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RESUMEN

Las enterobacterias son un grupo de bacilos Gram negativos que se distribuyen en
el orden Enterobacterales y son causa de una gran variedad de infecciones
intrahospitarias y adquiridas en la comunidad. La  OMS clasifico a las
enterobacterias productoras de BLEE como patégenos prioritarios debido al
aumento de la morbimortalidad asociada a estas bacterias, lo cual constituye un
problema importante de salud publica a nivel mundial. El objetivo de esta
investigacion fue analizar la prevalencia enterobacterias productoras de BLEE
aisladas en pacientes de origen comunitario que asistieron al laboratorio Centro
Diagnostico La Paz ETR del municipio Libertador de la ciudad de Mérida,
Venezuela, desde febrero a mayo del 2024. La investigacion fue analitica de
laboratorio, contempordnea y transeccional. Se evaluaron 44 cepas de
enterobacterias, las cuales se identificaron por los métodos convencionales. La
sintesis de BLEE se determind mediante el método fenotipico de doble disco
combinado con la utilizacion de ceftazidima y ceftazidima con acido clavulanico
siguiendo los criterios establecido por el CLSI.Los resultados arrojaron que 70,5 %
(31/44) de las cepas de enterobacterias fueron productoras de BLEE, predominando
en la especie de E. coli con 65,9 % (29/44) y se asocio con mayor frecuencia en el
grupo etario mayor de 60 afios con 45,5 % (20/44), no se encontr6 correspondencia
entre la prevalencia de BLEE positiva y el sexo de los pacientes. Ademas, se
observé que 51,6% (16/31) de las enterobacterias productoras de BLEE presentaron
resistencia a gentamicina y sensibilidad a amikacina de manera simultanea.

Palabras clave: enterobacteria, infeccion, antibidtico, betalactamico, resistencia,
betalactamasa, aminoglucésido.



INTRODUCCION

En el orden Enterobacterales se ubican las conocidas enterobacterias, las
cuales se consideran el grupo mas grande y heterogéneo de bacilos Gram
negativos (BGN) que habitan en el tracto gastrointestinal de humanos y
animales (Murray, Rosenthal y Pfaller, 2021), este grupo bacteriano son los
agentes causales mas frecuentes de infecciones del tracto urinario (ITU) o
sindromes diarreicos en pacientes inmunocompetentes; ademas, son
responsables de una amplia variedad de entidades clinicas en los pacientes
hospitalizados o0 inmunodeprimidos como por ejemplo, neumonias,
septicemias, meningitis, abscesos abdominales, entre otras (Casellas, 2011,

Murray y cols., 2021).

Por otro lado, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) se refiere a la
capacidad que tienen los microorganismos de disminuir o inactivar la accion
de los antibidticos para asi resistir el ataque y permanecer en el hospedero
(OMS, 2022). Uno de los mecanismos de resistencia mas frecuentes en las
enterobacterias es la sintesis de enzimas hidroliticas; dentro de estas, las
enzimas betalactamasas de espectro extendido (BLEE), las cuales son una
de las causas mas importantes de falla terapéutica en el tratamiento con los

betalactamicos (Chong y Nobuyuki, 2018).

La Organizacion Mundial de La salud (OMS) clasificé a las enterobacterias
productoras de BLEE como patdgenos prioritarios, debido al aumento en la
mortalidad, mayor carga de atencién, asi como, la alta transmisibilidad y alta
prevalencia, lo cual varia segun la zona geogréfica y poblacion estudiada, por
tal motivo es necesario evaluar periddicamente la prevalencia de la
resistencia bacteriana en las enterobacterias e implementar redes de
vigilancia regional para comprender la epidemiologia de la resistencia

antimicrobiana en la comunidad (Martinez y Calvo, 2010).



Para la deteccion de enzimas tipo BLEE, el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI) recomienda la utilizacion de métodos
fenotipicos, en donde encontramos la prueba del doble disco combinado
(DDC) empleando el disco de ceftazidima y ceftazidima méas acido clavulanico
(CAZ y CAL) (CLSI, 2024).

Esta investigacion fue de tipo analitica ya que se determiné la presencia de
BLEE en enterobacterias aisladas de diferentes tipos de muestras clinicas
procedentes de pacientes comunitarios utilizando la prueba del DDC y se
determind la relacion de correspondencia con los factores epidemioldgicos
mediante el analisis estadistico utilizando la prueba de Chi cuadrado. El
disefio de esta investigacion fue: de laboratorio, contemporaneo,
transeccional y multivariable; estas Ultimas estuvieron representadas por la
edad y sexo de los pacientes, asi como la especie de enterobacteria

identificada.

El presente trabajo esta sistematizado por las normas de la Asociacion
Americana de Psicologia (APA), organizada de la siguiente manera: el
capitulo 1, titulado: El Problema, el cual comprende: Planteamiento del
Problema, Justificacion, Objetivos, Alcances y Limitaciones de la
Investigacion. El capitulo I, titulado: Marco Teo6rico y subtitulado por los
Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases Tedricas, Definicion
Operacional de Términos y Variables, Operacionalizacién del evento. El
capitulo 1ll, titulado: Marco Metodolégico, subtitulado: Tipo y Disefio de la
Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de Variables, Instrumento de
Recoleccion de Datos, Procedimiento de la Investigacion y Disefio de Analisis.
El capitulo IV. Titulado: Resultados y Discusion. Por ultimo, el Capitulo V,
titulado: Conclusiones y Recomendaciones.

Este trabajo de investigacibn plante6 analizar la prevalencia de

enterobacterias productoras de BLEE aisladas de diferentes muestras clinicas



provenientes de pacientes de origen comunitario que asistiron al laboratorio

Centro Diagnostico La Paz ETR desde el periodo de febrero a mayo de 2024.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

La resistencia a los antibiéticos se ha convertido en una importante
amenaza para la salud publica, como lo demuestra el informe del sistema
mundial de vigilancia de la resistencia y uso de los antimicrobianos (GLASS)

de la organizacién mundial de la salud (OMS, 2020).

Este problema se ve favorecido por el uso indiscriminado de antibiéticos de
amplio espectro, ademas la presencia de genes de resistencia antimicrobiana
en plasmidos facilita la propagacién de los distintos mecanismos que pueden
desarrollar las bacterias, constituyendo asi un reto para las entidades de
salud en el tratamiento y control de las infecciones causadas por este tipo de
microorganismos (Martinez y Calvo, 2010; Astocondor, 2018; Yagui, 2018).

Las enterobacterias son los agentes etiolégicos mas comunmente
asociados a infecciones nosocomiales y comunitarias (Lopardo, Predari y
Vay, 2016), siendo el mecanismode resistencia mas frecuente en este grupo
bacteriano la sintesis de BLEE, esta enzima inactiva antibidticos como
penicilinas, cefalosporinas y monobactamicos (Victorio, 2022), ocasionando
una reduccion en las opciones terapéuticas y por consiguiente el aumento de
las tasas de morbimortalidad y costos de atencién médica (Tejada, Huarcaya,

Melgarejo, Gonzales, Cahuana, Pari, Bohorquez y Chacaltana, 2020).



Con respecto a la deteccion de BLEE mediante métodos fenotipicos, el
CLSI recomienda que para sospechar de la presencia de esta enzima se debe
observar en el antibiograma una o mas cefalosporinas de tercera generacion
resistentes o con halos de inhibicion segun lo descrito en la tabla 3-A del
manual M-100 de CLSI 2024. Como pruebas confirmatorias se describe la
prueba del doble disco combinado utilizando un disco de ceftazidima (CAZ) y
otro disco del mismo antibiético combinado con acido clavulanico (CAL)
(CLSI, 2024).

Por otro lado, la prevalencia de la resistencia bacteriana varia segun la
zona geografica y poblacion estudiada, por tal motivo es necesario
implementar redes de vigilancia regional para comprender la epidemiologia de

este fendmeno en la comunidad (Martinez y Calvo, 2010).

En relaciéon a la situacion actual del evento en estudio se puede indicaque
el informe GLASS de la OMS, reportd una frecuencia de 36 % de Escherichia
coli como resistentes a las cefalosporinas de tercera generacién con un
rango que variaba entre 152 % y 63 %, tanto para la infecciones
intrahospitalarias como para las infecciones adquiridas en la comunidad,

estos datos corresponden a informes de 49 paises (OMS, 2020).

En Venezuela, son pocos los estudios publicados relacionados con la
prevalencia de BLEE a nivel ambulatorio, aun asi, la situacién actual sobre
este tema se evidencié mediante la investigacion realizada en Barinas donde
reportaron 85,9 % de E. coli uropatdgenas productoras de BLEE (Salazar y
Araque, 2023). A nivel local, las investigaciones realizadas por distintos
laboratorios privados reportaron una prevalencia de E. coli uropatdgenas
productoras de BLEE de 21 % y 46,2 % en cepas de origen comunitario
(Berrios y Millan, 2022; Rojas y Sanchez, 2023).



En este contexto, se manifiesta la necesidad de analizar la prevalencia de
enterobacterias productorasde BLEE a nivel local, por lo tanto, se formuld la

siguiente interrogante:

¢, Cual es la correspondencia entre la prevalencia de enterobacterias
productorasde BLEE vy los factores epidemiolégicos en cepas comunitarias
aisladas en el laboratorio Centro Diagnético La Paz ETR en el municipio

Libertador durante el periodo de febrero a mayo de 20247.

Justificacion de la Investigacion

El porqué de la investigacion constituye la justificacion, esta alude a las
razones que llevaron al investigador a seleccionar el tema en cuestion, estas
razones sirven de fundamento para realizar el trabajo y pueden estar
sustentadas en necesidades, motivaciones, intereses, inquietudes vy
potencialidades (Hurtado, 2010).

En este caso, la investigacion se sustent6 en el hecho de que las bacterias
productoras de BLEE son un problema de salud publica importante ya que las
infecciones causadas por este tipo de bacterias aumentan la morbimortalidad
y la carga de atencién hospitalaria, ademas su frecuencia varia segun la

zona geogréfica y poblacién estudiada.

Por tal motivo es necesario evaluar periodicamente la prevalencia de la
resistencia bacteriana en las enterobacterias e implementar redes de
vigilancia regional para comprender la epidemiologia a nivel local (Salazar y
Araque, 2023; Martinez y cols., 2010).



Por lo tanto, contar con herramientas sencillas como la prueba de difusion
del disco y en particular la técnica del doble disco combinado (CAZ y CAL)
para la confirmacion de BLEE es también un potencial que se debe
aprovechar para conocer la frecuencia local de las enterobacterias
productoras de BLEE. Aportando asi datos importantes para actualizar el
tratamiento empirico brindado por el personal médico y concientizar al
personal de salud y demas personas (Torres, Castafieda, Castro, Lopez y
Prada, 2015; Quintana, 2023).

Objetivos de la Investigacion

Objetivo general

Analizar la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE aisladas
de diferentes muestras clinicas provenientes de pacientes de origen
comunitario que asistieron al laboratorio Centro Diagnostico La Paz ETR del
municipio Libertador de la ciudad de Mérida, Venezuela, en el periodo de

febrero a mayo de 2024.

Objetivos especificos

e Determinar la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE en
diferentes muestras clinicas provenientes de pacientes de origen
comunitario.

e Conocer la distribucién de enterobacterias productora de BLEE segun
la especie identificada.

e Relacionar la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE con

el grupo etario de la unidad de estudio.



e Analizar la correspondencia entre la prevalencia de enterobacterias

productoras de BLEE y el sexo de los pacientes incluidos en el estudio

Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacién

Los alcances de una investigacion se refieren al conocimiento que se
desea descubrir, el cual consta de la amplitud y profundidad a la que se desea
llegar en un tema determinado (Hurtado, 2010).

En esta investigacion el uso de la prueba del doble disco combinado
permitié determinar la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE en
pacientes de origen comunitario; mientras que, el andlisis estadistico
mediante el método de Chi cuadrado revelo la significancia estadistica de la
distribucion segun el sexo y la edad del paciente, asi como la especie de
enterobacteria identificada, lo cual aport6é datos epidemioldgicos importantes a

nivel local, logrando un alcance de tipo analitico.

Limitaciones de la Investigacion

Las limitaciones de una investigacion estan relacionadas con los recursos

tedricos, técnicos y de presupuesto economico (Hurtado, 2010).

En este sentido las limitaciones estuvieron relacionadas con los pocos
datos publicados a nivel local sobre la prevalencia de BLEE a nivel

comunitario; a su vez, el alto costo de reactivos y otro material fungible para



llevar a cabo la fase experimental de la investigacion. Por otro lado, la falta de
homogeneidad en el registro de los datos clinicos y epidemiol6gicos de las
cepas, influyeron en la seleccion del nimero de enterobacterias incluidas en

la unidad de investigacion.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

En un estudio realizado por Morocho y Ortiz (2024), se determind la
presencia de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE en pacientes
ambulatorios con ITU, atendidos en el Laboratorio Clinico San Pablo en la
ciudad de Loja- Ecuador entre el periodo del 2021 y 2022 siendo una
investigacion descriptiva de disefio documental. La poblacion de estudio
estuvo constituida por 672 registros de pacientes con urocultivo positivo,
recopilados de la base de datos del Laboratorio. A partir de la data estudiada,
se pudo mostrar que las ITU con mayor frecuencia se presentaron en el sexo
femenino con 86,5 %. Por otra parte, el grupo etario con mayor predominio
estuvo representada por la edad adulta (20-64 afios) con 50,4 %. Con
respecto al agente etiologico, E. coli con mayor frecuencia el 74 %,
Citrobacter freundii el 8,93 % y Klebsiella spp. con 6,10 %. De acuerdo perfil
de susceptibilidad, reportaron un 8,9 % de enterobacterias poductoras de
BLEE con mayor prevalencia en E. coli con 6,6 % seguido de K. pneumoniae

con 1,6 %.

El estudio realizado por Salazar y Araque (2023) en un laboratorio privado
de la ciudad de Barinas-Venezuela, sus autoras determinaron una frecuencia
de uropatégenos multirresistentes (MDR) y con resistencia extendida (XDR),
en cepas aisladas de pacientes adultos con diagnostico de ITU procedentes
de la comunidad. a poblacion estuvo constituida por 1019 urocultivos de los

10



cuales 337 (33,07%), fueron seleccionados segun los criterios de inclusion. El
estudio microbioldgico se realizo mediante métodos convencionales; mientras
que, la determinacaion de BLEE se ejecutd por la prueba DDC. De los 337
urocultivos, 70,92 % correspondié a pacientes del sexo femenino,condades
comprendidas entre 31 y 60 afios; el 93,17 % de los uropatdogenos
identificados correspondieron a Enterobacterales, de los cuales, E. coli se
identifico en un 87,54 %. La produccion de BLEE se detect6 en 85,9 % de los

aislamientos.

Diaz, Quintero y Chavez (2023) realizaron un estudio retrospectivo con el
objetivo de determinar la prevalencia de uropatdégenos bacterianos y su
resistencia antimicrobiana en pacientes que acudieron al laboratorio “BioLab”
en Ecuador durante el afio 2022. Los autores analizaron 90 registros de
pacientes con urocultivos positivos, de los cuales un 34,4% fueron
productores de BLEE siendo E. coli el uropatégeno de mayor prevalencia
con 82,2% de los casos. La mayoria de los pacientes (96%) eran de sexo
femenino; mientras que el 4% correspondieron al sexo masculino. En cuanto
al grupo etario, el 41,1 % de los aislamientos de E. coli BLEE positivo se

presenté en mayores de 60 afos.

Pinguil, Campoverde, Montalvo y Alvarado (2022), realizaron un estudio
retrospectivo con el objetivo de caracterizar la resistencia de BLEE a partir de
la prevalencia en aislados de E. coli de las diferentes muestras procedentes
de los servicios de salud del Hospital Homero Castanier Crespo de la ciudad
de Azogues en Ecuador, durante enero del 2019 hasta septiembre del 2021.
La poblacion estuvo constituida por 877 aislados de E. coli procedentes de
diferentes muestras de origen comunitario e intrahospitalario. Obtenieron una
la frecuencia de E. coli productora de BLEE fue de 17,7 % con mayor
frecuencia en el sexo masculino (23,7 %) que en el sexo femenino (15,7 %), y

en muestras de orina (73,5 %). Con respecto a la susceptibilidad frente a los

11



aminoglucésidos reportan que 94,9% de las cepas fueron sensibles a

amikacinay 80,5 % a gentamicina.

Antecedentes histdricos

En el aflo 1674 comienza la era del mundo microscépico cuando el
biélogo holandés Anton van Leeuwenhoek observa una gota de agua a través
de lentes pulidos, sin embargo casi 100 afios después el bidlogo danés Otto
Muller siguiendo los métodos de clasificacion de Carlos Linneo, organizé las
bacterias en géneros y especies, dando inicio a la clasificacion taxonémica de

los microorganismos (Murray y cols., 2021).

En cuanto al descubrimiento de los antibidticos, es importante referir que
en el afio 1928 Alexander Fleming, estudiando las variantes cromogenas del
Staphylococcusaureus, observa que en una de las placas de agar que habia
descartado se produjo la lisis del germen y que esto estaba relacionado con
una sustancia sintetizada por un hongo llamadoPenicilliumel cual habia
crecido como contaminante en el cultivo, dicha sustancia la denomind
“penicilina” (Belloso, 2009). Posteriormente dicha sustancia se utilizd sin
distincion en muchos productos terapéuticos de venta libre; favoreciendo la

resistencia bacteriana. (Urquizo, Arce y Alanoca, 2018).

Abraham y Chain en 1940 descubrieron que cultivos de E. coli podian
destruir la penicilina y sospecharon que esta accion se debia a una ezima
capaz de hidrolizar el enlace amida del nucleo betalactdmico de este
antibiotico y fue Pollock en 1960 quien la denomina como enzima
betalactamasa (Urquizo, Arce y Alanoca, 2018).

Hacia la década de los 60's se describen las primeras betalactamasas
mediadas por plasmidos en bacterias Gram negativas (grupo 2b TEM-1, SHV-

1), ademas, con el surgimiento y uso repetitivo de nuevos betalactamicos,

12



fueron apareciendo nuevas variantes de betalactamasas, hasta que en 1983
en Alemania se describi6 por primera vez las llamadas BLEE capaces de
inactivar no solo las penicilinas sino también a las cefalosporinas de tercera
generacion (ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima) y el aztreonam (Garcia,
2013).

Las enterobacterias productoras de BLEE se describieron inicialmente en
Espafia en 1988, siendo K. pneumoniae y E. coli fueron las especies con
mayor importancia, causando brotes intrahospitalarios en grandes hospitales,
principalmente en unidades de cuidados intensivos, quirdrgicas y neonatales
(Farifias y Martinez, 2013).

Al principio esta mutacion mediada por plasmidos se observaba en
infecciones nosocomiales, por ello, se creia que los microorganismos
productores de BLEE eran exclusivos del ambiente hospitalario, de paciente
que ingresaban = con  enfermedades debilitantes, con tratamiento
antimicrobiano de amplio espectro y estancia prolongada. Actualmente las
infecciones causadas por enterobacterias productoras de BLEE han sido
reportadas en pacientes ambulatorios asociada a ITU (Urquizo, Arce y
Alanoca, 2018).

Es importante resaltar que la aparicién de bacterias productoras de BLEE
empezd a aumentar en el afio 1990 y coincidid con el uso extendido de

ceftriaxona (Casellas, 2011).

Varias publicaciones como parte del Estudio de Monitoreo de la
Resistencia Antimicrobiana (SMART por sus siglas en inglés), han evaluado la
susceptibilidad de bacterias Gram negativas en infecciones intraabdominales
en mas de 100 centros distribuidos en todo el mundo, documentando que en

América Latina existen tasas mas altas de produccién de BLEE (34,6 %),
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comparado con Europa (19,7 %) y Norte América (10 %) (Garcia, Astocondor
y Banda, 2012).

Cabe resaltar que en el afio 2015 en el estado Mérida- Venezuela se llevo
a cabo un estudio sobre el perfil de resistencia antimicrobiana en pacientes
con infeccion urinaria adquirida en la comunidad, en donde se analizaron 149
muestras; reportando un predominio de E. coli en un 84,6 %, seguido de
Proteus mirabilis y Enterococcusfaecalis, ambos con 4,7 %. Los porcentajes
mas altos de resistencia para los aislados de E. coli, se observaron para
ampicilina (92,06 %), ampicilina/sulbactam (68,25 %), acido nalidixico (38,89
%), ciprofloxacina (38,89 %) y trimetroprim—sulfametoxazol (54,76 %);
adicionamalente presentaron altos niveles de sensibilidad a nitrofurantoina
(80,95 %). Por otro lado, 5,15 % de las cepas de E. coli se mostraron
fenotipicamente productoras de BLEE y 35,29 % de las otras
Enterobacteriaceae aisladas, presentaron un perfil fenotipico compatible con
la produccion de la enzima TEM resistente a inhibidores (IRT) (Gonzalez,
Teran, Duran y Alviarez, 2019).

Aproximaciones tedricas
Generalidades del orden Enterobacterales
El orden Enterobacterales actualmente incluye 8 familias dentro de las

cuales estan distribuidas las conocidas enterobacterias Tabla N° 1 (Adeolu,

Alnajar, Naushad, y Gupta, 2016; Morales, Yepes, Prada, y Torres,2019).
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Tabla 1: Géneros de las familias del orden Enterobacterales

Familia Géneros descritos durante el Géneros descritos
siglo XXI antes de 2000
Enterobacteriaceae Atlantibacter Buttiauxella
Biostraticola Cedecea
Cronobacter Citrobacter
Enterobacillus Enterobacter Escherichia
Franconibacter Klebsiella
Gibbsiella Kluyvera
Izhakiella Leclercia
Kosakonia Saccharobacter
Lelliottia Salmonella
Limnobaculum Shigella
Mangrovibacter Trabulsiella Yokenella
Mangrovibacter
Pluralibacter
Pseudocitrobacter
Pseudoescherichia
Raoultella
Rosenbergiella
Shimwellia
Siccibacter
Erwiniaceae Phaseolibacter Buchnera
Mixta Erwinia
Pantoea
Tatumella
Wigglesworthia
Pectobacteriaceae Dickeya Brenneria
Lonsdalea Pectobacterium
Sodalis
Yersiniaceae Chania Ewingella
Nissabacter Rahnella
Rouxiella Serratia
Samsonia Yersinia
Hafniaceae Edwardsiella
Hafnia
Obesumbacterium
Morganellaceae Cosenzaea Arsenophonus
Moellerella Morganella
Photorhabdus Proteus
Providencia
Xenorhabdus
Budviciaceae Budvicia
Leminorella
Pragia
Thorselliaceae Coetzeea
Thorsellia

Fuente: Morales, Yepes, Prada y Torres, 2019
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Las enterobacterias son bacilos Gram negativos cuyo habitat natural es el
tracto intestinal de humanos y animales, sin embargo, tienen la habilidad de
sobrevivir en el medio ambiente; por lo tanto, son aislados confrecuencia de
aguas, suelos, alimentos y objetos contaminados con materia fecal. (Merino,
2012; Brooks, Butel, Carroll, Morse y Mietzner, 2020).

En general las enterobacterias se caracterizan por un tamafio que oscila
entre 2-3 ym por 0,4-0,6 ym, no forman esporas, pueden ser inméviles o
moviles con flagelos peritricos, son anaerobios facultativos, tienen
requerimientos nutricionales sencillos, son oxidasa negativo excepto
Plesiomonasshigelloides, fermentan la glucosa y reducen los nitratos a nitritos
(Murray y cols., 2021).

Por otro lado, las diferencias metabolicas observadas en medios como:
Agar Kigler (KIA), Agar lisina hierro (LIA), Agar motilidad-indol-ornitina (MIO),
Agar o caldo Urea y agar Citrato de Simmon, han servido clasicamente para
establecer los criterios en la identificacion de las especies de enterobacterias
(Brooks y cols., 2020; Koneman, 2008; Murray y cols., 2021).

La pared celular de estas bacterias consta de una membrana externa, el
espacio periplasmico y una fina capa interna de peptidoglicano (Figura 1) la
membrana externa esta compuesta por una doble capa de fosfolipidos y una
de lipopolisacaridos. Estos Udltimos a su vez estdan formados por dos
elementos importantes el lipido “A” conocido como endotoxina y el
polisacarido “O” conocido como antigeno somatico “O”, el cual junto con el
antigeno flagelar “H” en las cepas moviles y el antigeno capsular “K” en las
cepas que la producen, son los tres elementos que establecen la estructura
antigénica de las enterobacterias y su clasificacion serotipica (Kenneth vy
George, 2018).
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Figura 1: Pared celular de bacterias Gram negativas
Tomada y modificado de Murray y cols., 2021

Las estructuras o productos bacterianos que le permiten a las bacterias

adherirse a los tejidos, invadir 6rganos, evadir la respuesta inmune y producir

un estado téxico en el paciente se conocen como factores de virulencia,

siendo los mas comunes entre las especies del orden Enterobacterales los

descritos en la tabla 2.

Tabla 2: Factores de virulencia del orden Enterobacterales

Factores de virulencia

Funcién

Endotoxina La actividad de esta endotoxina depende del componente
lipido A del lipopolisacarido, que se libera durante la lisis
celular jugando un papel importante en la respuesta
inmune innata.

Capsula Estructura externa a la pared celular, la cual protege a la

bacteria de la fagocitosis contribuyendo a la capacidad
invasora de la bacteria patégena

Variacion de la fase
antigénica

Mecanismo por el cual altera las proteinas o los
carbohidratos en su superficie y asi evita una respuesta
inmune del huésped

Sistema de secrecion tipo lll

Este sistema se describe como una jeringa molecular o
complejo aguja, por medio del cual la bacteria traspasa
sus factores devirulencia a las células eucariotas diana

Sideroforos

Son compuestos de bajo peso molecular que atrapan el
hierro con alta afinidad lo cual le permite sobrevivir en un
ambiente bajo de nutrientes

Resistencia a la lisis por
sistema de complemento

Algunas Gram negativas sintetizan lipopolisacéridos con
cadenas “O” unidas a moléculas de acido sialico de forma
gue son resistentes a la accion litica del complemento.
Este mecanismo favorece su capacidad de diseminacion

Fuente:Murray y cols.,(2021) Cardenas, Cruz, Gandara y Pérez (2014)
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Principales infecciones producidas por enterobacterias a nivel de la

comunidad

Las enterobacterias producen una gran variedad de enfermedades en el
ser humano, tradicionalmente han sido responsables de mas del 70 % de las

ITU a nivel de la comunidad (Murray y cols., 2021).

Sin embargo, la OMS en su informe GLASS reporta que a nivel mundial
también son agentes causales del 11,7 % de las bacteremias de origen
comunitario, siendo E. coli, K. pneumoniae y Salmonella spp. las mas
frecuentes, asi mismo, indica que son responsables del 0,52 % de las
infecciones intestinales, reportando a Salmonella spp. y Shigella spp. como

las de mayor frecuencia a nivel mundial (OMS, 2020).

En general existen dos grupos de enterobacterias, las que son patdgenas
estrictas como Salmonella serotipo Typhi, Salmonella serotipo Paratyphi,
Shigella spp, Yersinia pestis y los patotipos diarreogénicos de E. coli, el otro
grupo corresponde a las que forman parte de la microbiota intestinal y pueden
producir infecciones oportunistas, como por ejemplo E. coli, K. pneumoniae,
K. aerogenes, Serratiamarcescens, Citrobacter freundii, Proteus spp.,

Enterobacter cloacae, entre otras (Murray y cols., 2021).

Las infecciones oportunistas pueden darse por los siguientes factores
predisponentes: ruptura de las barreras fisicas de proteccién de la piel y las
mucosas como por ejemplo: heridas, quemaduras, catéteres y dispositivos
intrauterinos, de igual manera la disminucion del sistema inmune del
hospedero, principalmente la fagocitosis predispone a las infecciones

oportunistas por estos microorganismos (Urquizo, Arces y Alanoca, 2018).
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Las infecciones por enterobacterias se pueden originar a partir de un
reservorio animal como por ejemplo en la mayoria de las especies de
Salmonella y Yersinia, de un portador humano en caso de especies de
Shigella y Salmonella serotipo Typhi o de la diseminacion endégena de los
microorganismos desde el intestino a otros sitios anatémicos (Murray y cols.,
2021; Casellas, 2011).

Mecanismos de resistencia mas frecuentes en las Enterobacterias

Los mecanismos de resistencia se definen como estrategias que utilizan
las bacterias para disminuir o inactivar la accibn de los agentes
antimicrobianos para resistir el ataque y poder permanecer en el hospedero
(OMS, 2022).

La resistencia a los antimicrobianos puede ser intrinseca, adquirida y
intrinseca es una caracteristica natural, propia de todas las bacterias de una
misma especie; por otro lado, la resistencia adquirida se debe a la
incorporacion de informacién genética nueva, ésta puede estar asociada a
mutaciones genéticas o a la adquisicion de genes de resistencia mediante
mecanismos de transferencia genética como plasmidos, transposones o

integrones (Pimentel, 2018).

Cabe resaltar que los mecanismos de resistencias se resumen en cuatro
categorias que incluyen: alteracion de la permeabilidad de la membrana,
modificacion del sitio blanco de accion, las bombas de expulsion y la
produccion de enzimas inactivadoras, dentro de este Udltimo grupo se
encuentran las betalactamasas, las cuales son capaces de hidrolizar a los

antibioticos B-lactamicos (Bush y Bradford, 2020).
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Las enzimas betalactamasas se clasificanbajo dos enfoques, la
clasificacion de Amber se basa en la informacion molecular tomando en
cuenta la homologia de sus proteinas ubicando a las que tienen serina en su
sitio activo, en los grupos A, C y D, mientras que las que contienen zinc se
ubican en el grupo B (Bush y Bradford, 2020; Ambler, 1980). A su vez Bush,
Jacoby y Medeiros (1995) y Bush y Jacoby (2010) las clasifican tomando en

cuenta sus propiedades hidroliticas y las sustancias que la inhiben (tabla 3).

Tabla 3: Clasificacion funcional de Bush y Jacoby del 2010

Bush- Ambler Sustratos Inhibidos Inhibidos por Tipos de
Jacoby por EDTA | Acido Clavulamico Enzimas
0 Tazobactam Betalactamasa
1 Clase C Cefalosporinasas ) No P99
Cefamicinasas FOX-4
2 ) Si
2a Penicilinas Si PC1
2b Si TEM -1, SHV-1
2be Clase A Cefalosporinas Si TEM-10,SHV-2
2br No TEM-30
2ber No TEM -50
2ce Si RTG-4
2d Penicilinas ) Variable OXA-1
2de Cefalosporinas OXA-11
Clase D _
2df Carbapenémicos OXA -23
2e Si CepA
2f Carbapenémicos Variable KPC-2
3 Clase B Carbapenémicos (+) No
3a B1 NDM-1, VIM-2,
IMP-1
3b B2 CphA
3a B3 L1

Fuente: Astocondor, 2018. Basado en datos de Bush y Jacoby (2010).

En el grupo de las enterobacterias la sintesis de betalactamasas es el
mecanismo de resistencia mas frecuente, dentro de estas las BLEE se
caracterizan por hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y monobactamicos; sin
embargo son incapaces de hidrolizar cefamicinas y carbapenemos. Por otro
lado, son acido clavulanico, sulbactam,

inhibidas por el tazobactam,

avibactam, relebactam y varbobactam (Bush y Bradford, 2019).
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Las BLEE han evolucionado mediante la sustitucion de aminoacidos en las
betalactamasas de espectro ampliado (BLEA), otra caracteristica importante
es que pertenecen a la clase molecular A y D de Ambler y 2be del esquema
de Bush, Jacoby y Medeiros (Japon, 2021; Bush y Bradford, 2020).

Cabe destacar que desde el punto de vista molecular existen varios tipos
de resitencia: TEM, SHV y CTX-M, las cuales puede caracterizarse de
acuerdo al espectro de hidrélisis que presentan frente a cefalosporinas. Es
decir, los del grupo TEM y SHV hidrolizan con mayor eficacia a ceftazidima
que a ceftriaxona o cefotaxima; mientras que, CTX-M hidroliza cefotaxima,
ceftriaxoma y cefepime con mas frecuencia que a ceftazidima. Otros tipos
poco frecuentes de BLEE son los tipos PER, GES, VEB, BES, BEL, TLA y
SFO (Japon 2021).

Dentro de los factores de riesgo para la adquisicion de una infeccion por
cepas productoras de BLEE, destacan las infecciones recurrentes, el uso
empirico de antibioticos de amplio espectro, algunas comorbilidades y la edad

avanzada (Urquizo, Arces y Alanoca, 2018; Limahuaya, 2023).

Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y su deteccion

La deteccién de las BLEE en el laboratorio no siempre es facil, ya que
depende de su expresion fenotipica, y esto viene condicionado por la cantidad
de enzima producida por la bacteria, y de la presencia o0 no de otros
mecanismos de resistencia. Su deteccién se basa en la capacidad de estas
enzimas de hidrolizar las cefalosporinas de amplio espectro y los
monobactamicos, disminuyendo por tanto la sensibilidad de la bacteria a
estos antibacterianos que se pone de manifiesto en un incremento de la

concentracion minima inhibitoria (CMI) o una disminucion de los halos de
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inhibicion cuando se realiza la técnica de difusion con discos (Calvo, Cantén,

Fernandez, Mirelis, y Navarro, 2011).

El CLSI recomienda que se debe sospechar de BLEE en E. coli, Klebsiella
spp., Proteus mirabilis, Salmonella spp. yShigella spp. cuando los halos de

inhibicion se encuentras en los rangos establecidos en la tabla 3-A del manual

M-100.

Tabla 4: Parametros de la tabla 3-A del manual M-100 del CLSI

Prueba Criterios para la realizacién de la prueba ESBL
Método de la prueba Difusion de disco Microdilucién en caldo
Medio MHA CAMHB

Concentracién antimicrobiana

Para K. pneumoniae, K. oxytoca y
E. coli:
Cefpodoxima 10 pg o

Ceftazidima 30pug o
Aztreonam 30 pg o
Cefotaxima 30 pgo
Ceftriaxona 30 ug

Para P. mirabilis:
Cefpodoxima 10 ug o
Ceftazidima 30 pgo
Cefotaxima 30 ug

(Probar més de un agente
antimicrobiano mejora la
sensibilidad de la deteccién de
BLEE).

Para K. pneumoniae, K. oxytoca y E.
coli:
Cefpodoxima 4 pg/ml o

Ceftazidima 1 pg/ml o Aztreonam
1 pg/mlo

Cefotaxima 1 pg/ml o
Ceftriaxona 1 pg/ml

Para P. mirabilis:

Cefpodoxima 1 pug/ml o
Ceftazidima = 1 pg/ml o
Cefotaxima 1 pg/ml o

(Probar més de un agente
antimicrobiano mejora la sensibilidad
de la deteccion de BLEE).

In6culo

Procedimiento de Difusion de disco
estandar

Procedimiento de dilucion de caldo
estandar

Condiciones de incubacion

35°C+2°C; temperatura ambiente

35°C+2°C; temperatura ambiente

Duracién de laincubacion

16-18 horas

16-20 horas

Resultados

Para K. pneumoniae, K. oxytoca y
E. coli:

Zona <17 mm
decefpodoxima

Zona de ceftazidima | <22 mm
Zona de aztreonam <27mm
Zona de cefotaxima | <27 mm
Zona de Ceftriaxona | €25 mm
Para P. mirabilis

Zona <22 mm
decefpodoxima

Zona de ceftazidima | <22 mm
Zona de cefotaxima | <27 mm

Las zonas superiores pueden
indicar produccion de BLEE

El crecimiento en o por encima de
las concentraciones enumeradas
puede indicar produccién de BLEE
(es decir, para E. col, K.
pneumoniae y K. oxytoca, MIC 28
pg/mL para cefpodoxima o MIC =2
ug/mL para ceftazidima, aztreonam,
cefotaxima, o ceftriaxona y para P.

mirabilis, MIC 22 pug/mL para
cefpodoxima, ceftazidima o]
cefotaxima).

Fuente: CLSI, 2024.
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Dentro de los metodos fenotipicos descritos para confirmar la sintesis de

BLEE se pueden mencionar:

- Prueba de sinergia de doble disco: en la que la presencia de una BLEE se
sospecha por el efecto sinérgico producido entre los discos de ceftazidima (30
pMg), cefepime (30 pg) o aztreonam (30 pg) y el disco de
amoxicilina/clavulanico (20/10 pg) dispuestos a una distancia de 20 mm de

centro a centro en una placa de Mueller-Hinton (Garcia y Garica, 2020).

- Prueba de discos combinados: consiste en comparar los halos de
inhibicion de cefalosporinas de tercera generacion (CAZ o CTX) versus los
halos de dichos antibidticos cuando estan en combinacion de un inhibidor de
betalactamasa como acido clavulanico (CAZ+CAL o CTX+CAL). Una
diferencia =2 5 mm del halo de inhibicion se considera positivo para la
produccion de BLEE (CLSI, 2024).

- Técnicas de difusion en gradiente con tiras combinadas: se basa en el
mismo principio de inhibicion por acido clavulanico utilizando los discos
combinados, aunque en este caso se comparan valores de CMI obtenidas
mediante el uso de tiras que presentan en un extremo un gradiente de
concentracion de cefotaxime, ceftazidime o cefepime y en el otro un gradiente
de la misma cefalosporina con una concentracion fija de acido clavulanico. La
prueba se considera positiva cuando en presencia de acido clavulanico la CMI
de cualquiera de las cefalosporinas disminuye por lo menos en 3 diluciones
(CLSI, 2024)

- Métodos genotipicos que utilizan técnicas moleculares: con la finalidad
de detectar los genes responsables de la produccion de BLEE se utilizan las
siguientes técnicas: sondas de acido desoxirribonucleico (ADN) especificas,

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con primers de oligonucleétidos,
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oligotipificacion, PCR seguida de analisis de polimorfismo, reaccion en
cadena de la ligasa y secuenciaciéon de nucleotidos (Garcia y Garica, 2020).

Cabe resaltar, que los métodos fenotipicos son ampliamente utilizados
porque son mas sencillos y menos costosos que los genotipicos, sin embargo
son los genotipicos los mas precisos. Es por ello que el CLSI recomienda
realizar una prueba de cribado fenotipica para la potencial produccion de
BLEE y una segunda prueba de confirmacion si la primera resulta ser positiva
(Garcia y Garica, 2020).

Operacionalizaciéon de variables

Las variables, son caracteristicas que definen en términos, las acciones
gue realiza el investigador para observar un fendmeno. La definicion
operacional, permite identificar los elementos y los datos empiricos, que
definen y caracterizan una variable; dandole significado, por medio de su
descripcion en términos observables y comparables. Estas definiciones se
miden por el grado de precision en relacion con los indicadores. (Hernandez,
2012). A continuacion, se presentan los cuadros de operacionalizacion del
evento de estudio y los factores epidemiologicos asociados (tablas 5, 6, 7 y
8).
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Tabla 5. Operacionalizacion del Evento de Estudio

1.Evento

2.Definicion Conceptual
,Qué es?

3.Definicién
operacional
;,Como se mide?

Betalactamasas de
expectro extendido
(BLEE)

Tipo de betalactamasa que
hidroliza antibiéticos como:
penicilinas, cefalosporinas y
monobactamicos, son
inhibidas por el acido
clavulanico, sulbactam,
tazobactam, avibactam y
vaborbactam
(Quintana,2023)

Metodo fenotipico:
prueba del doble disco
combinado.

Dimensiones

Indicador

BLEE positiva

Diferencia =2 5 mm entre los halo de inhibicién de los

discos de CAZ y CAZ/CAL

BLEE negativo

Diferencia < 5 mm entre los halo de inhibicién de los

discos de CAZ y CAZ/CAL

Fuente: Garcia, Sanchez y Millan, 2024.

Tabla 6. Operacionalizacion del Objeto de Estudio

1.0bjeto de 2.Definicion Conceptual 3.Definicion
estudio . Qué es? operacional
¢, Como se mide?
Bacterias facultativas, bacilos Bacilos Gram negativos,
unicelulares, forman parte de oxidasa negativo, que
microbiota (Murray y cols., 2021). reducen nitrato en nitrito,
Enterobacterias fermentadores de

glucosa

Dimensiones

Indicador

Escherichia coli.

Klebsiella spp.

Citrobacter spp.

Los indicadores seran:
Escherichia coli, lactosa positiva, KIA (A/A+-), LIA (K/K+-), MIO (+++),

Citrato (-), Urea (-) o lactosa positiva, KIA (A/A+-), LIA (K/IK+-), MIO (-++),
Citrato (-), Urea (-);
Klebsiella, lactosa positiva, KIA (A/A+-), LIA (K/A+-), MIO (---), Citrato (+),
Urea (+),
Citrobacter, lactosa positiva, KIA (A/A++), LIA (K/A-+), MIO (+--), Citrato
(+), Urea (+).

Fuente: Garcia, Sanchez y Millan, 2024.
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Tabla 7. Operacionalizacion de la variable Edad del paciente

1.Evento 2.Definicion Conceptual 3.Definicién
¢, Qué es? operacional
¢Coémo se mide?
Edad Tiempo de existencia de una Tiempo de vida que ha

persona en afos (Torres y cols.,
2015)

transcurrido desde el
nacimiento de un ser
Vivo

Dimensiones

Indicador

Afos cumplidos

e Adulto (18-59af0s)

e Adulto mayor (Mayores de 60 afios)

Fuente: Garcia, Sanchez y Millan, 2024

Tabla 8. Operacionalizacion de la variable Sexo del paciente

1.Evento 2.Definicion Conceptual 3.Definicion
¢Qué es? operacional
¢,Como se mide?
Caracteristicas fisiolégicas y Condicion organica que
Sexo sexuales con las que nacen diferencia hombres y

mujeres y hombres (Merino,
2012)

mujeres.

Dimensiones

Indicador

Caracteristica
fisiologica y rasgos
del paciente

¢ Femenino
e Masculino

Fuente: Garcia, Sanchez y Millan, 2024
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Definicion operacional de términos

- Antibiético:sustancia quimica sintetizada por un microorganismo o0
producidos artificialmente en un laboratorios, los cuales son capaces de
inhibir o destruir el crecimiento bacteriano. La mayoria de ellos alteran la
sintesis de la pared bacteriana, interfieren en la sintesis proteica y acidos
nucleicos, inhiben la funcién de la membrana bacteriana o inhibien la sintesis
de cofactores metabolicos (Garg, Friedlaender, Donnenfeld, y Sheppard,
2007).

- Enterobacterias: Término que se utiliza para agrupar a los bacilos Gram
negativos que habitan en el tracto grastrointestinal de humanos y animales y
gue se ubican taxonomicamente en el orden Enterobacterales, se
caracterizan por pertenecer tanto a las formas de vida libore como a la
microbiota normal de seres humanos y animales. (Ahmad, Drew y Plorde,
2014).

- Vigilancia Epidemioldgica: también llamada fuentes de la salud publica, es
la recoleccion sistematica de informacion sobre problemas especificos de
salud en poblaciones, su procesamiento y analisis y su oportuna utilizacion
por quienes deben tomar decisiones de intervencion para la prevencion y

control de los riesgos o dafios correspondientes (Garcia y Aguilar, 2013)
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

El tipo de investigacion se define con base al objetivo general planteado.
De acuerdo a este, es posible derivar un tipo particular de investigacion. Se
ha referido que existen 10 tipos de investigaciones, tales como: exploratoria,
descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva,
interactiva, confirmativa y evaluativa. Para identificar el tipo de investigacion

es importante conocer la relacién que se quiere estudiar. (Hurtado, 2010).

Esta investigacion fue de tipo analitica, ya que se determind la presencia
de BLEE en enterobacterias aisladas de diferentes muestras clinicas
provenientes de pacientes de origen comunitario utilizando la prueba del DDC
con ceftazidima y ceftazidima/acido clavulanico y se determind la relacion de

correspondencia con los factores epidemioldgicos.

Disefio de Investigacion

El disefio de investigacion se define con base al procedimiento; este se
refiere a donde y cuando se recopila la informacién, asi como la amplitud de
la informacion a recopilar, de modo que se pueda dar respuesta a la pregunta
de investigacion (Hurtado, 2012). En correspondencia con lo expuesto

anteriormente, el donde de esta investigacion estuvo representado por el
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laboratorio Centro Diagnostico La paz ETR y Laboratorio de Diagndstico e
Investigaciones Microbioldgicas “Prof®. Celina Araujo de Pérez” de la Facultad
de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes; por lo tanto, el
disefio fue de laboratorio. Respecto al cuando, el disefio fue contemporaneo y
transeccional, ya que la informacién se recolecté en un Unico momento. En
cuanto a la amplitud de la informacion, el disefio fue multivariable, ya que el
evento de estudio estuvo constituido por el objeto el cual es la prevalencia de
enterobacterias productoras de BLEE, un sujeto de estudio representado por
el método del DDC vy los factores de correlacion que son la edad, el sexo del
paciente y la especie de enterobacteria identificada.

Poblacién y muestra

La poblacion es el conjunto de elementos, de los cuales se quiere conocer
0 investigar algunas de sus caracteristicas. La muestra es un subconjunto

representativo de un universo o poblacién (Arias, 2006).

La poblacion estuvo representada por 624 cultivos procesados en el
Laboratorio Centro Diagnostico La Paz ETR desde febrero a mayo de 2024.
En cuanto a la muestra,esta comprendié 148 cepas de enterobacterias
identificadas en los cultivos positivos procesados en el Laboratorio Centro
Diagnostico La Paz ETR del municipio Libertador desde febrero a mayo de
2024.

Unidaddeinvestigacion

La unidad de investigacion se refiere al conjunto de seres que poseen las

caracteristicas a estudiar y que se enmarca dentro de los criterios de inclusion
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(Hurtado, 2012). De la muestra poblacional se seleccionaron 44 cepas que

cumplieron con los siguientes criterios de inclusion:

-Cepas de enterobacterias aisladas de cultivos que se realizaron a pacientes

de origen ambulatorio.

-Cepas de enterobacterias aisladas de cultivos realizados a pacientes adultos

o pediatricos de cualquier sexo.

-Cepas de enterobacterias con los datos epidemiolégicos completos del

paciente de donde provenia la muestra.
Criterios de exclusion:

-Enterobacterias aisladas de cultivos que se realizaron a pacientes
hospitalizados.

-Cepas que no pertenezcan al orden Enterobacterales

-Enterobacterias aisladas de pacientes embarazadas

-Enterobacterias con los datos clinicos y epidemioldgicos incompletos del
paciente de donde provenia la muestra.

-Cepas de enterobacterias provenientes de pacientes con cultivos

consecutivos

Los datos epidemiolégicos fueron obtenidos de una fuente secundaria, por
tal motivo se respetd la confidencialidad de los pacientes, quienes
concurrieron libremente por indicacion meédica a realizarse las pruebas
analiticas en el laboratorio Centro Diagnéstico La Paz ETR del Municipio

Libertador, Mérida-Venezuela.

30



Sistema de Variables

Considerando que la presente investigacion es de tipo analitica, las
variables no seradn sistematizadas como dependiente, independiente e
interviniente (Arias, 2006); no obstante, si se pueden clasificar desde su
naturaleza y escala de medida. Tabla N° 9. El fin es identificar el indicador

estadistico pertinente lo cual permitira la interpretacion de los resultados.

Tabla 9. Clasificacion de las variables segun su naturaleza y escala de

medicion
Variable Tipo segln su Escala de medicion
naturaleza
Betalactamasas de Cualitativa Nominal
espectro extendido dicotémica
(BLEE)
Enterobacterias Cualitativa Nominal
policotomica
Sexo Cualitativa Nominal
dicotémica
Edad Cuantitativa continua Ordinal

Fuente: Garcia, Sanchez y Millan, 2024

Instrumento de recoleccion de datos

La recoleccion de los datos correspondientes se llevo a cabo mediante una
ficha contentiva de la informacion epidemioldgica de interés de cada paciente.
De igual manera, estos datos fueron organizados en una tabla con el formato

Excel.
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Procedimiento de la investigacion

La confirmacién de la identificacién de las enterobacterias incluidas en el
estudio, asi como la deteccion de BLEE, se realiz6 en el Laboratorio de
Diagndstico e Investigaciones Microbioldgicas “Prof®. Celina Araujo de Pérez”

de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes.

En principio, se recolectaron los datos epidemioldgicos de los pacientes en
los cuales se aislaron las diferentes cepas de enterobacterias que cumplieron

con los criterios de seleccion y fueron registrados en tablas de Excel.

Las cepas fueron preservadas en agar conservacion y almacenadas bajo

condiciones de temperatura ambiente hasta su procesamiento.

Una vez recibidas en el laboratorio de Diagndéstico e Investigaciones
Microbioldgicas “Prof®. Celina Araujo de Pérez” de la Facultad de Farmacia y
Bioandlisis de la Universidad de Los Andes, se procedié como se describe a

continuacion:

1. Activacion de las cepas en estudio y de referencia: A partir del agar
conservacion se inoculé una asada de la cepa en estudio en 5 mL de
caldo BHI y se incub6 a 37 °C, en aerobiosis por 18-24 horas.

2. Subcultivo: a cada cepa se le realiz6 un subcultivo en agar Mac
Conkey (MK), empleandola técnica de siembra por estria sobre
superficie, con el fin de obtener colonias aisladas. Posteriormente se
incubo a 37 °C, en aerobiosis por 18-24 horas.

3. Revision de cultivo: se realizo la observacion del crecimiento de las
cepas, verificando su viabilidad y pureza. Se registr0 también las
caracteristicas metabdlicas observadas en agar MK (fermentacién de
lactosa).
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4. Repique en medio basico: a partir del crecimiento de las cepas en
agar MK, se realiz6 un repique en agar BHI incubado a 37 °C, en
aerobiosis por 18-24 horas

5. ldentificacion bacteriana: a partir del agar BHI se realizo la prueba de
oxidasa y la inoculacion en medios de cultivo diferenciales como: KIA,
MIO, agar citrato y agar urea. Luego la bateria bioguimica fue incubada
a 37 °C, en aerobiosis por 18-24 horas. Al cabo de este tiempo se
procedié a realizar la interpretacién de cada prueba, y los resultados
fueron plasmados en el libro de seguimiento y se cotejo con la tabla de
identificacion (Koneman, 2008).

6. Deteccion de BLEE: se realizé mediante la prueba del doble disco
combinado (DDC) recomendado por el CLSI (2024), empleando el
disco de ceftazidima y ceftazidima/acido clavulanico; para ello, a partir
del crecimiento bacteriano en agar BHI se preparé el in6culo de cada
cepa, incluyendo los controles positivos y negativos para la sintesis de
BLEE, diluyendo una asada de la bacteria en solucion fisiol6gica estéril
yse mezclé logrando una turbidez comparable con el patron 0.5 de
McFarland, posteriormente se humedecié un hisopo estéril con la
suspension bacteriana previamente preparada y se sembro mediante la
técnica de césped en una placa de agar Mueller Hinton (MH), sobre la
misma se colocaron los discos de antibiticos: ceftazidima vy
ceftazidima/acido clavulanico incubandose a una temperatura de 35°C
durante 18-24 horas.

7. Lectura de la prueba del doble disco combinado: se realizo
siguiendo los lineamientos del CLSI (2024), se midi6é el diametro de los
halos de inhibicion en milimetros tanto del disco de CAZ como del
CAL, se resto y si habia una diferencia = 5 mm se confirmaba la
sintesis de BLEE.
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Figura 2.Método del disco combinado, CAZ (disco de ceftazidima) y CAL (disco

de ceftazidima con &cido clavulanico).
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Figura 3. Diseflo experimental del procesamiento de las cepas de

enterobacterias a partir del agar conservacion.
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Disefio de analisis

En esta investigacion los datos recolectados en tablas de Excel se analizo
mediante un enfoque cualitativo y cuantitativo utilizando una escala de medida

nominal y ordinal respectivamente.

Los valores fueron analizados a través del software estadistico SPSS
version 22 (IBM Corporation, New York, US).

Se aplico un andlisis estadistico descriptivo ya que se determinaron
frecuencias, proporciones y porcentajes de las variables estudiadas, a su vez
se emple6 el estadistico Chi cuadrado de Pearson para establecer
asociaciones estadisticamente significativas de las variables categoricas

analizadas, aceptandose como significativo cuando la p < 0,05.

Los resultados se presentaron mediante tablas y graficos estadisticos.

35



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Durante el periodo de febrero a mayo de 2024en el laboratorio Centro
Diagnostico La Paz ETR en el municipio Libertador Mérida-Venezuela se
analizaron 624 cultivos de diferentes muestras clinicas, de los cuales 23,7 %
(148/624) resultaron positivos para enterobacterias y 44 cepas cumplieron con

los criterios de seleccion.

Las caracteristicas de esta unidad de investigacion se pueden observar en
la tabla 10, donde resalta que la mayoria (86,3 %, 38/44) provenian de
muestras de orina, estando distribuidas en un 54,5 % (24/44) en el sexo
femenino y 45,5 % (20/44) en el sexo masculino; de igual manera, se observa
gue el mayor porcentaje de las cepas (63,6 %, 28/44) provenian de pacientes
adultos mayores.La especie de enterobacteria aislada en mayor proporcién
fue E. coli con 84,1 % (37/44).
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Tabla 10 Caracteristicas de la unidad de investigacion seleccionada del
laboratorio Centro diagndéstico La Paz ETR en el municipio Libertador

Mérida-Venezuelade febrero a mayo del 2024.

Tipo de muestras Fa| %
Orina 38 | 86,3
Secrecion de herida 5 114
Secrecién vaginal 1 2,3
Total 44 | 100
Sexo
Femenino 24 | 54,5
Masculino 20 | 45,5
Total 44 | 100

Grupo etario

Adulto (18-59 afos) 16 | 36,4
Adulto mayor (mayores de 60 afios) 28 | 63,6
Total 44 | 100

Especie de enterobacteria identificada

Escherichia coli 37 | 84,1
Klebsiella pneumoniae 5 11,4
Klebsiella aerogenes 1 2,3
Citrobacter freundii 1 2,3
Total 44 | 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos. Garcia, Sanchez y Millan (2024).
Fa: frecuencia absoluta.
%: Valor relativo.

Con respecto a la prevalencia de BLEE en enterobacterias aisladas en

diferentes muestras de origen ambulatorio, la prueba del disco combinado
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reveld que de las 44 cepas analizadas 70,5 % (31/44)resultaron positivas y
29,5 % (13/44) negativas (grafico N°1).

m Negativo

® Positivo

Grafico 1.Prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE, aisladas
en el laboratorio Centro diagndéstico La Paz ETR, Mérida-Venezuela.
febrero-mayo 2024

Al relacionar la presencia de BLEE con la especie de enterobacteria
identificada se determind que 65,9 % (29/44) de las cepas de E. coli
analizadas resultaron positivas para la sintesis de esta enzima y 18,2 % (8/44)
negativas, el resto de las enterobacterias aisladas en su mayoria no
presentaron BLEE (tabla 11).
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Tabla 11 Distribucién de enterobacterias productoras o no de BLEE

seglun la especie

identificada, aisladas en el
diagnostico La Paz ETR, Mérida-Venezuela febrero-mayo 2024

laboratorio Centro

Produccion de BLEE

Especie de
ente?obacteria Positivo Negativo Total Valor P
identificada
Fa % Fa % Fa %
Escherichia coli 29 65,9 8 18,2 37 84,1 0,047
Klebsiella pneumoniae 2 45 3 6,8 5 11,4 No aplica
Klebsiella aerogenes 0 0,0 1 2,3 1 2,3 No aplica
Citrobacter freundii 0 0,0 1 2,3 1 2,3 No aplica
Total 31 705 13 29,5 44 100,

Fuente: Ficha de recoleccion de datos. Garcia, Sanchez y Millan (2024).
Fa: frecuencia absoluta.
%: Valor relativo.

Por otro lado, en la tabla 12 se observa la distribucion de enterobacterias
productoras o no de BLEE segun el grupo etario, la misma revela que tanto
las cepas positivas como negativas para BLEE se distribuyeron con mayor
frecuencia en el grupo de adultos mayores con 45,5 % (20/44) y 18,2 % (8/44)

respectivamente.
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Tabla 12. Distribucion de enterobacterias productoras o no de BLEE,
segun el grupo etario de los pacientes que asistieron al laboratorio
Centro diagnoéstico La Paz ETR, Mérida-Venezuela, febrero-mayo 2024.

Grupo etario (afios)
SMSTRIEEIES Adulto Adulto mayor Total
productoras de BLEE 18-59 Mayores de 60
Fa % Fa % Fa %
Positivo 11 25,0 20 45,5 31 70,5
Negativo 5 11,4 8 18,2 13 29,5
Total 16 36,4 28 63,6 44 100,0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos. Garcia, Sdnchez y Millan (2024).
Fa: frecuencia absoluta.
%: Valor relativo. p=0,851

De igual forma el andlisis de correspondencia entre las enterobacterias
positivas para BLEE y el sexo de los pacientes de donde se aislaron dichas
cepas, indico que el 36,4 % (16/44) observado en el grupo masculino no tiene
significancia estadistica con respecto al 34,1 % (15/44) observado en el

femenino, esto debido a que su p valor fue de 0,205 (tabla 13).

Tabla 13. Distribucién de enterobacterias productoras o no de BLEE,
segun el sexo de los pacientes que asistieron al laboratorio Centro
diagnostico La Paz ETR, Mérida-Venezuela, febrero-mayo 2024

Sexo Total
Enterobacterias 5 :
Femenino Masculino
productoras de BLEE
Fa % Fa % Fa %
Positivo 15 34,1 16 36,4 31 70,5
Negativo 9 20,5 4 91 13 29,5
Total 24 54,5 20 45,1 44 100,0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos. Garcia, Sanchez y Millan (2024).
Fa: frecuencia absoluta. %: Valor relativo.p= 0,205
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Finalmente es importante sefalar que uno de los datos que se pudo

recolectar de las cepas en estudio fueron los resultados de las pruebas de

susceptibilidad para los aminoglucésidos gentamicina y amikacina, al

relacionarlo con la presencia de BLEE se determin6é que 51,6 % (16/31) de

estas cepas presentaban resistencia a gentamicina y sensibilidad a

amikacina, mientras que 38,7 % (12/31) resultaron sensibles a ambos

aminoglucodsidos. (tabla 14)

Tabla 14: Distribucién de cepas BLEE positivos segun el patrén de

susceptibilidad frente a aminoglucésidos, Laboratorio

diagnostico La Paz ETR, Mérida-Venezuela, febrero-mayo 2024

Patron de Susceptibilidad alos | Fa| %
Aminoglucosidos
| G (S), A (S) 12 | 38,7
I G (R), A (S) 16 | 51,6
BLEE positivo | || G (S),A(R) 1|32
v G (R), A(R) 2 |65
Total 31| 100

Fuente: Ficha de recoleccion de datos. Garcia, Sanchez y Millan (2024).
Fa: frecuencia absoluta.

%: Valor relativo.

G: Gentamicina R: Resistente

A: Amikacina S: Sencible
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Discusion

Las enterobacterias son responsables de wuna gran variedad de
enfermedades en el ser humano y tradicionalmente han sido el agente causal
de mas del 70 % de las ITU a nivel de la comunidad (Murray y cols., 2021); sin
embargo, la OMS en su informe GLASS reporta que también son agentes
causales del 11,7 % de las bacteremias de origen comunitario (OMS, 2020).
La sintesis de BLEE en este grupo bacteriano representa una amenaza
creciente para la salud publica a nivel mundial, por lo que es necesario su

vigilancia epidemioldgica.

En la presente investigacion E. coli fue la especie aislada con mayor
frecuencia (84,1 %) en muestras clinicas de procedencia comunitaria,
resultado que se asemeja a lo reportado por Morocho y Ortiz (2024) y Salazar
y Araque (2023); Este hallazgo posiblemente esté relacionado con el hecho
de que la mayoria (86,6 %) de los aislamientos fueron de origen urinario;
como es bien conocido que E. coli posee factores de virulencia como la
adhesina fim H y la fimbria P que se adhieren a receptores especificos del
uroepitelio, por lo que le permite ser la enterobacteria mas frecuente en las
ITU (Millan, Hernandez, Millan y Araque, 2014).

Asi mismo, al comparar la prevalencia de enterobacterias productoras de
BLEE encontrada (70,5 %) con diversos estudios se pudo evidenciar que fue
mayor que lo reportado por Morocho y ortiz (2024) en Ecuador (8,9%)
indicando una diferencia importante segun el area geografica, mientras que al
contrastar este resultado con lo reportado en nuestro pais por Gonzalez,
Teran, Durén y Alviarez (2019) en Mérida (5,15%) y Salazar y Araque (2023)
en Barinas (85,9%); no solo se observan diferencias por el area geografica
sino que con el paso de los afios se han reportado porcentajes mayores, todo

esto puede estar relacionado con el mal uso de lo antibidticos y revela la

42



necesidad de aplicar medidas rigorosas en el control de los antimicrobianos

para evitar el aumento de cepas multirresistente a nivel de la comunidad

En cuanto a la distribucién de las cepas positivas para BLEE segun la
espécie de enterobacteria identificada, E. coli tuvo mayor indice de positividad
(65,9 %, 29/44)mientras que en K. pneumoniae solo se observo 4,5 % (2/44)
de positividad, estos resultados se asemejan a los obtenidos por, Morocho y
Ortiz en el 2024, quienes encontraron mayor prevalencia de BLEE en las cepa
de E. coli (6,6%, 45/672)y menor en K. pneumoniae (1,6% ,11/672). Por otra
parte, en Mérida-Venezuela, Sanchez y Rojas (2023) y Berrios, Millan (2022)
demostraron un 46,2 % y 21,6 % de cepa de E. coli productoras de BLEE en
pacientes de la comunidad respectivamente. Es alarmante el porcentaje de
enterobacterias BLEE positivas que circulan en infeciones de origen

comunitario en nuestra localidad.

Por otro lado es importante destacar que aun cuando no se pudo
establecer una significancia estadistica entre la distribucion de las
enterobacterias productoras de BLEE con el grupo etario de los pacientes, si
se evidencié que el porcentaje detectado en los adultos mayores (45,5 %,
20/44) concuerda con el 48,3 % reportado por Victorio en el 2022 en Mexico y
el 41,1 % por Diaz, Quintero y Chavez en el 2023 en Ecuador, lo cual puede
estar relacionado con el hecho de que esta poblacion es mas vulnerable a
adquirir infecciones, por lo tanto, consumen mayor cantidad de antibiéticos
gue no solo afectan al agente causal sino a su microbiota, pudiendo favorecer

el desarrollo de diversos mecanismos de resistencia.

En cuanto a la distribucion de enterobacterias productoras de BLEE segun
el sexo de los pacientes, se puede indicar que autores comoPinguil, Estevez,
Andrade y Alvarado en el 2022 reportaron sus mayores porcentajes en el
grupo masculino (23,7 %) mientras que Rojas y Sanchez lo reportan en el

femenino (28,8 %), por su parte; la presente investigaciéon arroj0 que no
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existen diferencias significativas en la distribucion de las cepas de
enterobacterias positivas para BLEE segun el sexo de los pacientes (36,4%
masculino vs 34,1 % femenino), al respecto se puede indicar que la diferencia
entre lo reportado por los citados autores puede estar relacionado con los
tipos de muestras analizadas, ya que Pinguil, Estevez, Andrade y Alvarado
analizaron diferentes tipos de muestras y Rojas y Sanchez urocultivos,
ademas es necesario establecer homogeneidad en la unidad de investigacion
para que pueda determinarse la significancia estadistica de los resultados

obtenidos.

Finalmente, llama la atencion que de las 31 cepas de enterobacterias
productoras de BLEE, 51,6 % (16/31) presentaban resistencia a la
gentamicina y sensibilidad a la amikacina, lo que difiere con lo reportado por
el estudio de Pinguil, Estevez, Andrade y Alvarado (2022) en el cual indican
una alta tasa de sensibilidad para amikacina (94,9 %) y gentamicina (80,5 %),
los hallazgos de la presente investigacion indican que las enterobacterias
analizadas de origen comunitario tiene un porcentaje importante de
multirresistencia, contituyendoasi un reto no solo para su tratamiemto sino

también desde el punto de vista epidemioldgico.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

. La prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE en el laboratorio
Centro Diagnéstico La Paz ETR en el municipio Libertador Mérida-
Venezuela en el periodo de febrero a mayo de 2024 fue alta con un 70,5%

en el grupo de estudio.

. Se identificaron 2 bacterias productoras de BLEE en el laboratorio, estas
fueron E. coli (65,9%), y K. pneumoniae (4,5%), enterobacterias de facil

adquisicién comunitaria.

. El mayor porcentaje de enterobacterias productoras de BLEE se encontro
en el grupo etario mayor de 60 afios (adulto mayor) con 45,5 %, sin
embargo no hubo significancia estadistica en dicho hallazgo ya que la

mayoria de las cepas analizadas provenian de adultos mayores.

. Se establecio por andlisis estadistico que no hay correspondencia entre el
sexo de los pacientes y la prevalencia de enterobacterias productoras de
BLEE.

. Se determin6 que 51,6 % de las cepas analizadas presentaban

simultdneamente sintesis de BLEE con resistencia a la gentamicina y

sensibilidad a la amikacina.
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Recomendaciones

Continuar los estudios dirigidos hacia los mecanismos de resistencia y
comprobar la presencia de bacterias productoras de betalactamasas.
Realizar investigaciones adicionales con una “n” muestral
representativa y homogénea para comprender mejor la epidemiologia
de las enterobacterias productoras de BLEE.

Fortalecer los progamas de vigilancia de las  enterobacterias
productoras de BLEE.

Implementar medidas de control de infecciones en los entornos
hospitalarios y comunitarios.

Promover el uso adecuado de antibiéticos para evitar la seleccion de

bacterias resistentes.
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ANEXOS

Anexo 1: Instrumento de recoleccion de datos elaborada en el programa

Excel 2010
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