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RESUMEN Reyes

El estudio de las bacterias patdgenas es un reto hoy dia, ya que son los microorganismos mas
implicados en las infecciones intrahospitalarias, lo cual representa un problema sanitario grave, entre
ellas estan Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
baumanni; las mismas suelen encontrarse con mayor incidencia en las areas de cirugia, debido a que
se trabaja con cortes de piel; tal es el caso en la correccion del Mielomeningocele (MMC), e alli la
importancia de su estudio. El MMC es una malformacion congénita, que corresponde a un defecto en
el desarrollo de las apofisis laminares, las que no se unen en la linea media para formar una apdfisis
espinosa Unica, una de las malformaciones asociadas con esta, es la hidrocefalia (80%), desorden
hidrodinamico del liquido cefalorraquideo (LCR). Por tal, el objetivo de la presente investigacion fue:
Determinar las bacterias patdgenas en recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia que
asistieron al servicio de Neurocirugia del Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes. La
misma, fue de tipo analitica, el disefio fue de campo y de laboratorio, contemporaneo y transeccional,
ademas de multivariante. La identificacion de las bacterias patdgenas se realiz6 a través de las
pruebas bioquimicas, un cultivo y antibiograma de liquido cefalorraquideo e hisopado de piel displasica
en nifilos recién nacidos con MMC e hidrocefalia. Segun los resultados obtenidos, se logrdé concluir
que, de las 10 muestras de LCR estudiadas en los recién nacidos, solo 2 muestras (20%) presentaron
crecimiento de bacterias Gram positivas (Streptococcus spp a-hemolitico), en cuanto al hisopado de
piel displasica, 5 muestras (50%), evidenciaron crecimiento de bacterias Gram negativas (Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli); ademas no se observé correspondencia
del Gram entre las muestras de LCR e hisopado de piel displasica; lo cual representa un gran hallazgo
en este tipo de investigacion, con la que se avanza en el conocimiento sobre los microorganismos que
puedan estar asociados con este tipo de condicién médica.

Palabras Clave: Bacterias patdgenas, mielomeningocele, hidrocefalia, recién nacidos.
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INTRODUCCION

Antecedentes del Problema

Las anomalias congénitas del sistema nervioso central (SNC)
constituyen la expresion de un trastorno de origen genético o adquirido, el
sistema nervioso se origina del ectodermo primitivo, del que también deriva la
epidermis’. Las tres capas germinativas son el ectodermo, el endodermo y el
mesodermo, que se desarrollan en la 32 semana de vida embrionaria. El
endodermo, sobre todo la capa notocordal y, el mesodermo intraembrionario,
inducen al ectodermo suprayacente a desarrollar la placa neural. Un fallo en
esta induccion normal se propone como la causa de la mayor parte de los
defectos del tubo neural?.

Las principales consecuencias del defecto del tubo neural: espina bifida
oculta, meningocele, mielomeningocele, anencefalia, sinus pilonidal,
siringomielia, diastematomielia, lipoma del cono medular'y raquisquisis?.

Este trabajo estard basado en una de las formas mas grave de los
disrafismos de la columna vertebral, el Mielomeningocele (MMC), reconocida
como una malformacién congénita, que corresponde a un defecto en el
desarrollo de las apdfisis laminares, que no se unen en la linea media para
formar una apofisis espinosa uUnica, con distensién quistica de las meninges
y anormalidades estructurales o funcionales de la medula espinal o la cauda
quina secundarias®.

Una de las malformaciones asociadas con MMC, es la hidrocefalia (80%),
desorden hidrodinamico del liquido cefalorraquideo, bien sea en la
reabsorcion o produccion, lo que conlleva a un aumento de su volumen,
dando como resultado la dilatacién de los ventriculos?.

Esta investigacion se sustentd en la aproximacion teérica sobre el
SNC, durante el desarrollo embrionario se produce el cierre del tubo neural,

los defectos del mismo ocurren como consecuencia de alteraciones en su
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cierre, los cuales se pueden dar a nivel cerebral y a nivel de columna
vertebral que presenta la espina bifida, defecto congénito que, se produce
cuando la columna vertebral y la médula espinal no se forman
correctamente®. Cabe acotar que, existen varios tipos de espina bifida como:
espina bifida abierta o0 quistica, meningocele, lipomeningocele,
mielomeningocele y espina bifida oculta®.

Una vez realizada la descripcion del evento de estudio, desde los
aspectos relacionados con la definicion, la fundamentacion teorica y la
situacién actual; es conveniente referir las razones que justificaron esta
investigacion. Hurtado®, refiri6 que una investigacién se realiza porque
existen razones o un por qué; atendiendo a aspectos como necesidades,
motivaciones, intereses, inquietudes y preocupaciones.

La razon que impulsa a realizar este trabajo de investigacion es la de
preocupacion, segun estudios recientes, la incidencia mundial de los
defectos del tubo neural oscilan entre 1-8 casos por cada 10.000 nacidos
vivos pero, esta cifra ha venido aumentando en los Ultimos afos,
especificamente en individuos caucdsicos pertenecientes a niveles
socioecondémicos bajos, la incidencia de casos se refleja en una variacion
geografica determinada. Asi, la incidencia mas alta se encuentra en Gales,
seguida de México y las mas bajas en la costa oeste de Estados Unidos.

Un estudio espafol de malformaciones congénitas reporté que, cada dia
nacen en el mundo 400.000 nifilos con un defecto del tubo neural, en Espafia
1 de cada 100 nifios nacidos presentan una malformacién congénita de este
tipo y la mitad son nifios con espina bifida, ademas reportan que un 40% de
la poblaciéon general tiene espina bifida oculta®. Por otra parte, la Asociacion
Venezolana de espina bifida para el afio 2005, describié que la incidencia del
defecto del tubo neural en Venezuela es de 1,8% por 100 nacidos vivos,

correspondiendo en un 50% a casos de espina bifida, lo cual equivale a un
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promedio de 500 casos nuevos cada aflo con mortalidad del 5.9%, los
primeros meses de vida®.

En vista de lo expuesto anteriormente y considerando que la incidencia de
casos relacionados con defectos del tubo neural asociados a un incremento
de la mortalidad infantil por esta causa, representan un problema de salud
publica a nivel mundial, se estructurd ésta investigacion; el hecho de analizar
la deteccion e identificacion de bacterias patdgenas, en recién nacidos con
mielomeningocele e hidrocefalia, a pesar de que estudios anteriores no han
demostrado significancia estadistica entre estas variables, lo hizo aun més
interesante,  proporcionando datos relevantes para  posteriores
investigaciones.

Esta investigacion tiene como alcance identificar las bacterias patégenas
en recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia.

En cuanto a los alcances de la investigacion, Herndndez, Fernandez y
Batista®, denotan aspectos importantes tales como: la disponibilidad de
recursos financieros, humanos y materiales, sin los cuales se podrian
presentar inconvenientes a la hora de llevar cabo el estudio. En tal sentido,
se identificaron como posibles factores limitantes el alto costo de los
materiales y reactivos, los cortes de luz eléctrica, transporte publico e

internet.

El Problema

Una vez descrita la situacion actual del problema de estudio, la
investigadora formula el siguiente enunciado holopraxico:
¢, Cual es la relacion de correspondencia entre la deteccion e identificacion de

bacterias patdégenas en recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia
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que asistieron al Instituto Autdbnomo Hospital Universitario de Los Andes
desde Enero de 2019 hasta Marzo de 2021?

Antecedentes Teodricos

Para sustentar este estudio, fue pertinente considerar algunos
antecedentes o trabajos sobre el evento, los cuales permitieron
contextualizar el problema y facilitaron su enfoque en términos de las
acciones validas para abordarlo. Por consiguiente, se presentan algunos
trabajos previos, antecedentes historicos. También, las aproximaciones
tedricas que proporcionaron una referencia general del problema de
investigacion, con una descripcion concisa de elementos conceptuales utiles

para su fundamentacion.

Trabajos previos

Los trabajos previos de la investigacion estan referidos a los
conocimientos obtenidos a través de estudios rigurosos, sistematicos y
organizados en relacién con una tematica en particular, en este caso, se
realiz6 una revision bibliohemerografica y electrénica orientada a la
busqueda de estudios similares referidos a identificar las bacterias patdogenas
en recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia entre los cuales se
citan:

Morel Salado, Ilvana Priscila en el 2019 publicaron su articulo original
titulado “Germen aislado en neonatos diagnosticados con defecto del tubo
neural en la unidad de neonatologia del Hospital Infantil Dr. Robert Reid
Cabral. Abril 2019-septiembre”. El objetivo fue investigar el germen aislado
en neonatos diagnosticados con defecto del tubo neural (DTN) en la Unidad

de Neonatologia del Hospital Infantil Dr. Robert Reid Cabral. La metodologia
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tratd de un estudio de tipo observacional, descriptivo y transversal y
prospectivo. Se realiz6 la evaluacion mediante un instrumento de recoleccion
de datos que recoge datos con base en resultados mediante el
procedimiento de cultivos de LCR y secreciones de los DTN pre quirargico y
postquirdrgico. La muestra estuvo constituida por 50 neonatos, en esta se
evidencié que en 29 casos hubo crecimiento de microorganismos y que el
germen mas frecuente en neonatos diagnosticados con DTN es el Klebsiella
pneumoniae con un 45%. Los DTN son derivados de fallas en el cierre de
este, que ocurren alrededor del dia 28 durante el desarrollo embrionario
normal. Se determiné que el defecto del tubo neural mas frecuente es el
Mielomeningocele. El germen aislado con mayor frecuencia fue Klebsiella
pneumoniae. La mayor poblacion de neonatos diagnosticados con DTN
corresponden al sexo femenino. El 66% de neonatos llevado a la unidad de
Neonatologia con DTN pertenecié al rango de edad en dias de nacidos. El

44% de los neonatos fueron dados de alta hacia su hogar”

Mainor Delgado en el 2018 publicé su articulo original en la revista
Repositorio  Institucional UNAN-Managua, titulado “Comportamiento
epidemioldgico y microbiolégico de las infecciones del sitio quirdrgico en
pacientes sometidos a correccién del mielomeningocele, en el servicio de
neonatologia del Hospital Infantil Manuel de Jesus Rivera, del 1 de enero del
2016 al 31 de diciembre del 2017”. El objetivo fue conocer el comportamiento
epidemioldgico y microbiolégico de las infecciones del sitio quirdrgico (ISQ)
en pacientes sometidos a correccion del mielomeningocele, en el servicio de

neonatologia del Hospital Infantil Manuel de Jesus Rivero.

En cuanto a la metodologia, se llevdo a cabo un estudio observacional,
descriptivo, de corte transversal a través de la revision de los expedientes
clinicos de 80 casos en quienes se hizo correccidbn quirargica del

mielomeningocele, atendidos en el hospital durante el periodo de estudio.
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Los resultados del total de casos estudiados (n=80), en 31 casos se
presento infeccion del sitio quirdrgico para una tasa del 38,8%. Los factores
asociados mas frecuentes en la ocurrencia de SSI fueron el estado de la
lesion, correccion de lesiones mas de 48 horas después del nacimiento,
hospitalizacion prolongada, tipo de parto, y la duracion de la hospitalizacién
preoperatoria. ElI microorganismo mas prevalente en casos de infeccion fue
K. pneumoniae, sensible a Ciprofloxacina®, Meropenem®, Imipenem® y
Piperacilina/Tazobactam®, resistente a Amikacina®, Gentamicina® vy
Ampicilina®. De forma global y tomando en cuenta los resultados de los
cultivos, en aquellos pacientes con gérmenes aislados solo en el 26% de los
casos los gérmenes eran sensibles a los anteriores antibidticos mencionados
catalogados como empiricos insaturados. Es decir que 3 de cada 4 pacientes
no estaban protegidos adecuadamente. Se concluyd que la incidencia de
ISQ en la correcciéon de mielomeningocele encontrado en este estudio fue
alto (38,8%) en comparacion con los resultados de otros estudios similares,

que indican el 22,8% de complicaciones postoperatorias asociadas con 1SQ3.

Miriam Morales Rivera, en el afio 2020 publicé su trabajo titulado
Factores de riesgo de infecciones del sitio quirlrgico posterior a correccion
de mielomeningocele: Un estudio caso-control en recién nacidos atendidos
en el servicio de Neonatologia del Hospital Infantil Manuel de Jesus Rivera
La Mascota, del 1 de enero del 2017 al 31 de diciembre del 2019. El objetivo
fue conocer los factores de riesgo de infecciones del sitio quirargico (ISQ)
posterior a correccion de mielomeningocele en recién nacidos atendidos en
el servicio de neonatologia del Hospital Infantil Manuel de Jesls Rivera La
Mascota. Se llevo a cabo un estudio analitico, tipo caso control retrospectivo,
analizando a 32 casos (recién nacidos que desarrollaron infecciones del sitio
quirargico) y 66 controles (recién nacidos que no desarrollaron infecciones

del sitio quirargico). La informacién fue colectada a partir de la revisién del
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expediente clinico. Se evaluaron asociaciones a través de las pruebas de
Chi2 y T de Student y se identificaron factores de riesgo de ISQ a través del
calculo de OR con regresion logistica binaria. La tasa de infeccion del sitio
quirargico (ISQ) en recién nacidos sometidos a correccidon quirdrgica del
mielomeningocele, fue del 32,7% (n=32). Los gérmenes aislados mas
frecuentes fueron Klebsiella pneumoniae, 8 casos (25%); Acinetobacter
baumannii, 4 casos (12,5%) y E. coli 3, casos (9,38%). Los siguientes
factores incrementaron el riesgo de ISQ: Edad materna extrema (<20 afios o
>35 afios (OR de 2.8; IC95% 1.2-3.3), baja escolaridad (analfabeta/primaria)
(OR de 5.9; IC95% 2.2-8.9), edad gestacional del RN <37 SG (OR 3.3;
IC95% 1.4-4.2), el peso <2500 gramos (OR 3.6; IC95% 1.3-5.1), la
localizacion dorso-lumbar del defecto (OR 1.9; 1C95% 1.1-3.2), la presencia
de defecto roto al momento de la correccion (OR 6.9; IC 95% 2.2-10.3), la
duracion de la hospitalizacién previa a la cirugia (dias) >7 dias (OR 2.8;
IC95% 1.4-3.7), la colocacion de derivacion ventriculo peritoneal por
hidrocefalia (OR 3.8; IC 95% 1.5-5.3), la ocurrencia de complicaciones
infecciosas antes de la cirugia (OR 12.6; IC95% 7.2 -18.2) y el momento de
la correccion quirdrgica >48 horas desde el nacimiento (OR 7.4; IC95% 3.1 -
11.2)°.

Antecedentes histdricos o epistemolégicos

Los antecedentes histéricos permiten conocer desde cuando se ha
considerado el problema de estudio en el ambito cientifico. En el siglo XVII,
Antony van Leeuwenhoek describio pequefios seres a los que llamo
“animaculos”, usando una combinacién de lentes de aumento (primeros
microscopios). Sin embargo, fue Louis Pasteur hasta finales del siglo XIX
quien estableci6 la asociacion entre estos organismos y las enfermedades??.

Mardh PA. (1983)*3 propuso la infeccién por Mycoplasma hominis del sistema
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nervioso central en recién nacidos donde se desconoce la incidencia de
dichas infecciones. Sin embargo, tales infecciones ocurren tanto en recién
nacidos a término como prematuros, con o sin malformaciones como el
mielomeningocele. Mycoplasma hominis también se ha recuperado de
abscesos cerebrales. Los lactantes infectados generalmente presentan
signos de meningitis 0 meningoencefalitis. Se puede desarrollar hidrocefalia.
En (1988)'“* los cientificos Ellenbogen, Goldman DA y Winston KR
estudiaron las infecciones por Streptococcus del grupo B del sistema
nervioso central en lactantes con mielomeningocele, donde tres casos de
infeccion del sistema nervioso central (SNC) causados por bacteria de dicho
grupo, ocurrieron entre 147 recién nacidos tratados por mielomeningocele en
el Hospital de Niflos de Boston de 1970 a 1985. Este patdégeno fue
responsable de un tercio de las nueve infecciones del SNC observadas en
estos pacientes durante el periodo de estudio de 15 afos. Los tres nifios con
infecciones por Streptococcus del grupo B posteriormente requirieron
multiples procedimientos de derivacion del SNC y hospitalizaciones
prolongadas. Dos nifios sufrieron secuelas neuroldgicas importantes. En los
recién nacidos con mielomeningocele, los Streptococcus del grupo B tienen
acceso directo al SNC, lo que quizas explica la alta incidencia de meningitis

grave y ventriculitis en esta poblacion.

Aproximacion teorica sobre el Sistema Nervioso Central y sus

anomalias

El sistema nervioso central esta formado por el cerebro y la medula
espinal, es el centro de control de todo el cuerpo y como tal capta la
informacion procedente del entorno, la interpreta y envia impulsos que
coordinan las actividades del cuerpo. Es conveniente mencionar que, las

infecciones microbianas del sistema nervioso central son pocos frecuentes
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pero a menudo tienen consecuencias graves®. Si bien es cierto, el examen
del LCR es absolutamente necesario cuando se sospecha de infecciones
agudas del SNC. Sus manifestaciones clinicas varian de acuerdo con el
momento del desarrollo en que se establece la lesion, asi como la gravedad
de la misma, por lo que se encuentra un espectro amplio de malformaciones,
que va, de un extremo con vida extrauterino mas breve, hasta otro con curso
asintomatico?.

Durante el desarrollo embrionario se produce el cierre del tubo neural en el
curso de la tercera y cuarta semana tras la concepcion. Por consiguiente, los
defectos del tubo neural se producen como consecuencia de alteraciones en
el cierre del mismo, los cuales pueden tener lugar en dos niveles: cerebro y
columna vertebral. En lo que respecta al defecto a nivel cerebral da lugar a la
anencefalia y el encefalocele, a nivel de la columna vertebral presenta la
espina bifida®.

La espina bifida es un defecto congénito que, se produce cuando la
columna vertebral y la médula espinal no se forman correctamente. Las
complicaciones de la espina bifida pueden oscilar entre leves y graves,
dependiendo del tipo de defecto, el tamafio y la ubicaciéon’. Es importante
mencionar que, existen varios tipos de espina bifida dentro de las cuales se
pueden nombrar. espina bifida abierta o0 quistica, meningocele,
lipomeningocele, mielomeningocele y espina bifida oculta®.

En lo que respecta al MMC se trata de una patologia, la cual forma una
estructura similar a un “saco” con contenido de liquido cefalorraquideo y
tejido nervioso en su interior, el cual no afecta al sistema nervioso
Gnicamente; sino también al sistema urinario, intestinal y al musculo
esquelético. La falta de union de los arcos posteriores se asocia con la hernia
de las meninges de la médula y de las raices nerviosas’. Ahora bien, otros

trastornos congénitos o defectos del nacimiento también pueden estar
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presentes en un nifio con mielomeningocele. Se dice que 8 de cada 10 nifios
con mielomeningocele tienen hidrocefalia’.

Dentro de este orden de ideas, se define a la hidrocefalia como una
acumulacion de liquido cefalorraquideo en los ventriculos cerebrales
provocada por un trastorno de la dinamica de flujo del mismo. El diagnéstico
se suele sospechar en lactantes con un aumento anormal de la velocidad del
crecimiento cefalico o en nifios de cualquier edad con sistemas de
hipertension intracraneal. La hidrocefalia se confirma con estudios de
diagnostico por la imagen del encéfalo y revela un sistema ventricular
dilatado®

Aproximacion tedrica sobre Escherichia coli

La bacteria Escherichia coli fue inicialmente aislada y descrita por el
pediatra aleman Escherich en 1885, quien demostrd0 su existencia como
bacteria habitual del intestino. La denomin6 Bacterium coli commune, que
puede traducirse como “bacteria comun del colon”.

Fue en 1919, cuando Castellani y Chalmers le dieron su denominacion
definitiva en homenaje a Escherich. Escherichia se convirtié rapidamente en
el género tipico de la familia de las Enterobacteriaceas y E. coli en la especie
mas conocida de este género.

E. coli se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, no esporulado,
produccion de indol a partir de triptéfano, no utiliza el de citrato como fuente
de carbono y no hay produccion de acetoina. Ademas, fermenta la glucosa y
la lactosa con produccion de gas.

La cubierta de E. coliconsta de tres elementos: la membrana
citoplasmatica, la membrana externa y, entre ambas, un espacio

periplasmico constituido por péptido-glucano. Esta Ultima estructura confiere
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a la bacteria su forma y rigidez, y le permite resistir presiones osmaoticas
ambientales relativamente elevadas.

E. coli presenta multiples caracteristicas y facetas, y constituye el taxon
bacteriano mejor estudiado, aunque el conocimiento de las cepas salvajes es
aun parcial. Parece, que las facultades de adaptacion de esta bacteria son
poco comunes, debido a la adquisicibn de nuevos genotipos a partir de
plasmidos, bacteriéfagos, y otros elementos que transmiten su material
genético. Ademas, su conocida capacidad de ubicuidad favorece la aparicion
reiterada de cepas con nuevas propiedades, incluyendo capacidades
patégenas no facilmente reconocibles.

Patogenicidad de E. coli

Existen numerosas cepas de E. coli que se pueden encontrar en patologia
humana y que presentan una virulencia marcada. Son conocidas como
agentes responsables de gastroenteritis infantil, especialmente en paises en
vias de desarrollo, causando la muerte de cerca de un millén de nifios cada
aflo debido a deshidratacion y a otras complicaciones. Esta familia de
patdgenos también incluye a E. coli 0157:H7 que en USA causa al menos
20.000 casos de diarrea sanguinolenta y mas de 200 muertes al afio, debido
a insuficiencia renal que ocurre especialmente en nifios pequefios Yy
ancianos.

Los principales patégenos intestinales, que se describen en funcion de los
sintomas clinicos que generan y de los factores de patogenicidad que se
expresan son los siguientes: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogena (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAggEC), E. coli

enterohemorragica (EHEC) y E. coli enteroinvasiva (EIEC).
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Factores de patogenicidad

La patogenicidad es funcion de algunos antigenos superficiales y de las
toxinas que generan. Asi, las fimbrias actian aportando su capacidad de
adherencia, los antigenos O y K presentan propiedades antifagocitarias e
inhibidoras de las sustancias bactericidas del suero, y son responsables de la
virulencia de las cepas invasivas, cuya sintesis esta codificada por genes
gue se encuentran en plasmidos de elevado peso molecular. Presentan una
endotoxina ligada al lipopolisacéarido, en especial al lipido A, responsable de
la accion pirégena y probablemente de las alteraciones vasculares que se
producen en las infecciones generalizadas. Algunas cepas pueden producir
exotoxinas responsables de la produccion de diarreas, cuya sintesis esta
codificada por la presencia de plasmidos (pldsmidos Ent), que a su vez
pueden contener genes asociados con la capacidad de adherencia y otras
propiedades (produccion de colicinas, hemolisinas y resistencias a los
antibioticos). Se conoce la existencia de una enterotoxina termolabil (TL)
semejante a la enterotoxina de Vibrio cholerae, que actia activando la
adenilciclasa, la cual a su vez transforma el ATP en AMP ciclico produciendo
un aumento de la secrecién de agua y electrolitos. Puede existir, ademas,
una toxina termoestable (TS), de bajo peso molecular y no antigénica, que
también produce acumulacién de liquidos en el intestino por un mecanismo
distinto y poco conocido, probablemente por la via de la guanilciclasa. Estas
toxinas no producen alteraciones toxicas ni anatdmicas del enterocito, pero si
de tipo funcional (enterotoxinas citoténicas), siendo una caracteristica de las
E. coli enterotoxigénicas. Por otra parte, las cepas deE. coli
enteroinvasiva estan caracterizadas por su capacidad de penetrar e invadir
las células del epitelio intestinal. Se considera que la capacidad de

penetracién es debida a la presencia de antigenos superficiales, en especial
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de proteinas de la membrana externa, cuya sintesis estd codificada por

plasmidos, al igual que se ha demostrado en el género Shigella.

Cepas patégenas

Se ha sugerido en algunas E. coli enteropatégena (0:26) la posibilidad de
produccién de enterotoxinas semejantes a las producidas por Shigella
dysenteriae (enterotoxinas citotoxicas), que presentarian una accién toxica
directa sobre las células del epitelio intestinal, responsable de la destruccion
de las microvellosidades del enterocito y de la produccién de la diarrea.
También se ha demostrado que el serotipo 0:157 produce una enterotoxina
citotoxica (verotoxina) sobre las células endoteliales de los vasos
responsables de diarreas hemorragicas.

Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) constituye un grupo de
bacterias patdgenas responsables de un nimero de infecciones en constante
aumento. En concreto, su importancia para la salud publica aparece en 1982,
por un brote en Estados Unidos. Esta bacteria también ha provocado
numerosas muertes en los ultimos afios (en Japon, Estados Unidos, Canada,
Escocia y Francia). Actualmente se han reportado 100 diferentes ECEH
como productoras de toxina Shiga. Los ECEH son responsables de
manifestaciones clinicas variadas, que van desde una diarrea banal a una
colitis hemorragica que puede evolucionar en un 10% de los caos hacia un
sindrome hemolitico y urémico (SHU) en nifios y ancianos, o purpura
trombocitopenia tromboética en adultos, una enfermedad que consiste en un
trastorno de la sangre que provoca la formacion de coagulos de sangre en
pequefios vasos sanguineos. Esto lleva a un bajo conteo plaquetario
(trombocitopenia). También hay otras E. coli, no 0157 y productoras de
toxina Shiga (STEC) como 055, 0111, 026, 0103:H2; 0148:H8%,
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Aproximacion tedrica sobre Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es la especie de mayor relevancia clinica dentro
del género bacteriano Klebsiella, son bacterias Gram negativas de la familia
Enterobacteriaceae, que desempeiian un importante papel como causa de
las enfermedades infecciosas oportunistas. El género fue llamado asi en
honor a Edwin Klebs, un microbiélogo aleman de finales del siglo XIX. El
bacilo ahora conocido como Klebsiella pneumoniae también fue descrito por
Karl Friedlander, y durante muchos afios se conocié como el «bacilo de
Friedlander.

La asimilacién y la fermentacién de la lactosa se puede observar en el
agar MacConkey donde las colonias son de color rosado y en el medio kliger
o TSI fermenta la lactosa mas produccion de gas; y en la fermentacion
acetonica o prueba de Vorges Proskauer son positivos. Por ultimo, sus
condiciones Optimas de cultivo son en agar nutritivo a 37 °C, pH de 7.0,

presién osmatica de 1 atm.

Cuadro clinico

Klebsiella pneumoniae, dentro de este género bacteriano, esta implicada
principalmente en infecciones nosocomiales. Es el agente causal de
infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis, infecciones de tejidos
blandos, e infecciones de herida quirdrgica. Son especialmente susceptibles
los pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos, neonatos,
pacientes con EPOC, diabetes mellitus o alcohdlicos. Causa alrededor del
1% de las neumonias bacterianas y puede causar condensacion
hemorragica extensa del pulmon. Ademas, en ocasiones provoca infeccion

del aparato urinario y bacteriemia a partir de lesiones focales en pacientes
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debilitados que puede terminar con la vida del paciente. Algunas de las

complicaciones mas frecuentes son el absceso pulmonar y el empiema?®.

Aproximacion tedrica sobre Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa pertenece a la familia Pseudomonaceae. Se
trata de un bacilo Gram negativo no fermentador, es recto o ligeramente
curvado, con un tamafio de 2—4 x 0,5-1 micras, y movil gracias a la presencia
de un flagelo polar. En relacion con su metabolismo, es aerobio (aunque
puede desarrollarse en condiciones anaerobias utilizando nitrato), catalasa
positivo y oxidasa positivo. Se caracteriza por producir una variedad de
pigmentos, como la piocianina (de color azul verdoso), la pioverdina
(pigmento fluorescente de color verde amarillento) y la piorrubina (de color
rojo).

Mecanismo de propagacion y transmision

La transmision se produce principalmente a través del contacto de la piel
lesionada o reblandecida y de las mucosas con el agua o con los objetos
contaminados. En el ambito sanitario, constituyen una fuente de infeccion
para los pacientes el instrumental quirdrgico, los respiradores, los catéteres o
las manos del personal sanitario contaminadas, entre otros. Otros
mecanismos de transmision son la inhalacién de bioaerosoles o gotitas de
agua o fluidos contaminados, asi como la ingesta de agua contaminada, Si
bien esta ultima no constituye una via importante de transmision. Vias de
entrada parenteral, mucosas, respiratoria, digestiva, distribucion geografica
Mundial, actividades laborales con riesgo agricultura, silvicultura, explotacion

forestal y jardineria, suministro de agua, actividades de saneamiento, gestion
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de

residuos y limpieza urbana, metalurgias, actividades sanitarias y

laboratorios, actividades con aguas de uso recreativo (piscinas, spas, etc.),

efectos en la salud grupo de riesgo. Infeccion P. aeruginosa es un patdégeno

oportunista que rara vez causa enfermedad en individuos sanos; en el caso

de producirse esta, suele manifestarse como:

Infecciones dérmicas: puede causar foliculitis (foliculitis de la bafiera),
que se caracteriza por la aparicién de papulas pruriginosas en la zona
lateral del tronco y/o en las zonas axilar, inguinal, pubica, etc., estando
asociada al contacto prolongado con agua contaminada. También
puede ocasionar el sindrome de la ufia verde (cloroniquia), una
paroniquia consistente en la coloracion verdosa de la lamina ungueal y
causada por la exposicion frecuente de las ufias previamente dafiadas
a ambientes humedos contaminados.

Neumonia: producida por la inhalacion de bioaerosoles de agua o
fluidos contaminados (p.ej. taladrinas o fluidos de corte). La infeccién
en personas sanas es extremadamente rara, siendo el prondstico muy
grave.

Otitis externa (otitis del nadador): infeccion del canal auditivo externo
ocasionada por contacto prolongado con agua contaminada. -
Infeccion ocular: asociada principalmente a la contaminacién del
liquido utilizado para la limpieza de las lentes de contacto, pudiendo
causar una queratitis que puede resultar en la perforacion y
derretimiento corneal, en la infeccion de cicatrices o, incluso, en la
pérdida de visién del ojo infectado. Es responsable de numerosos
casos de infeccidbn nosocomial, afectando principalmente a individuos
inmunocomprometidos, con quemaduras graves, heridas quirdrgicas,
neutropenia o con infecciones pulmonares subyacentes. Puede

ocasionar, entre otros: neumonia, meningitis, sobreinfeccion de
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heridas, ectima gangrenoso, infecciones urinarias, infecciones

osteoarticulares, endocarditis, infecciones oculares o septicemia

Efectos toxicos:

Su patogenicidad esta determinada por diversos factores de virulencia,
que dependen de la cepa y entre los cuales destacan los pili, flagelo, matriz
de polisacaridos (alginato), pigmentos, elastasas, proteasas alcalinas,
lectinas solubles, fosfolipasa C y diversas toxinas, algunas de las cuales se

indican a continuacion:

e Exotoxina A: Citotéxica. Inhibe la sintesis proteica celular, es
responsable de necrosis tisular y afecta la respuesta del hospedador a
la infeccion.

e Exoenzima S (ExoS): Citotdxica. Facilita la adhesion de la bacteria a
las células epiteliales y la necrosis tisular.

e Exoenzima T (ExoT).

e Exoenzima U (ExoU). Citotoxica. Produce lesiones en las células

epiteliales, es responsable de bacteremia e, incluso, de shock téxico.’

Aproximacion tedrica sobre Streptococcus spp.

Streptococcus pertenece a la familia Streptococcaceae, formado por
cocos Gram positivos. Se trata de bacterias anaerobias facultativas,
inmoviles, con forma esférica o de coco, algunas especies tienen capsula y
normalmente se agrupan formando cadenas de dos (diplococos) o mas
bacterias. La identificacion de los Streptococcus por métodos convencionales

es dificil. Las cepas clinicas, en muchos casos, no se identifican por especie
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sino que se hace por su determinacion antigénica mediante la clasificacion
serolégica de Lancefield o por su capacidad hemolitica o capacidad de
formar halos de lisis en los medios de cultivo de agar sangre. La clasificacion
serologica de Lancefield se basa en la identificacion de los antigenos
presentes en la pared y la capsula bacteriana. Segun esta identificacion se
reconocen 20 serogrupos identificados con letras de la A a la V, con
exclusion de la | y la J. Segun su capacidad hemolitica se distinguen los
siguientes tipos de estreptococos: los alfa (a), que producen una hemolisis
incompleta y decoloracion verdosa; los beta (), que producen una lisis total

de los hematies; y los gamma (y) o no hemoliticos?8.

Factores de virulencia

Muchos estreptococos sintetizan factores de virulencia, entre ellos
estreptolisinas, DNAasas y hialuronidasas, que contribuyen a la destruccion
de los tejidos y a la diseminacion de la infeccion. Algunas cepas liberan
exotoxinas que activan a ciertos linfocitos T, lo que desencadena la
liberacion de citocinas, como el factor de necrosis tumoral alfa, interleucinas
y otros inmunomoduladores. Estas citocinas activan los sistemas del
complemento, la coagulacién y la fibrindlisis, lo que puede producir shock,

insuficiencias organicas y sistémicas y la muerte®®.

Aproximaciones teodricas de Medios de cultivo

Agar MacConkey

Es un medio diferencial y selectivo muy utilizado para el aislamiento e

identificacion de enterobacterias (bacilos gramnegativos). Llevan en su
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composicién sales biliares y cristal violeta que inhiben el crecimiento de
Gram positivos y hongos. Contienen también lactosa y rojo neutro como
indicador de pH. Las bacterias fermentadoras de lactosa (lactosa+) acidifican
el medio y adquieren un color rosado (por ejemplo, E. coli), mientras que las
no fermentadoras de lactosa (lactosa—) aparecen incoloras (por ejemplo,
Salmonella) %8.

Agar sangre

Es un medio enriquecido. Permite el crecimiento de la mayoria de las
bacterias con importancia clinica. Esta compuesto por un medio base rico en
nutrientes mas un suplemento de sangre desfibrinada animal en una
proporcion del 5-10%. Es un medio diferencial porque permite comprobar si
las bacterias son hemoliticas, es decir, si tienen capacidad para romper los
glébulos rojos presentes en el medio. Existen tres tipos de hemoalisis:

e B-hemdlisis. Consiste en la lisis o eliminacion total de los glébulos
rojos. Esto genera un halo transparente en la zona donde crece este
tipo bacteriano. En este caso se habla de bacterias B-hemoliticas.

e a-hemdlisis. Lisis parcial de los glébulos rojos, desarrollando un halo
verdoso en torno a las zonas donde crecen estas bacterias (a-
hemoliticas).

e y-hemolisis. Es la ausencia de hemdlisis?8.
Agar chocolate
Es un medio enriquecido muy parecido al agar sangre; la diferencia es

qgue los glébulos rojos estan lisados y liberan al medio nutrientes como la

hemoglobina, factor X (hemina) y factor V (NAD). La lisis se produce cuando
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se afiade el agar base fundido a la sangre. La hemdlisis le confiere un color
marrén caracteristico parecido al del chocolate, de ahi su nombre. Se utiliza
para el cultivo de bacterias exigentes que necesitan estos factores para su
desarrollo, como es el caso de Neisseria gonorrhoeae (agente causal de la
gonorrea) y varias especies del género Haemophilus?,

La sangre que se aflade a los medios de cultivo suele ser de carnero,
aunque también puede utilizarse de caballo o de conejo. Todas permiten

buenas reacciones hemoliticas?®.

Prueba clave

Prueba de la oxidasa

Utilidad de la prueba: es de gran utlidad para diferenciar las
enterobacterias, la mayoria, negativas (excepto Plesionomas shigelloides),
de otras bacterias de importancia clinica como las pertenecientes al género
Pseudomonas, Aeromonas Yy Vibrio (oxidasa positiva), también es (til para
diferenciar Neisseria y Moraxella (oxidasa positiva) de Acinetobacter (oxidasa
negativa) 28.

Fundamento: esta prueba se basa en la produccion bacteriana de una
enzima citocromo oxidasa intracelular, la cual transfiere electrones al
oxigeno, aceptor final en la cadena transportadora de electrones de ciertos
microorganismos. El dihidrocloruro de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% es el
colorante utilizado en esta prueba y actia como sustituto del oxigeno, es
decir, como aceptor artificial de electrones. En su estado reducido el reactivo
es incoloro, en presencia de citocromo oxidasa y oxigeno atmosférico, el
reactivo es oxidado a azul de indofenol que es un compuesto coloreado

(parpura) lo cual indica una reaccién positiva®.
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Prueba de la catalasa

Utilidad de la prueba: se utiliza para diferenciar cocos Gram positivos de
importancia médica especificamente para el género de Staphylococcus
(catalasa positiva) de Streptococcus y Enterococcus (catalasa negativa) y
ayuda a la diferenciacién de algunas especies de microorganismos Gram
positivo?,

Fundamento: el peréxido de hidrogeno constituye uno de los productos
finales del metabolismo oxidativo de los carbohidratos, su acumulacion en las
células bacterianas puede ser letal para las mismas por los que su
descomposicion y eliminacion es vital para muchos microorganismos, los
cuales producen la enzima catalasa (hemoproteina) que descompone el
peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua. La liberacion del oxigeno se
evidencia por la rapida y vigorosa aparicion de burbujas lo cual se interpreta

como una prueba positivaZ®.

Determinacién de hemolisinas

Utilidad de la prueba: se utiliza para diferenciar especies de distintos
géneros como Streptococcus, Enterococcus, Enterobacterias, algunos
bacilos gramnegativos no fermentadores, Staphylococcus, entre otros.
Fundamento: la hemolisis son proteinas citoliticas producidas por algunos
microorganismos. Pueden destruir parcial o totalmente los eritrocitos pero
muchas también tienen actividad sobre otras células distintas de los glébulos
rojos. Se clasifican en a-hemolisinas y B-hemolisinas. Las a-hemolisina
producen una lisis parcial de los eritrocitos mientras que la B-hemolisinas lo
lisan totalmente. En placas de agar sangre los microorganismos productores
de a-hemolisinas crecen formando colonias que presentan a su alrededor un

halo verdoso y un aclaramiento parcial de la sangre, mientras que los
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microorganismos con actividad B-hemolitica, desarrollan colonias rodeadas
de halos completamente claro. Cuando el microorganismo no produce

ningln tipo de hemolisis se le denomina gamma hemolitico?®.

Pruebas bioquimicas

Agar kligler (KIA)

Utilidad de la prueba: identificacion de bacilos Gram negativos aerobios
0 anaerobios facultativos como las enterobacterias, otros bacilos entéricos y
los no fermentadores de carbohidratos?®.

Forma de inoculacién: puncién y estria®,

Fundamento: es un medio diferencial en tubo que cumple un doble
propoésito: a) la determinacion de la fermentacion de hidratos de carbono
(glucosa y lactosa), b) la determinacion de la produccion de H2S. El medio es
envasado en tubos como agar inclinado lo cual le confiere dos camaras de
reaccion en un mismo tubo: la cAmara superior, cufia o bisel y camara inferior
o taco. La cufia es aerbbica, pues su superficie estd expuesta al oxigeno
atmosférico, mientras que el taco es en buena medida anaerdbico ya que no
estd en contacto con el aire. En esta porcion se lee la fermentacién de la
glucosa mientras que en el bisel o cufa se lee la fermentacion de la
lactosa?®.

Los principios bioquimicos que se observan en el KIA se explican a
continuacion:

1. Ausencia de fermentacion de la lactosa y de la glucosa: el

microorganismo no es capaz de utilizar los hidratos de carbono
presentes en el medio, depende de las peptonas, las cuales son

degradadas en forma aérobica dando lugar a la produccién de aminas
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qgue aumentan el pH del medio virando el indicador rojo fenol a rojo
intenso.

2. Fermentacion solo de glucosa: si la bacteria fermenta glucosa
Gnicamente producira pequefias cantidades de acido, ya que este
azucar esta en baja concentracion, esta pequefia cantidad de acido
sera suficiente para que baje el pH del medio y vire el indicador rojo de
fenol a amarillo, por lo tanto el bisel y el taco se vira amarillo.

3. Fermentacién de la glucosa y lactosa: las bacterias comienzan a
utilizar la glucosa presente en el medio, sin embargo, la fermentacion
continla ya que el microorganismo es capaz de utilizar la lactosa
como consecuencia, se produce grandes cantidades de acidos que los
alcalis resultantes de la descarboxilacibn oxidasa no puede
contrarrestar por lo que todo el tubo (bisel y taco) sera amarillo.

4. Produccion de HzS: existen dos indicadores para la deteccidén de H2S
gue son el tiosulfato de sodio y una sal de hierro como sulfato ferroso
o citrato férrico, el resultado final es un proceso que ocurre en dos
pasos:

Paso 1:
Bacteria en medio (acido) + tiosulfato de sodio msp H2S gaseoso.
Paso 2:

H2S + iones férricos mSulfuro ferroso (precipitado negro insoluble) 2.
Agar lisina hierro
Forma de inoculacién: puncién y estrias.
Es un medio de cultivo diferencial, solido inclinado que detecta la

desaminacion de la lisina, atil para identificar géneros como: Proteus,

Morganella y Providencia. Las desaminasas también son enzimas inducidas
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por el pH del medio, en este caso, el medio alcalino. El LIA al igual que el

KIA tiene dos camaras de reaccion: el bisel, en el cual se lee la

desaminacion de la lisina, y el taco, en el cual se lee la descarboxilacién del

aminoécido. En el LIA podemos observar las siguientes reacciones:

1.

2.

Descarboxilacion de la lisina: el microorganismo utiliza la glucosa
presente en medio produciéndose acidos mixtos que destruyen el pH
del medio provocando viraje del indicador purpura de bromocresol a
amarillo, esta acidez induce la produccion de la enzima lisina
descarboxilasa, dando lugar a la formacibn de aminas llamadas
cadaverina que alcalinizan el medio, lo que resulta en un viraje del
indicador de pH nuevamente a purpura, lo cual indica una reaccion
positiva. En el bisel, por la utilizaciéon de las peptonas, se originan
aminas que alcalinizan el medio dando lugar al viraje del indicador
purpura, lo cual se interpreta como una reaccion negativa para la
produccion de la enzima desaminasa.

Ausencia de la descarboxilacién de la lisina: al producirse acidos
mixtos por la utilizacion de la glucosa, disminuye el pH del medio
provocando el viraje del indicador purpura de bromocresol a amarillo,
como el microorganismo no produce la enzima lisina descarboxilasa,
el medio permanecera amarillo (taco), lo cual indica un reaccion
negativa para la descarboxilacion. Al microorganismo al utilizar las
peptonas en el bisel origina aminas dando lugar en el viraje del
indicador a purpura, lo cual se interpreta como una reaccién negativa
para la produccion de la enzima desaminasa.

Desaminacion de la lisina: el microorganismo al utilizar las peptonas
produce una alcalinizacion que es el estimulo para inducir la
produccion de la enzima lisina desaminasa, la cual actia sobre el
aminoéacido dando lugar a la formacién de un cetoacido, que reacciona

con la sal férrica en presencia de oxigeno y produce un color rojo vino
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en el bisel, lo cual indica que el microorganismo desamino la lisina. El
extremo inferior se observa amarillo, debido a la fermentacion de la
glucosa.

4. Produccion de Hz2S: en este medio se observa produccion de acido
sulfhidrico gracias al tiosulfato de sodio, que utiliza como fuente de
azufre aquellos microorganismos productores de H2S; el cual se
evidencia gracias al citrato de amonio férrico contenido también en el
medio, que al reaccionar con el H2S forma un precipitado negro

insoluble?8,

Medio motilidad-indol-ornitina (MIO)

Forma de inoculacién: puncion?,

Es un medio diferencial y semisolido que permite observar ademas de la
de descarboxilacion de la ornitina en el fondo del tubo, la motilidad (turbidez
del medio) y la produccion de indol al agregar el reactivo del Kovacs,
caracteristicas importantes para la identificacion de las enterobacterias. El
fundamento en relacion con la descarboxilacion de la ornitina es con el
mismo principio de la prueba anterior. ElI producto amino especifico de la
ornitina es la observacion de un color purpura en el fondo del tubo indica una
reaccion positiva para la descarboxilaciéon de la ornitina. En caso de no
producirse descarboxilacion se observa un viraje del indicador a amarillo por
la degradacion de glucosa en el fondo del tubo?8.

Los organismos moviles muestran un crecimiento difuso o turbidez
extendido en el agar a lo largo de la linea de inoculacion. Los organismos
inmoviles crecen solo a lo largo de la linea de inoculacion. La produccién del
indol es dependiente de la presencia de un grupo triptéfano en el medio. El

indol se forma desde el triptofano por accion de la enzima triptofanasa y
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reacciona con el aldehido del reactivo de Kovacs para formar un anillo color

fucsia?®.

Producciéon de indol

Utilidad de la prueba: ayuda a la diferenciacion entre géneros y especies
de la familia Enterobacteriaceae, especies de anaerobios de los géneros
Porphyromonas y Prevotella; junto con otra pruebas, subdivide en biotipos a
Haemophilus influenzae y Haemophilus parainfluenzae?8.

Fundamento: el indol es uno de los productos de la degradacién
metabdlica del aminoéacido triptéfano. Las bacterias que poseen la enzima
triptofanasa son de hidrolizar y desaminan el triptéfano con la producciéon de
indol, acido piravico y amonio. Esta prueba est4 basada en la formacion de
un complejo color fucsia cuando el indol reacciona con el grupo aldehido de
p-dimetilaminobemzaldehido. Esta es la sustancia quimica activa en las
soluciones mas utilizadas como el reactivo de Kovacs y el reactivo de Ehrlich.
Este dltimo es méas sensible, se sugiere en anaerobios y bacilos no
fermentadores cuya produccion de indol es minima. Debe usarse un medio

rico en triptofano?.

Hidrolisis de la urea

Utilidad de la prueba: para diferenciar especies de Proteus de otros
miembros de la familia Enterobacteriaceae, ayuda a la diferenciacion de
especies de los géneros: Enterobacter, Klebsiella, Mycoplasma, entre otros;
deteccién de Helicobacter pylori.

Forma de inoculacién: Urea (caldo) por dilucion?®.
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Fundamento: la urea es una diamina del acido carbonico; todas las
aminas son facilmente hidrolizadas con la liberacion de amoniaco y dioxido
de carbono. La ureasa es una enzima que posee muchas especies de
microorganismos, los cuales puedes hidrolizar la urea liberando amoniaco. El
amoniaco reacciona con la solucion para formar carbonato de amonio,
resultando en la alcalinizacién y aumento del pH del medio. Esta reaccion es
detectada por el indicador rojo de fenol el cual es de color fucsia a pH
alcalino el caldo de urea Stuart y el agar urea de Chistensen son los medios
mas utilizados en laboratorios clinicos para la deteccién de la actividad de la

ureasa?s.

Prueba de citrato

Utilidad de la prueba: identificacion de las especies pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, otros bacilos gramnegativos relacionados y no
fermentadores de carbohidratos?®.

Forma de inoculacién: estria en la superficie del medio de cultivo?®.

Fundamento: el citrato de sodio es una sal del &cido citrico. Algunas
bacterias pueden utilizar el citrato, pueden también utilizar el amonio como
fuente de nitrogeno, lo que resulta en la produccibn de amoniaco y la
alcalinizacion del medio debido a la conversibn amoniaco, en hidroxido de
amonio, produciéndose un viraje del indicador azul de bromotimol de verde a
azul, lo que indica una reaccion positiva. Si el microorganismo no utiliza el
citrato no se produce cambio en el color del medio, es decir, permanece

verde?s,

Prueba de la bilis-esculina
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Utilidad de la prueba: ayuda a la identificacion y diferenciacion de
especies de Enterococcus, Streptococcus del grupo D, Aeromonas,
Fusobacterium, Listeria, entre otros microorganismos?®.

Forma de inoculacién: por estria.?®

Fundamento: las bacterias en primer lugar deben ser capaces de
desarrollarse en presencia de sales biliares y producir la enzima esculinasa
que produce la hidrolisis de la esculina dando como resultado la formacién
de glucosa y un compuesto denominado esculetina, este a su vez reacciona
con los iones férricos para formar un complejo fendlico de color castafio
oscuro o negro que se difunde, lo cual se interpreta como una reaccion
positiva, mientras que si el microorganismo no produce la enzima esculinasa

no se produce alteracion del medio?.

Prueba de Hugh y Leifson (O/F)

Utilidad de la prueba: es un medio de cultivo diferencial. Determina el
metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrato de carbono, ayuda a la
identificacion de las bacterias aerobias o anaerobias facultativas, como los
bacilos gramnegativos no fermentadores y de otros microorganismos?.

Forma de inoculacién: por punciéon?®,

Fundamento: las bacterias utilizan los hidratos de carbono por uno de
dos procesos metabdlicos, fermentativo u oxidativo. Las bacterias al utilizar el
carbohidrato por cualquiera de los dos metabolismos, producen &cidos que
disminuyen el pH del medio por lo cual en indicador (azul de bromotimol) vira

de verde a amatrillo.

Discos de optoquina
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Utilidad: Diferenciacion de Streptococcus pneumoniae de otras especies
de estreptococos alfa hemoliticos (por ejemplo Streptococcus grupo viridans)
30.

Fundamento: Streptococcus pneumoniae y Streptococcus grupo viridans
son cocos que presentan colonias alfa hemoliticas cuando crecen en medios
sOlidos suplementados con 5-10 % de sangre de carnero. Se pueden
diferenciar mediante la realizacion de pruebas bioguimicas como ser la
prueba de sensibilidad a la optoquina y la prueba de solubilidad en bilis. La
optoquina inhibe el desarrollo de Streptococcus pneumoniae mientras que
otros estreptococos no son inhibidos o presentan una zona pequefia de
inhibicion alrededor del disco. La correlacion entre la sensibilidad a la
optoquina y la prueba de solubilidad en bilis ha sido demostrada por varios
autores®°,

Interpretacion de los resultados: Examinar la placa y medir el diametro
de la zona de inhibicion del desarrollo microbiano alrededor del disco de
Optoquina. Sera:

e Sensible: halo de inhibicion del desarrollo microbiano, de didmetro
mayor o igual a 14 mm es presuntivo para Streptococcus
pneumoniae. Las zonas de inhibicion inferiores a 14 mm de diametro
son cuestionables para Streptococcus pneumoniae y deben ser
confirmadas por pruebas adicionales, como ser la prueba de
solubilidad en bilis.

e Resistente: crecimiento no inhibido alrededor del disco o menor a 14

mm?30,
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Operacionalizacion de las variables

Segun, Bernal (citado en Finol y Camacho) %4 operacionalizar la variable

“significa traducir la variable a indicadores; es decir, traducir los conceptos

hipotéticos a unidades de medicion”. En ese sentido, la operacionalizacion de

variables le permite al investigador desglosar el constructo en dimensiones e

indicadores que después son obtenidos por los items, que se le aplica a los

neonatos en estudio para sustentar el diagnostico.

Por cuanto, la operacionalizacién es el proceso de llevar una variable

desde un nivel abstracto a un plano mas concreto, su funcion basica es

precisar al maximo el significado que se le otorga a una variable en un

determinado estudio.

Tabla 1. Operacionalizacion del Evento de Estudio: Bacterias patdgenas

en recién nacidos.

Evento de Estudio Definicion conceptual Definicion Dimensiones Indicador
operacional
Son seres vivos de Se encuentran| Ausencia de |- Crecimiento

Bacterias tamafio microscopico, quellos métodos de|  bacterias en la placa

patogenas pueden causar difusién en patogenas
enfermedades disco.
infecciosas?®.
Presencia de - No hubo

bacterias

patégenas

crecimiento en

la placa

Vasquez y Reyes, 2021.
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Tabla 2. Operacionalizacion del criterio de analisis: Recién Nacidos.

Evento de Definicion Definicion Dimensiones Indicador
estudio conceptual operacional

Es un neonato

que tiene 28 Femenino
Recién nacidos| dias o menos | Neonato que Edad
desde su acudieron al Cronoldégica del
nacimiento, bien IAHULA. neonato
sea por parto o Masculino

por cesarea.

Vasquez y Reyes, 2021.
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Tabla 3. Operacionalizacion del Criterio de Anélisis:

difusion en disco y difusion del pozo en agar.

Métodos de

Criterio de Definicién conceptual | Definicién operacional | Dimensiones Indicador
Andlisis
Es una prueba de Métodos para determinar la Se observa un
difusion referida como [actividad antibacteriana - halo de
Sensibilidad
cualitativa, en este, se ftales como: Kirby Bauer o inhibicion
. emplean discos de difusion en disco.

Métodos de p Se observa un

difusion en disco. papel absorbente, Sensibilidad halo de
impregnados con una intermedia inhibicion mas
concentracién conocida reducido
del antimicrobiano, los
cuales se colocan en la Resistencia |Se observa muy

superficie del agar de
Mueller-Hinton, en la
que previamente se
inocula una suspensiéon
de la cepa a probar, con
una turbidez igual al
patrén 0,5 de
McFarland. Cuando el
disco se humedece, el
antimicrobiano difunde

radialmente®.

poco o ningln
halo de

inhibicion.

Vasquez y Reyes, 2021.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General
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Determinar las bacterias patdgenas en recién nacidos con
mielomeningocele e hidrocefalia que asistieron al servicio de Neurocirugia
del Instituto Autbnomo Hospital Universitario de Los Andes desde Enero de
2019 hasta Marzo de 2021.

Objetivos Especificos

e Describir las caracteristicas morfologicas observadas en el frotis a
través del examen directo por coloracion Gram.

e Identificar las bacterias presentes en LCR y piel displasica en recién
nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia.

e Correlacionar la ubicacion del patégeno tanto en LCR vy piel displasica
en recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia.

e Determinar fenotipicamente los mecanismos de resistencia de cada
bacteria identificada en LCR y piel displasica.

e Determinar la casuistica de pacientes en recién nacidos con

mielomeningocele e hidrocefalia.

MATERIALES Y METODOS

Enfoque de la Investigacion

Segun Hernandez-Sampieri y Cols?!, el alcance de una investigacion esta
relacionado con la profundidad del conocimiento que se adquiri6 sobre la
problematica de estudio, durante el proceso de investigacion. Ademas
Hurtado?®, refiri6 que un evento de estudio se puede experimentar desde
varios grados de elaboracion tales como: exploratorio, descriptivo, analitico,

comparativo, explicativo, predictivo, proyectivo, interactivo, confirmatorio y
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evaluativo. En este sentido, esta investigacion permitird, analizar las
bacterias patdgenas en recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia;
lo que conlleva a un enfoque mixto, ya que se analizara y describira los
resultados obtenidos, permitiendo asi que el alcance de esta investigacion se
desarroll6 bajo un modelo analitico.

Al mismo tiempo, se presentan limitaciones de tipo econdmicas, debido a
que las pruebas de laboratorio necesarias para llevar a cabo el trabajo de
investigacion fue financiado por la autora, otra limitacion encontrada fue la
poca disponibilidad de trabajos originales del problema en estudio. Sin
embargo, ninguna de las limitaciones afect6 la viabilidad de la investigacion.

Tipo de Investigacion

Hurtado?, refirid  que el tipo de investigacion tiene relaciébn con la
interrogante de estudio en la cual se resalta lo que se quiere saber. Pues,
esto marca logros generales que se desea conseguir durante el proceso de
la investigacién. En consecuencia, el verbo a utilizar en el objetivo tiene que
implicar un logro. Especificamente, durante esta investigacion se permitira,
analizar las bacterias patdgenas en recién nacidos con mielomeningocele e
hidrocefalia. Por lo tanto, este trabajo corresponde a una investigacion de
tipo analitica.

Disefio de la Investigacion

Hurtado??, describié que el disefio de investigacion se determina a través
de las estrategias que se implementan para recolectar la informacion en una
fuente determinada, en un tiempo especifico y en una cantidad o amplitud
asociada con lo que se quiere saber. Es porque, esta investigacion tuvo un
disefio de campo y laboratorio, ya que los datos seran recolectados en un

ambiente artificial el cual sera Instituto Autonomo Hospital Universitario de
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Los Andes y procesados en el Laboratorio Clinico de Andlisis Integral
CENTRO DIAGNOSTICO OCCIDENTE. Entre otras estrategias, se

consider6 el disefio multivariable de rasgo de la informacién recolectada.

Poblacién y Muestra

Poblacion

Esta investigacion de acuerdo a su propoésito necesité de una poblacion.
Segun Arias (2012) 23 la poblacion “Es un conjunto finito o infinito de
elementos con caracteristicas comunes para los cuales seran extensivas las
conclusiones de la investigacion”. Por lo tanto, la poblacién objeto de estudio

estuvo conformada por diez (10) recién nacidos.

Muestra

En la investigacion, especificamente el objeto de estudio considerado
como poblacién presenta la necesidad de trabajar con parte de ella. En este
sentido, debe definirse una muestra que justifique su eleccion. Segun Arias
(2012), 2 la muestra “es un subconjunto representativo y finito que se extrae
de la poblacion accesible.” Lo expuesto por el autor, permite referir que el
estudio no necesitd definir la muestra en funcion de la poblacién debido a su

tamafo, es decir, la muestra resultd ser la misma poblacion.

Unidad de Investigacion

El grupo de estudio estuvo representado por los recién nacidos, que
asistieron al servicio de Neurocirugia del Instituto Autonomo Hospital

Universitario de Los Andes, desde Enero de 2019 hasta Marzo de 2021.
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Previo consentimiento de los padres se incluy6 en el estudio, los neonatos

gue cumplieron con los siguientes criterios.

e Nifios y nifias recién nacidos.
e Presenten mielomeningocele.

e Presenten hidrocefalia.

Tamafo de la muestra

Se seleccionaron 10 recién nacidos de ambos sexos con diagndstico
de hidrocefalia y mielomeningocele lumbar de una poblacién calculada de 8
casos por afio en la fuente de servicio de Neurocirugia del Instituto
Autonomo Hospital Universitario de Los Andes; considerando que la
evolucion clinica y morbimortalidad es un factor presente que determina la
frecuencia de los 8 casos en promedio. Cabe considerar que la muestra fue
tomada por los médicos especialistas en el momento de la correccién del
defecto congénito en la columna vertebral (MMC); a cada paciente se le tomé
muestra de LCR e hisopado de piel displasica con motivo de realizarle un
estudio bacteriol6gico: Gram, cultivo, pruebas bioquimicas y antibiograma
con el fin de verificar la presencia de bacterias patdgenas, igualmente, se

correlacion6 con los sitios de toma de muestra.
Sistema de Variables
En toda investigacion es importante plantear variables, por cuanto éstas

permiten relacionar algunos conceptos y hacen referencia a las

caracteristicas que el investigador va a estudiar.
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Instrumentos de Recoleccién de Datos

Segun Palella y Martins?® y Pérez?’, un instrumento permite recolectar los
datos para medirlos, posteriormente, a través de modelos matematicos. Por
eso, los insumos utilizados para la realizacion del sistema de recoleccién de
datos fueron las variables. Asi mismo, se disefi0 cuestionario de preguntas
bidimensionales y multiples con el fin de recoger los datos clinicos.

Por consiguiente, se elaboré un instrumento para recopilar los datos y
variables de interés para cada paciente: Nombre y apellido, numero de
historia clinica, procedencia, teléfono y criterios de laboratorio (Anexo A).
Entre otros aspectos, se solicitd por escrito el consentimiento de los padres o
representantes, para la toma de recoleccibn de la muestra de LCR e

hisopado de piel y se informé la importancia del estudio (Anexo B).
Procedimientos de la investigacion
El camino metodolégico de esta investigacion estuvo representado por
varios elementos, los cuales fueron enmarcados por el consentimiento
informado. Este camino se desarrollé a través de varios elementos: estudio
epidemioldgico, recoleccion y trasporte de la muestra (ver Esquema 1).

Estudio Epidemioldgico

Se recolectaron los datos a través del instrumento de recolecciéon de

datos, el cual se aplico a todos los sujetos de la unidad de investigacion.

Esquema 1: Camino metodoldgico relacionado con el evento de estudio

deteccion e identificacion de bacterias en recién nacidos?® 28,
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Consentimento informado

Encuestas epidemioldgicas

Muestras de LCR e hisopado de piel en recien
nacidos

Analisis microbiologico de LCR e hisopado de
piel

Reporte de resultados

Recoleccion y Transporte de la Muestra

Las muestras de LCR e hisopado de piel de los recién nacidos del Instituto
Auténomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA) fueron recolectadas
en dicha institucién, previamente tomadas con la ayuda del médico tratante y
autorizacion del representante.

El transporte de la misma se llevé a cabo, por medio de un tubo hermético
estéril, hasta llegar al laboratorio Clinico de Andlisis Integral CENTRO
DIAGNOSTICO OCCIDENTE; donde se aplico el protocolo para la obtencion
del resultado a través del cultivo microbioldgico, pruebas bioguimicas claves
y el antibiograma.

Luego de extender la muestra sobre la lamina de vidrio portaobjeto, la
cual previamente debid estar limpia y seca, se procedido de la siguiente

manera (ver Esquema 2)*°.
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Esquema 2. Técnica de coloraciéon de Gram?®.

r

Preparar un frotis sin
extender, dejar secar la
lamina al aire o sobre
una superficie caliente
(evitar el calor directo).

~

Aplicar el colorante
primario VIOLETA DE
GENCIANA (1 minuto)

L J
4 )
Fijar la lamina con
metanol, dejar secar
L J
4 )

r
Lavar con agua
corriente
.
-

Aplicar el decolorante
ALCOHOL-ACETONA
(10 segundos)

Aplicar el decolorante
secundario SAFRANINA
(30 segundos)

Lavar con agua
corriente, secar al aire y
observar al microscopio

\ J
(" )
Lavar con agua
corriente
\ J

L
-
Lavar con agua
corriente
L
-
Aplicar el mordiente
LUGOL (1 minuto)
L

Primer periodo

\. J

El primer periodo estuvo conformado por el analisis macroscépico de la

muestra, examen directo e inoculacion en medios de cultivo (ver Esquema

3)28
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Esquema N° 3 Estudio microbiolégico de LCR?%.

Registrar los datos
personales del paciente
y elabore una ficha de
aboratorio con los datos
epidemiolégicos y
clinicos del paciente

.

Registrar el volumen,
apariencia y/o color del
LCR

J

r

~

{ Tomar una o dos gotas

de LCR con una pipeta

.

4 A
Elaborar el reporte

\ J

4 A

Los resultados del Gram

deben comunicarse
inmediatamente al
médico tratante

J

(

Volumen mayor de 1ml
centrifugar a 3.000 rpm
durante 10 minutos

.

Con una gota de la
muestra obtenida,
prepare un frotis sin

extender para ser tefiido

con la coloracion Gram

~\

J

Segundo periodo

Pasteur estéril e inocule
en los medios de cultivo
sélidos (agar sangre y
agar chocolate) y
\_ liquidos. y

N
Incubar los cultivos

solidos en atmdsfera de
microaerofilia (10 CO,) y
los liquidos en

aerobiosis a 36°C
\_ J

é )

Revisar los cultivos a las
24 horas

1. Examinar todos los medios de cultivo para evidenciar si hay o0 no

desarrollo de microorganismos:

« Si

no se observa crecimiento,

los medios soélidos deben ser

reincubados por 72 horas antes de ser descartados. Los caldos deben

ser revisados diariamente por 5 a 7 dias antes de ser descartados.

* Si hay desarrollo de microorganismos sobre los medios de cultivo

solidos, realizar la coloracion Gram, de acuerdo con lo observado,

proceda a montar pruebas de identificacion definitivas. Si el desarrollo
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4)2,

de microorganismos se observa en los medios liquidos se realizara el
Gram y se inoculard en medios solidos en forma semicuantitativa.
Simultaneamente se pueden montar las pruebas de identificacion
definitivas?8.

1.1 Todos estos hallazgos deben ser notificados inmediatamente al

médico tratante. Elaborar el reporte?s,

De acuerdo con lo observado en el frotis coloreado con Gram y las
reacciones, observadas en los medios de cultivos solidos, proceda a
montar las pruebas bioquimicas claves que le permita identificar
definitivamente el microorganismo sospechoso. En esta misma etapa,
realizar el antibiograma; incube las pruebas y el antibiograma por 24

horas en aerobiosis a 37° C.28

Tercer periodo

Lectura de las pruebas de identificacion y antibiograma (ver Esquema
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Esquema 4. Estudio microbiolégico del hisopado de piel?.

( ) ( )

Elaborar la ficha clinico-

epidemioldgica del Fijar la lamina para

dicha técnica

paciente
. J . J
( ) ( )
Preparar todo el material Realizar el frotis,
necesario para la obtencién de la distribuyendo la misma

muestra. Rotular las placas que

contienen los medios de cultivo y SIQUIendO un patron en

las laminas portaobjeto con el zig-zag, sin formar
caédigo correspondiente acumulos

. J . J

( ) ( )
Recolectar la secrecion. Con un hisopo realizar la
Proceder a inocular los lamina para tefiir con

medios de cultivo. Incubar Gram
. J . J

Segundo periodo

Revisidon de los cultivos:

e Evaluar cada placa de cultivo segun el crecimiento bacteriano
(escaso, moderado o abundante), las caracteristicas morfolégicas de
las colonias y la presencia o no de hemoalisis.

e Seleccionar el microorganismo que desarrolle en cantidad moderada o
abundante, cuidando que corresponda con lo observado en el examen
directo. Proceder a la purificacion de las colonias de interés

microbiolégico en Agar tripticasa soya (ATS) y en caldo (BHI).
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e Inocular la bateria adecuada segun las caracteristicas morfolégicas y
tintoriales del microorganismo (Anexo C).
e Realizar el antibiograma (método Kirby-Bauer).

e Deteccion fenotipica de los mecanismos de resistencia

Tercer periodo

Identificacion bacteriana:

e Leer las pruebas bioquimicas inoculadas en el periodo anterior.

e Practicar (si aplica) la prueba de la catalasa a partir del caldo BHI,
segun sea el caso.

e Cotejar con las tablas de identificacion bacteriana.

e Leer e interpretar el antibiograma.

e Leer e interpretar los mecanismos

e Registrar y elaborar el reporte respectivo?®.

Antibiograma

e Cepa bacteriana a estudiar: debe provenir de un cultivo fresco,
preferiblemente un cultivo en agar sangre, agar chocolate o caldo
(tripticasa soya).

e Indculo: se transfirid una o dos colonias del cultivo a un tubo que
contenia solucion fisiolégica estéril. En el caso de bacterias
exigentes, las bacterias se transfirieron a un tubo que contenia
caldo Mdueller-Hinton (MH). En cualquiera de los casos, el
crecimiento bacteriano se ajustd a la turbidez del patron estandar
de McFarland N° 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL).
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Se introdujo un hisopo de algodén estéril dentro del tubo que
contenia el in6culo estandarizado. El exceso de liquido se elimind
haciendo rotar suavemente el hisopo contra las paredes del tubo.
Con el hisopo debidamente humedecido, se inocul6 en tres o
cuatro direcciones toda la superficie de una placa, con agar
Mueller-Hinton, girando sucesivamente dicha placa en angulos de
90°. Se dej6 secar el in6culo a temperatura ambiente (no més de
20 minutos).

Se colocé con una pinza estéril hasta un maximo de 6 discos de
antibioticos en forma equidistante, presionando suavemente contra
la superficie del agar.

Se colocé las placas a 36° C, en atmdsfera aerdbica durante toda
la noche.

Lectura: se realiz6 después de 18 horas de incubacion. Con una
regla milimetrada, se medi6 la zona clara alrededor del disco de
antibiotico, el cual correspondia con la inhibicion del crecimiento
bacteriano. Estos datos se compararon con los diametros de zona
establecidos para cada antibidtico en las tablas de interpretacion
internacional. La interpretacion de los halos de inhibicibn nos
permiti6 expresar los resultados como: sensible, sensibilidad
intermedia o resistente. Estas categorias indican lo siguiente:

v' Sensible (S): la infeccion debida al microorganismo aislado
puede ser tratada apropiadamente con el antibiético a la
dosis recomendada, de acuerdo con la gravedad de la
infeccion. Sin embargo, para la prescripcion definitiva del
medicamento, el médico tratante tendra en cuenta algunos
factores tales como biodisponibilidad del antibiotico en el

tejido o sistema afectado, presentacion del medicamento,
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edad del paciente, condiciones patolégicas subyacentes o
fisiolégicas entre otras.

v' Intermedia (I): indica que el antibiético tiene aplicabilidad
clinica, en sitios corporales donde el antibiético alcance
concentraciones terapéuticas adecuadas. Sin embargo, es
recomendable evitar el uso de la categoria “intermedia”
cuando sea posible.

v' Resistente (R): la bacteria aislada no es inhibida por el
antibiético a las concentraciones terapéuticas ideales o la
bacteria ha generado mecanismo de resistencia, que
evaden la actividad del antibiético, por lo tanto; la eficiencia
clinica de éste no es confiable.

e El reporte de los resultados del antibiograma se realizé en forma clara
y precisa, luego fueron enviados en forma inmediata al médico

tratante?s.

Deteccidn de los mecanismos de resistencia

Se detectaron los siguientes mecanismos de resistencia:

v’ B-lactamasa de espectro extendido (BLEE): Se realiz6
mediante el método fenotipico: Prueba de aproximacién de los
discos, el cual consiste en la colocacion de tres discos:
Ceftazidima® (CAZ), Amoxicilina/Ac.Clavulanico® y
Ceftriaxona® (CRO), a una distancia de 20 mm centro a
centro. Su criterio de interpretacion se basa en la distorsion del
halo de inhibicion, de ser asi indica BLEE positiva.

v' B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) tipo

carbapenemasa (Metalo B-lactamasa): Se realiz6 mediante el
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método fenotipico: Prueba de aproximacion de los discos, el
mismo se basa en la colocacién de tres discos: Imipinem®
(IPM), EDTA® y Meropenem® (MEM) a una distancia de 20
mm centro a centro. Su criterio de interpretacion consiste en la

distorsion del halo de inhibicién, de ser asi indica BLEE tipo

carbapenemasa positiva.

Tabla 3. Elecciéon de antibiéticos

Enterobacterias Hospitalario Neonato |No usar en
LCR
Ampicilina® Ceztazidima® Clorafenicol® |Antb de uso
oral

IAmoxicilina/acido
clavulanico®

Cefepime®

Clindamicina®

Cl1G

Ampicilina/sulbactam®

Piperacilina/tazobactan®

Quinolonas

C2G

Piperacilina/tazobactam® |Carbapenemos Sulfonamidas [Tetraciclina®
Gentamicina® Aztreonam® Aztreonam® [Macrolidos
Tobramicina® Colistin® Tetraciclinas |Clindamicina®

Amikacina®

'Vancomicina®

'Vancomicina®

C2G(Cefuroxima®)

C3G(Cefotaxima®)

C4G(Cefepime®)

Ciprofloxacina® y ac.
Nalidixico®

Trimetoprim/sulfametoxaz
ol®

Aztreonam®

Imipenem®

Meropenem®

Ysheth Millan 20192°
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Se procesaron y analizaron 10 muestras de LCR y 10 de hisopado de piel
en neonatos, provenientes de la unidad de investigacion. La procedencia de
las muestras fue comunitaria, recolectadas en el Instituto Autbnomo Hospital
Universitario de Los Andes, del estado Mérida. Fueron procesadas desde
Enero de 2019 hasta Marzo de 2021, tiempo en el cual se realiz6 la fase
interactiva del proceso de investigacion, correspondiente al disefio de

laboratorio.

Morfologia de las bacterias detectadas en LCR, segun la técnica del

Gram

La variable bacterias en LCR, mediante la técnica del Gram fue cualitativa
ordinal. La frecuencia relativa de las categorias fue la siguiente: Del total de
la poblacion estudiada, solo en 2 recién nacidos se identificaron bacterias
Gram positivas (20%) y en los 8 recién nacidos restantes no se no se

evidenciaron bacterias (80%). (Grafico 1).

Morfologia de las bacterias detectadas e en hisopado de piel, segun la
técnica del Gram

La variable caracteristicas morfolégicas de las bacterias en hisopado de
piel displasica, mediante la técnica del Gram fue cualitativa ordinal. La
frecuencia relativa de las categorias fue la siguiente: Del total de la poblacion
estudiada, en 5 de los recién nacidos se identificaron bacterias Gram
negativas (50%) y en los 5 recién nacidos restantes no se evidenciaron
bacterias (50%). (Grafico 2).
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Identificacion de las bacterias detectadas en el LCR através de la

técnica del cultivo

La variable bacterias en LCR, mediante la técnica del cultivo fue
cualitativa bicategorica. La frecuencia relativa de las categorias fue la
siguiente: 2 recién nacidos con identificacion de bacterias Streptococcus spp
a-hemoliticos (20%). 8 recién nacidos sin crecimiento bacteriano (80%)
(Gréfico 3).

Identificacién de las bacterias presentes en hisopado de piel a través
de la técnica del cultivo

La variable bacterias presentes en hisopado de piel, mediante la técnica
del cultivo fue cualitativa bicategorica. La frecuencia relativa de las
categorias fue la siguiente: 1 recién nacido con identificacion bacteriana de
Escherichia coli (10%). 2 recién nacidos con identificacion bacteriana de
Klebsiella pneumoniae (20%). 2 recién nacidos con identificacion bacteriana
de Pseudomonas aeruginosa (20%) y 5 recién nacidos sin crecimiento
bacteriano (50%) (Gréfico 4).

Relacién entre las bacterias detectadas e identificadas en LCR e

hisopado de piel de cada recién nacido

La variable relaciéon de las bacterias presentes en LCR e hisopado de
piel, fue cualitativa bicategodrica. No se observo relacion entre las bacterias
aisladas tanto de LCR como de hisopado de piel displasica (Tabla 4).
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Deteccidn fenotipica de mecanismos de resistencia mediante el

antibiograma de cada bacteria aislada

La variable de mecanismo de resistencia fue multicategodrica. Reveld lo
siguiente en cuanto al hisopado de piel de los recién nacidos: se aislo
Escherichia coli siendo una cepa productora de betalactamasa de espectro
extendido (BLEE) resistente a penicilinas, cefalosporinas y al Aztreonam®.
Klebsiella pneumoniae siendo una cepa productora de betalactamasa de
espectro extendido (BLEE) resistente a penicilinas, cefalosporinas y al
Aztreonam®. Pseudomonas aeruginosa, cepa productora de B-lactamasa de
espectro extendido (BLEE) tipo carbapenemasa (Metalo (-lactamasa), en la
cepa Klebsiella pneumoniae cepa productora de B-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) tipo carbapenemasa (Metalo B-lactamasa). Resistente a
penicilinas, cefalosporinas (todas las generaciones) y carbapenemos, no
afecta al Aztreonam®. Y Pseudomonas aeruginosa, a la cual se determiné
presencia de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) tipo carbapenemasa
(Metalo B-lactamasa) en la cepa. Mientras que en LCR se aislo
Streptococcus spp a-hemoliticos, sensible a Linezolid® y resistente a
Cefotaxima®, Levofloxacina® y Vancomicina® Es de hacer notar que no se
cont6 con métodos de concentracion minima inhibitoria (CIM) para corroborar

resistencia a la Vancomicina®.

Casuistica de pacientes en recién nacidos con mielomeningocele e

hidrocefalia

La variable casuistica de pacientes en recién nacidos con
mielomeningocele e hidrocefalia fue cualitativa bicategédrica. La frecuencia
relativa de las categorias fue la siguiente: para el afio 2019 se presentaron 6

pacientes (recién nacidos) del sexo masculino y 3 pacientes (recién nacidos)
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del sexo femenino; para el afio 2020 se presentaron 2 pacientes (recién
nacidos) del sexo masculino y 2 pacientes (recién nacidos) del sexo
femenino y para el aflo 2021 se presentd 1 paciente (recién nacidos) del

sexo masculino y no hubo pacientes (recién nacidos) del sexo femenino.

Recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia

La variable recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia fue
cualitativa bicategorica. La frecuencia relativa de las categorias fue la
siguiente: Los 10 recién nacidos (unidades elementales) presentaron tanto

mielomeningocele como hidrocefalia.

Grafico 1.- Descripcion de las caracteristicas morfolégicas de las
bacterias en LCR, mediante la técnica de Gram en recién nacidos con
mielomeningocele e hidrocefalia que asistieron al Instituto Autbnomo
Hospital Universitario de Los Andes desde Enero de 2019 hasta Marzo
de 2021

2
2
1
a
0
Sin Bacterias Bacterias
caracteristicas  Gram positiva Gram negativa

morfologicas
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Nota: En la “n” muestral se observé un predominio de ausencia de crecimiento bacteriano (8)

con respecto a las bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Grafico 2.- Descripcion de las caracteristicas morfolégicas de las
bacterias en piel displasica, mediante la técnica de Gram en recién
nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia que asistieron al Instituto
Auténomo Hospital Universitario de Los Andes desde Enero de 2019
hasta Marzo de 2021.

5 5

5
4,5

4
3,5

3
2,5

2
15

1
0,5 0

0 A

Sin Bacterias Gram Bacterias Gram
caracteristicas positiva negativa
morfologicas

o

Nota: En la “n” muestral se observé un predominio de ausencia de crecimiento bacteriano (5)

con respecto a las bacterias Gram positivas y Gram negativas.

61



Grafico 3.- Bacterias detectadas e identificadas en LCR a través de la
técnica de cultivo en recién nacidos con mielomeningocele e
hidrocefalia que asistieron al Instituto Autbnomo Hospital Universitario
de Los Andes desde Enero de 2019 hasta Marzo de 2021.

20%

80%

O Sin crecimiento bacteriano O Streptococcus sp. Alfa hemolitico

Nota: En la “n” muestral se observé un predominio de ausencia de crecimiento bacteriano

con respecto a las bacterias gran positivas.
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Grafico 4.- Bacterias presentes en la piel a través de la técnica de

cultivo en recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia que

asistieron al Instituto Autbnomo Hospital Universitario de Los Andes

desde Enero de 2019 hasta Marzo de 2021.

20%
10% 50%
20%
OSin crecimiento bacteriano  OK. pneumoniae E.coli OP. aeruginosa

7 l]

Nota: En la “n” muestral se observé un predominio de ausencia de crecimiento bacteriano

(50%) con respecto a las bacterias presentes.
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Gréfico 5.- Casuistica de pacientes en recién nacidos con
mielomeningocele e hidrocefalia que asistieron al Instituto Auténomo
Hospital Universitario de Los Andes desde Enero de 2019 hasta Marzo
de 2021.

e

3
25 )
, g
1,5 1
1
0,5
0
2019 2020 2021

O Masculino Femenino

1]

Nota: En la “n” muestral hubo una mayor frecuencia de pacientes (recién nacidos) en el
ano 2019 pertenecientes al sexo masculino (3) y femenino (3), con respecto a los afios
siguientes y el sexo femenino.
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Gréafico 6.- Recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia que
asistieron al Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes
desde Enero de 2019 hasta Marzo de 2021.

10

d ¥

Mielomeningocele Hidrocefalia

7 l]

Nota: En la “n” muestral hubo la misma frecuencia de pacientes (recién nacidos) con

mielomeningocele e hidrocefalia (10).
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Tabla 4.- Relacién entre las bacterias detectadas e identificadas en LCR
y piel en recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia que
asistieron al Instituto Autbnomo Hospital Universitario de Los Andes
desde Enero de 2019 hasta Marzo de 2021.

Bacterias LCR Piel
Escherichia coli 0 1
Klebsiella pneumoniae 0 2
Pseudomonas aeruginosa 0 2
Streptococcus spp. a- 2 0
hemoliticos

Nota: En la “n” muestral no se observd una relacion de las bacterias detectadas e

identificadas en el LCR y en piel de los neonatos.

Tabla 5.- Detecciéon fenotipica de los mecanismos de resistencia de
cada bacteria detectada e identificada, en recién nacidos con
mielomeningocele e hidrocefalia que asistieron al Instituto Autonomo
Hospital Universitario de Los Andes desde Enero de 2019 hasta Marzo
de 2021.
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Paciente 1 Hisopado de Piel: Escherichia coli

Antibioticos Categoria
Amikacina® S

Amoxicilina/Ac.Clavulanico®

Ampicilina®

Aztreonam®

Cefepime®

Cefotaxima®

Ceftazidima®

Ciprofloxacina®

Gentamicina®

Imipemen®

w nw A | W I O I O DO

Meropenem®

Trimetropin/Sulfametozaxol® R

Interpretacién: Se detectd una cepa productora de B-lactamasa de espectro extendido
(BLEE) resistente a todos los antibidticos B-lactamicos (cefalosporinas y monobactamicos
como el Aztreonam®), excepto los carbapenemos (Imipenem®, Meropenem®) y los
combinados con los inhibidores de B-lactdmicos (Piperacilin/Tazobactam®) (ver Figura 1).
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Figura 1. Cepa productora de B-lactamasa de espectro extendido
(BLEE).

Foto tomada por Vasquez, Rebeca. Laboratorio Clinico de Analisis Integral CENTRO DIAGNOSTICO
OCCIDENTE.

Paciente 2 Hisopado de Piel: Klebsiella pneumoniae

Antibiéticos Categoria

Amoxicilina/Ac.Clavulanico® S

Aztreonam®

Cefazolina®

Cefepime®

Cefotaxima®
Ceftazidima®

Ciprofloxacina®

Imipenem®

W nw wnw ™ O O O

Meropenem®

Trimetoprim/Sulfametoxazol® R

Interpretacion: Cepa productora de S-lactamasa de espectro extendido (BLEE) resistente a
penicilinas, cefalosporinas y al Aztreonam® (ver Figura 1).
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Paciente 3 LCR: Streptococcus spp a-hemolitico,

Antibioticos Categoria
Cefotaxima® R
Levofloxacina® R
Linezolid® S
Vancomicina® R

Interpretacién: Debido a que, no se conté con métodos de concentracién minima inhibitoria
(CIM), no se corrobord resistencia a la Vancomicina®.

Paciente 4 Hisopado de Piel: Pseudomonas aeruginosa

Antibioticos Categoria
Cefepime® R
Ceftazidima® R
Ciprofloxacina® S
Gentamicina® S
Imipemen® R
Meropenem® R

Interpretaciéon: Se determind presencia de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) tipo
carbapenemasa (Metalo B-lactamasa) en la cepa, lo cual indica resistencia a todos los
antibioticos B-lactamicos, excepto al Aztreonam (ver Figura 2).
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Figura 2. Cepa productora de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE)
tipo carbapenemasa (Metalo B-lactamasa).

Foto tomada por Vasquez, Rebeca. Laboratorio Clinico de Analisis Integral CENTRO DIAGNOSTICO
OCCIDENTE.

Paciente 5 Hisopado de Piel: Klebsiella pneumoniae

Antibiéticos Categoria

Amoxicilina/Ac.Clavulanico® R

Aztreonam®

Cefepime®

Cefotaxima®
Ceftazidima®

Ciprofloxacina®

Gentamicina®

Imipemen®

Al O W AW [ O O O

Meropenem®

Trimetoprim/Sulfametoxazol® R

Interpretacion: Cepa productora de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) resistente a
penicilinas, cefalosporinas y al Aztreonam® (ver Figura 1).
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Paciente 6 Hisopado de Piel: Pseudomonas aeruginosa

Antibioticos Categoria
Cefepime® R
Ceftazidima® R
Ciprofloxacina® S
Gentamicina® S
Imipemen® R
Meropenem® R

Interpretaciéon: Se determind la presencia de carbapenemasas tipo metalo-B-lactamasa en
la cepa, lo cual indica resistencia a todos los antibiéticos B-lactamicos, excepto al Aztreonam

(ver Figura 2).

Discusiodn

En esta investigacion multivariable, dicotdmica, bicategorica y
multicategdrica, se pretendid determinar las bacterias patdégenas en recién
nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia. El objeto de estudio (bacteria
patégena) fue analizado a través del Gram, cultivo, pruebas bioquimicas y
antibiograma.

En el de cultivo de LCR, sé obtuvo que un 80% de la unidad de
investigacion (recién nacidos) no presentd crecimiento bacteriano, mientras
que el 20% reveld crecimiento de bacterias Gram positivas (Streptococcus
spp a-hemolitico), la variable casuistica fue mayor en el sexo masculino y los
10 recién nacidos (unidades elementales) presentaron mielomeningocele e
hidrocefalia; dichos resultados no coincidieron con lo reportado por Morel
Salado, Ivana Priscila’, quienes realizaron su investigacién en muestras de
LCR y secreciones del defecto del tubo neural (DTF), estos encontraron que

el germen mas frecuente en neonatos fue Klebsiella pneumoniae con un 45%
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(13), segundo Escherichia coli (17%, 5); seguido por Enterobacter spp.,
(14%,4); el defecto del tubo neural (DTN) méas frecuente fue el
Mielomeningocele y los neonatos diagnosticados con DTN correspondieron
al sexo femenino; una de estas diferencias podria deberse a las bacterias
que se encuentran en las unidades de cirugia.

Asi también, los resultados obtenidos por la autora Mirian Morales?®, no
se relacionaron con el estudio en cuestion, ya que esta aislé gérmenes en
muestras de LCR, entre los més frecuentes fueron Klebsiella pneumoniae: 8
casos (25%), Acinetobacter baumannii: 4 casos (12.5%) y Escherichia coli: 3
casos (9.38%), es importante mencionar que fueron 32 casos analizados,
mientras que esta investigacion se analizaron 10 casos de los cuales soélo en
2 casos (muestras de LCR) se aislaron bacterias Gram positivas
(Streptococcus spp a-hemoaolitico).

Por otro lado, Mainol Delgado (2018)2 hallaron como microorganismo mas
frecuente en hisopado de piel displasica a Klebsiella pneumoniae sensible a
Ciprofloxacina®, Meropenem®, Imipenem® Yy Piperacilina/Tazobactam®,
resistente a Amikacina®, Gentamicina® y Ampicilina®, el defecto del tubo
neural (DTN) mas frecuente fue el Mielomeningocele, concordando con esta
investigacion en la que se detectd e identifico Klebsiella pneumoniae en un
promedio menor 25% de la poblacién estudiada, no obstante se diferencio
en el antibiograma, el cual en el presente estudio, arrojé una cepa productora
de betalactamasa de espectro extendido (BLEE) resistente a penicilinas,
cefalosporinas y al Aztreonam®, los defectos del tubo neural (DTN) mas
frecuentes fueron Mielomeningocele e hidrocefalia.

En resumen, el logro de esta investigacion revel6 que no hay una relacion
de correspondencia del Gram entre las muestras de LCR e hisopado de piel
displasica, ademas se logré identificar una serie de microorganismos que
causan infecciones en el sitio quirdrgico y que generalmente causan

infecciones en el ambiente hospitalario; cabe resaltar una limitante como los
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pocos estudios realizados relacionados con el tema en estudio. Sin embargo,

seria conveniente realizar otras investigaciones que incluyan estudios

bacteriologicos pre y post operatorios.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las conclusiones presentan el conocimiento nuevo generado durante las

fases operativas de la investigacion. Por lo tanto, representan la repuesta al

enunciado holopraxico y los sublogros contenidos en los objetivos

especificos, asi como la verificacion de la hip6tesis 825,

Considerando los resultados obtenidos en esta investigacion, la autora y

coautores mencionaron las siguientes conclusiones:

Con el criterio de deteccion e identificacion de bacterias patdégenas se
observaron diferencias amplias en LCR e hisopado de piel displasica
en la unidad de investigacion.

No se observé correspondencia del Gram entre las muestras de LCR
e hisopado de piel displasica.

En las muestras de LCR de los recién nacidos, no hubo crecimiento
bacteriano, con un predominio del 80% (8 muestras) y el resto (2
muestras) si presentaron crecimiento bacteriano (20%), siendo
bacterias Gram positivas (Streptococcus spp a-hemolitico).

En las muestras de hisopado de piel displasica, se encontré
crecimiento bacteriano (50%, 5 muestras) perteneciente, a bacterias
Gram negativas (Klebsiella pneumoniae 20%, Pseudomonas

aeruginosa 20% y Escherichia coli 10%).

73



Las bacterias patdogenas detectadas e identificadas en LCR y en piel
displasica en recién nacidos con mielomeningocele e hidrocefalia no
tienen relacion alguna.

Se detectaron los siguientes mecanismos de resistencia: pf-lactamasa
de espectro extendido (BLEE) y B-lactamasa de espectro extendido
(BLEE) tipo carbapenemasa (Metalo B-lactamasa).

En la variable casuistica predominaron los recién nacidos del sexo
masculino (6 pacientes).

Los 10 recién nacidos (unidades elementales) presentaron tanto

mielomeningocele como hidrocefalia
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Recomendaciones

Es conveniente realizar otras investigaciones a largo plazo que
incluyan estudios bacteriol6gicos pre y post operatorios en neonatos
con Mielomeningocele e Hidrocefalia.

Aplicar estrategias para mejorar los servicios de salud en el recién
nacido con mielomeningocele e hidrocefalia ya que son susceptibles a
infecciones patdgenas.

Es conveniente buscar el financiamiento de casas comerciales que
puedan ofrecer recurso econdmico o de reactivos a los estudiantes de
pregrado, para que no afecte los recursos personales del tesista.
Debido a la poca disponibilidad de trabajos previos, es decir con
menos de cinco afios de publicacion sobre el evento de estudio de
esta investigacion, la autora y coautores recomiendan divulgar estos
resultados en revistas de publicacion primaria, para que estén
disponibles durante el proceso de sustentacién de investigaciones

parecidas.
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Anexo A

UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
ESCUELA DE BIOANALISIS

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre y Apellido

N° de historia clinica

Procedencia

Teléfono

Gérmenes en piel
LCR
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Anexo B
UNIVERSIDAD DE LOS ANDES
8 FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS
UNIVERSIDAD ESCUELA DE BIOANALISIS
DE LOS ANDES
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nosotros

Titulares dé la C.I respectivamente,

representantes y responsables del paciente

de ____ dias de nacido, certificamos que hemos sido informados con la
claridad y veracidad debida respecto al ejercicio académico de la estudiante,
Rebeca Vasquez C.lI 23.781.990 estudiante de la facultad de Bioandlisis,
perteneciente a la Universidad de Los Andes, y su tutor, medico
Neurocirujano Elbert Reyes, acerca de la realizacién de su trabajo de grado
titulado “DETECCION E IDENTIFICACION DE BACTERIAS PATOGENAS
EN RECIEN NACIDOS CON MIELOMENINGOCELE E HIDROCEFALIA” con
el fin de analizar la relacion que existe entre estos dos eventos patoldgicos,
y, la autorizamos para la ejecucion de andlisis de liquido cefalorraquideo
(LCR) y cultivo de piel, con muestras provenientes de nuestro representado.
Somos conocedores de la autonomia suficiente que poseemos para retirar u
oponernos a la realizacion de dichos andlisis cuando lo estimemos
conveniente y sin necesidad de justificacion alguna, de que se respeta la
buena fe, la confiabilidad y la intimidad de la informacién por nosotros
suministrada y la de los resultados obtenidos en los analisis realizados.

Estudiante de Bioanalisis Representante y responsable

Estudiante de Bioanalisis Representante y responsable

Fecha
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Anexo C

Cocos Gram positivos

Positiva ‘ [ Negativa
Cuagulasa Patron de hemolisis
Manitol Bilis esculina

Prueba de Tolerancia
NacCl 6,5%

Taxos depende de
patron de hemdlisis

Bacilos Gram negativos

O

Oxidasa
Positiva ‘ ' Negativa
KIA KIA
ST,
tolID(-:t;JaenbcéiladdeeI a"r° MI®
Caldo 52|-‘|’IC37°C y Citrato
No fermentadores Urea

Enterobacterias
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Anexo D

Anexo E

Klebsiella pneumoniae
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Anexo F

Escherichia coli

Anexo G

Pseudomonas aeruginosa
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