5,3%). Asimismo, se evidencid una elevada resistencia antimicrobiana
frente a antibioticos comunmente utilizados, como ceftazidima (96,5%),
Gentamicina  (95%), Amikacina  (92%), Imipenem  (89,5%) vy
Piperacilina/Tazobactam (89%) lo que refleja una preocupante circulacion de

cepas altamente resistentes en las unidades criticas del hospital.

Remolina et al. (2021), en seis Hospitales de Colombia - Bogot4, realizaron un
estudio con el objetivo de identificar los tipos y frecuencias de carbapenemasas
en cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos, analizaron un
total de 80 cepas. La deteccion de los genes blakpc, blavim, blanowm, blaive, blaces
y blaoxa-ss se realizo mediante PCR convencional. Los hallazgos evidenciaron
que el 65% (52/80) de las cepas de Pseudomonas aeruginosa presentaba al menos
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un gen de alguna carbapenemasa, predominando el gen blakpc (75%), seguido del
gen blavim con 21% y solo el 4% presento coexpresion entre los genes blanom Y

blaviv, estos hallazgos evidencian una alta circulacién del gen blakec.

Melgarejo et al. (2021), en Paraguay llevaron a cabo un estudio observacional,
prospectivo y de corte transversal, con el objetivo de caracterizar molecularmente
los genes de resistencia que codifican carbapenemasas en bacilos Gram negativos
aislados en once hospitales del pais. La muestra estuvo conformada por 456
aislamientos bacterianos remitidos al Laboratorio Central de Salud Publica, de los
cuales 360 correspondieron a bacilos Gram negativos no fermentadores. Entre
estos, se identifico 14 aislamientos de cepas de Pseudomonas aeruginosa, los
cuales fueron analizados mediante la técnica de PCR para detectar genes
asociados a la resistencia antimicrobiana. Los resultados obtenidos revelaron que
el 50% de las cepas portaban genes de resistencia de tipo metalo-f-lactamasa en

el gen blanpwm.

Tomés da Costa et al. (2021), en Chile en 12 Hospitales de 9 ciudades,
desarrollaron un estudio sobre la resistencia antimicrobiana en 113 aislamientos
de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos. La produccién de
carbapenemasas se evalu6 mediante la prueba fenotipica Carba NP v,
posteriormente, se identificaron los genes asociados mediante PCR convencional.
Los resultados mostraron que el 54% (61/113) de las cepas analizadas presentaban
carbapenemasas, destacando la presencia de los genes blakpc (52,5%) y blavim
(47,5%). No se identifico la presencia simultanea de ambos genes en un mismo
aislamiento. Asimismo, los aislamientos productores de carbapenemasas
exhibieron una alta resistencia a multiples antimicrobianos, especialmente a

Ceftazidima (83,3%) y Meropenem (100%).



1.1.2. Antecedentes nacionales
Mayta et al. (2025), en 18 regiones del Perd, llevaron a cabo una investigacion
con el objetivo de detectar molecularmente genes codificantes de carbapenemasas
presentes en microorganismos de alto riesgo dentro del entorno hospitalario, entre
los cuales se incluyd a Pseudomonas aeruginosa. La identificacion bacteriana se
realiz6 mediante cultivo selectivo en agar MacConkey y pruebas bioquimicas
convencionales, complementadas con una PCR multiple para la deteccion
genotipica. En dicho estudio, el 71,1% de los aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa fueron positivos para genes de carbapenemasas. El gen blayvpe fue el
mas frecuente (63,3%), seguido de blavim (15%), blanom (1,7%) y blakec (1,3%).
No se detecto la presencia del gen blaoxa en ninguna cepa. Asimismo, se reporto
la co-expresion de los genes blayve/blaviv en el 19% de las cepas evaluadas. Con
respecto a la distribucion geografica, la mayor concentracion de cepas positivas
para el gen blakec se registro en Lima, Arequipa y Lambayeque, mientras que los
genes blaivey blanom fueron predominantes en Limay el gen blavim se identificd

en Lima, La Libertad y Apurimac.

Salvador et al. (2025), en Lima llevaron a cabo un estudio cuyo objetivo principal
fue investigar la relacion genética (clonalidad) de cepas de Pseudomonas
aeruginosa productoras de metalo-p-lactamasas en pacientes hospitalizados, con
el fin de determinar si existia diseminacion clonal asociada a brotes
intrahospitalarios. La investigacion incluyo6 24 cepas resistentes a carbapenémicos
provenientes de distintas unidades hospitalarias, en las cuales se evalud la
suceptibilidad antimicrobiana y se identificaron los genes de resistencia
asociados. En cuanto a la identificacion molecular se detectaron los genes blayvp

(95,8%) vy el gen blavim (4,2%). Ademas, todas las cepas colectadas mostraron



resistencia a Imipenen, Meropenem vy Ceftazidima, Cefepime (95,8%),
Gentamicina y Ciprofloxacino (87,5%), Amikacina (83,3%), Piperacilina/

Tazobactam (33,3%) y Aztreonam (12,5%).

Bernaola & Lujan (2024), en 8 hospitales de Lima, durante un primer periodo
2008 — 2010y 15 centros hospitalarios distribuidos a nivel nacional en un segundo
periodo 2017-2019, con el objetivo de evaluar la resistencia antimicrobiana en
cepas de Pseudomonas aeruginosa y determinar la prevalencia de produccion de
carbapenemasas. Para ello, aplicaron pruebas fenotipicas a aislamientos
bacterianos resistentes 0 con susceptibilidad intermedia a carbapenémicos,
procedentes de pacientes internados en los servicios de Medicina y en la Unidad
de Cuidados Intensivos (UCI) del Hospital Guillermo Almenara, Edgardo
Rebagliati, Cayetano Heredia y Hospital de Belén en Trujillo. En el primer
periodo, identificaron un 14,9% de cepas positivas para la produccion de
carbapenemasas, entre los cuales el 4,1% correspondié a metalo-p-lactamasas
(MBL). En el segundo periodo, detectaron el 20% de aislamientos positivos para

carbapenemasas, sin encontrar cepas productoras de MBL.

Salvador et al. (2021), en el Hospital Militar Central de Lima, reportaron la
deteccion del gen blakec en Pseudomonas aeruginosa, siendo este el primer
reporte de dicho gen en el Perd. El laboratorio de microbiologia identifico bacilos
Gram negativos no fermentadores con un patron de multirresistencia frente a
cefalosporinas, quinolonas, aminoglucoésidos, carbapenémicos, monobactams y
combinaciones con inhibidores de betalactamasas. El antibiograma reveld
resistencia frente a Imipenem, Meropenem, Ceftolozano/Tazobactam,
Piperacilina/Tazobactam, Amikacina, Gentamicina, Ciprofloxacina y Cefepime.

La deteccion fenotipica de carbapenemasas se realiz0 mediante pruebas de
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sinergia con discos de EDTA combinados con Imipenem y Meropenem,
obteniéndose un resultado negativo para metalo-p-lactamasas y positivo para
carbapenemasas mediante la prueba de BlueCarba. Posteriormente, la prueba
inmunocromatografica confirmd la presencia de la carbapenemasa tipo KPC,
resultado que fue corroborado por PCR convencional con la identificacion del gen

blakpc.

1.1.3. Antecedentes locales
Cruz & Macedo (2022), en Cusco en el Hospital Nacional Adolfo Guevara
Velasco, llevaron a cabo un estudio, con el objetivo de identificar los factores
reacionados a la resistencia antimicrobiana en pacientes con neumonia
intrahospitalaria expuestos a tratamiento antibidtico. Se analizaron 231
aislamientos bacterianos, de los cuales el 18,6% correspondia a cepas
Pseudomonas aeruginosa. Esta especie mostrd0 una elevada resistencia
antimicrobiana: 100 % a Ampicilina/Sulbactam, 87,5 % a Imipenem, 82,14 % a
Meropenem, 80,65 % a Piperacilina/Tazobactam, 67,74 % a Cefepime y 96,67 % a
Tigeciclina. Asimismo, se observd una asociacion estadisticamente significativa
entre la resistencia antimicrobiana y factores como la administracion previa a

antibioticos, el tiempo de hospitalizacion y el uso de ventilacion mecéanica.



1.2. Descripcion de Pseudomonas aeruginosa

1.2.1. Ubicacién taxondmica de Pseudomonas aeruginosa
Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas
Especie: Pseudomonas aeruginosa

Rudra et al., (2022) y Bergey & Holt (2000).

1.2.2. Contexto historico y clinico de Pseudomonas aeruginosa
A finales del siglo XIX, el cientifico aleman Walter Migula realizé la descripcién
inicial del género Pseudomonas. Etimoldgicamente, el nombre proviene del
griego y significa “falsa unidad”, haciendo referencia a su morfologia poco
convencional dentro de las clasificaciones bacterianas de la época (Migula, 1894).
Schroeter introdujo el término aeruginosa al observar que la bacteria producia un
pigmento soluble en agua con tonalidad verde-azulada, semejante al éxido de
cobre, el cual mas tarde se identificaria como piocianina. Aunque en un primer
momento fue denominada Bacterium aeruginosum, posteriormente fue
reconocida formalmente como Pseudomonas aeruginosa, una especie que destaca
por su alta capacidad de adaptacion, movilidad y relevancia clinica debido a su
notable potencial patégeno (Schoeter 1872, como se citd en Rodriguez & Burgos,

2024).



1.2.3.

Asi mismo, Pseudomonas aeruginosa destaca por ser uno de los microorganismos
mas letales en el &mbito hospitalario, con tasas de mortalidad que oscilan entre el
30 % y 40 %, dentro de las 48 horas de instaurada la infeccion. Este desenlace
fatal se asocia principalmente a infecciones de origen pulmonar, como la
neumonia nosocomial, donde la administracion tardia o inadecuada de
antimicrobianos agrava significativamente el prondstico clinico. La gravedad de
estas infecciones se potencia en pacientes inmunocomprometidos, quienes

presentan una menor capacidad de respuesta inmune (Rodriguez & Burgos, 2024).

Caracteristicas bioldgicas de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo,
posee un flagelo polar que le proporciona movilidad. Ademas, cuenta con un pili
que facilita la adherencia a superficies celulares y la motilidad por deslizamiento,
mientras que su capsula mucoide de alginato contribuye a la proteccion frente a

la fagocitosis y aumenta la resistencia a antimicrobianos (Alharbi et al., 2025).

Se caracteriza también por ser aspordgena, significa que no producen esporas
como mecanismo de supervivencia; por lo tanto, depende de otros mecanismos de
adapatacion y resistencia para sobrevivir en condiciones adversas. En cultivo,
desarrolla colonias con aspecto nacarado y un aroma caracteristico semejante al
de la uva o la tortilla. Su rango de crecimiento abarca desde los 25 °C hasta los
37°C, siendo capaz de prosperar incluso a 42 °C, una caracteristica que la

distingue de otras especies dentro del mismo género (Wu et al., 2015).



1.2.4. Morfologia de Pseudomonas aeruginosa
En cuanto a su forma y tamafio, corresponde a un bacilo recto o ligeramente curvado
como se observa en la Figura 1, con dimensiones gque oscilan entre 1,5 y 4 um de

longitud y 0,5 a 0,8 um de ancho (Haney, 2022)

Figura 1 Pseudomonas aeruginosa

Nota. Micrografia electronica de barrido de Pseudomonas aeruginosa
(Haney, 2022)

1.2.5. Caracteristicas moleculares de Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa posee uno de los genomas mas extensos entre las bacterias
Gram negativas aproximadamente 6,3Mpb, lo que le otorga una excepcional
capacidad de adaptacion metabolica y regulatoria. Su patogénesis esta orquestada por
complejos sistemas de Quorum Sensing una red jerarquica de comunicacion celular;
este mecanismo induce la produccion coordinada de toxinas, elastasas, rhamnolipidos
y pigmentos como la piocianina. A nivel de resistencia, su perfil destaca por la
presencia de bombas de eflujo, la pérdida selectiva de porinas de la membrana externa
y la produccion de diversas carbapenemasas. La interaccion de estos mecanismos

permite al patégeno no solo evadir la respuesta inmune, sino también neutralizar una



1.2.6.

1.2.7.

1.2.8.

amplia gama de agentes antimicrobianos bajo condiciones de presion selectiva

(Alharbi et al., 2025).

Caracteristicas ecoldgicas de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo ubicuo y de gran plasticidad
ecoldgica, capaz de colonizar entornos naturales y hospitalarios gracias a su capacidad
de sobrevivir bajo condiciones de estrés, como hipoxia y escasez de nutrientes.
Clinicamente, actlla como un patdgeno oportunista de alta relevancia, estableciendo
infecciones severas y persistentes, en pacientes con neoplasias, quemaduras extensas

o fibrosis quistica (Alharbi et al., 2025).

Patogenicidad de Pseudomonas aeruginosa

La patogenicidad de Pseudomonas aeruginosa no depende de un tnico factor, sino de
una estrategia coordinada donde la virulencia y la resistencia se entrelazan. Esta
bacteria emplea una jerarquia regulatoria donde los sistemas de Quorum Sensing
sincronizan la expresion de toxinas para dafar tejidos y evadir la respuesta inmunitaria
del hospedador. Todo este arsenal permite que, una vez instalada en pacientes
inmunocomprometidos, el patdgeno transite de una fase de colonizacion aguda a una
crénica consolidando asi su persistencia frente a los tratamientos antimicrobianos

(Elfadadny et al., 2024).

Factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa

Diversos estudios han evidenciado que Pseudomonas aeruginosa posee una notable
capacidad para generar dafio en tejidos infectados, debido a la produccién coordinada
de toxinas, enzimas y pigmentos que alteran el entorno celular. Esta agresividad
estructural, contribuye a la generacién de enfermedades cronicas y tambien dificulta

la accion de los antimicrobianos convencionales, especialmente en entornos
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hospitalarios donde se seleccionan cepas altamente resistentes (Qin et al., 2022). Los

principales mecanismos de virulencia identificados son los siguientes:

1.2.8.1. Lipopolisacéridos (LPS)
El lipopolisacarido (LPS) se constituye como un factor de virulencia critico y un pilar
estructural de la membrana externa, desempefiando un rol dual en la patogénesis y la
supervivencia bacteriana. Molecularmente, se estructura en tres dominios: el lipido A,

el nacleo y el O-polisacarido (Alharbi et al., 2025; Verdial et al., 2023).

1.2.8.2.Toxinas y enzimas extracelulares
Pseudomonas aeruginosa produce un repertorio diverso de toxinas y enzimas que

lesionan los tejidos del hospedador. Entre ellas, destacan:

e Exotoxina A (ETA): inhibe la sintesis proteica en células del hospedador
mediante un mecanismo de ADP-ribosilacion.

e Piocianina: pigmento toxico que genera especies reactivas de oxigeno y
contribuye al dafio tisular.

o Elastasas LasA y LasB, proteasa alcalina, fosfolipasas y lipasas: degradan
componentes de la matriz extracelular, interfieren con defensas inmunes y
facilitan la diseminacion bacteriana.

¢ Rhamnolipidos: sustancias tensioactivas que alteran la barrera epitelial
pulmonar, destruyen uniones celulares y favorecen la invasion bacteriana (Qin
et al., 2022).

1.2.8.3. Sistemas de secrecion
Emplea varios sistemas de secrecion para transportar factores de virulencia al entorno

extracelular o directamente a las células del hospedador. En particular:
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e T3SS (Type Il Secretion System): funciona como una jeringa molecular que
inyecta toxinas intracelularmente.

e T6SS (Type VI Secretion System): participa tanto en la competencia
interespecies y desempefiando un papel importante en la formacion de
biopeliculas y en la colonizacion (Qin et al., 2022).

1.2.8.4. Biopeliculas y exopolisacaridos

La capacidad de formar biopeliculas otorga a Pseudomonas aeruginosa una notable
resistencia frente a tratamientos antimicrobianos y mecanismos de defensa del
hospedador. Los principales exopolisacaridos implicados en esta estructura son el
alginato, Psl y Pel, los cuales protegen a las bacterias embebidas en la matriz y

favorecen la persistencia en entornos hospitalarios (Qin et al., 2022).

1.2.8.5. Sideroéforos

Pseudomonas aeruginosa produce sideréforos como la piochelina y la pioverdina,
que le permiten captar hierro en ambientes donde este elemento es limitado. El hierro

es esencial para la supervivencia bacteriana (Qin et al., 2022).

1.2.8.6. Vesiculas de membrana externa (OMVs)
Las OMVs son estructuras esféricas que contienen enzimas, toxinas, material
genético. Estas vesiculas actian como vehiculos de entrega hacia las células huésped
sin necesidad de contacto directo, facilitando la evasion inmune, la resistencia a

antibidticos y la propagacion de material genético (Qin et al., 2022).

1.2.8.7. Enzimas antioxidantes
Para resistir el ataque del sistema inmune, la cepa de Pseudomonas aeruginosa

secreta enzimas como catalasas, superoxido dismutasas y reductasas de
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hidroperdxidos, que neutralizan radicales libres generados por neutrofilos y

macrdfagos durante la fagocitosis (Qin et al., 2022).

1.2.9. Mecanismos de resistencia antibiotica de Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa destaca por su capacidad de multirresistencia. Este
fendbmeno se sustenta en mecanismos de tipo intrinseco, adquirido y adaptativo
(Figura 2), los cuales acttan de forma conjunta para neutralizar diversas clases de

antibiotico (Elfadadny et al., 2024).

Figura 2
Tipos de resistencia antimicrobiana de Pseudomonas aeruginosa

Nota. Tipos de resistencia: intrinseca, adquirida y adaptativa, mediante biopeliculas,
guorum sensing, mutaciones y bombas de expulsion Elfadadny et al., (2024).

1.2.9.1. Resistencia intrinseca
La resistencia intrinseca es la capacidad innata de Pseudomonas aeruginosa para
tolerar diversos antimicrobianos sin necesidad de haber adquirido genes externos.

Esta se basa en factores estructurales y funcionales, como:

13



e Baja permeabilidad de la membrana externa, que limita el ingreso de ciertos
antibioticos hidrofilicos.

e Bombas de eflujo como MexAB-OprM, encargadas de expulsar activamente
los farmacos fuera de la célula.

e Presencia de la B-lactamasa de clase C (AmpC), una enzima capaz de
hidrolizar antibioticos B-lactamicos y desactivarlos antes de que puedan
ejercer su accion.

Estos mecanismos confieren resistencia natural a varias clases de antimicrobianos,

dificultando las opciones terapéuticas iniciales (Juregui et al., 2021).

1.2.9.2. Resistencia adquirida
La resistencia adquirida implica modificaciones genéticas que se generan por
mutaciones o transferencia horizontal de genes entre bacterias. Entre los

mecanismos mas importates tenemos:

e Produccion de B-lactamasas de espectro extendido (ESBL) y carbapenemasas.

e Mutaciones en porinas como la OprD, que reducen el ingreso de los
carbapenémicos.

e Alteracion de dianas enzimaticas, como las topoisomerasas, afectando la
eficacia de fluoroguinolonas.

e Sobreexpresion de bombas de eflujo inducidas por presion antibiotica que

incrementan la resistencia a aminoglucosidos y otros antibioticos.

Esta resistencia puede surgir mediante mutaciones espontaneas que alteran los
blancos del antibidtico, incrementan la expulsiéon del farmaco o disminuyen su
entrada a la célula, asi como la adquisicion de nuevos genes de resistencia mediante

la transferencia horizontal como conjugacion, transduccion o transformacion.
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Estos procesos favorecen la aparicion de cepas multirresistentes, dificultando el

tratamiento efectivo de las infecciones bacterianas (Elfadadny et al., 2024).

1.2.9.3 Resistencia adaptativa
La resistencia adaptativa se refiere a respuestas transitorias que surgen frente a
condiciones ambientales especificas, como la exposicion al sistema inmune o a

antibidticos. Incluye fenémenos como:

e Desarrollo de biopeliculas, que sirve de barrera fisica contra los agentes
antimicrobianos, dificultando su penetracion.

e Formacion de células persistentes (persister cells), subpoblaciones
metabdlicamente inactivas que sobreviven a tratamientos sin presentar

mutaciones de resistencia.

Este tipo de resistencia es reversible y tiene un papel importante en las infecciones
crénicas, especialmente en pacientes con fibrosis quistica o infecciones asociadas a

dispositivos médicos (Elfadadny et al., 2024).

1.3. Carbapenemasas
Son enzimas pertenencientes a la familia de las -lactamasas, capaces de hidrolizar los
carbapenémicos, antibiéticos de amplio espectro que se reservan para tratar
infecciones graves. Estas enzimas también inactivan otros B-lactdmicos, lo que
confiere una resistencia significativa a maltiples antibiéticos (Halat & Moubareck,

2022).

1.3.1. Clasificacion segun Ambler
Estas enzimas se agrupan en tres clases principales de acuerdo a la clasificacion
molecular de Ambler: clase A, B y D, cada una con caracteristicas bioguimicas y

genéticas particulares (Halat & Moubareck, 2022).
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1.3.1.1 Carbapenemasas de clase A
Las enzimas de clase A o serin B-lactamasas pueden hidrolizar penicilinas,
monobactamicos, cefalosporinas de amplio espectro y carbapenémicos. Su mecanismo
de accion se basa en un residuo de serina en el sitio activo. Estas enzimas pueden
encontrarse codificadas en plasmidos o estar localizadas en el cromosoma bacteriano,
esto facilita su diseminacién. Aunque son susceptibles a ciertos inhibidores, la
actividad de estas enzimas ha sido vinculada a clones de alto riesgo epidemioldgico

(Halat & Moubareck, 2022).

Dentro de las carbapenemasas de clase A, la KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa) codificada por el gen blakpc, es de gran importancia clinica debido a
su capacidad para inactivar diversos antibi6ticos p-lactamicos. Este gen se localiza en
elementos maviles como plasmidos e integrones, lo que favorece su transmision entre

diversas bacterias, incluyendo Pseudomonas aeruginosa (Halat & Moubareck, 2022).

El gen blakec fue detectado por primera vez en 2007, en un aislamiento clinico de
Medellin, Colombia. Desde entonces, su presencia se ha reportado principalmente en
América y Asia, convirtiéndose en una amenaza creciente para la salud publica. Las
cepas portadoras del gen blakpc suelen ser multirresistentes, debido a que combinan
esta enzima con otros mecanismos de resistencia como las bombas de eflujo, pérdida

de porinas o la coexistencia con otras B-lactamasas (Giovagnorio et al., 2023).

1.3.1.2 Carbapenemasas de clase B
Las carbapenemasas de clase B o Metalo-p-lactamasas, necesitan de la presencia de
iones metalicos como el zinc, para ejercer su actividad catalitica. Son capaces de
hidrolizar todos los antibi6ticos B-lactamicos, excepto el Aztreonam. A diferencia de

otras B-lactamasas, no son inhibidas por lo inhibidores tradicionales, pero si pueden
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ser neutralizadas por agentes quelantes. Esta clase de carbapenemasas representa una
de las mayores amenazas por su eficacia y diseminacién global (Halat & Moubareck,

2022). A continuacion, se describen las Metalo-p-lactamasas mas relevantes:

a. Carbapenemasa tipo IMP (Imipenemase)

Las enzimas IMP constituyen uno de los primeros subtipos de Metalo-pB-lactamasas
(MBLs) descritos en bacterias Gram negativas, y han sido identificadas con frecuencia
en cepas de Pseudomonas aeruginosa. Estas enzimas pueden hidrolizar diversos
antibidticos B-lactamicos, incluyendo carbapenémicos, asi como cefalosporinas de
tercera generacion y penicilinas. Aungue no afectan directamente al Aztreonam, su
coexistencia con otros mecanismos de resistencia puede limitar la efectividad

terapéutica de estos farmacos (Giovagnorio et al., 2023).

Las carbapenemasas tipo IMP actan mediante el uso de iones metalicos como el Zinc
en su sitio activo, los cuales facilitan la ruptura del anillo B-lactamico del antibi6tico,
anulando asi su efecto bactericida. Esta caracteristica les confiere una notable
eficiencia en la degradacion de B-lactdmicos. La diversidad de variantes y su
diseminacion global resalta su relevancia clinica y epidemiol6gica en contextos

hospitalarios (Giovagnorio et al., 2023).

La enzima IMP esta codificada por el gen blaywvp, este gen el cual constituye el segundo
tipo mas prevalente dentro de este grupo de enzimas. No solo fue descrito en
Pseudomonas aeruginosa, sino también fue reportado en miembros del grupo de los
Enterobacterales y en Acinetobacter baumanni. Se han identificado al menos 79
variantes del gen. Entre ellas, el subtipo IMP-6 se caracteriza por presenta una mayor
actividad hidrolitica para Meropenem en comparacion con Imipenem a diferencia de

otros subtipos de IMP (Jeong & Hoon , 2021).
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Asimismo, este gen se encuentra con mayor frecuencia integrado en integrones de la
clase 1, los que suelen portar adicionalmente otros genes de resistencia a antibiéticos
diferentes a los B-lactamicos favoreciendo asi la resistencia bacteriana (Halat &

Moubareck, 2022).

Las variantes IMP-1, IMP-4, IMP-13 son subtipos clinicamente relevantes de la
metalo-B-lactamasas tipo IMP, asociadas a Pseudomonas aeruginosa. La IMP-1 fue
inicialmente detectada en Japon, la IMP-4 en Australia y China, y la IMP-13 ha sido
identificada en brotes hospitalarios en Europa y América Latina. (Timothy et al.,

2005).

b. Carbapenemasa tipo VIM (Verona Integron-encoded Metallo-p-lactamase)

Descrita por primera vez en 1999 en el Hospital Universitario de Verona, al norte de
Italia, a partir de una muestra clinica de un paciente con infeccién nosocomial. El
descubrimiento fue realizado por Lauretti et al., (1999), citado por Lopez y Ruiz citado
(2024), quienes caracterizaron el gen blavim-1, localizado en un integron clase 1, lo que

explico su capacidad de diseminacion horizontal entre distintas especies bacterianas.

La enzima VIM se considera una de las metalo-p-lactamasas, mas prevalentes a escala
mundial. Esta enzima confiere resistencia a carbapenémicos, penicilinas y
cefalosporinas, dejando como Unica opcién terapéutica el uso del Aztreonam, cuya
eficacia real puede verse reducida si coexisten otras enzimas inactivantes. Los
antibiogramas suelen mostrar un perfil de resistencia a multiples antibioticos B-
lactdmicos. La alta prevalencia de la enzima VIM en infecciones hospitalarias graves
la convierte en un marcador relevante para la vigilancia epidemioldgica y el control de

brotes (Giovagnorio et al., 2023).
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La enzima VIM se encuentra codificada por el gen blavim, el cual puede localizarse
tanto a nivel cromosémico como en plasmidos. Independientemente de su ubicacion,
las variantes de este gen se movilizan como casetes génicos insertados en un integron
de clase 1. Este gen presenta una distribucion mundial, con reportes en Europa y
América, asi como en paises de Asia (Corea, India e Irdn) y en Australia. Cabe
mencionar que las variantes blaviv-1 y blavim2 poseen una mayor capacidad de
diseminacion en comparacion con los genes blaivp, habiendose establecido no solo en
bacterias no fermentadoras, sino también en miembros del grupo Enterobacterales

(Walsh, 2010).

c. Carbapenemasa tipo NDM (New Delhi Metallo-p-lactamase)

Las enzimas tipo NDM fueron identificadas inicialmente en el afio 2008, en un
paciente sueco que presento la infeccidn tras retornar de un viaje a la India, desarrollo
una infeccion urinaria generada por Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenémicos. A partir de ese momento, se han documentado casos de blanpwm en
diversas regiones del mundo, evidenciando una propagacion acelerada a nivel

internacional (Resurreccion et al., 2017).

Se caracteriza por su capacidad para hidrolizar diferentes clases de antibidticos,
confiriendo resistencia a las penicilinas, cefalosporinas de amplio espectro. Aunque
no tiene accion directa sobre el Aztreonam, la eficacia de este antibidtico puede verse
comprometida cuando coexisten otros mecanismos de resistencia en la misma cepa.
Las Carbapenemasas tipo NDM dependen del Zinc (Zn?"), en su sitio activo para
catalizar la ruptura del anillo B-lactdmico del antibi6tico, anulando asi su efecto

bactericida (Giovagnorio et al., 2023).
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El gen blanowm, es responsable de la expresion de esta carbapenemasa y puede localizarse
tanto a nivel cromosémico como en plasmidos moviles. Estos ultimos tienen la
capacidad de albergar otros genes determinantes de resistencia, lo que contribuye a la
multirresistencia entre bacterias Gram negativas (Sharma et al., 2023). Aunque su
hospedero principal es Klebsiella pneumoniae, su deteccidn se ha extendido a otros
miembros del orden Enterobacterales y a bacilos no fermentadores. La expansién global
de este gen, con reportes que abarcan desde Norteamérica y Europa hasta Africa y el
Sudeste Asiatico, es el resultado de la globalizacion, el incremento del comercio
internacional y la notable plasticidad genética de los plasmidos que lo transportan

(Walsh, 2010).

En cuanto a su diversidad, se han descrito 24 variantes del gen blanowm, las cuales difieren

entre si por la secuencia de aminoacidos individuales (Wu et al., 2019).

1.3.1.3. Carbapenemasas de clase D
Las carbapenemasas de clase D, también conocidas como oxacilinasas, se caracterizan
por su capacidad para hidrolizar ciertos antibidticos como la oxacilina y otros
carbapenémicos. Estas enzimas no se ven afectadas por los inhibidores convencionales
de la clase A (como el &acido clavulanico) o la clase B (EDTA), lo que limita el
tratamiento. Aunque la prevalencia en Pseudomonas aeruginosa es menor en
comparacion con las enzimas de clase A y B, su deteccidn es importante debido a su
localizacion en plasmidos, lo que facilita su dispersién y contribuye a la

multirresistencia bacteriana (Halat & Moubareck, 2022).

La enzima OXA — 48 pertenece a la clase D y se caracteriza por hidrolizar de forma
débil a los carbapenémicos, especialmente Imipenem a diferencia de las

carbapenemasas de clase A o B, muestra alta actividad frente a penicilinas, pero una
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baja afinidad por las cefalosporinas de amplio espectro; presenta ademas, baja afinidad
por los inhibidores de B-lactamasas convencionales como el tazobactam y el acido
clavulanico e incluso frente a algunos inhibidores modernos, lo que complica su
neutralizacién farmacoldgica. Sin embargo, su expresion puede no reflejarse en niveles

altos de resistencia en los antibiogramas convencionales (Giovagnorio et al., 2023).

Esta enzima se encuentra codificada por el gen blaoxa-s, el cual fue aislado inicialmente
en 2004 en cepas de Klebsiella pneumoniae en Turquia. Actualmente, el norte de Africa
y Oriente Medio se consideran zonas endémicas. Los genes responsables de codificar
estas carbapenemasas se localizan en elementos genéticos moviles, lo que favorece su
transferencia horizontal mediante plasmidos. Se ha determinado que el gen blaoxa-ss

forma parte del transposén compuesto denominado Tn1999 (Pitout et al., 2019).

1.4. Identificacion fenotipica
La identificacion fenotipica de Pseudomonas aeruginosa inicia con la confirmacion de
la especie mediante criterios microbiologicos estandarizados, tales como su
metabolismo no fermentador, prueba de oxidasa positiva, capacidad terméfila (42°C),
crecimiento en Agar Cetrimide y la sintesis de pigmentos caracteristicos (Lopez et al.
2004). Una vez confirmada la identidad, se procede a la caracterizacion funcional de sus
mecanismos de resistencia, proceso fundamental para distinguir entre poblaciones

bacterianas silvestres y aquellas con resistencia adquirida (Navarro et al., 2011).

Este andlisis se fundamenta en una diversidad de métodos diagndsticos que abarcan
desde técnicas convencionales de difusion en disco hasta enfoques rapidos y avanzados,
tales como el test Carba NP y sistemas automatizados. Estos procedimientos resultan

indispensables en la préctica clinica para confirmar la actividad funcional de las
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carbapenemasas , proporcionando informacion esencial para el manejo integral de las

infecciones (Vamsi et al., 2022).

1.4.1. Deteccion de carbapenemasas de tipo A por el test de acido boronico.
El &cido boronico actda como un inhibidor especifico de las carbapenemasas de clase
A. En la prueba se emplean discos impregnados con 300 pg &cido boronico. El
procedimiento consiste en colocar el disco de &cido borénico (APB) en el centro de la
placa, mientras que los discos de Imipenem y Meropenem se situan a 24mm de distancia
a ambos lados. La prueba se interpreta como positiva cuando se evidencia
ensanchamiento del halo de inhibicion o efecto sinérgico entre el disco de acido

boronico y los discos de carbapenémicos (Miranda et al., 2018).

1.4.2. Deteccidn de Metalo-g-lactamasas por el método de doble disco con EDTA.
La prueba de doble disco con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), conocida como
Double Disc Synergy Test (DDST), se reconoce como un método fenotipico
ampliamente utilizado para la identificacion de Metalo-B-lactamasas (MBL) en
Pseudomonas aeruginosa y otros bacilos Gram negativos. Su fundamento radica en que
estas enzimas dependen de iones zinc (Zn*") para su actividad, y al ser quelados por el
EDTA se inhibe su accién, lo que permite recuperar la eficacia del antibiético. En la
practica, se coloca un disco con Imipenem a una distancia fija de un disco impregnado
con EDTA en Agar Mueller Hinton, y la aparicion de un aumento en el halo de
inhibicion en el area de interaccion indica la produccion de Metalo-f-lactamasas,
constituyendo asi una técnica econdmica, sencilla y aceptada para la vigilancia en

laboratorios clinicos (Varshini et al., 2023).
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1.4.3. Deteccion de Carbapenemasas tipo D por la prueba de Carba NP.
Respecto a la prueba Carba NP, esta se define como un método fenotipico, bioquimico y
colorimétrico de referencia para la deteccion temprana de carbapenemasas en bacilos
Gram negativos, tales como Pseudomonas aeruginosa. Su mecanismo se fundamenta en
la hidrdlisis del imipenem, proceso que genera la acidificacion del medio y un cambio
cromatico en el indicador de pH (rojo de fenol), el cual vira de rojo a amarillo o naranja
ante la actividad enzimatica. Esta prueba destaca por su versatilidad al detectar no solo
carbapenemsas tipo D, sino también las de tipo A y B, ofreciendo resultados en un tiempo
méaximo de dos horas segun la cinetica enzimatica de cada variante. En comparacién con
métodos convencionales que requieren entre 18 a 24 horas de incubacidn, la prueba de
Carba NP optimiza la vigilancia epidemioldgica y permite la instauracién de un

tratamiento oportuno (Rudresh et al., 2017).

1.5. PCR convencional
La PCR constituye una herramienta molecular rapida, sensible y especifica disefiada para
amplificar fragmentos determinados de ADN a partir de genes blanco altamente
conservados. El procedimiento comprende un proceso de ciclos termicos que incluyen la
desnaturalizacion del ADN, el alineamiento de cebadores especificos y la extension
mediada por una ADN polimerasa, lo que posibilita la amplificacion del gen objetivo

(Tang et al., 2017).

1.5.1. Estructura genémica de Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa exhibe una notable capacidad de adaptacion ante condiciones
ambientales adversas, respaldada por un genoma de aproximadamente 6,3 millones de
pares de base. Su material genético se organiza en dos partes: el genoma central (core
genome) y el genoma accesorio. El primero esta altamente conservado, lo que asegura
estabilidad genética y permite identificar genes diana para técnicas de diagnostico
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molecular como la PCR. Por su parte el genoma accesorio se compone principalmente
por elementos extracromosdmicos variables y no conservados, como los plasmidos. Estos
elementos moviles, que incluyen islas genémicas, son los principales responsables de la
versatilidad del patégeno, ya que actian como vehiculos de genes implicados en la

virulencia y la resistencia a los antibioticos (Verdial et al., 2023).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
2.1. Area de procedencia de las cepas de Pseudomonas aeruginosa — Hospitall
Antonio Lorena
El Hospital Antonio Lorena de Cusco, categorizado como establecimiento de
salud de Nivel 111 —1, se localiza en la Av. Carlos Ugarte S/N de la Urbanizacion
Primavera-Huancaro del Distrito de Santiago departamento del Cusco, en las

coordenadas geogréaficas 13°32°09.1>" S 71°58°44.6*"W (Figura 3).

El Laboratorio de Microbiologia se encuentra ubicado en el primer piso del

Bloque C1, dentro del modulo de ayuda al diagnostico.
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Figura 3
Mapa de Ubicacion del Hospital Antonio Lorena
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2.2. Area de procesamiento de las cepas de Pseudomonas aeruginosa — Laboratorio
Institucional de Investigacion en Microbiologia e Inmunologia
Ubicado en el 2° piso de la Facultad de Ciencias Bioldgicas del bloque 16 de la Universidad

Nacional de San Antonio Abad del Cusco, ubicado en la Av. La Cultura N° 773.

2.2.1. Material biologico
Cepas bacterianas
e 37 cepas de Pseudomonas aeruginosa proporcionadas por el Laboratorio del
Hospital Antonio Lorena correspondiente a la totalidad de aislamientos
disponibles en el periodo de abril a junio 2025.

Cepas patron

Proporcionadas por el Laboratorio Institucional de Investigacion en Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San

Antonio Abad del Cusco.

e Cepa ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa (control negativo)
e Cepa ATCC BAA 2146 Klebsiella pneumoniae (Control positivo blanpm)
e Cepa NCTC 13476 Escherichia coli (Control positivo blaime)
e Cepa NCTC 13440 Klebsiella pneumoniae (Control positivo blayim)
e (Cepa ATCC BAA 2814 Klebsiella pneumoniae (Control positivo blakec)
e Cepa ATCC BAA 2523 de Escherichia coli (Control positivo blaoxa-4s)
2.2.2. Material de laboratorio
2.2.2.1 Equipos
e Termociclador - Proflex modelo 15147105
e Horno pasteur (Binder ED 23)

e Autoclave (Phoenix AV-75)
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Destilador (GFL 2004)

Cabina de bioseguridad (Telstar Bio 1)
Refrigeradora (Coldex)
Transiluminador de luz UV

Fuente de potencia (Bio Rad)

Camara electroforética (Consort)
Balanza analitica (Ohaus)

Vortex (Biosam)

Micropipetas de 5 pL-10 pL, 10 pL-100uL, 100uL-1000 pL (Orcinics)

2.2.2.2 Medios de Cultivo

Agar Mueller Hinton (HKM)

Agar TSA -Tripticasa Soya (MERCK)
Agar Mac Conkey (MERCK)

Caldo Tripticasa Soya (TSB)

Agar Cetrimide (HKM)

Citrato de Simons (Himedia)

Agar Hierro tres azucares (Merck)
Agar Lisina Hierro (Merck)

Agar Urea (MERCK)

2.2.2.3 Discos de sensibilidad

Aztreonam 30ug ATM (Bioanalyse)
Cefepima 30ug FEP (Bioanalyse)
Imipenem 10ug IMP (Bioanalyse)
Ceftazidima 30ug CAZ (Bioanalyse)

Meropenem 10pug MEM (Bioanalyse)
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Piperacilina/Tazobactam TZP 100/10ug (Bioanalyse)
Ceftazidima/Avibactam CZA 30/20ug (Bioanalyse)
Ciprofloxacino 30ug CIP (EMV)

Levofloxacino 30ug LEV (EMV)

Acido Etilendiaminotetracético EDTA - 750 pg (Bioanalyse)

Acido Boronico APB 300 ug (Bioanalyse)

2.2.2.4 Reactivos

MgCl, (Promega)

dNTPs (Promega)

Agarosa (Clever Scientific)

Taq ADN polimerasa marca Gotaq Flexi DNA(Promega)

Agua PCR convencional (Promega)

Buffer TAE 1X (Sigma)

Marcador de peso molecular de 100pb GeneRuler (Thermo Scientific)
Buffer GelStain (TransGen Biotech)

Primers forward y reverse para Carbapenemasas

blakpc de 340 pares de bases

F: TGT TGC TGA AGG AGT TGG GC
R:ACG ACGGCATAGTCATTT GC
Fuente: Caparachin y Mallqui (2020)

blavim de 390 pares de bases
F5’-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3’
R5’-CGAATGCGCAGCACCAG-3’
Fuente: Candan y Aksdz (2015)

blaive de 232 pares de bases
F5’-CTACCGCAGCAGAGTCTTTG-3’
R5’-AACCAGTTTTGCCTTACCAT-3’
Fuente: Candan y Akstz (2015)

blanom de 340 pares de bases

F: AGC ACACTT CCT ATC TCG AC
R: GGC GTAGTG CTC AGT GTC
Fuente: Sacsaquispe y Bailon (2018)

29



blaoxa-4s de 281 pares de bases
F:GCTTGATCGCCCTCGATT

R: GATTTGCTCCGTGGCCGAAA
Fuente: Gurung et al., (2020)

2.2.2.5 Consumibles y fungibles

e Probeta (100ml)

Frascos (500ml)

Matraz Erlenmeyer de 500ml

Placas Petri (Pyrex 90 x 15 mm)

Tubos de tapa rosca de 5 ml

2.2.2.6 Otros materiales
e Suero fisioldgico
e Glicerol (Sigma)
e Lampara de Wood (Minsal)
e Mechero Bunsen (Chapolab)
e Pinzas
e Asade siembra de 10uL, 1ulL
e Aguja de siembra
e Papel kraft
e Tips para micropipeta de 10uL, 100uL y 1000uL
e Hisopos de algoddn estériles
e Tiras de oxidasa (Merck)

e Criobox

2.3. Tipo de investigacion
El presente estudio es de enfoque cuantitativo, de tipo observacional y descriptivo por

su alcance, con un disefio transversal. La presente investigacion corresponde a la linea
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2.4,

2.5.

2.5.1.

2.5.2.

de investigacion de Microbiologia e Inmunologia segun resolucién N° 691-2024-

UNSAAC.

Consideraciones éticas
El protocolo de investigacion fue evaluado y aprobado por el comité de Bioética
Institucional de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco con cédigo

CBI- UNSAAC 2025-004 (Anexo 5).

Métodos y fundamentos

Coordinacion institucional

Se solicitd la autorizacion a la Direccion del Hospital Antonio Lorena de Cusco para
la obtencion de las cepas de Pseudomonas aeruginosa (Anexo 6). Tras la aprobacion

del permiso, el Laboratorio de Microbiologia nos proporciond las cepas.

Protocolo de identificacion de cepas de Pseudomonas aeruginosa

2.5.2.1.Aislamiento en Agar Cetrimide y Agar MacConkey

El Agar Cetrimide es un medio selectivo que utiliza cetrimida (detergente catidnico)
para inhibir el crecimiento de la mayoria de bacterias, excepto Pseudomonas
aeruginosa. La presencia de cloruro de magnesio y sulfato de potasio en el medio
favorece la produccidn de los pigmentos caracteristicos, piocianina y pioverdina. Por
otro lado, el Agar MacConkey se emplea para identificar bacilos Gram negativos no
fermentadores de lactosa, los cuales desarrollan colonias incoloras o transparentes,

permitiendo asi su diferenciacion primaria (Lépez et al., 2004).

Protocolo

e Se llevo a cabo la siembra de Pseudomonas aeruginosa en placas de Agar
Cetrimide y MacConkey mediante la técnica de estrias por agotamiento en
superficie, utilizando un asa de siembra para la obtencion de colonias aisladas.
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e Las placas se incubaron por un periodo de 24 horas a 37°C.

2.5.2.2. Pruebas de diferenciacion bioquimica
La identificacion bioquimica de Pseudomonas aeruginosa se realizd6 mediante el
método convencional, empleando medios bioquimicos diferenciales como Agar
Citrato de Simons, Agar Hierro Triple Azucar (TSI), Agar MIO (Motilidad, Indol,
Ornitina), Agar Lisina Hierro (L1A) y Agar Urea, los cuales facilitaron la evaluacion

de sus propiedades metabdlicas distintivas (Mayta et al., 2021).

2.5.2.3. Evaluacion de la actividad enzimatica (prueba de oxidasa)
La prueba de la oxidasa permite identificar a Pseudomonas aeruginosa por la
existencia de la enzima citocromooxidasa. Este sistema facilita que el oxigeno
molecular oxide al citocromo reducido, funcionando como el receptor final de

electrones dentro de la cadena respiratoria (MacFaddin, 2003).

Protocolo

e Se selecciond una colonia de Pseudomonas aeruginosa a partir del cultivo en
Agar TSA.

e Con la ayuda de un palillo de madera, se tomd la colonia y se disperso sobre la
tira impregnada con el el reactivo de oxidasa.

e La aparicién de una coloracién purpura dentro de los primeros 10 segundos se

considera como un resultado positivo.

2.5.2.4. Evaluacion del Crecimiento a 42°C
Pseudomonas aeruginosa presenta un desarrollo éptimo entre 25°C y 37°C; no
obstante, su capacidad de desarrollarse a 42°C la distingue de otras especies del

género, como Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida, permitiendo ademas
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su diferenciacion de otros bacilos Gram negativos no fermentadores (Sacsaquispe &

Ventura, 2005).

Protocolo

e Serealizo la siembra de Pseudomonas aeruginosa mediante la técnica de estria
por agotamiento en cuatro cuadrantes sobre las placas de Agar TSA, con la
finalidad de obtener colonias aisladas.

e Las placas se incubaron a 42°C por 24 horas.

2.5.2.5. Evaluacion de pigmentos fotosensibles (prueba de fluorescencia)
Esta prueba se basa en la deteccion de pioverdina, un sideréforo fluorescente
producido por Pseudomonas aeruginosa. Bajo la luz ultravioleta (UV), la pioverdina

reacciona emitiendo una fluorescencia caracteristica (Lopez et al., 2004).

Protocolo

e Serealizo la siembra de Pseudomonas aeruginosa mediante la técnica de estria
por agotamiento sobre las placas de Agar Cetrimide, con la finalidad de obtener
colonias aisladas.

e Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas.

e Finalmente, las placas fueron examinadas mediante el uso de la ld&mpara de
Wood con el objetivo de observar la fluoresecencia emitida por Pseudomonas

aeruginosa, la observacion se realizé bajo un cobertor de aislamiento luminico.

2.5.2.6. Criopreservacion de Pseudomonas aeruginosa
La criopreservacion consiste en el mantenimiento de materiales bioldgicos a
temperaturas criogénicas, generalmente de -80°C, con el objetivo de inducir a un

estado de latencia. No obstante, dado que la criopreservacion puede generar
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desequilibrio osmotico y cambios biofisicos adversos, se emplean crioprotectores
como el glicerol garantizando la viabilidad del material durante periodos prolongados

(Gutierrez et al., 2015).

Protocolo

De acuerdo con la metodologia propuesta por Gutierrez et al. (2015):

e Las cepas de Pseudomonas aeruginosa fueron criopreservadas en Caldo Tripticasa
Soya (TSB) con glicerol al 20%.

e Antes de su almacenamiento final, los viales fueron sometidos a un enfriamiento
gradual permaneciendo a -20°C durante un periodo de 24 horas.

¢ Finalmente, las cepas conservadas a una temperatura de -80°C.

2.5.3. Protocolo de identificacion fenotipica de carbapenemasas en Pseudomonas
aeruginosa
La identificacion de microorganismos productores de carbapenemasas se basa en la
ejecucion de pruebas fenotipicas que facilitan la clasificacién preliminar de los

mecanismos de resistencia.

2.5.3.1 Evaluacion del perfil de resistencia como indicador de cepas portadoras de
carbapenemasas en Pseudomonas aeruginosa
Como fase inicial, se analizaron los resultados del perfil de resistencia para identificar
fenotipos sugerentes a la produccién de carbapenemasas, seleccionando aquellos
aislamientos que presentaron resistencia o sensibilidad intermedia a los carbapenémicos
(Remolina et al., 2021). Este tamizaje permitio priorizar aquellas cepas con mayor
probabilidad de poseer mecanismos de resistencia enzimatica. La interpretacion de estos
perfiles se realiz6 siguiendo los puntos de corte Segun establecidos por el Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI 2025).
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Protocolo

e Se procedio a la siembra de Pseudomonas aeruginosa en Agar Mueller Hinton
mediante la técnica de estriado, garantizando una distribucion uniforme del inéculo
sobre la superficie.

e Los discos de sensibilidad se distribuyeron de manera equidistante sobre el medio
sembrado mediante el uso de una pinza, aplicando una ligera presion para asegurar
su adherencia.

e Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas. Finalizado este tiempo, se

midieron los diametros de los halos de inhibicién formados alrededor de cada disco.

2.5.3.2 Deteccion de Carbapenemasas tipo A mediante la prueba de sinergia con acido
bordnico
El acido boronico es un inhibidor con alta afinidad por las serin carbapenemasas. Se
une al sitio activo de la enzima, bloqueando asi su capacidad de hidrolizar a los

antibioticos (Miranda et al., 2018).
Protocolo

e Se prepard una suspension bacteriana de Pseudomonas aeruginosa en solucion
salina estéril (NaCl 0,9%), ajustada a una turbidez equivalente al estandar 0,5 de
McFarland (absorbancia entre 0,08 — 0,13 a una longitud de onda de 650 nm)

e El indculo se distribuyd de manera uniforme sobre la superficie de placas de Agar
Muller Hinton, empleando la técnica de siembra en superficie en tres direcciones
con un hisopo.

e Se coloc6 un disco de &cido borénico (APB) en el centro de la placa;
posteriormente, los discos de Imipenem y Meropenem se ubicardn a una distancia

24 mm respecto al disco de APB (Figura 4).
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e La prueba se interpreté como positiva al observarse un ensanchamiento o sinergia
de halo de inhibicidn entre los carbapenémicos y el disco de APB (Figura 5).
Figura 4

Disposicion de discos en la prueba de sinergia con acido boronico de Pseudomonas
aeruginosa

Nota. Esquema de distribucién de discos empleados en la deteccion fenotipica de
carbapenemasas tipo A en Pseudomonas aeruginosa.

Figura 5
Deteccion fenotipica para Carbapenemasa tipo A

Nota. Se observa una prueba positiva para la produccion de carbapenemasas tipo A
(Campos, 2024).

2.5.3.3. Deteccion de Metalo-B-lactamasas mediante la prueba de doble disco con EDTA
El &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) actia como un agente quelante de cationes

divalentes, cuyo mecanismo se basa en el secuestro de estos iones debido a su alta
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afinidad. Por lo tanto, esta accion permite inhibir a las metalo-p-lactamasas mediante
la remocion del zinc de su sitio activo, un cofactor esencial para su actividad catalitica

(Miranda et al., 2018).
Protocolo
El procedimiento se realiz6 siguiendo el protocolo de Salvador et al. (2021):

e Se prepard una suspension bacteriana de Pseudomonas aeruginosa en solucién
salina estéril, ajustada a una absorbancia entre 0,08 — 0,13 medida mediante
espectrofotdmetria a una longitud de onda de 650 nm.

e Se inoculo6 la superficie del Agar Mueller Hinton empleando un hisopo estéril
humedecido con la suspension; se utilizé la técnica de siembra en superficie en tres
diferentes direcciones para asegurar una cobertura uniforme sobre la placa.

e Se coloco un disco de EDTA en el centro de la placa y a una distancia de 15 mm
(de centro a centro), se ubicaron los discos de imipenem y meropenem (Figura 6).

e Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas.

Se interpretd como resultado positivo la presencia de sinergia entre los discos de
carbapenemicos y el EDTA (Figura 7), lo cual indica que la cepa podria ser portadora

de alguna carbapenemasas tipo MBL.
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Figura 6
Esquema del método de la Prueba de doble disco con EDTA en Pseudomonas
aeruginosa

Nota. Representacion del método fenotipico que utiliza discos de Imipenem y
Meropenem colocados a 15mm de un disco de EDTA

Figura 7
Deteccion fenotipica de Metalo-f-lactamasas en Pseudomonas aeruginosa

Nota. Se observa sinergia positiva en la cepa PaeHAL16 para la produccion de
Metalo-B-lactamasas

2.5.3.4 Deteccion de carbapenemasas tipo D mediante el test de Carba NP
El test de Carba NP es considerado un método colorimétrico, dentro de sus
componentes se encuentra el rojo de fenol que es el indicador de pH, al producirse la
hidrolisis del imipenem por presencia de las carbapenemasas el rojo de fenol vira de

rojo a amarillo 0 naranja y esto se interpreta como un resultado positivo. El tiempo de
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viraje depende del tipo de enzima: las carbapenemasas tipo KPC suelen detectarse
entre los 2 a 30 minutos, las MBL entre 30 minutos a 1 hora, mientras que el tipo OXA
requieren entre 1y 2 horas, la interpretacion se realiza segin la Tabla 2. Esta prueba
presenta una alta sensibilidad y especificidad que lo convierten en una herramienta

esencial para el diagnostico oportuno (Nordmann et al., 2012; Rudresh et al., 2017).
Protocolo

Se realizo siguiendo la metodologia descrita por (Rudresh et al., 2017), cuyas etapas

se encuentran esquematizadas en la Figura 8:

e Se prepararon 3 soluciones: reactivo A (solucion de trabajo), reactivo B (solucién
de trabajo mas antibi6tico) y el reactivo C (solucién de lisis). Los detalles sobre
la formulacion de los reactivos se especifican en el protocolo técnico (Anexo 7).

e Setomaron dos asadas calibradas (10 uL) de colonias bacterianas con 24 horas de
crecimiento, las cuales se inocularon en 200 uL de la solucién de lisis (Reactivo
C) y se agitaron en voértex hasta su homogeneizacion.

e Se transfirieron 100 pL del lisado bacteriano obtenido a dos tubos de
microcentrifuga previamente etiquetados como A (control) y B (prueba)

e Ambos tubos se incubarén a 37°C. La verificacion visual de los resultados se

realiz6 de forma periddica a los 10, 30 y 120 minutos.
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Figura 8
Procedimiento del test Carba NP para Pseudomonas aeruginosa

1.Cultivar en Agar TSAa  2.Transferir una colonia 3.Homogeneizar por 10 4, Homogeneizar
37°C por 24 horas las a la solucion de lisis segundos y afiadir 100 ul durante 5
cepas de Pseudomonas (solucién C) de la solucion C con el segundos,
aeruginosa inoculo a la solucion Ay ambas
B. soluciones

S.Incubar a 37°C  por un
méaximo de 2 horas, se
recomienda inspeccionar a
los 10, 30 y 120 minutos
para observar si hay
presencia de cambio de
color.

Nota. Etapas del test Carba NP, desde el cultivo bacteriano hasta la incubacion, donde el

cambio de color indica la produccién de carbapenemasa.
Tabla 2

Criterios de interpretacion por color en el test carba NP para Pseudomonas aeruginosa

TUBO A (sin TUBOB Interoretacion Tiempo de reaccion y
imipenem) (con imipenem) P enzima probable
Amarillo Rojo o Naranja o Amarillo Test invalido No aplica
. . Carbapenemasa — 1 a2 horas (sugerente
Rojo Naranja pOsitivo de OXA)
— 2 a 30 minutos
Rojo Amarillo Carbap(_ar)emasa (Suger_ente de KPC)
positivo — 30 minutos a 1lhora
(sugerente de MBL)
Rojo Rojo Carbapen_emasa Sin cambios hasta 2 horas
negativo

Nota. Criterios de interpretacion del test Carba NP para la produccién de carbapenemasas

(Nordmann et al., 2012).

2.5.4. Protocolo para la identificacion genotipica de carbapenemasas en

Pseudomonas aeruginosa

2.5.4.1. Identificacion genotipica de Carbapenemasas mediante PCR convencional

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) contribuye a la

amplificacion especifica de regiones del ADN utilizando cebadores o primers, que

son secuencias de entre 15 a 30 nucle6tidos encargadas de delimitar el fragmento que

se replicara. Durante este procedimiento actdan diversas enzimas y se compone de
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tres etapas fundamentales: la primera la desnaturalizacion del ADN seguido del
alineamiento de los cebadores y finalmente la elongacion de la nueva cadena (Diz,

2020).
Protocolo
El procedimiento se llevo a cabo segun la metodologia de Requena et al. (2021):

e Las cepas de Pseudomonas aeruginosa fueron cultivadas en agar TSA durante
24 horas a 37 °C.

e Posteriormente, se transfirio una colonia (1 uL) a un tubo eppendorf el cual
contenia 1 mL de solucién salina estéril al 0,9%. La suspension fue
homogeneizada, y se afiadio 1 uL de esta preparacion como componente de la
mezcla maestra (master mix) como se observa en la Tabla 3.

e Lamezcla fue sometida a lisis térmica en el termociclador a 95 °C por 10
minutos, previamente a la PCR (Figura 9).

Figura 9
Preparacion de muestras para PCR en Pseudomonas aeruginosa

N

1.Cultivar en agar TSA a 2. Transferir una colonia .1 . I vort
) . 3.Homogeneizar en el vortex 5 P
37°C por 24 horas las aun tubo eppendorf IOg d teansfafi 4. Cargar las muestras en
: or 10 segundos y transferir g .
cepas de Pseudomonas que contiene suero P ) g Y . el termociclador
; . 5 lul del in6éculo bacteriano
aeruginosa fisiologico al 0.9%

al master mix.

Nota. Procedimiento de preparacion de muestras de Pseudomonas aeruginosa para
PCR, desde el cultivo bacteriano hasta la carga en el termociclador.
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Tabla 3
Master mix para la identificacion de los genes blakpc, blaviv, blanowm, blaive en Pseudomonas aeruginosa

blakec blavim blanom blaivwe
Concentracion
Reactivos inicial Concentracién Concentracién Concentracion Concentracién Volumen
final Volumen final Volumen final Volumen final (1X)
(1X) (1X) (1X)

Go TagBuffer 5X 1X 5uL 1X 5L 1X 5uL 1X 5uL
MgCI2 25mM 2mM 2uL 2mM 2uL 1.5mM 1.5uL 2mM 2uL
dNTPs 10mM 0.2mM 0.5uL 0.2mM 0.5 L 0.2mM 0.5uL 0.2mM 0.5uL

Primer F 10 uM 0.5 UM 1.25uL 0.5 uM 1.25uL 0.2 uM 0.5uL 0.5 UM 0.5uL
Primer R 10 uM 0.5 UM 1.25uL 0.5 uM 1.25 uL 0.2 uM 0.5 uL 0.5 UM 0.5 uL
Taq polimerasa 5U/ pLL 1.25U 0.25uL 10U 0.2uL 10U 0.2uL 1.0U 0.2uL
Agua PCR - - 13.75uL - 13.8uL - 15,8uL - 15.3uL
convencional
ADN - - 1uL - 1uL - 1L - 1L
bacteriano
Volumen total 25uL 25uL 25uL 25uL

Nota. Protocolo estandarizado y elaborado por el Laboratorio Institucional de Investigacion en Microbiologia e Inmunologia.
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2.5.4.2. Método de Boiling para el gen blaoxa-4s para Pseudomonas aeruginosa
El método de ebullicién o Boiling es una técnica de extraccion rapida de ADN
que consiste en lisar células en un tampén mediante incubacién a 95 — 100 °C
durante 10 a 15 minutos. Este proceso libera el material genético, el cual se
recupera en el sobrenadante tras centrifugacién, sin requerir purificacién
adicional. Destaca por rapidez y versatilidad en muestras clinicas, ambientales y

alimentarias (Barbosa et al., 2016).
Protocolo

Para la extraccion de ADN plasmidico destinado a la deteccion del gen blaoxa-ss
se empled la metodologia propuesta por Gurung et al. (2020), la cual se detalla a

continuacién y se esquematiza en la Figura 10:

e Serealiz6 una mezclade 100 uL de la suspension bacteriana de Pseudomonas
aeruginosa con 100 uL de buffer TE.

e La mezcla se sometio a ebullicion en el termociclador posteriormente fue
centrifugada a 13 000 rpm.

e Setomd 1 uL del sobrenadante y se inoculd a la mezcla maestra (master mix),
preparada segun las especificaciones de la Tabla 4, para proceder con la

amplificacion por PCR.
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Figura 10
Procedimiento del método de Boiling para el gen blaoxa-as de Pseudomonas aeruginosa

Nota. Etapas del método de Boiling para la extraccion de ADN, que incluyen el cultivo
bacteriano, la transferencia al tampon TE, la incubacion a alta temperatura, la centrifugacion
y la posterior obtencién del ADN para su uso en PCR.

Tabla 4
Master mix para la identificacion de los genes blaoxa-4g para Pseudomonas aeruginosa

blaoxa-4s
Reactivos Conge_nt_racmn Conce_ntracmn Volumen (1X)
inicial final
Go TaqBuffer 5X 1X SpuL
MgCI2 25mM 2.5mM 2.5 uL
dNTPs 10mM 0.6mM 0.5uL
Primer Forward 10 uM 0.5uM 0.5uL
Primer Reverse 10 uM 0.5uM 0.5uL
Taq polimerasa 5U/ uL 10U 0.2 uL
Agua PCR - - 14.8 uL
convencional
ADN plasmidico - - 1ulL
Volumen final 25uL

Nota. Protocolo estandarizado y elaborado por el Laboratorio Institucional de
Investigacion en Microbiologia e Inmunologia.

2.5.4.3. Amplificacion mediante la PCR convecional.
Para amplificar el material genético de los diferentes genes de interés de la
presente investigacion se establecio las distintas condiciones como se observa en

la Tabla 5.
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e Condiciones de amplificacion de genes carbapenémicos en cepas de Pseudomonas aeruginosa

Tabla 5
Condiciones de amplificacion
Codificacion de
amplificacion blakec blanowm blaive blavim blaoxa-4s
T® Tiempo T° Tiempo T° Tiempo T° Tiempo T° Tiempo
Extraccion de ADN por lisis ~ 95°C 10 min 95°C 10 min 95°C 10 min 95°C 10 min 95°C 10 min
térmica
Desnaturalizacion Inicial 95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min 94°C 5 min
Namero de ciclos 30 30 30 30 30
Desnaturalizacion 95°C 1 min 95°C 30 seg 95°C 30 seg 94°C 1 min 94°C 30 seg
Hibridacion 55°C 30 seg 55°C 30 seg 53°C 45 seg 60°C 1 min 52°C 30 seg
Extension 72°C 45 seg 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C 30 seg
Extension final 72°C 10 min 72°C 10 min 72°C 7 min 72°C 7 min 72°C 5 min

Nota. Protocolo estandarizado y elaborado por el Laboratorio Institucional de Investigacién en Microbiologia e Inmunologia.
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2.5.4.4 Electroforesis

Esta técnica analitica se fundamenta en la separacién de moléculas de ADN o proteinas en
base a su carga eléctrica y tamafio mediante la aplicacion de un campo eléctrico constante, las
biomoléculas migran a traves de una matriz porosa gque actlia como un tamiz; esto permite que
los fragmentos de menor tamario se desplacen con mayor velocidad que los de mayor tamafio.
Para la validacion de los resultados y determinar el tamafio de la muestra, se emplea un

marcador o patron de referencia que sirve como estandar de comparacién (Yéabar, 2003).

Protocolo

De acuerdo a la metodologia descrita por Amon & Ortega (2022):

e Se realiz0 la preparacién de un gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE 1X, integrando 10 pL
de Gel Stain 1000x para la deteccion de los 5 genes.

e Seguidamente, se cargaron 20 uL. del marcador de peso molecular en el primer pocillo; en los
pocillos siguientes se colocaron los controles (positivo, negativo, blanco y agua) junto con las
muestras de estudio.

e Las condiciones de corrida fueron de 90 voltios durante 1 hora. Al concluir el tiempo
establecido, el gel de agarosa fue transferido a un documentador de geles para la

visualizacion de las bandas de ADN.

2.5.4.5. Medicion de las bandas de amplificacion

El tamafio de los productos de amplificacion de los genes fue estimado mediante la
comparacion de su distancia de migracion frente a un marcador de peso molecular y el control
positivo. Con estos datos, se construyd una curva de calibraciéon analizando la distancia
recorrida frente al peso molecular, aplicando un ajuste regresion exponencial, obteniéndose
un coeficiente de correlacion R cercano a 1. Este valor confirmd la fiabilidad y precision de

la interpolacion para determinar el tamafio estimado de las bandas obtenidas (Shack, 2020)
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CAPITULO Il1: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Identificacion de cepas de Pseudomonas aeruginosa proporcionadas por el
Hospital Antonio Lorena
Durante el periodo de abril a junio de 2025, el Laboratorio de Microbiologia del
Hospital Antonio Lorena proporciond 37 cepas como Pseudomonas aeruginosa.
Estos fueron codificados con el codigo PaeHAL, donde Pae corresponde a la bacteria
en estudio y HAL al Hospital Antonio Lorena; asimismo, se asigné un numero

correlativo a cada cepa (Anexo 1).

Se logro identificar que el 100% de las cepas correspondian a Pseudomonas
aeruginosa. Esta identificacion se fundamento6 en la evaluacion de la morfologia
colonial en Agar Cetrimide (Figura 11 y Anexo 3) y la ausencia de fermentacion de
lactosa en Agar MacConkey (Figura 12). El perfil fenotipico se confirmé mediante
pruebas bioguimicas convencionales (Figura 13), crecimiento a 42°C, prueba de

Oxidasa y la deteccion de fluorescencia bajo luz ultravioleta (Figura 14).
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Figura 11
Crecimiento bacteriano en Agar Cetrimide de Pseudomonas aeruginosa

Nota. Cultivo de Pseudomonas aeruginosa correspondiente a la cepa PaeHAL 09,
se observa el crecimiento de colonias acompafiada de la produccién de pigmentos
que colorean el medio a un tono verde amarillento.

Figura 12
Crecimiento bacteriano en Agar MacConkey de Pseudomonas aeruginosa

Nota. Cultivo de Pseudomonas aeruginosa correspondiente a la cepa PaeHAL 21 en
Agar MacConkey, donde se observa el crecimiento de colonias no fermentadoras de
lactosa, de aspecto palido.
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Figura 13
Resultado de las pruebas de diferenciacion bioquimica de Pseudomonas aeruginosa

Nota. La figura muestra los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas
correspondiente a la cepa PaeHAL34: TSI (K/K), LIA (K/K), Citrato (+), Motilidad
(+), Indol (-) Ornitina (+), Urea (-).

Figura 14
Fluorescencia en Agar Cetrimide bajo luz ultravioleta de Pseudomonas aeruginosa

Nota. Se observa fluorescencia en la cepa PaeHAL 11, caracteristica atribuida a la
produccion de pioverdina, un siderdforo fluorescente tipico de Pseudomonas
aeruginosa.
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3.2 Identificacion de cepas portadoras de carbapenemasas en Pseudomonas

aeruginosa

Posteriormente, se evalud la respuesta de las cepas de Pseudomonas aeruginosa en
presencia de diferentes familias de antibioticos como se observa en la Tabla 6 y Anexo
4. En ella se detallan, de forma ordenada, los antibioticos agrupados por familias junto
con los valores absolutos y porcentuales de cepas clasificadas como resistentes,

intermedias y sensibles.

Tabla 6
Perfil de resistencia antimicrobiana de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (n=37)

Resistente Intermedio  Sensible

Familia Antibidtico N° % NG % N° %

Cefalosporina de 26 703 1 27 10 27

Cefalosporinas 4ta generacion Cefepime
Cefalosporln.a,de By 30 811 1 27 6 162
3ra generacion Ceftazidima
Carbapenémicos Imipenen 32 85 2 54 3 81
P Meropenem 32 865 2 54 3 81
Segunda - cinrofioxacine 5 135 0 0 32 865
generacion

Fluoroquinolonas

Tercera Levofloxacino 6 162 5 135 26 703
generacion
Monobactam Aztreonam 11 29,7 13 351 13 351
Aminoglucésidos Tobramicina 29 784 1 2,7 7 189
Amikacina 1 333 0 0 2 66,7
Penicilina con
inhibidor de 3 - Piperacilina/Tazobactam 26 703 1 27 10 27
lactamas
Cefalosporina con
inhibidor de B -
lactamasas Ceftazidima/Avibactam 31 838 O 0 6 16,2

Nota. Los resultados se interpretaron siguiendo los puntos de corte establecidos por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2025)
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Figura 15
Perfil de resistencia antimicrobiana de Pseudomonas aeruginosa

Nota. Se observa el perfil de resistencia de la cepa PaeHAL 22, el cual revela un patron
de multirresistencia frente a la mayoria de los antibiéticos evaluados, con sensibilidad
conservada a las fluoroquinolonas.

Los hallazgos obtenidos revelan una elevada tasa de multirresistencia que compromete
a las principales familias de antimicrobianos de uso hospitalario (Figura 15). De
manera critica, los carbapenémicos (imipenem y meropenem) registraron los niveles
mas altos de resistencia, alcanzando un 86,5%. Esta pérdida de suceptibilidad se
extendié hacia las cefalosporinas antipseudomonicas ceftazidima (81,1%) y cefepime
(70,3%), asi como a la tobramicina (78,4%). Asimismo, las combinaciones con
inhibidores de B-lactamasas, como Ceftazidima/Tazabactam (83,8%) vy
Piperacilina/Tazobactam (70,3%), mostraron una eficacia marcadamente reducida. En
contraste, el Aztreonam evidencio6 una tasa de resistencia menor de 29,7% al igual que

la amikacina (33,3%).

A nivel internacional, estos datos guardan relacion con lo reportado por Ibrahim et al.
(2024) en Libia, quienes registraron niveles considerables de resistencia para
Imipenem (89,5%), Ceftazidima (96,5%), Piperacilina/Tazobactam (89%). De manera

similar, Gadaime et al. (2024) identificaron niveles elevados de resistencia a
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Ceftazidima (75,6%), Piperacilina/Tazobactam (60%). En el contexto nacional, esta
problematica se torna aun mas critica; Tickler et al. (2022) en Peru reportaron niveles
de resistencia que alcanzaron el 100% para la mayoria de los [B-lactamicos
convencionales (carbepenémicos y cefalosporinas) y combinaciones modernas como
Piperacilina/Tazobactam y Ceftazidima/Avibactam, describiendo ademas una
resistencia moderada para aztreonam (49,6%). Asimismo, Salvador et al. (2025)
reportaron en Lima cifras de resistencia del 95,8% para carbapenémicos y
cefalosporinas. La consistencia de estos hallazgos a diferentes escalas geograficas
refuerza la preocupacion por el incremento sostenido de la multirresistencia, lo cual
advierte sobre la circulacion de mecanismos enzimaticos o no enzimaticos, tales como
la sobreexpresiéon de bombas de eflujo, mutaciones en las porinas OprD, que limitan

drasticamente las opciones terapéuticas convencionales.

Al respecto, Jeong et al. (2021) mencionan que las carbapenemasas de tipo A presentan
un amplio espectro de hidrélisis que incluye los B- lactdmicos y monobactamicos. Por
el contrario, las carbapenemasas tipo B comparten este perfil extendido, pero excluyen
a los monobactamicos (Aztreonam) de su actividad hidrolitica. Por su parte, las de tipo
D exiben una actividad hidrolitica relativamente baja contra los carbepénemicos en
comparacién con las de tipo A y B, aunque su co-produccion suele complicar los
tratamientos. Esta versatilidad enzimatica resalta lo descrito por Giovagnorio et al.
(2023), quienes mencionan que Pseudomonas aeruginosa es un adversario formidable
en el ambito hospitalario debido a su capacidad para combinar sus diferentes

mecanismos de resistencia para evadir la accion de los agentes antimicrobianos.

A diferencia de los perfiles de multirresistencia descritos anteriormente, se evidencid
una mayor sensibilidad frente a las fluoroquinolas el Ciprofloxacino mostro un 86,5%

de cepas sensibles, mientras que el Levofloxacino alcanzo un 70,3%. Estos hallazgos
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3.3

difieren con lo reportado por Salvador et al. (2025) en Lima, quienes registraron un

panorama diferente con altas tasas de resistencia al ciprofloxacino (87,5%).

De acuerdo con Vila & Marco (2010), la resistencia a este grupo de antimicrobianos
se relacionan con mutaciones que alteran el sitio blanco de las enzimas. Al respecto,
Vignoli (2018) sefiala que estas alteraciones ocurren en regiones especificas
denominadas regiones determinantes de reistencia a quinolonas (QRDR). Un aspecto
importante es que, a diferencia de las quinolonas de primera generacion, la pérdida de
sensibilidad hacia las fluoroquinolonas modernas suelen requerir un mecanismo mas
complejo, basado en la acumulacion de mdltiples mutaciones en los genes que
codifican para estas enzimas. Bajo este escenario, es posible plantear que las cepas
identificadas como sensibles a las fluoroquinolonas en el presente estudio conservan

la integridad en dichas regiones QRDR.

Identificacidn fenotipica de carbapenemasas en cepas Pseudomonas aeruginosa

La identificacion fenotipica de carbapenemasas se realizé mediante la aplicacion de
tres métodos especificos: la prueba de sinergia con &acido bordnico (APB) para
identificar las carbapenemasas tipo A, el método de doble disco con EDTA para las de

tipo B y el test de Carba NP para las de tipo D (Tabla 7 y Figura 16).

Al analizar la prueba de sinergia con acido borénico, se observé que el 18,9% de las
cepas analizadas resultaron positivas para la produccién de carbapenemasas tipo A,

mientras que el 81,1% restante obtuvo un resultado negativo (Figura 17).
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Tabla 7

Analisis descriptivo de identificacion fenotipica de carbapenemasas en cepas

Pseudomonas aeruginosa

Identificacién fenotipica de

Positivo Negativo
carbapenemasas Interpretacion de
; pruebas positivas
Tipo de Método Ne % N %
Carbapenemasas
Prueba de sinergia Fenotipo compatible con
Tipo A con acido boronico 7 18,9 30 81,1 carbapenemasa tipo A
(APB)
. Meétodo de doble Fenotipo compatible con
Tipo B . 33 89,2 4 10,8 .
'P disco con EDTA carbapenemasa tipo B
No se evidencié actividad
Tipo D Carba NP test 0 0 37 100  compatible con

carbapenemasa tipo D.

Nota: los métodos corresponden a pruebas de tamizaje fenotipico para la orientacion

inicial de los mecanismos de resistencia.

Figura 16

Distribucién porcentual de la identificacién fenotipica de carbapenemasas en Pseudomonas

aeruginosa

Nota: Elaboracion propia
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Figura 17
Deteccion de carbapenemasas tipo A por la prueba de sinergia con &cido boronico en cepas
de Pseudomonas aeruginosa

Nota.Se observa un resultado positivo en la cepa PaeHAL32 (A), evidenciandose sinergia
positiva; en contraste, la cepa PaeHALO09 (B) presenta un resultado negativo ante la
ausencia de sinergia.

En contraste, la prueba de doble disco con EDTA registro un mayor porcentaje de cepas
positivas, alcanzando un 89,2 % frente a un 10,8% de cepas negativas. La Figura 18
muestra la diferencia fenotipica observada entre ambos resultados. Estos hallazgos
sugieren un mayor predominio de mecanismos de resistencia asociados a la produccién

de Metalo-B-lactamasas (MBLs), frente a las carbapenemasas de tipo A.

Figura 18
Deteccion de carbapenemasas tipo B por la prueba de doble disco con EDTA en cepas
de Pseudomonas aeruginosa

Nota. La imagen (A) muestra un resultado positivo en la cepa PaeHALO5, evidenciado
por la formacion del halo de sinergia; por el contrario, en la imagen (B) se observa un
resultado negativo en la cepa PaeHALZ33, caracterizado por la ausencia de sinergia entre
los discos.
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Estos resultados difieren con lo reportado por Abanto et al. (2023) en Trujillo, quienes
encontraron que el 40,3% de las cepas fueron productoras de carbapenemasas de tipo A
y solo el 11,2 % correspondieron a metalo-p-lactamasas; en contraste con lo reportado
por Salvador et al. (2018) en Lima informaron una prevalencia del 31,6 % de MBLs. No
obstante, nuestros hallazgos que indican una alta frecuencia de MBLs, la cual se alinea
con lo descrito por Grabein et al., (2024), quienes mencionan que las MBLs son las

carbapenemasas predominantes a nivel de Latinoamérica.

Esta informacion se encuentra respaldada por Tickler et al. (2022), quienes mencionan la
endemicidad de dos tipos de Metalo-B-lactamasas en el Per( y de igual manera Azam &
Khan (2019), sefialan que las MBLs son considerados como uno de los principales
mecanismos de resistencia adquirida en Pseudomonas aeruginosa. Esta distribucién
heterogenea observada entre los estudios locales sugiere una evolucion dinamica en la
distribucion de estas enzimas en el pais, convirtiendo a las MBLs como un desafio

creciente para la terapia antimicrobiana.

En este sentido, la alta frecuencia de MBLs observada en el presente estudio podria
deberse a la alta circulacion de cepas portadoras en el entorno hospitalario, fenémeno que
se ve favorecido por la presion antibidtica existente. Esta problematica trasciende las
fronteras nacionales, tal como lo menciona Vifies et al. (2024) en Espafia, al reportar el
primer caso de una variante de Metalo-p-lactamasas de tipo IMP de pacientes procedentes
del Perq, poniendo en evidencia la capacidad de estas cepas para migrar a otros

continentes.

Por otro lado, mediante la prueba Carba NP, se evidenci6 que el 100% de las cepas fueron
negativas para carbapenemasas tipo D, manteniendo la coloracion roja original tras dos

horas de incubacién (Figura 19). A nivel nacional, estos resultados coinciden con lo
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reportado por Garcia et al. (2023) en Trujillo, quienes informaron una baja prevalencia
de carbapenemasas tipo D (19,7%), con un mayor predominio de Metalo-B-lactamasas y
en menor proporcion carbapenemasas de tipo A. Esta tendencia es respaldada por Rivera
et al. (2021), quienen sefialan que las carbapenemasas de tipo D son caracteristicas del
orden Enterobacterales particularmente en especies como Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli, siendo poco frecuentes en Pseudomonas aeruginosa. Estos hallazgos
son consistentes con la baja frecuencia reportada de este mecanismo en Pseudomonas

aeruginosa.

En contraste, se detectd la presencia de Metalo-B-lactamasas en el 67,4% de las cepas
mediante la prueba de Carba NP (Figura 20) y en el 89,2% mediante la prueba de sinergia
con EDTA. Aunque ambos métodos confirman a las MBLs como el principal mecanismo
de resistencia en las cepas estudiadas, Wu et al. (2019) menciona que agentes quelantes
como el EDTA pueden alterar la permeabilidad de la membrana y generar falsos positivos
en las pruebas fenotipicas, lo que explicaria la mayor tasa de deteccion observada con
esta técnica. Por su parte Cassiano et al. (2022) en Brasil validan la importancia de la
prueba Carba NP, destacando que su alta sensibilidad permite diferenciar eficientemente
los tipos de carbapenemasas. En conjunto, estos hallazgos posicionan a las MBLs como

el desafio predominante para la terapia antimicrobiana en el contexto hospitalario.
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Figura 19
Prueba de Carba NP para la deteccion de carbapenemasas tipo D en Pseudomonas

aeruginosa

Nota. Ambos tubos conservan la coloracion inicial (rojo) tras dos horas de incubacion, lo
que confirma la ausencia de hidroélisis del imipenem. Este resultado se interpreta como
negativo para la produccion de carbepenemasas tipo D.

Figura 20
Prueba de Carba NP para la deteccion de carbapenemasas tipo B en Pseudomonas

aeruginosa

Nota. Se observa el viraje de color del tubo B de rojo a amarillo tras 30 minutos de
incubacion, mientras que el tubo A (control) permanece sin cambios. Este cambio de color
es sugerente a la presencia de carbepenemasas de tipo B.
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3.4 ldentificacion genotipica por PCR convencional de genes de resistencia en cepas
de Pseudomonas aeruginosa
Con el objetivo de confirmar la presencia de genes de resistencia asociados a
carbapenemasas, se realizé la identificacion genotipica mediante PCR convencional.
Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 8, donde se detalla el porcentaje de
cepas de Pseudomonas aeruginosa positivas para los genes blaxec (tipo A), blavim,

blaive, blanpwm (tipo B) y blaoxa-ss (tipo D).

Tabla 8
Analisis descriptivo de identificacion genotipica de carbapenemasas en cepas de
Pseudomonas aeruginosa

Identificacion Genotipica de Carbapenemasas
N Positivos %

Tipo de carbapenemasa Gen analizado
Tipo A blakec 37 0 0
blamp 37 25 67,6
Tipo B blavim 37 0 0
blanpom 37 0 0
Tipo D blaoxa-4s 37 0 0

Nota: Elaboracion propia

3.4.1 Deteccion del gen blakec en Pseudomonas aeruginosa
En este analisis, se observé que las 37 cepas evaluadas resultaron negativas para la
presencia del gen blakpc, evidenciando su ausencia en todas las cepas analizadas.
En la Figura 21 se muestran los resultados obtenidos para la amplificacion de dicho

gen.
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Figura 21
Electroforesis del producto de amplificacion del gen blakpc en cepas de
Pseudomonas aeruginosa

Nota. Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion del gen blakec (340pb) en
cepas de Pseudomonas aeruginosa. El carril E: marcador de peso molecular (100
pb), carril (+): control positivo (K. Pneumoniae ATCC BAA 2814), carril (-): control
negativo (P. aeruginosa ATCC 27853), carril B: blanco (master mix), carril A: agua,
los carriles 1 al 14 corresponden a las cepas de Pseudomonas aeruginosa negativas
para el gen blakec.

La ausencia del gen blakpc observada en este estudio coincide con lo reportado en
Brasil por Barth et al. (2025), quienes tampoco detectaron el gen blakpc en su
investigacion. Este hallazgo, sin embargo, contrasta con la realidad de otros paises
como Colombia y Chile, donde Remolina et al. (2021) y Tomas da costa et al. (2021)
reportaron prevalencias del 75% y 52,5% respectivamente. Esta marcada
heterogeneidad geografica se alinea con lo planteado por Chen et al. (2012), quienes
mencionan que paises como Estados Unidos, Grecia, Israel, Puerto Rico, Colombia
y la provincia de Zhejiang (China) son considerados zonas endémicas, mientras que

paises como Brasil, Argentina y Australia han reportado casos esporadicos.

A nivel nacional, estos resultados concuerdan con lo descrito por Mayta et al. (2021),
quienes no identificaron el gen blakpc en Pseudomonas aeruginosa, pero si

reportaron su presencia en Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. Estos hallazgos
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sugieren que, para el caso especifico de Pseudomonas aeruginosa, el gen blakpc no

es predominante en la region.

Aungue el gen blakpc no se detectd en las cepas de Pseudomonas aeruginosa
evaluadas, su circulacién activa en el mismo entorno hospitalario fue confirmada en
aislados de Klebsiella pneumoniae por Aguilar et al. (2025). Dado que las
carbapenemasas de clase A se asocian frecuentemente a elementos genéticos
moviles, la coexistencia de ambos patdgenos bajo la presion selectiva hospitalaria
representa un riesgo latente de transferencia horizontal (Salvador et al., 2021). En el
contexto nacional, Mayta et al. (2025) reportaron este gen en Pseudomonas
aeruginosa con una baja prevalencia (1,3%) en otras regiones. Por lo tanto, la
ausencia observada en este estudio podria atribuirse a esta baja prevalencia; sin
embargo, no se descarta la posible circulacion de otras variantes no reconocidas por
los primers empleados, o bien que la resistencia esté mediada por otras

carbapenemasas de clase A no incluidas en la investigacion.

En relacion con la deteccion de carbapenemasas tipo A mediante la prueba de
sinergia con acido borénico, se observo discrepancia entre los resultados fenotipicos
y los obtenidos por PCR. Mientras la prueba fenotipica evidencio la posible presencia
de esta enzima, la deteccion molecular confirmo su ausencia en la totalidad de las
cepas estudiadas. Esto fendomeno coincide con lo reportado por Elsherif et al. (2016)
en Egipto, quienes hallaron en sus resultados falsos positivos en la prueba de APB,
los cuales estaban asociados a cepas productoras de AmpC. Si bien Pasteran et al.
(2011) sefalan que este método posee una sensibilidad y especificidad del 97%,
advierten que las cepas hiperproductores de AmpC pueden generar falsos positivos
en la prueba. Al respecto, Tsakris et al. (2008) explican que la especificidad del

ensayo puede verse reducida, debido a que el &cido bordnico actia como un inhibidor
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inespecifico que bloquea tanto a las carbapenemasas de tipo A como a la
cefalosporinasa AmpC. Por lo tanto, los resultados fenotipicos positivos observados
en el presente estudio podrian ser atribuidos a la desrepresion de la AmpC
cromosOmica propia de Pseudomonas aeruginosa (Figura 22) y no a la presencia del

gen como tal.

Figura 22
Fenotipo compatible con la produccién de AmpC inducible en Pseudomonas
aeruginosa

Nota. La cepa PaeHAL 28 presenta un fenotipo compatible con la expresién de AmpC
inducible, utilizando imipenem como inductor y ceftazidima con
Piperacilina/Tazobactam como reveladores. El resultado se confirma por el
truncamiento o aplanamiento de los halos de inhibicion en los antibidticos
reveladores frente al disco inductor.

3.4.2 Deteccion del gen blaive en Pseudomonas aeruginosa
En la presente investigacion, el 67,6% (25) de las cepas analizadas resultaron positivas
para el gen blaive. Este hallazgo se sitla dentro de la tendencia de incremento nacional
reportada en estudios epidemioldgicos recientes, donde se observa un incremento
nacional desde el 17,3% (Mayta et al., 2021) hasta el 63,3% (Mayta et al., 2025). Si
bien existen diferencias en el alcance epidemioldgico y el disefio metodoldgico entre

un monitoreo nacional multicéntrico y el presente estudio, resalta que en el reporte de
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Mayta et al. (2025), Pseudomonas aeruginosa en la region de Cusco representaba solo
el 1,0% (4 asilamientos) del total de esta especie evaluada a nivel nacional (n = 418),
en los cuales el gen blaivp fue el Unico determinante identificado. En este sentido,
aunque nuestro porcentaje es numéricamente menor al 95,8% reportado por Salvador
et al. (2025) en un nosocomio de la capital, nuestros resultados expanden y refuerzan
la evidencia local con una muestra focalizada, ratificando que el gen blaimve constituye
el mecanismo de resistencia predominante en nuestro entorno. Estos datos se alinean
con lo descrito por la Organizacién Panamericana de la Salud (2020), la cual identifica
a este gen como el principal factor asociado a la resistencia a carbapenémicos en
Pseudomonas aeruginosa en el Perd, con reportes que alcanzan el 94%. De igual
manera, Tickler et al. (2022) corroboran esta tendencia al mencionar una aparente
endemicidad de clones de alto riesgo de Pseudomonas aeruginosa que albergan

variantes especificas del gen blajwe.

Clinicamente, estas metalo-f3-lactamasas inactivan casi la totalidad de los B-lactamicos
debido a su amplio espectro de hidrolisis (Giovagnario et al. 2023). Adicionalmente,
al localizarse en elementos genéticos moviles, suelen coexistir con otros genes de
resistencia, otorgando a Pseduomonas aeruginosa un perfil de multirresistencia
extendido frente a familias de no B-lactamicos, lo que conduce al fracaso terapéutico

en las infecciones intrahospitalarias (Elfadadny et al. 2023).

Por lo tanto, estos resultados aportan evidencia local que respalda la endemicidad de
las metalo-B-lactamasas de tipo IMP, consolidandose como el principal mecanismo de
resistencia a carbapenémicos en la poblacion bacteriana estudiada. La predominancia
de este gen conlleva implicaciones epidemioldgicas criticas, tales como favorecer su
circulacion activa entre diferentes aislamientos clinicos y servicios de hospitalizacion,

potenciar la transferencia horizontal de genes hacia otras cepas bacterianas y
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finalmente elevar el riesgo de aparicion de brotes intrahospitalarios bajo la presion

selectiva del nosocomio.

Por otro lado, se observaron discrepancias entre los resultados fenotipicos y
genotipicos, mientras que la prueba de sinergia con EDTA sugirio la presencia de
metalo-B-lactamasas en el 89,2 % de las cepas, la PCR confirm6 el gen blae en el
67,6%. Esta diferencia podria deberse a las limitaciones inherentes del EDTA, el cual
genera falsos positivos en bacilos no fermentadores como Pseudomonas aeruginosa
(Wu et al. 2019; Ting et al., 2009). Al ser un quelante inespecifico, el EDTA altera la
permeabilidad de la membrana externa y disminuye la expresion de la porina OprD;
estos efectos secundarios modifican el flujo del antibiético y simulan una inhibicion
enzimatica en ausencia del gen. Por lo tanto, este impacto inespecifico del quelante o
la posible presencia de otras metalo-p-lactamasas de clase B no incluidas en el estudio

explicarian los casos positivos por sinergia pero negativos en la PCR.

Por el contrario, la prueba Carba NP evidencid concordancia con el analisis molecular.
Al respecto, Dortet et al. (2012) mencionan que la prueba Carba NP presenta una
especificidad del 100% y una sensibilidad del 94,4%, consolidandose como una opcion

confiable y rapida especialmente en entornos con recursos limitados.

Finalmente, la confirmacidn genotipica se validd mediante electroforesis en gel de
agarosa. Los fragmentos amplificados mostraron concordancia con el tamario esperado
(232pb) al realizar la comparacién con el marcador de peso molecular y el control
positivo (Figuras 23 al 28). Los resultados detallados se presentan en las Tablas 9 al

14.
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Figura 23
Electroforesis del producto de amplificacion del gen blae en cepas de Pseudomonas
aeruginosa

Nota. Electroforesis en gel de agarosa para la deteccién del gen blaiwe (232 pb). El carril
E: marcador de peso molecular de 100 pb, carril (+): control positivo (E. coli NCTC
13476), carril (-): control negativo (P. aeruginosa ATCC 27853), carril B: blanco
(master mix), carril A: agua, carriles (1, 2,5, 6, 7, 8,9, 11y 13): corresponden a cepas
de Pseudomonas aeruginosa positiva para el gen blaiwp, carriles (3, 4, 10, 12 y 14):
corresponden a cepas de Pseudomonas aeruginosa negativas para el gen.

Tabla 9
Calibracion de la resolucién de bandas del marcador molecular de electroforesis
para el primer gel blap

PRIMER GEL
Cero Migracién Migracién - Tamafo banda Tamafio de la
banda (px) Cero (Kb) banda (pb)
89.14 174.14 85 1.2 1200
89.14 220.14 131 1.1 1100
89.14 255.14 166 1.0 1000
89.14 266.14 177 0.9 900
89.14 276.14 187 0.8 800
89.14 292.14 203 0.7 700
89.14 306.14 217 0.6 600
89.14 321.14 232 0.5 500
89.14 340.14 251 0.4 400
89.14 363.14 274 0.3 300
89.14 395.14 306 0.2 200
89.14 435.14 346 0.1 100
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Figura 24
Ecuacion para la estimacion de la medicion de bandas amplificadas en el primer gel blajwe

2
1.5 y= 4.4066e0-01x
2 _
o R<=0.9202
1 “.®
[ ]
..'... ®
0.5 2.0
9.
...
Q... ®
0
0 50 100 200 250 300 350 400
Tabla 10
Estimacion de bandas amplificadas del gen blaive en Pseudomonas aeruginosa (Gel 1)
MARCADOR MARCADOR
DE PESO CARRILES DE PESO
MOLECULAR MOLECULAR
CONTROLES
MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRRIL CARRIL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
E *) o) B A PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL E
o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1 12 13 14
Tamafio en
pé’:'gzl(s:) - 382.362 - - - 382.100 383.980 - 382.763 385.71 383.636 383.57 383.22 - 383.361 - 383.217 - -
agarosa
Ecuacion
y = aeh - 0.23244 - - - 0.23539 0.23100 - - 0.23383 0.22704 0.23180 0.23119 0.23227 - 023244 - 0.23277 - -
Medida de
bandas en - 232 - - - 235 231 - - 234 227 232 232 233 - 232 - 233 - -
pb

66



Figura 25
Electroforesis del producto de amplificacion del gen blawe en cepas de Pseudomonas
aeruginosa

Nota. Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion del gen blayve (232 pb). El
carril E: marcador de peso molecular (100 pb), carril (+): control positivo (E. coli
NCTC 13476), carril (-): control negativo (P. aeruginosa ATCC 27853), carriles
(15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 29, 30): corresponden a cepas de
Pseudomonas aeruginosa positiva para blaive, carriles (21, 27 y 28): corresponden
a cepas de Pseudomonas aeruginosa negativas para blaive

Tabla 11
Calibracion de la resolucion de bandas del marcador molecular de
electroforesis para el segundo gel blaivp

SEGUNDO GEL

Cero Migracion Migracion -  Tamafio lerrt\)zr:]c()jge

banda (px) Cero banda (Kb) (pb)
45.71 100.70 54.99 1.2 1200
45.71 131.70 85.99 1.1 1100
45.71 153.70 107.99 1 1000
45.71 160.70 114.99 0.9 900
45.71 167.70 121.99 0.8 800
45.71 177.70 131.99 0.7 700
45.71 186.70 140.99 0.6 600
45.71 197.70 151.99 0.5 500
45.71 210.70 164.99 0.4 400
45.71 227.70 181.99 0.3 300
45.71 247.70 201.99 0.2 200
45.71 270.70 224.99 0.1 100
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Figura 26
Ecuacion para la estimacion de la medicion de bandas amplificadas en el segundo gel blave
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Tabla 12

Estimacion de bandas amplificadas del gen blavp en Pseudomonas aeruginosa (Gel 2)

MARCADOR
CARRILES DE PESO
MARCADOR MOLECULAR
DE PESO CONTROLES
MOLECULAR MUESTRA MUESTRA ~ MUESTRA ~ MUESTRA ~ MUESTRA  MUESTRA MUESTRA MUESTRA ~ MUESTRA ~ MUESTRA  MUESTRA  MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
E *) o PaeHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PagHAL PaeHAL PaeHAL PagHAL PaeHAL PaeHAL PaeHAL PagHAL PagHAL PaeHAL PagHAL PaeHAL E
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Tamafio en
pixeles (px)
del gel de
agarosa - 240.67 - 241.30 240.57 239.529 239.50 239.46 240.425 - 240.36 241.32 242.249 241.25 222.68 240.104 239.65 -
Ecuacion
y = a.ebx - 0.23216 - 0.22998 0.23252 0.23617 0.23628 0.23641 0.23301 - 0.23326 0.22991 0.22672 0.23015 0.23388 - - 0.23414 0.23557
Medida de
bandas en - 232 - 230 233 236 236 236 233 - 233 230 226 230 234 - 234 236 -
pb
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Figura 27
Electroforesis del producto de amplificacion del gen blaivp en cepas de Pseudomonas
aeruginosa

Nota. Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion del gen blaive (232pb) en cepas
de Pseudomonas aeruginosa. El carril E: marcador de peso molecular de 100 pb, carril
(+): control positivo (E. coli NCTC 13476), carril (-): control negativo (P. aeruginosa
ATCC 27853), carriles (31, 34, 36): corresponden a cepas de Pseudomonas aeruginosa
positivas para blave, carriles (32, 33 y 35): corresponden a cepas de Pseudomonas
aeruginosa negativa para blajvp

Tabla 13
Calibracion de la resolucion de bandas del marcador molecular de electroforesis
para el tercer gel blawp

TERCER GEL
Cero Migracion Migracion -  Tamafio =~ Tamafio de la
banda (px) Cero (px) banda (Kb) banda (pb)
41.94 103.94 62.00 12 1200
41.94 137.94 96.00 11 1100
41.94 163.94 122.00 1.0 1000
41.94 170.94 129.00 0.9 900
41.94 178.94 137.00 0.8 800
41.94 186.94 145.00 0.7 700
41.94 199.94 158.00 0.6 600
41.94 211.94 170.00 0.5 500
41.94 227.94 186.00 0.4 400
41.94 244,94 203.00 0.3 300
41.94 267.94 226.00 0.2 200
41.94 296.94 255.00 0.1 100
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Figura 28
Ecuacion para la estimacion de la medicién de bandas amplificadas en el tercer gel blajwp
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Tabla 14
Estimacion de bandas amplificadas del gen blawp en Pseudomonas aeruginosa (Gel 3)

MARCADOR
CARRILES DE PESO
MARCADOR MOLECULAR
DE PESO CONTROLES
MOLECULAR
MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA
31 32 33 34 35 36 37
CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL CARRIL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 19 20
3 *) @) PaeHAL31 PaeHAL32 PaeHAL33 PaeHAL34 PaeHAL35 PaeHAL36 PaeHAL37 E
Tamafio en
pixeles (px) del 266.614 - 265.80 - - 265614 - 222.761
gel de agarosa
Ecuacion y =
bx 0.23166 - 0.23412 - - 0.23469 0.23356
a.e”
Medida de 232 234 - - 235 - 234

bandas en pb
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3.4.3 Deteccion del gen blavim en Pseudomonas aeruginosa
De las 37 muestras analizadas mediante PCR el 100% de las cepas resultaron
negativas, lo que confirma la ausencia de este gen. En la Figura 29 se observan los

resultados obtenidos:

Figura 29
Electroforesis del producto de amplificacién del gen blaviv en cepas de
Pseudomonas aeruginosa

Nota. Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion del gen blavim (390pb) en
cepas de Pseudomonas aeruginosa. Carril E: marcador de peso molecular de 100 pb,
carril (+): control positivo (K. pneumoniae NCTC 13440), carril (-): control negativo
(P. aeruginosa ATCC 27853), B: Blanco (master mix), A: agua, carriles (1 al 14):
corresponden a cepas de Pseudomonas aeruginosa negativas al gen blayim

Respecto al gen blaviv, los hallazgos de esta investigacion difieren con lo reportado
por Martinez et al. (2023) en México y Tomas da Costa et al. (2021) en Chile, quienes
registraron prevalencias del 59,6% y 47,5%, respectivamente. En el contexto
nacional, la frecuencia es notablemente menor; Angles et al. (2020) reportaron
apenas un 4,8% de cepas portadoras, mientras que Mayta et al. (2021) reporté un
7,0% de positividad, registrando ademéas la primera co-existencia de los genes

blaive/blavim en el Peru (7,6%).

Si bien estudios mas recientes como el de Mayta et al. (2025) muestran un incremento
en la deteccién del gen blavim (15%) y de la asociacion blae/blaviv (19%) a nivel

multiregional, es importante destacar que ninguno de estos casos fue reportado para
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la regién Cusco. Estos valores evidencian una presencia emergente del gen en el pais;
no obstante, segun Hong et al. (2015) y Matsumura et al. (2017), las variantes del
gen blaviv se encuentran distribuidas principalmente en Europa y Africa. En base a
esta informacion, es posible inferir que aunque existe una tendencia al ascenso
nacional, la distribucion de este gen en la zona sur del pais sigue siendo limitada.
Esto explicaria la ausencia del gen en las cepas analizadas. No obstante, no se
descarta la presencia de otros genes de resistencia poco comunes de la clase B que

no fueron objeto de estudio en esta investigacion.

Deteccion del gen blanom en Pseudomonas aeruginosa
La deteccion correspondiente al gen blanowm evidencid que la totalidad de las muestras
procesadas fueron negativas (100%), este resultado refleja la ausencia de este gen

(Figura 30).

Figura 30
Electroforesis del producto de amplificacion del gen blanom en cepas de
Pseudomonas aeruginosa

Nota. Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion de gen blanpm (512pb) en
cepas de Pseudomonas aeruginosa. El carril E: marcador de peso molecular de
100pb, carril (+): control positivo (K. pneumoniae ATCC BAA 2146), carril (-):
control negativo (P. aeruginosa ATCC 27853), carril B: blanco (master mix), carril
A: Agua, carriles (1 al 14): corresponden a cepas de Pseudomonas aeruginosa
negativa para blanpwm.

Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con lo reportado por

Remolina et al. (2021) en Chile, quienes tampoco detectaron cepas portadoras del
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3.4.5

gen blanpm. En contraste, Mayta et al. (2021) reportaron la presencia de este gen en
el Per(, describiendo una mayor frecuencia en Klebsiella pneumoniae distribuida en
6 regiones del pais, siendo Cusco una de ellas; asimismo, evidenciaron una
proporcién significativamente menor en aislados de Pseudomonas aeruginosa
(1,1%). Para el afio 2025, el mismo autor reportd un ligero incremento (1,7%) de
cepas portadoras en Pseudomonas aeruginosa, manteniendo un marcado predominio
dentro del grupo de los Enterobacterales. En esa misma linea, Angles et al. (2020) en
el Per( informaron que, dentro del grupo de las Enterobacterias, el gen blanpm

predominaba, no habiendo detectado su presencia en Pseudomonas aeruginosa.

De acuerdo con Wu et al. (2019), paises como Egipto, India, Pakistan y Serbia
presentan una alta la prevalencia de cepas portadoras del gen blanom; mientras tanto,
en Sudamérica, aunque se ha documentado su presencia, la frecuencia suele ser
inferior. Esta distribucion geogréafica, sugiere que su ausencia en el presente estudio
podria deberse a la baja circulacion local. Si bien esta demostrado que el gen blanpm
circula en la region Cusco, su presencia se concentra mayoritariamente en los
Enterobacterales, lo que indicaria que este mecanismo de resistencia aun no se ha

diseminado de manera significativa a Pseudomonas aeruginosa.

Deteccion del gen blaoxa-4s en Pseudomonas aeruginosa
El anélisis molecular mediante la técnica de PCR para la identificacion del gen
blaoxa-4g evidencid que la totalidad de las muestras (100%) fueron negativas. Como

se observa en la Figura 31.
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Figura 31
Electroforesis del producto de amplificacion del gen blaoxa-ss €n cepas de
Pseudomonas aeruginosa

Nota. Electroforesis en gel de agarosa para la deteccion del gen blaoxa-4s (281 pb) en
cepas de Pseudomonas aeruginosa. carril E: marcador de peso molecular de 100pb,
carril (+): control positivo (E. coli ATCC BAA 2523), carril (-): control negativo (P.
aeruginosa ATCC 27853), carril B: blanco (master mix), carril A: agua, carriles (1 al
14): corresponden a cepas de Pseudomonas aeruginosa negativas para el gen blaoxa-as

Este hallazgo evidencia que ninguna de las 37 cepas estudiadas porta el gen blaoxa-zs,
Al respecto Boyd et al. (2022) mencionan que este gen raramente se ha identificado
en Pseudonomas aeruginosa. De igual manera, Espinoza & Esparza (2021) indican
que, hasta la fecha se han reportado pocos casos de carbapenemasas tipo OXA en esta
especie. Esta informacidn es respaldada a nivel nacional por el estudio de Mayta et al.
(2025), quienes tampoco hallaron cepas de Pseudonomas aeruginosa portadoras de
genes tipo OXA. A partir de esta informacion, podriamos mencionar que la ausencia
de este gen en el presente estudio puede deberse a la baja prevalencia en el entorno

local.

No obstante, Calvo & Lopez (2022), sefialan que las carbapenemasas tipo OXA-48
en Pseudomonas aeruginosa son prevalentes en regiones como Turquia, el Norte de
Africa y Europa y es la mas comun en Espafia, particularmente en hospitales con
pacientes transferidos desde estas zonas endémicas. Por lo tanto, la marcada
distribucion geografica del gen explicaria la ausencia de cepas positivas en nuestro

entorno.
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CONCLUSIONES

1. Las 37 cepas proporcionadas por el Hospital Antonio Lorena se identificaron como
Pseudomonas aeruginosa. El 86,5% (32/37) fueron resistentes a Imipenem y
Meropenen. Asi mismo las cepas presentaron resistencia a Ceftazidima/Avibactam
(83,8%), Ceftazidima (81,1%), Tobramicina (78,4), Cefepime (70,3%),
Piperacilina/Tazobactam (70,3%), Ciprofloxacino (13,5%) y Levofloxacino (16,2%).

2. Mediante pruebas fenotipicas se identificaron que las cepas de Pseudomonas
aeruginosa presentan Carbapenemasas tipo A (sinergia con acido boroénico) el 18,9%
y Carbapenemasas tipo B (sinergia con EDTA) el 89,2%. Para Carbapenemasas tipo
D (Carba NP) el 100% resultaron negativas, siendo estas cepas productoras de Metalo-
B-lactamasas.

3. Por PCR convencional las cepas Pseudomonas aeruginosa se logro identificar el

67,6% al gen blave. No se detectaron los genes blakpc, blaviv, blanom y blaoxa-ss.
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RECOMENDACIONES

1. Promover por parte de las instituciones de investigacion, la ejecucion de estudios

de secuenciacion genética en aislados de Pseudomonas aeruginosa con perfiles
de multirresistencia, con la finalidad de identificar y caracterizar nuevos
mecanismos de resistencia.

Desarrollar programas de vigilancia continua de los perfiles de resistencia de
Pseudomonas aeruginosa a cargo de las unidades de vigilancia epidemioldgica,
mediante el monitoreo sistematico en los distintos centros hospitalarios de la
region.

Se sugiere a los futuros investigadores incluir en sus estudios el anélisis de otros
genes de resistencia que no fueron analizados en este estudio, tales como blaper 0
blaces.

Asimismo, se recomienda la implementacion de estudios de tipificacion molecular
en futuras investigaciones. Esto permitira determinar la relacion clonal entre cepas

y analizar patrones de diseminacion hospitalaria.
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Anexo 1: Casuistica de las 37 cepas de Pseudomonas aeruginosa

Prueba
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2 1864-SEC  PacHALO2 M 54 Traumatologia T'?S{;dgi';gl ) ) ) ) A ) ) )
Medicina Secrecion De
3 325-SEC PaeHALO3 M 33 \Varones Herida (+) +) () ) O] O] O] ()
4 2-SEC PaeHAL 04 M 56 Traumashock ’?f:(;[fa‘: (+) +) 6 0 6 6 @ 6
5  1855-SEC  PaeHALO05 M 38 ucl '.?‘f;’(;[]afa? ) +) ®) +) O @) 6] 0
6  324-SEC  PaeHAL 06 M 18 UCIN '.?‘f;’(;[]aeda‘; 0 ) ©) +) 6 @ 6 O
7 1827 - SEC PaeHAL 07 M 53 Infectologia Esputo ) (+) ) (+) ) ) () O]
8  1706-SEC  PaeHAL 08 F 32 Emergencia S’Ter‘;rgjé‘;’l‘ 0 ) ©) *) 6 e 6 O
9  1784-SEC  PaeHAL 09 M 45 UCIN '.?‘?;’;Lafa‘; ©) ) ©) *) 6 ® @ O
10 1565 - SEC PaeHAL 10 M 67 Neumologia Esput_q (+) +) ) ) ) ) ) Q)
Medicina Secrecion
11 275-SEC  PaeHAL 11 F 43 Mujores Pared ) +) 0 *) 6 6 6 6
Abdo_minal
12 30 - SEC PaeHAL 12 M 61 Traumatologia QZ%Z‘?:I 0 +) ©) ¢ 6 ) @ ¢
L Secrecion
13 1438 - SEC PaeHAL 13 M 9 Pediatria Bronqg[al ) ) ) ) ) “) ) )
14  1541-SEC  PaeHAL14 M 53 Neurocirugfa STer‘;r;S:;? +) +) ®) ®) 0] 0] 6 6
15  1563-SEC  PaeHAL 15 F 58 ucl ?f:(;{fa? 6 +) 6 +) 6 @ @ O
16 270 - SEC PaeHAL 16 M 52 Emergencia Esputo ) +) ) +) ) ) ) O]
17  1768-SEC  PaeHAL 17 M 51 ucl bror']‘cao‘;?sgol ar ©) *) ©) *) 6 @ @ O
18 1510-SEC  PaeHAL18  F 68 ucl STer‘;r;S:;? “) +) “ (+) ¢ ¢ ¢ ©)
19  1485-SEC  PaeHAL 19 F 65 ucl STer‘;r;S'e‘;? ©) +) 6 +) 6 @ @ @)
20 1437 - SEC PaeHAL 20 M 37 Emerge_ncia Esput_q ) €] “) ) ) “) ) )
21  1518-SEC  PaeHAL 21 M 40 '\\"/3?(')?::‘ E?SLZCJ?Q +) +) 6 ©) @ 6 6 ¢
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Prueba

Cadigo Caédigo de Tipo de Prueba con Carba PCR
N° Hospitalari Estudi Sexo Edad Procedencia Muestr de APB- EDTA NP-Tipo
ospitalario studio uestra Tipo A Tmoé D blaime blanom blavim blaxec blaoxa-48
22 1513-SEC  PaeHAL 22 M 78 Emergencia QZ‘;‘;%‘:;I 0 +) ¢ +) ) @ 6 ¢
23 3686 - URO PaeHAL 23 F 53 UCIN Orina O] (+) () (+) ) O] ) O]
Aspirado
24 51 - SEC PaeHAL 24 M 47 ucl Traqueal O] +) ) (+) O] O] O] ()
. Secrecion
25 21 - SEC PaeHAL 25 M 22 Emergencia Endotrac;ueal () ) ) (+) ) ) Q) Q)
Secrecion
26 1229 - SEC PaeHAL 26 M 59 ucl Bronquial ) +) () (+) O] ) O] O]
Cirugia Secrecién De
27 1297 - SEC PaeHAL 27 M 62 Varo%es lleostomia ) ) O] ) O] -) ) )
Aspirado
28 1380 - SEC PaeHAL 28 M 72 ucl Traqueal () +) ) () ) O] ) )
Liquid
29  1381-SEC  PaeHAL 29 F 76 UCIN o e::‘tg'n :al ©) *) 6 +) 6 @ 6 6
Secrecion
30 1227 - SEC PaeHAL 30 F 29 ucl Intraabdomina ) +) ) +) ) ) “) )
|
Liquido
31 1313 - SEC PaeHAL 31 F 30 ucl Peritoneal 6 +) () (+) ) O] O] )
Cirugia Secrecion
32 1391 - SEC PaeHAL 32 F 57 Mujeres Abdominal +) (+) ) () O] O] O] O]
Cirugia .
33  2733-URO PaeHAL 33 F 51 Mujeres Orina ¢) () ) () ) ) ) O]
Cirugia .
34  2670-URO PaeHAL34 F 50 Mujeres Orina ¢) (+) () +) ) ) ) O]
Secrecion
35  1540-SEC PaeHAL35 F 24 UCIN Traqueal ) +) ) () ) O] O] )
Aspirado
36 1379-SEC PaeHAL36 M 72 UCI Traqueobrong ) +) ) +) ) ) ) )
uial
Medicina
37 1374 - SEC PaeHAL37 M 40 \arones Esputo (+) (+) () ) ) O] ) O]

NOTA. (+): POSITIVO, (-): NEGATIVO
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Anexo 2: Caracteristicas morfologicas de la Pseudomonas aeruginosa

N° CODIGO COLOR BORDE FORMA ELEVACION SUPERFICIE CONSISTENCIA
1 PaeHALO1 Crema Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
2 PaeHALO2 Verde amarillento Entero Circular Plana Lisa Cremosa
3 PaeHALO3 Verde amarillento Entero Ovalada Plana Lisa Cremosa
4 PaeHAL 04 Verde amarillento Entero Ovalada Plana Lisa Cremosa
5 PaeHAL 05 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
6 PaeHAL 06 Verde amarillento Entero Ovalada Plana Lisa Cremosa
7 PaeHAL 07 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
8 PaeHAL 08 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
9 PaeHAL 09 Crema Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
10 PaeHAL 10 Verde Entero Ovalada Plana Lisa Cremosa
11 PaeHAL 11 Verde amarillento Entero Ovalada Ligeramente elevada Lisa Cremosa
12 PaeHAL 12 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
13 PaeHAL 13 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
14 PaeHAL 14 Verde amarillento Entero Ovalada Ligeramente elevada Lisa Cremosa
15 PaeHAL 15 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
16 PaeHAL 16 Verde amarillento Entero Ovalada Ligeramente elevada Lisa Cremosa
17 PaeHAL 17 Verde amarillento Entero Circular Plana Lisa Cremosa
18 PaeHAL 18 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
19 PaeHAL 19 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

20 PaeHAL 20 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

21 PaeHAL 21 Verde amarillento Entero Circular Plana Lisa Cremosa

22 PaeHAL 22 Verde amarillento Entero Ovalada Ligeramente elevada Lisa Cremosa

23 PaeHAL 23 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

24 PaeHAL 24 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

25 PaeHAL 25 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

26 PaeHAL 26 Verde amarillento Ondulado Irregular Plana Lisa Cremosa

27 PaeHAL 27 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

28 PaeHAL 28 Crema Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

29 PaeHAL 29 Verde amarillento Entero Circular Plana Lisa Cremosa

30 PaeHAL 30 Verde amarillento Entero Ovalado Ligeramente elevada Lisa Cremosa

31 PaeHAL 31 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

32 PaeHAL 32 Verde Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

33 PaeHAL 33 Verde Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

34 PaeHAL34 Verde Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

35 PaeHAL35 Verde amarillento Entero Circular Ligeramente elevada Lisa Cremosa

36 PaeHAL36 Verde amarillento Entero Ovalada Plana Lisa Cremosa

37 PaeHAL37 Verde amarillento Ondulado Irregular Ligeramente elevada Lisa Cremosa
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Anexo 3: Diferenciacion bioquimica

N° Cédigo TSI LIA M | (@] Citrato Urea Oxidasa Fluorescencia Crecéllr;’lénto a Fzrmentamon Id_ent|f_|cap 1on
e Lactosa microbioldgica

1 PaeHALO1 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
2 PaeHALO2 KIK KK ) (= ) (+) ) (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
3 PaeHALO3 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
4 PaeHAL 04 KIK KK () (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
5 PaeHAL 05 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
6 PaeHAL 06 KIK KK ) (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
7 PaeHAL 07 KIK KK #) () ®) (+) ) (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
8 PaeHAL 08 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
9 PaeHAL 09 KIK KK ) () &) (+) O] (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
10 PaeHAL 10 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
11 PaeHAL 11 KKK KK () () &) (+) O] (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
12 PaeHAL 12 KIK KK ) () ) (+) ) +) ) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
13 PaeHAL 13 KIK KK ) (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
14 PaeHAL 14 KIK KK ) () ) (+) O] (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
15 PaeHAL 15 KIK KK ) (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
16 PaeHAL 16 KIK KK ) () &) (+) O] (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
17 PaeHAL 17 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
18 PaeHAL 18 KIK KK () () #) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
19 PaeHAL 19 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
20 PaeHAL 20 KIK KK ) (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
21 PaeHAL 21 KIK KK ) () &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
22 PaeHAL 22 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
23 PaeHAL 23 KIK KK ) () &) (+) ) (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
24 PaeHAL 24 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
25 PaeHAL 25 KIK KK ) (= &) (+) ) (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
26 PaeHAL 26 KIK KK ) (= &) (+) ) +) ) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
27 PaeHAL 27 KIK KK ) (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
28 PaeHAL 28 KIK KK ) () &) (+) ) (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
29 PaeHAL 29 KIK KK ) (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
30 PaeHAL 30 KIK KK ) () ) (+) O] (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
31 PaeHAL 31 KIK KK ) (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
32 PaeHAL 32 KKK KK () () &) (+) O] (+) (+) (+) ) Pseudomonas aeruginosa
33 PaeHAL 33 KIK KK () () &) (+) ) ) ) ) ) Pseudomonas aeruginosa
34 PaeHAL34 KIK KK ) (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
35 PaeHAL35 KIK KK () () &) (+) ) ) +) +) ) Pseudomonas aeruginosa
36 PaeHAL36 KIK KK ) (= &) (+) O] (+) (+) (+) O] Pseudomonas aeruginosa
37 PaeHAL37 KKK KK ) (0 (+) () (+) (+) (+) () Pseudomonas aeruginosa

Nota. (+): POSITIVO, (-): NEGATIVO, K: ALCALINO 97



Anexo 4: Antibiograma de cepas Pseudomonas aeruginosa

ATM FEP MEM IPM CIP CZA CAZ TZP LEV TOB AMK
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ATM: Aztreonam; FEP: Cefepime; MEM: Meropenem; CIP: Ciprofloxacino; CZA: Ceftazidima/Avibactam; IPM: Imipenem; CAZ: Ceftazidima;

TZP: Piperacilina/Tazobactam; LEV: levofloxacino; TOB: Tobramicina; AMK: Amikacina.

99



Anexo 5: Aprobacion Bioética del Proyecto por el CBI-UNSAAC
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Anexo 6: Autorizacién del Hospital Antonio Lorena

101



Anexo 7: Protocolo de preparacion de las soluciones de la Prueba Carba NP

Preparacion de Soluciones

e Solucidn A (Solucion de trabajo): Se prepara afiadiendo rojo de fenol (0.05%)
y ZnS04.7H20 (0.1 mmol/L). El pH debe ajustarse a 7.8 £+ 0.1, Esta solucion
se almacena a 4°C en frascos ambar.

e Solucidon B (Solucién con antibidtico): Se prepara de forma extemporanea
(fresca) afiadiendo 12 mg/mL de imipenem-cilastatina (forma inyectable) a la
Solucion A. Esta concentracion compensa el componente de cilastatina,
equivaliente a 6 mg/mL de imipenem puro. Mantener a 4°C hasta su uso.

e Solucién C (Buffer de lisis): Preparacion interna compuesta por Tris-HCI 20

mmol/L y Triton X-100 al 0.1%.

Fuente: Rudresh et al. 2017
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