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RESUMEN

Las infecciones respiratorias representan un grave problema de salud
publica, con una tasa de mortalidad de aproximadamente un 50%, por lo
tanto un gran namero de ellas son causadas por bacterias que forman parte
la microbiota habitual, mientras que otras son microbiota transitoria, como es
el caso del género Klebsiella, éste género se encuentra asociado
principalmente a infecciones adquiridas en los centros de salud. En esta
investigacién se propuso como objetivo confirmar la prevalencia de Klebsiella
spp. en muestras respiratorias En el estudio se incluyeron 300 pacientes con
infecciones respiratorias a repeticion, de los cuales en 212 se aislaron
bacilos Gram negativos, en 48 pacientes se detectaron cocos Gram
positivos, y en 40 pacientes se aislaron bacilos Gram negativos no
fermentadores. En el caso del género Klebsiella, se obtuvo un total de 85
aislamientos, donde la mayor prevalencia se determind para la especie
Klebsiella pneumoniae, lo cual permitié6 determinar que las Enterobacterias
influyen en gran manera en las infecciones respiratorias superiores.

Palabras Clave: Prevalencia, Tracto Respiratorio Superior, Klebsiella,
Microbiota habitual.
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INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias (IR) comprenden un grupo heterogéneo
de entidades clinicas que se caracterizan por su corta evolucién, una
etiologia variada y la diversidad de sintomas clinicos. Particularmente, las
infecciones del tracto respiratorio superior (ITRS) registran una elevada tasa
de morbilidad, constituyéndose en una de las causas mas frecuentes de

visitas a los centros de atencion primaria de salud.

Aproximadamente el 25 % de las IR son causados por bacterias; por
consiguiente, estas infecciones representan las principales entidades contra
las cuales se prescriben y administran antibiéticos; lo cual ha contribuido al
incremento de la resistencia antimicrobiana entre los patégenos respiratorios

de origen comunitario (Harrison T. (Ed). 2012)

Entre las principales bacterias potencialmente patégenas que causan
IR se sefalan: Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes y Neisseria
meningitidis; no obstante, un porcentaje (37%) importante de casos son
ocasionados por miembros de la familia Enterobacteriaceae; estos ultimos
suelen ser oportunistas y microbiota transitoria de vias respiratorias
superiores, aunque su presencia a ese nivel no es bien entendida. (Sejas., y
Condori., 2018)

Dentro de las Enterobacterias, Klebsiella pneumoniae se encuentra
colonizando vias respiratorias entre el 5-10% de los individuos sanos. Esta
especie es responsable de un bajo porcentaje de neumonias bacterianas e
igualmente puede producir necrosis pulmonar complicada con hemorragia

pulmonar. Ocasionalmente, produce infecciones urinarias y bacteriemia, que



puede sembrar focos a distancia en pacientes inmunocomprometidos.
(Kang., y cols., 2006)

La especie K. pneumoniae ha cobrado gran importancia en las ultimas

décadas en vista del desarrollo de resistencia a varios antibioticos, entre
estos a las cefalosporinas de tercera generacion, situaciéon que determiné su
caracterizacion como una bacteria multirresistente.
Dichas infecciones del tracto respiratorio suelen ser oportunistas. En los
pacientes con enfermedades graves, la alteracion de la anatomia y fisiologia
del tracto respiratorio superior, permite la colonizacién de microorganismos
en las vias respiratorias superiores. El cuadro clinico suele ser el de una
bronconeumonia que compromete mas a los l|6bulos inferiores de los
pulmones, con empiema (acumulacion de pues en la cavidad pleural) en un
tercio de los pacientes, ademas de bacteriemia en otros. La tasa de
mortalidad es alta (50% o mas) favorecida sobre todo porque afecta a
personas con un sistema inmunologico comprometido. (Brooks, G., (Ed).
2014).

Este informe final ha sido sistematizado en 5 capitulos. El capitulo |
denominado El Problema, hace referencia al Planteamiento del Problema,
Justificacién de la Investigacion, Objetivos, Alcances y las Limitaciones. El
capitulo 1l, en él se refiere el Marco Teodrico a través de los elementos
nucleares respectivos: Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases
Teodricas, Operacionalizacion del evento de estudio. El capitulo Ill, presenta
el Marco Metodoldgico con el correspondiente Tipo de Investigacion, Disefio
de la Investigacion, Poblacion y Muestra, Sistema de Variables, Instrumento
de Recoleccion de Datos, Procedimientos de la Investigacion y el Disefio de
Analisis. El capitulo IV, denominado Resultados y Discusion. El capitulo V,
denominado Conclusiones y Recomendaciones. Por dltimo, la

Bibliohemerografia y los anexos.



A través de esta investigacibn se confirmard la prevalencia de
Klebsiella spp. en muestras respiratorias recolectadas en el Laboratorio de
Investigaciones en Bacteriologia “Dr. Roberto Gabaldon Parra”, adscrito al
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia y

Bioandlisis entre Enero 2016- Julio 2018.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones respiratorias altas son las que afectan el tracto
respiratorio superior; nasofaringe, orofaringe, laringe, traquea, senos
paranasales y oidos. Las vias aéreas superiores estan expuestas a
microoganismos ambientales, que en ocasiones alteran o superan las
barreras anatomicas naturales; barreras como la nariz y su intrincada
estructura hacen que se formen corrientes de aire que favorecen el depdsito
de particulas en la mucosa nasal, cuando un patégeno invade el epitelio
respiratorio produce inicialmente en el huésped una respuesta inflamatoria
aguda y posteriormente puede cronificarse, y éstas son las causantes de la
mayoria de los signos y sintomas que acompafan a las infecciones

respiratorias. (Batista., y cols., 2006)

La infeccion de la nasofaringe y la sinusitis aguda su etiologia
generalmente es de origen infeccioso. Los agentes etiologicos mas
habituales son: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae no

tipificable, Moraxella catarrhalis y Enterobacterias. (Torres., 2014)



(Araujo., et al., 2007) realizaron un estudio prospectivo en Porto
Alegre, Brasil, en 134 pacientes con rinosinusitis crénica cuyas muestras
fueron obtenidas de secreciones del meato medio, resultando 220
microorganismos, siendo el Staphyloccocus aureus el mas frecuente,
seguido de Staphyloccoucs coagulasa negativo y las Enterobacterias en

menor proporcion.

En el laboratorio de microbiologia del centro provincia de higiene,
epidemiologia y microbiologia de Guantanamo en enero de 2016, se realizo
un estudio para identificar la incidencia de Enterobacterias productoras de
infecciones respiratorias adquiridas en la comunidad, donde se identificaron
en 72 muestras bacilos Gram negativos, de las cuales 34 de ellos se aislé K.
pneumoniae aislada de secreciones nasofaringeas, lavados bronquiales y
esputo. Se estudiaron los mecanismos de patogenicidad, tales como: la
funcién que cumple la capsula para evitar la fagocitosis y evadir la respuesta
inmune, y el polisacarido que constituye el Antigeno O de la endotoxina
presente en la membrana de K. pneumoniae. (Exposito., y cols., 2014)

(Panduranga., y cols., 2013) llevaron a cabo en pacientes un estudio
microbiologico y biopsia de los senos paranasales para evaluar infecciones
bacterianas. Todos los pacientes presentaron infeccion crénica de la mucosa
nasal, abundante descarga de secrecibn mucoide, y a través de la
endoscopia se determiné que dichos pacientes en su mayoria tenian
afectacion de la mucosa ciliar, edema y formacién de pélipos. Se realizé
cultivo bacteriolégico en las biopsias y secreciones nasofaringeas, se
inocularon en agar Sangre, Chocolate y MacConkey, obteniéndose un
51,24% de microorganismos aerbbicos en ambos senos paranasales, un
41,32% de microorganismos aerdbicos en un solo seno paranasal, y se
obtuvo un 7,4% representado por hongos. En cuanto a la frecuencia de los
microorganismos, el 43% representd a Staphylococcus aureus, un 9% para

Klebsiella spp. y el resto del porcentaje lo constituyé otros bacilos Gram



negativos como Enterobacter, Citrobacter y el grupo de bacilos Gram

negativos no fermentadores.

Es de vital importancia determinar los agentes causales de las
infecciones respiratorias asociadas con la presencia de Enterobacterias, lo
cual llevo a formular la siguiente interrogante relacionada con el enunciado
holopraxico ¢Cual es la prevalencia de Klebsiella spp. en muestras
respiratorias recolectadas en el Laboratorio de Investigaciones en
Bacteriologia “Dr. Roberto Gabaldon Parra” de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis desde Enero 2016- Julio 20187



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de Klebsiella spp. en las muestras
respiratorias recolectadas en el Laboratorio de Investigaciones en
Bacteriologia “Dr. Roberto Gabaldon Parra” de la Facultad de Farmacia y

Bioanalisis entre Enero de 2016- Julio 2018.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar el aislamiento de cepas de Klebsiella spp. a partir de

muestras provenientes del tracto respiratorio superior..

2. ldentificar las cepas de Klebsiella spp. asociadas a infecciones
respiratorias, mediante técnicas microbioldgicas convencionales,

como el cultivo y pruebas bioquimicas.

3. Determinar la especie de Klebsiella spp. mas predominante en las

muestras proveniente del tracto respiratorio superior.



JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Las vias respiratorias superiores e inferiores son vulnerables a
infecciones causadas por un amplia variedad de microorganismos, debido a
gue es uno de los sistemas organicos que comunica de forma directa el
ambiente interno con el externo; gran parte de los microorganismos que
producen infecciones de las vias respiratorias inferiores primero colonizan el
epitelio nasal y faringeo. El microorganismo que reside en estas vias alcanza
el tracto respiratorio inferior cuando los mecanismos normales de defensa se
alteran, por lo general a causa de una infeccion viral o una alteracion
anatomica del tracto respiratorio superior. Diversos estudios han sefalado
gue los aspirados nasofaringeos, la frecuencia de aislamiento de
Staphylococcus aureus es de aproximadamente de un 20% seguido de
Streptococcus pneumoniae con un 12,5%, y Klebsiella pneumoniae se ha
aislado en una frecuencia del 10,3% como representante del grupo de las
Enterobacterias en muestras respiratorias analizadas en pacientes de la
comunidad que asisiteron a un hospital de nifios en Costa Rica. (Somogyi., y
cols., 2005)

El Laboratorio de Microbiologia juega un papel fundamental a la hora
de brindar un diagnostico etiolégico, ademas ayuda y orienta en la
terapéutica con los estudios de los patrones de resistencia de las cepas
aisladas. Como grupo, las Enterobacterias son las responsables de una
tercera parte de los aislamientos en las bacteriemias, de dos tercios de los

aislamientos en gastroenteritis, y de tres cuartas partes de los aislamientos



en infecciones del tracto urinario. Habitualmente colonizan las diferentes
mucosas, especialmente las del tracto gastrointestinal y urinario, por lo que
las infecciones suceden a partir de estas localizaciones. (Farifas., y
Martinez., 2013)

En Venezuela las infecciones respiratorias representan un problema
de salud publica relevante y es considerada como la principal causa de
morbimortalidad en nifios menores de 5 afos. A finales del afio 2016 segun
el Ministerio de Salud, ocupé la primera causa entre las enfermedades de
denuncia obligatoria y fue motivo de consulta en 89.426 casos. (Avilan.,
2016).

Cabe destacar que las Enterobacterias son capaces de producir
enfermedades en el tracto respiratorio, sin embargo; son microbiota
transitoria, por lo que encontrarlas alli no es comun, esto conlleva a evaluar
los habitos de vida en la poblacién, ya que se desconoce la manera en la que
las Enterobacterias colonizan el tracto respiratorio superior. Dentro de este
grupo, se encuentra el género Klebsiella, el cual esta relacionado con las

infecciones respiratorias. (Kang., y cols., 2006)

ALCANCES Y LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

Alcances de la investigacion

El alcance de esta propuesta estuvo dirigido a confirmar la presencia
de Klebsiella spp en muestras provenientes del tracto respiratorio y su

asociacion con infecciones respiratorias.



Limitaciones de la investigacién

Relacionadas con los escasos insumos disponibles en el laboratorio
para la realizacion de todas las pruebas de identificacion; de igual manera, la
falla en los servicios de agua, electricidad y gas que de alguna manera

influyeron en el desarrollo de esta investigacion.

CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Liu, y cols., (2018). Klebsiella grimontii, una nueva especie
resistencia adquirida a carbapenemos

Klebsiella grimontii es una nueva especie del género Klebsiella, la cual
se encuentra relacionada estrechamente con K. oxytoca, esta nueva especie,
siendo un patégeno humano relativamente comun,se encuentra asociada a
infecciones humanas como la bacteriemia e infeccion de tejidos blandos,
algunos casos se han reportado en Francia, Alemania y Sudafrica. K.
grimontii se sometid a secuenciacion del genoma, llevandose a cabo la
identificacibn de la especie mediante estudios moleculares. La cepa
WCHKGO020121 de K. grimontii se recuper6 de una muestra de esputo

humano en 2017 en China. La identificacion inicial de la especie se realizo

10



con Vitek II. La concentracion inhibitoria minima (CIM) a los antibiéticos
(amikacina, aztreonam, aztreonam / avibactam, ceftazidima, ceftazidima /
avibactam, ciprofloxacina, colistina, imipenem, meropenem, piperacilina /
tazobactam, tigeciclina, y trimetoprim / sulfametoxazol) se determiné
utilizando el método de microdilucion en caldo de acuerdo a las instrucciones
del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en
inglés). En este estudio se demostrd que la especie K. grimontii fue
resistente a los carbapenemos a través del gen bla kpc-2, plasmidico, el cual
habia circulado durante dos afios (2016-2017) en diferentes especies
bacterianas en el hospital donde se aisl6 K. grimontii.

Bottiglieri, y cols., 2016. Colonizacion por bacterias
multirresistentes en unidades de alto riesgo de una institucion

polivalente.

Las infecciones causadas por microorganismos multirresistentes
representan una elevada tasa de morbimortalidad en todos los sistemas
sanitarios. A través de dicho estudi6 se evalué mediante cultivo nasal el
estado de colonizacion por microorganismos multirresistentes, y  se
determinaron las especies predominantes y los perfiles de resistencia
prevalentes. Se estudiaron pacientes mayores de 20 afios de edad, se llevo
a cabo la realizacion de cultivos mediante hisopado nasal, encontrdndose
colonizacion en el 31% de los pacientes. La distribucién porcentual fue la
siguiente: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina un 5%,
Enterococcus resistentes a la vancomicina un 10% Yy Enterobacterias
productoras de BLEE un 25%, con predominio de Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca. En el caso de las
Enterobacterias productoras de BLEE, se observo resistencia al trimetropin-
sulfametoxazol y fluoroquinolonas, y se mantuvo sensibilidad a los

carbapenémicos.
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Gonzales- Zamora y Murali (2016). Rinoescleroma con
afectacion faringolaringea causada por Klebsiella ozaenae.

El rinoescleroma es una infeccion bacteriana granulomatosa crénica y
lentamente progresiva, es endémica de paises tropicales, reportandose
casos en América Central y Africa. Afecta predominantemente a la mucosa
nasal, aunque también puede afectarse al resto del tracto respiratorio
superior. El agente causal de esta patologia es Klebsiella rhinoscleromatis;
excepcionalmente se ha descrito a Klebsiella ozaenae asociado a
rinoescleroma. En este estudio se reporté a un paciente con rinoescleroma
faringolaringeo comprobado histolégicamente; siendo detectado K. ozaenae

mediante cultivo microbioldgico.

Solo dos casos de rinoescleroma debido a K. ozaenae se han
reportado en la literatura hasta la fecha. Dicho caso ilustra la importancia de
reconocer esta infeccibn en un entorno no endémico como los EE. UU. La
falta de conciencia y un retraso en el diagndéstico de esta enfermedad pueden
llevar a complicaciones como la obstruccion del tracto respiratorio superior,
deformidad fisica y, rara vez, sepsis. Ademas, es importante mencionar que
el tratamiento del rinoescleroma es desafiante y requiere un curso
prolongado de antibiéticos para lograr una cura definitiva y evitar las

recaidas.

Quifiones., y cols., (2014). Resistencia antimicrobiana en

aislamientos clinicos de Klebsiella spp. en hospitales de Cuba.

Los autores realizaron una investigacion con el objetivo de determinar

el perfil de resistencia de los aislamientos clinicos de Klebsiella spp en
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hospitales. Entre los resultados, se caracterizaron 448 aislamientos de
Klebsiella spp., siendo K. pneumoniae la especie mas prevalente (95,1%),
seguida por K. oxytoca (4,5%) y K. ozaenae (0,4%). Del total de
aislamientos, 71% procedieron de pacientes hospitalizados y 29%, de la
comunidad. ElI 51.5% (231/448) de los aislamientos se confirmaron
fenotipicamente productores de BLEE, para los aminoglucésidos la
resistencia presento valores de 13% y 80,4 %, el nivel mas bajo de este
grupos se encontré6 en Amikacina; en relacion a las quinolonas la resistencia
se encontré entre un 50 y 80%. La alta prevalencia de K. pneumoniae
pudiera deberse a la capacidad de este microorganismo para resistir a la
desecacion en el medio y sobrevivir en éste debido a su capsula hidrofilica,
la presencia de adhesinas y fimbrias que le permiten adherirse a las

superficies.

ANTECEDENTES HISTORICOS

A principios de la década de los afios 80 comenzaron a reportarse los
primeros aislamientos del género Klebsiella resistente a varios antibiéticos,
entre ellos las cefalosporinas de tercera generacion, esta situacion constituyo
el primer paso para ser considerada una bacteria multirresistente. En 1996
se reporté el primer aislamiento de K. pneumoniae resistente a los

carbapenémicos. (Kang., y cols., 2006).

(Guzman M., y cols., 2005). Las infecciones respiratorias abarcan un
grupo heterogéneo de cuadros clinicos en el que se incluyen sinusitis, otitis,
faringoamigdalitis, bronquitis y neumonia. En el presente trabajo, se encontrd

un numero elevado de casos diagnosticados clinicamente como infecciones

13



del tracto respiratorio superior, detectdndose con mayor frecuencia la
faringoamigdalitis y la otitis media aguda. Esta frecuencia pudiera estar
relacionada con la presencia de portadores sanos, quienes pueden presentar
en su flora habitual microorganismos capaces de desarrollar infecciones

respiratorias por oportunismo.

En la presente investigacion se encontr6 que K. pneumoniae fue el
microorganismo aislado con mayor frecuencia (10,20%) en infecciones del
tracto respiratorio inferior. Estos hallazgos coinciden en gran parte con los
reportados por Acostal y Pérez, quienes encontraron un 11, 60% de cultivos

positivos para K. pneumoniae.

Los resultados antes mencionados reflejan una contradiccién en la
etiologia de las neumonias, debido a que normalmente K. pneumoniae es
considerado un agente causal de neumonia nosocomial y no comunitaria. Sin
embargo, la gran mayoria de los pacientes atendidos con neumonia
padecian de enfermedades respiratorias cronicas, condicion que pudo
favorecer en este grupo de pacientes a la adquisicion de infecciones por

microorganismos oportunistas como K. pneumoniae.

Al analizar los patrones de susceptibilidad de K. pneumoniae se
encontré un 20,00% de resistencia a las cefaloporinas de tercera generacion,
estos hallazgos coinciden con los reportados por Acostal y Pérez (21)
guienes encontraron tasas elevadas de sensibilidad para las cefalosporinas
de primera y segunda generacion en cepas comunitarias de K. pneumoniae.
Aun cuando la mayoria de las cepas de K. pneumoniae aisladas son
sensibles a los antibidticos de eleccion, es de interés el hecho de que existe
un porcentaje de cepas con resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacion posiblemente debido a la produccion de enzimas B-lactamasas

de espectro extendido.
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A pesar de que los resultados del estudio antimicrobiano a los agentes
bacterianos aislados en infecciones del tracto respiratorio, no muestran una
resistencia marcada contra los antibioticos utilizados en el tratamiento
empirico, hay que considerar el hecho de que cepas patégenas que antes
normalmente eran limitados al &mbito hospitalario se han logrado aislar de
muestras comunitarias (S. aureus meticilino resistente y K. pneumoniae
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion), lo que sugiere, que la
resistencia ya no esta limitada al &mbito hospitalario y probablemente se éste
extendiendo hacia el medio comunitario, caso preocupante porque la
evidencia de resistencia a estos antimicrobianos limita al personal médico a

emplear la terapia empirica para estas infecciones. (Guzman., y cols., 2005)

Botelho., y cols., (2007). Llevaron a cabo un estudio sobre Klebsiella
rhinoscleromatis y Klebsiella ozaenae, las cuales se encuentran asociadas
con enfermedades cronicas de las vias respiratorias superiores:
rinoescleroma y ozena, respectivamente. El objetivo del presente trabajo
consiste el confirmar el papel patdbgeno de K. ozaenae en la ozena y el
rinoescleroma en casos clinicos El diagnéstico se realizé mediante evidencia
directa de los microorganismos  (cultivos  especificos vy
autoinmunohistoquimica en biopsia nasal) y mediante un método indirecto
(serologia). Los métodos especificos y originales utilizados en esta
investigacién han permitido confirmar el papel patégeno de K. ozaenae en la
ozena Yy el rinoescleroma confirmado en una lesidon granulomatosa. En la
literatura, K. rhinoscleromatis sélo se asocia con rinoescleroma, mientras que
K. ozaenae también se asocia con enfermedades clinicas distintas de la
rinitis crénica, como bacteriemias. En los casos de rinitis cronica, se debe
tener en cuenta la ozena y el rinoescleroma, incluso en los paises
desarrollados, y se debe realizar una deteccidn sisteméatica, especialmente
porque existen herramientas de diagndstico especificas y tratamientos

efectivos disponibles.
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BASES TEORICAS

Vias Respiratorias Superiores

Las vias respiratorias superiores 0 tracto respiratorio superior esta
constituido por: nariz, faringe, y las estructuras asociadas con estas, como el
oido medio y las trompas de Eustaquio. Los conductos provenientes de los
senos paranasales y los conductos nasolagrimales provenientes del aparato
lagrimal (formador de las lagrimas) desembocan en la cavidad nasal. Las
trompas de Eustaquio del oido medio desembocan en la porcién superior de
la faringe. (Tortora., y cols., 2016).

Microbiota habitual del Aparato Respiratorio

La microbiota habitual de las vias respiratorias superiores esta conformada
por un grupo variado de géneros (Tabla 1). Algunos de estos son bacterias
potencialmente patégenas (BPP) en poblacién susceptible como nifios y
ancianos. Esta microbiota esta influenciada por multitud de factores, como la

edad, e lestado inmunolégico, la antibioterapia, la hospitalizacion, y la
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inmunizacion frente a Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae.
La importancia de la microbiota habitual consiste en que su presencia y
predominio suprime el crecimiento de patdgenos por competencia con
nutrientes, bloqueo de sitios de receptores y la produccion de sustancias
inhibidoras; asi mismo, el estimulo de la respuesta inmune local que inhibe la

colonizacion por patdgenos respiratorios (Tortora., y cols.,2016).

Tabla 1: Microbiota del Aparato Respiratorio

Microbiota Aparato Respiratorio

Streptococcus del grupo viridans Corynebacterium sp.
Staphylococcus coagulasa negativo - | Neisseria sp (no patégena)
Micrococcus Lactobacillus sp.

Espiroquetas Veillonella sp.

Tomado de: Sanchez., y cols., 2011(Manual Practico de Bacteriologia

Clinica)

Enfermedades Microbianas de las vias respiratorias superiores:

Las vias respiratorias superiores se encargan de filtrar las particulas
inhaladas en funcion de su tamafo, densidad y caracteristicas fisicas. Sin
embargo, las particulas menores a 10 micras (como la mayoria de los
microorganismos patégenos) pueden atravesar esta barrera fisica, lo cual no
suele ocurrir en condiciones fisioldgicas adecuadas. La nasofaringe presenta

formaciones, como las amigdalas y adenoides, con capacidad para activar
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mecanismos inmunoldgicos de defensa. Existen otros mecanismos reflejos
como el estornudo y la tos, que permiten la eliminacion de gran cantidad de
secreciones y microorganismos que se depositan en la nasofaringe. Otro
mecanismo de defensa importante lo constituye el sistema mucociliar,
formado por el epitelio ciliar, que cubre las vias respiratorias desde la nariz
hasta los bronquiolos; y por el moco, que recubre a los cilios y que es
secretado por las células caliciformes y las sub-mucosas del epitelio de las
vias respiratorias. De forma habitual, la superficie del epitelio de la orofaringe
es colonizado por un numero limitado de especies bacterianas. Solo las
bacterias que poseen sistemas especificos de adhesion al epitelio pueden
establecer una colonizacion  duradera  (Staphylococcus  aureus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus
influenzae). Otras especies bacterianas tal como Pseudomonas aeruginosa
necesita que el epitelio esté previamente dafiado para poder adherirse al

mismo (Alvarez., y cols., 2015).

El aparato respiratorio es el foco de numerosas infecciones comunes,

como; faringitis, laringitis, amigdalitis, sinusitis y otitis (Mandell y cols., 2006).

Faringitis: La faringitis aguda es causada por diferentes microorganismos. La
mayoria de los casos son de etiologia viral y se producen como parte de los
sindromes del resfriado comun y la gripe. La infeccidn bacteriana mas
importante es la causada por el grupo de los estreptococos beta-hemoliticos
del grupo A (Streptococcus pyogenes). Es importante diferenciar la faringitis
estreptocdccica de la viral por la respuesta de la infeccion estreptocéccica al
tratamiento antimicrobiano y la ineficacia del tratamiento con antibiéticos en
el caso de las infecciones virales. En algunos casos hay dolor marcado de la
faringe, odinofagia y una temperatura de 39,4°C, o superior. Puede haber
dolor de cabeza, sensacion de frio y dolor abdominal. La membrana faringea
se encuentra enrojecida, y en las amigdalas hay exudado amarillo-grisaceo,

irregular (Mandell., y cols., 2015).
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Laringitis: La laringitis aguda es un sindrome clinico muy frecuente en
atencion primaria. Los sintomas suelen describirse como una aparicion
reciente de ronquera asociada a tos seca. Puede haber episodios de afonia,
gue suelen producirse en el contexto de una infeccion de las vias
respiratorias superiores con rinorrea y dolor de garganta. Entre las causas
poco frecuentes de laringitis aguda se encuentran herpesvirus, Candida sp,
Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans y  Streptococcus
betahemoliticos del grupo G, tanto en pacientes sanos, como
inmunocomprometidos. (Mandell., y cols., 2015).

Amigdalitis: Es la inflamacion de las amigdalas (ganglios linfaticos) que se
encuentran en la parte posterior de la boca y en la parte superior de la
garganta. Esta estructura contribuye a eliminar agentes infecciosos y
previene las infecciones en el TR. Los sintomas que se presentan son:
dificultad para deglutir, dolor de oido, fiebre, escalofrios, dolor de cabeza,
dolor de garganta que dura mas de 48 horas, se puede presentar ademas,
problemas respiratorios si las amigdalas estan inflamadas. Se recomienda
tomar una muestra de exudado faringeo y realizar un cultivo para determinar

el agente microbiano causante de la amigdalitis (Shulman., y cols., 2014).

Sinusitis: Es una enfermedad inflamatoria de uno o mas senos paranasales.
Los casos mas agudos se deben a infeccién, aunque puede haber otras
causas, como los procesos alérgicos. La sinusitis infecciosa aguda se
clasifica de acuerdo a diferentes caracteristicas, como el entorno extra o
intrahospitalario, el estado inmunitario del paciente y su etiologia viral,
bacteriana o0 micotica. La sinusitis bacteriana extrahospitalaria en general se
superpone a la rinosinusitis viral (RSV) preexistente, por lo que las
caracteristicas clinicas de la enfermedad reflejan la naturaleza dual de la
infeccién. En la mayoria de los casos no es posible separar los rasgos
clinicos de la RSV de los de la sinusitis bacteriana aguda extrahospitalaria

(SBAEH). Normalmente, en ambas enfermedades se producen estornudos,
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descarga nasal, rinorrea, obstruccién nasal, presion facial y dolor de cabeza.
Las caracteristicas mas clasicas de la SBAEH es temperatura de 38°C o

mas, dolor facial y eritema (Morcom., y cols., 2016).

Caracteristicas generales de la Familia Enterobacteriaceae

Las Enterobacterias son un grupo heterogéneo y extenso de bacilos
Gram negativos cuyo habitat natural es el intestino del ser humano y de los
animales. La familia comprende mas de 40 géneros y cientos de especies y
subespecies, identificados en funciébn de sus propiedades bioquimicas,
estructura antigénica, hibridacion ADN-ADN y secuenciacion del ARNr 16S.
Entre los géneros mas comunes se citan: Escherichia, Shigella, Salmonella,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, entre otros. Algunos
microorganismos entéricos, por ejemplo, Escherichia coli, son parte de la
microbiota habitual y en forma incidental producen enfermedad; mientras
gue, otros como Salmonella y Shigella son patégenos para el ser humano.
Las Enterobacterias son aerobios o anaerobios facultativos, fermentan una
amplia gama de hidratos de carbono, poseen una estructura antigénica
compleja y producen diversas toxinas. Las Enterobacterias también se
conocen como bacilos Gram negativos entéricos, bacterias entéricas, o
coliformes (Brooks., 2014).

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacilos Gram
negativos de tamario intermedio (0,3 a1 x 1 a 6 um). Comparten un antigeno
comun, pueden ser inmoviles o moviles con flagelos peritricos, y no forman
esporas; son anaerobios facultativos y pueden desarrollar en medios de
cultivo bésicos, enriquecidos y selectivos diferenciales. Entre otras

caracteristicas se describen como: fermentadores de la glucosa y otros
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carbohidratos, reducen los nitratos a nitritos, son catalasa-positivos y

oxidasa-negativos (Murray., y cols., 2017).

Estos microorganismos estan asociados a diferentes cuadros clinicos
en seres humanos, incluyendo la formacion de abscesos, neumonias,
meningitis, septicemias, infecciones de tracto urinario e intestinal. Los
miembros de ésta familia representan la mayor parte de la microbiota
intestinal y muchas de las especies son importantes en las infecciones

adquiridas en los centros de salud.

Las Enterobacterias tienen una estructura antigénica compleja; con
base a ésta, las enterobacterias se clasifican en mas de 150 diferentes
antigenos somaticos termolabiles, mas de 100 antigenos K (capsulares)
termolabiles y mas de 50 antigenos H (flagelares). A continuacion se
describe la estructura antigénica de las Enterobacterias (Figura 1):

e Antigeno O: Constituye la parte mas externa del lipopolisacarido de la
pared celular y constan de unidades repetidas de polisacéaridos.
Algunos polisacaridos O especificos contienen azucares unicos. Los
antigenos O son resistentes al calor y al alcohol y por lo general se
detectan mediante la aglutinacion bacteriana. Los anticuerpos
formados contra los antigenos O son predominantemente IgM. Si bien
cada género de las Enterobacterias se relaciona con grupos O
especificos, un solo microorganismo puede portar varios antigenos O
y producir reacciones cruzadas con otras especies. En ocasiones, los
antigenos O se relacionan con enfermedades humanas especificas,
por ejemplo, tipos O especificos de E. coli se detectan en la diarrea y
en las infecciones del tracto urinario.

e Antigeno K: esta presente en algunas Enterobacterias, algunos son de
naturaleza polisacarida como los antigenos K de E. coli; otros son

proteinas. Los antigenos K pueden interferir en la aglutinacion por
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antisuero O y relacionarse con virulencia (p. €j., las cepas de E. coli
productoras de antigeno K1 sobresalen en la meningitis neonatal y los
antigenos K de E. coli producen la adherencia de las bacterias a las
células epiteliales antes de la invasion del tubo digestivo o del sistema
urinario). Por su parte, Klebsiella spp. forma grandes capsulas que
constan de polisacaridos (antigenos K) que recubren los antigenos
somaticos (O u H) y se pueden identificar mediante las pruebas de
determinacién capsular con antisueros especificos. Las infecciones
del sistema respiratorio en seres humanos son causadas sobre todo
por los tipos capsulares 1 y 2; las del sistema urinario por los tipos 8,
9,10y 24.

e Antigeno H: estan situados en los flagelos y son desnaturalizados o
eliminados mediante calor o alcohol. Estos antigenos H se aglutinan
con anticuerpos anti-H, principalmente IgG. Los determinantes en los
antigenos H dependen de la secuencia de aminoacidos en la proteina
flagelar (flagelina). Los antigenos H en la superficie bacteriana pueden
interferir con la aglutinacion por anticuerpos contra antigeno O
(Brooks., 2014).

Flagelos (antigenao H)

Ciépsula (antigeno K o Vi)

/
— Lipopolsacéndo (LPS)
S © endataxing

//.

- Membrana axterna
Espacio pedipisdsmica

Lypoproteina
Peplidogiucano

— FPoksacando O
3 — Nucleo de polisacando (anigeno coman)
7 Lipido A (endoioxina)

Figura 1. Estructura antigénica de las Enterobacterias
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Tomado de Brooks (2014).

Factores de virulencia, patogenia e inmunidad en Enterobacteriaceae

Se han identificado numerosos factores de virulencia en los miembros
de la familia Enterobacteriaceae. Algunos son comunes a todos los géneros;

mientras que otros son especificos de las cepas virulentas.

Endotoxina: Es un factor de virulencia que comparten las bacterias
gramnegativas aerobias y algunas anaerobias. La actividad de esta
endotoxina depende del lipido A del lipopolisacarido que se libera durante la
lisis celular, causando manifestaciones sistémicas como: activacion del
complemento, liberacibn de citosinas, leucocitosis, trombocitopenia,
coagulacion intravascular diseminada, fiebre, disminucién de la circulacion

periférica, shock y muerte (Murray., y cols., 2017).

Cépsula: Las bacterias encapsuladas se protegen de la fagocitosis mediante
los antigenos capsulares hidrofilicos, los cuales repelen la superficie
hidrofébica de la célula fagocitica. Estos antigenos interfieren en la unién de
esos anticuerpos a las bacterias y son poco inmunégenos o activadores del
complemento. Sin embargo, el papel protector de la cépsula se reduce
cuando el paciente desarrolla anticuerpos anticapsulares especificos.
(Brooks., 2014).

Variacién de fase antigénica: La expresion del antigeno capsular K y del
antigeno flagelar H estan bajo control genético del microorganismo. Cada

uno de estos antigenos se puede expresar alternativamente o bien no
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expresarse en absoluto (variacién de fase), una caracteristica que protege a

las bacterias de la destruccion celular mediada por anticuerpos.

Secuestro de factores de crecimiento: Los medios de cultivo enriquecidos

aportan nutrientes a los microorganismos, pero las bacterias se tienen que
comportar como carrofieras con los nutrientes en condiciones in vivo. El
hierro es un importante factor de crecimiento para las bacterias, pero se
encuentra unido a las proteinas hemo (hemoglobina y mioglobina) o a las
proteinas quelantes del hierro (transferrina, lactoferrina). Las bacterias
contrarrestan esta union con la produccién de sideroforos que compiten en la
guelacién del hierro (enterobactina y aerobactina). El hierro se puede liberar,
igualmente, desde las células del anfitrion como consecuencia de la accion

de hemolisinas sintetizadas por las bacterias (Mandell., y cols., 2015).

Resistencia al efecto bactericida del suero: Mientras que muchas bacterias

se pueden eliminar rapidamente de la sangre, los microorganismos virulentos
gue son capaces de producir infecciones sistémicas son con frecuencia
resistentes a la accion bactericida del suero. Aunque la capsula bacteriana
puede proteger a los microorganismos de este efecto bactericida, otros
factores evitan la union de los componentes del complemento a las bacterias
y su eliminacion posterior mediada por el complemento (Murray., y cols.,
2017).

Resistencia antimicrobiana: Con la misma rapidez con la que se introducen

nuevos antibidticos en la industria farmacéutica, asi los microorganismos
desarrollan resistencia a estos. Esta resistencia puede estar codificada en
plasmidos transferibles e intercambiarse entre especies, géneros e incluso

familias de bacterias (Murray., y cols., 2017).

Caracteristicas del Género Klebsiella
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Este género es nombrado en honor al microbidlogo aleman Edwin
Klebs (1834-1913). Su significado viene del griego pneumonia que significa
pulmonia. Anteriormente, fue designada con otros nombres como:
Aerobacter aerogenes y Klebsiella pneumoniae, comunmente llamado
bacilo de Friedlander. K. pneumoniae es la especie mas comun de todo
el género con e 95% de los aislamientos (Rya y Ray,
2013). Estructuralmente, los miembros del género Klebsiella se caracterizan
por poseer una gran capsula de polisacaridos que diferencia a estos

microorganismos de otros miembros de la familia Enterobacteriaceae.

Taxondémicamente, Klebsiella se ubica como sigue:
Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Klebsiella

Especies: K. granulomatis, K. mobilis, K. ornithinolytica, K. oxytoca, K.
ozaenae, K. variicola, K. planticola, K. pneumoniae, K. rhinoscleromatis, K.
singaporensis, K. terrigena, K. ascorbata, K. trevisanii, y K. aerogenes.
(Trigoso y cols., 2007) y una nueva especie: Klebsiella grimontii (Liu., y cols.,
2018).

Actualmente ha sido modificado el nombre de Enterobacter aerogenes

por Klebsiella aerogenes, tomando en cuenta que al momento de informar
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los resultados de las pruebas de sensibilidad, se lleva a cabo de la misma
manera que para Enterobacter aerogenes, ya que la resistencia natural es la

misma (Weinstein., y cols., 2019).

Desde el punto de vista de su habitat, Klebsiella spp. se encuentra
normalmente en el tracto gastrointestinal de hombre y animales y son
excretados a través de las heces, por lo que se detectan con facilidad en
aguas residuales; igualmente, esta presente de forma natural en muchos
ambientes acuaticos, pueden multiplicarse y alcanzar concentraciones
elevadas en aguas ricas en nutrientes tales como, residuos de fabricas de
papel, plantas de acabado textiles y centros de procesado de cafa de
azucar. Estos microorganismos pueden proliferar en sistemas de distribucion
de agua y permanecer en las arandelas de los grifos. Klebsiella spp. puede
causar infecciones intrahospitalarias, siendo el agua y los aerosoles
contaminados fuente de estos microorganismos (Ainsworth., 2014).

En este contexto, Klebsiella spp. es uno de los patdgenos mas
importantes, que produce neumonia intrahospitalaria, donde la transmision
estd asociada con la manipulacion frecuente de los pacientes (por ejemplo,
en las unidades de cuidados intensivos), existe mayor riesgo en personas
con sistemas inmunitarios deprimidos, como las personas ancianas o0 muy
jovenes, alcohdlicos, pacientes con quemaduras o heridas extensas, los que
estan siendo sometidos a tratamientos inmunodepresores o con infeccién por
VIH (Echeverria., y Catafio, 2014).

El mecanismo fisiopatolégico habitual es la colonizacién de la
orofaringe, seguida de la microaspiracion de las secreciones del tracto
respiratorio superior. Klebsiella pneumoniae asi como otros bacilos
gramnegativos colonizan las vias respiratorias superiores en los pacientes
con enfermedades de base. También se debe sospechar la infeccion por

estos microorganismos en un paciente con neumonia que pertenezca a uno
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de los grupos de riesgo antes descritos, sobre todo cuando exista

neutropenia o la infeccidén sea a nivel hospitalario (Hernandez., y cols., 2010).

De acuerdo a Murray y Baron (2014), el alto consumo de
cefalosporinas de tercera generacion y la cateterizacion son factores de

riesgo para el desarrollo de neumonias por bacilos gramnegativos.

Aislamiento e identificacion de Klebsiella spp.

El aislamiento primario de Klebsiella spp. implica el uso de medios de
cultivo selectivos diferenciales, como MacConkey, en el cual sus
caracteristicas coloniales (colonias grandes, mucoides, brillantes) y la
fermentacion de la lactosa orientan el diagnéstico preliminar de este
microorganismo (Murray., y cols., 1995). Las pruebas de identificacion
convencional emplea la fermentacion de carbohidratos, produccion de indol,
utilizacion del citrato /fosfato de amonio y la prueba de la ureasa
(MacFaddin., 2003).

Tabla N°2 Operacionalizacion del evento de estudio

Evento

Variable Tipo de Definicion Definicion Dimensiones | Indicador

Variable conceptual Operacional
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Infecciones
comunes, Se evalla a
entre ellas; través de
Infecciones | Cualitativa | Dependiente faringitis, estudios Irritacion,
del tracto laringitis, clinicos(signos y dolor,
respiratorio amigdalitis, sintomas) y secreciones
superior sinusitis, otitis, | paraclinicos(pru
entre otros. ebas de
(Mandell G., y laboratorio y
cols., 2015). cultivos)
Son bacilos
Gram Lectura de
negativos Se determinaa | Aislamiento la bateria
Bacteria | Cuantitativ | Independient | inmoviles que | través de cultivo en cultivo bioquimica
Klebsiella | a continua e pertenecen a bacteriolégico y
spp. la familia comparacio
Enterobacteria nen las
ceae. tablas TLM
(Echeverria L.,
y Catafo J.
2014)
(Zambrano y Alviarez, 2019)
CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion
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Segun Hurtado (2010), el tipo de investigacion esta relacionado con lo
gue se quiere saber y tiene correspondencia con el objetivo de la
investigacion. Al respecto, Hurtado refiere que existen 10 tipos de
investigaciéon: exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, proyectiva,
explicativa, predictiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa. En tal caso, las
investigaciones de tipo analitica tienen como fin estudiar la estructura de los
fendbmenos, que no se perciben a simple vista. Por ende, esta investigacion
es de tipo analitica ya que el objeto de estudio esta relacionado con un
criterio de analisis representado por el aislamiento e identificaciéon de

Klebsiella spp.

Disefio de la Investigacion

Las herramientas que se emplearon para recolectar los datos fueron
denominadas como disefio de la investigacion. Especificamente, Hurtado
(2010) refiri6 que los disefios de la investigacion responden al donde, cuando
y a la amplitud de la informacion que se quiere recolectar. Con respecto al
donde, esta investigacion tuvo un disefio de campo y de laboratorio, ya que
los datos se recolectaron en la realidad representada por el Laboratorio de
Investigaciones en Bacteriologia “Dr. Roberto Gabaldén Parra” de la
Facultad de Farmacia y Bioandlisis. En relacion al cuando, esta investigacion
tiene un disefio contemporaneo y transversal, ya que los datos se
recolectaron en el momento mientras se realizé la investigacion, y una sola
vez en cada unidad de investigacion. Segun la amplitud de la informacion
recolectada, el disefio es bivariable, pues se considero la infeccion del tracto
respiratorio superior, y el resultado del aislamiento e identificacion

bacteriana.
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Poblacién y Muestra

Unidad de Investigacion

Hernandez, Fernandez y Baptista (2003), refirieron que una poblacion
es el conjunto de todos los casos que concuerdan con una serie de
especificaciones. El grupo de investigacion estuvo representado por 300
muestras nasofaringeas de pacientes con infecciones recurrentes,
procedentes de distintos laboratorios de Microbiologia de la ciudad de Mérida
y otras fueron tomadas en el Laboratorio de Bacteriologia “Dr. Roberto
Gabaldon” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, durante el periodo
Enero 2016 a Julio 2018. Las muestras nasofaringeas fueron transportadas
en el medio de Stuart para su procesamiento. Estos pacientes cumplieron los

siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:
e Pacientes con infecciones respiratorias recurrentes.
e Pacientes que no hayan recibido terapia antibiética al menos 10 dias

antes de la toma de muestra.
Criterios de exclusion:
e Pacientes que estén recibiendo terapia antibiotica.
Seleccion del tamafio muestral
La “n” muestral estuvo representada por 85 muestras de bacilos Gram
negativos pertenecientes al género Klebsiella, aisladas de las muestras

nasofaringeas recolectadas en el Laboratorio de Bacteriologia “Dr. Roberto
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Gabaldon Parra” adscrito al Departamento de Microbiologia y Parasitologia

de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis.

Sistema de Variables

Las variables estadisticas de esta investigacion fueron clasificadas desde
su naturaleza y escala de medida, con la finalidad de identificar el indicador
estadistico pertinente (Tabla 3)

El SPSS (Statistical Package of the Social Science) es uno de los
programas estadisticos mas conocidos, teniendo en cuenta su capacidad
para trabajar con bases de datos de gran tamafio y su facilidad de realizar un
amplio y descriptivo andlisis de los resultados, mediante el uso de
indicadores que permiten la creacion de tablas de frecuencias, porcentajes y

de graficos.

Tabla 3. Variables estadisticas segun la naturaleza, escala de medida e

indicadores estadisticos.

Variables

Indicador

Tipo de variables Escala de medida Estadistico

Cualitativa Cuantitativa Nominal | Ordinal | Intervalo | Razén

Discreta | Continua
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Infeccion Si No No Si No No No Frecuencias
respiratoria absolutas y
relativas
Bacteria No No Si Si No Si Si Frecuencias
Klebsiella spp. absolutas y
relativas
Factor clinico Frecuencias
Secrecion Si No No Si No No No absolutas y
nasal y relativas
expectoracion.

Fuente: (Zambrano y Alviarez, 2019)

Instrumento de Recoleccion de Datos

Segun Palella y Martins (2006), un instrumento permite recolectar
datos, para posteriormente medirlos a través de modelos matematicos. Por
esto, los elementos para la realizacion del sistema de recoleccion de datos
fueron: las variables, los objetivos, las bases tedricas y la operacionalizacién
del evento de estudio. En tal sentido, se disefid una planilla con el fin de
recolectar la mayor cantidad de informacion sobre el paciente y relacionarlos

con los objetivos (Anexo 1).

El instrumento de recoleccidén de datos fue valorado por el juicio de tres
expertos, quienes evaluaron cada item a través de un escalamiento tipo
Likert. Posteriormente, se analiz6 el coeficiente alfa de Cronbach con el fin

de determinar la validez y confiabilidad del instrumento.
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Procesamiento

Recoleccién de la Muestra

Las muestras nasofaringeas fueron obtenidas mediante un hisopo
estéril, previamente humedecido en solucion fisiolégica estéril y transportado
al laboratorio en medio de Stuart. Las muestras recolectadas en el

laboratorio se inocularon directamente en los medios de cultivo (Figura 2).

Aislamiento e Identificacion bacteriana

Las muestras se inocularon en agar sangre, agar MacConkey
(HiMedia) y agar Manitol Salado (HiMedia) y luego se incubaron a 37°C por
18-24 horas; al cabo de este tiempo se revisaron las placas y se
seleccionaron de 3 a 5 colonias fermentadoras de la lactosa sugestivas de
Klebsiella spp., las cuales se repicaron en un medio basico agar Tripticasa
Soya (BBL) y se incubaron a 37°C en condiciones de aerobiosis durante 18-
24 horas (Koneman et al, 2012).

La identificacion bacteriana se realiz6 mediante las siguientes
pruebas: Oxidasa, Kligler (BBL), Lisina-hierro-agar (LIA, BBL), Motilidad-
indol-ornitina (MIO, BBL), Urea y Citrato (HiMedia). Las cepas de Klebsiella
spp. fueron identificadas segun el siguiente patron bioquimico:

(Murray y cols., 1995)
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VP L G G L A C M | (0] H2 U ONP
S G
Klebsiella + + + + + - + - - - - + +
pneumoni
ae
Klebsiella + + + + + - + - + - - + +
oxytoca
Klebsiella - - +/- + - - - - - - - - +
ozaenae
Klebsiella - - - + - - - - - - - - -
rhinoscler
omatis
Klebsiella - + + + + - + + - + - - +
aerogene
s
Klebsiella + + + + + - + + + + - - +
ascorbata

VP:voges proskauer L:lisina G:gas G:glucosa L:lactosa A:arginina C:citrato M:motilidad
I:  indol O:ornitina H2s:sulfuro de  hidrégeno U: urea ONPG:

OrtoNitroFenilGalactopirandsido

Tabla 4. Identificacion de especies del género Klebsiella

Procedimiento de la Investigacion

Recolectar Muestras:

Pacientes con
infecciones Nasofaringeas

Agar Manitol Salado Agar Sangre

Cultivo primario Agar
MacConkey
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Permite la identificacion
de cocos Gram

Incubaciéon a 37°C en condiciones
de microaerofilia / aerobiosis (18-

positivos 24horas) Permite la identificacion
(Anexo 3) de bacilos Gram
negativos no
fermentadores
Colonias mucoides (Anexo 2)
Lactosa (+)
Nota:
KIA: Agar Kligler
LIA: Lisina-hierro-agar
MIO: Motilidad-indol-ornitina Agar Tripticasa de
soya
KLIGLER LIA MIO UREA CITRATO
(A/A +) (K/K+-) (---) (+) (+)

Fig 2. Determinacion de Klebsiella spp. a través de pruebas bioquimicas.

Trigoso., y cols., 2007. Manual de procedimientos bacteriol6gicos en sensibilidad y

resistencia antimicrobiana.

Disefo de andlisis de los datos

Los resultados de esta investigacion fueron analizados a través de un

enfoque cuantitativo. Tal como lo proponen Palella y Martins (2006), los

datos se expresaron numéricamente y fueron analizados a través de

operaciones matematicas. En tal sentido, los datos relacionados con el

problema de investigacion infecciones respiratorias y el
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identificacién de Klebsiella spp. se expresaron cualitativa y cuantitativamente.
Estos datos fueron analizados a través de modelos matematicos, utilizando
el SPSS-21 (Statistical Package of the Social Science). El universo de esta
investigacion esta representado por los pacientes que presentaron infeccién

a nivel de las vias respiratorias superiores.

Sistematizacion de los resultados

Los resultados fueron sistematizados a través de tablas, graficos y
diagramas. El fin de esta sistematizacion fue contribuir con la interpretacion
de los resultados. De esta manera, se dio a conocer la respuesta del
enunciado holopraxico, y a su vez, se obtuvo el conocimiento formulado en el

objetivo general.

CAPITULO IV

RESULTADOS

Analisis de los Resultados
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Una vez recolectada toda la informacion, es necesario analizar y
presentar todos los resultados obtenidos al aplicar las diferentes
metodologias analiticas, con el fin de evaluar el enfoque principal plasmado
en cada uno de los objetivos de dicha investigacion, y asi llevar a cabo el
analisis de la Prevalencia de Klebsiella spp. en muestras respiratorias
recolectadas en el Laboratorio en Investigaciones en Bacteriologia “Dr.
Roberto Gabaldén Parra” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis entre
Enero 2016- Julio 2018.

Los siguientes datos permitieron la elaboracion de las conclusiones,
asi como recomendaciones futuras. A continuacion los resultados obtenidos

en dicha investigacion:

Tabla 5. Prevalencia del género Klebsiella, respecto a los
microorganismos aislados en las muestras respiratorias. Laboratorio
“Dr. Roberto Gabaldén Parra”. Enero 2016- Julio2018.

En la Tabla 5, Grafico 1 se evidencia la prevalencia del género
Klebsiella respecto a los demas microorganismos aislados en las muestras

respiratorias.
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Frecuencia Porcentaje
Pacientes Género Klebsiella 85 28,33%
(n=300) Otros Microorganismos 215 71,66%

Fuente: (Zambrano y Alviarez. 2019)

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%
Género Klebsiella Otros Microorganismos

Fuente: (Zambrano y Alviarez. 2019)

Gréafico 1. Prevalencia del género Klebsiella, respecto a los
microorganismos aislados en las muestras respiratorias. Laboratorio
“Dr. Roberto Gabaldén Parra”. Enero 2016- Julio2018.

En la Tabla 6, Grafico 2 se observo la distribucion porcentual relacionada con
los microorganismos aislados en los 300 pacientes que asistieron al
Laboratorio de Investigaciones en Bacteriologia “Dr. Roberto Gabaldén
Parra” de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis, donde los bacilos Gram
negativos ocuparon el primer lugar con un setenta con sesenta y siete por
ciento (70,67%), seguido de los cocos Gram positivos, quienes ocuparon el
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segundo lugar con un dieciséis por ciento (16,00%), y en ultimo lugar los

bacilos Gram negativos no fermentadores representaron con un trece con

treinta y tres por ciento (13,33%).

Tabla 6. Microorganismos aislados en muestras respiratorias.
Laboratorio “Dr. Roberto Gabaldon Parra”. Enero 2016- Julio2018.

Pacientes
(n=300)

Frecuencia Porcentaje
Cocos Gram positivos 48 16,00%
Bacilos Gram negativos 212 70,67%
fermentadores de la
glucosa
Bacilos Gram negativos 40 13,33%

no fermentadores de la

glucosa

Fuente: (Zambrano y Alviarez 2019).

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%

B Cocos Gram positivos

B Bacilos Gram negativos
fermentadores de la glucosa

M Bacilos Gram negativos no
fermentadores de la glucosa

Gréfi
co 2.
Micr
oorg

anis

mos aislados en muestras respiratorias. Laboratorio “Dr. Roberto
Gabaldén Parra”. Enero 2016- Julio 2018.
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En la Tabla 7, gréfico 3, se llevo a cabo la determinacion porcentual de
48 pacientes, a los cuales se les aislé cocos Gram positivos en las muestras
recolectadas, donde se observé que el mayor porcentaje de cocos Gram
positivos esta constituido por el género Staphylococcus sp. representado en
un ochenta y cinco con cuarenta y dos por ciento (85,42%), mientras que el
género Streptococcus sp. se aislé en un ocho con treinta y tres por ciento
(8,33%), en el caso del género Micrococcus sp. éste representd un cuatro
con diecisiete por ciento (4,17%), y finalmente el género Enterococcus sp.

constituyo sélo un dos con ocho por ciento (2,08%)

Tabla 7. Cocos Gram positivos aislados en muestras respiratorias.
Laboratorio “Dr. Roberto Gabaldon Parra”. Enero 2016- Julio2018.

Frecuencia | Porcentaje
Staphylococcus sp. 41 85,42%
Pacientes Streptococcus sp. 4 8,33%
(n=48) Micrococcus sp. 2 4,17%
Enterococcus sp. 1 2,08 %

Fuente: (Zambrano y Alviarez 2019).
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90,00%
80,00%
70,00%

60,00%
B Enterococcus sp.

50,00% W Micrococcus sp.
40,00% Streptococcus sp.

u .
30,00% Staphylococcus sp

20,00%

10,00%

2,08% ﬂ° 8,33%
0,00%

Fuente: (Zambrano y Alviarez 2019).

Grafico 3. Cocos Gram positivos aislados en muestras respiratorias.
Laboratorio “Dr. Roberto Gabaldén Parra”. Enero 2016- Julio2018.

En la Tabla 8, Grafico 4, se estudié el valor porcentual de 40
pacientes, a los cuales se les aislé bacilos Gram negativos no fermentadores
en las muestras respiratorias recolectadas, obteniéndose un setenta y cinco
por ciento (75,00%) para el género Pseudomonas sp. luego se obtuvo un
veinte por ciento (20%) para el género Moraxella y un cinco por ciento

(5,00%) para el género Acinetobacter sp

41



Tabla 8. Bacilos Gram negativos no fermentadores de la glucosa
aislados en muestras respiratorias. Laboratorio “Dr. Roberto Gabaldén
Parra”. Enero 2016-Julio 2018

Frecuencia | Porcentaje

Acinetobacter sp. 2 5,00%
Pacientes Moraxella sp. 8 20,00%
(n=40) Pseudomonas sp. 30 75,00%

Fuente: (Zambrano y Alviarez 2019).

80,00%
70,00%

60,00%

50,00% W Acinetobacter sp.

40,00% ® Moraxella sp.

30,00% B Pseudomonas sp.
20,00%

10,00%

0,00%

Fuente: (Zambrano y Alviarez 2019).

Grafico 4. Bacilos Gram negativos no fermentadores de la glucosa
aislados en muestras respiratorias. Laboratorio “Dr. Roberto Gabaldén
Parra”. Enero 2016-Julio 2018
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En la Tabla 9, Gréafico 5, de 212 muestras respiratorias, se aislé gran
variedad de Enterobacterias, esto permitié obtener un cuarenta con nueve
por ciento (40,09%) del género Klebsiella, un quince con nueve por ciento
(15,09%) de Escherichia coli, un trece con veintiuno por ciento (13,21%) de
Citrobacter sp. , un doce con veintiséis por ciento (12,26%) de Enterobacter
sp. , en el caso de Proteus se observé un nueve con noventa y uno por
ciento (9,91%), Morganella y Serratia se aislaron en un cuatro con setenta y

dos por ciento (4,72%) cada una.

Tabla 9. Bacilos Gram negativos fermentadores de la glucosa aislados
en muestras respiratorias. Laboratorio “Dr. Roberto Gabaldon Parra”.
Enero 2016-Julio 2018.

Frecuencia | Porcentaje
Serratia sp. 10 4,72%
Pacientes Morganella sp. 10 4,72%
(n=212) Proteus sp. 21 9,91%
Citrobacter sp. 28 12,26%
Escherichia coli. 32 13,21%
Enterobacter sp. 26 15,09%
Klebsiella spp. 85 40,09%

Fuente: (Zambrano y Alviarez 2019)
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45,00%

40,09%

40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%

15,09%
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15,00% 12,26%
9,91%

10,00%

4,72% 4,72%

5,00%

0,00% -
W Serratia sp. W Morganella sp. M Proteus sp. Enterobacter sp.

W Citrobacter sp. W Escherichia coli. | Klebsiella spp.

Fuente: (Zambrano y Alviarez 2019)

Gréfico 5. Bacilos Gram negativos fermentadores de la glucosa aislados
en muestras respiratorias. Laboratorio “Dr. Roberto Gabaldén Parra”.
Enero 2016-Julio 2018.

Nasofar

En la Tabla 10, Gréafico 6, de 300 muestras se logré aislar la cantidad
de 85 cepas pertenecientes al género Klebsiella esto, permiti6 obtener un
veintinueve con cuarenta y uno por ciento (29,41%) para K. pneumoniae, un
veinticinco con ochenta y ocho por ciento (25,88%) para otras especies de
Klebsiella, diecisiete con sesenta y cinco por ciento (17,65%) para K. ozaenae,
un quince con veintinueve por ciento (15,29%) para K. aerogenes, un siete con
seis por ciento (7,06%) para K. oxytoca, un tres con cincuenta y tres por ciento
(3,53%) para K. rhinoscleromatis y finalmente se encontr6 el uno con
dieciocho por ciento (1,18%) para K. ascorbata, tomando en cuenta que el

microorganismo mas predominante fue K. pneumoniae.
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Tabla 10. Frecuencia de especies de Klebsiella en muestras
respiratorias. Laboratorio “Dr. Roberto Gabaldon Parra”. Enero 2016-
Julio 2018.

Frecuencia | Porcentaje
Klebsiella ascorbata 1 1,18%
Pacientes | Klebsiella rhinoscleromatis 3 3,53%
(n=85) Klebsiella oxytoca 6 7,06%
Klebsiella aerogenes 13 15,29%

Klebsiella ozaenae 15 17,65 %
Klebsiella pneumoniae 25 29,41%
Otras especies 22 25,88%

Fuente: (Zambrano y Alviarez 2019)

1%

W K. ascorbata

B K. rhinoscleromatis
m K. oxytoca

B K. gerogenes

B K. ozaenae

m K. pneumoniae

m Otras especies.

Fuente: (Zambrano y Alviarez 2019).

45



Grafico 6. Frecuencia de especies de Klebsiella en muestras
respiratorias. Laboratorio “Dr. Roberto Gabaldén Parra”. Enero 2016-
Julio 2018.

Discusion

Los resultados muestran claramente que el género Klebsiella esta por
encima de los cocos Gram positivos y de otros microorganismos Gram
negativos, lo cual es indispensable discutirlo para ir en concordancia con los

capitulos anteriores del proyecto de investigacion.

Las Enterobacterias son responsables de mas del 30% de las
infecciones respiratorias, sin embargo existen pacientes con riesgo de
colonizacion de orofaringe por Enterobacterias como son: pacientes geriatricos
y pacientes con comorbilidades (enfermedad pulmonar obstructiva croénica,
diabetes mellitus, cirrosis hepatica, insuficiencia renal crénica, alcoholismo,

neoplasia, desnutricion (Vives., y Difabio., 2010).

Dentro del grupo de Enterobacterias que causan infecciones del tracto
respiratorio, se encuentra; E.coli, y en menor grado Klebsiella y Enterobacter,

constituyendo los patégenos mas virulentos de este grupo. Sin embargo, en
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Espafna para el afio 2003, el 93% de K. pneumoniae se aislé6 de pacientes
hospitalizados, y un 51% de E. coli se aislé de pacientes de la comunidad, lo
cual permitié obtener un aumento significativo en cuanto a la colonizacion por
Enterobacterias, ya que para el afio 1991 se obtuvo un 0,3% en pacientes
hospitalizados y 0,7% en pacientes de la comunidad, y para el afio 2003 se
obtuvo un 11,8% en pacientes hospitalizados y un 5,5% en pacientes de la

comunidad. (Farifias., y Martinez., 2013)

El género Klebsiella es capaz de causar infecciones urinarias y
neumonia en personas sanas, aunque casi todas las infecciones por este
microorganismo se adquieren en el hospital u ocurren en pacientes
debilitados por enfermedades subyacentes. Casi todos los pacientes con
enfermedad pulmonar por Klebsiella presentan una bronconeumonia o una
bronquitis, con frecuencia adquiridas en el hospital, donde llega a representar

el 7-8% de las neumonias nosocomiales (Puerta A. y Mateos F. 2013)

Quifiones D., y cols.,, (2014) caracterizaron 448 aislamientos
de Klebsiella spp. resultando Klebsiella pneumoniae la especie mas prevalente
(95.1%) y del total de aislamientos, 71% procedieron de pacientes
hospitalizados y 29% de la comunidad los cuales no tuvieron ingreso
hospitalario durante el Ultimo afio por lo que se consideraron aislamientos

comunitarios.

(Padilla., 2012) llevé a cabo el aislamiento de Klebsiella pneumoniae
obteniendo como resultado que K. pneumoniae causé un gran numero de
infecciones, entre ellas: infecciones urinarias (56,5%), faringeas (10,9%),

pulmonares (26,1%) e infecciones de heridas (6,5%).

En la presente investigacion una de las especies mas representativas
en las muestras procesadas fue K. pneumoniae, la cual puede colonizar

pacientes sanos, sin embargo puede causar neumonia e incluso necrosis
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pulmonar y bacteriemia a pesar de considerarse una bacteria oportunista,
siendo de vital importancia el estado inmunolégico del paciente o alguna
enfermedad de base, todo esto implicaria llevar a cabo un seguimiento de
cada paciente, ya que se aislaron 25 cepas de K. pneumoniae en las muestras

respiratorias, representadas por un 29,41%.

Cabe mencionar que una de las especies que representa un gran
peligro es Klebsiella rhinoscleromatis, ya que esta asociada con destruccion
del tabique nasal y complicaciones del sistema respiratorio superior, esto
permite evaluar el hallazgo de la misma en dicha investigacién, donde se
aislaron 3 cepas de K. rhinoscleromatis, representando un 3,53%, cabe
destacar que dicho microorganismo presenta una amplia distribucién
geografica. (Chan., y Spiegel., 2007)

Otros estudios (Artiles., y cols., 2000) han descrito a K. ozaenae
como uno de los agentes responsables de enfermedades cronicas del tracto
respiratorio superior, como lo es la ozena (enfemedad que causa inflamacion y
placas queratosas en la nariz), esto permite evidenciar el posible riesgo que
representa esta especie bacteriana, tomando en cuenta que en el Laboratorio
de Investigaciones en Bacteriologia se logré aislar 15 cepas de K. ozaenae,
con un porcentaje de 17,65% en las muestras de secrecion nasal y exudado

faringeo.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El género Klebsiella representd el 40,09%, esto confirma gran
prevalencia, respecto a las demas Enterobacterias aisladas. En el caso de las
especies del género Klebsiella, se obtuvo un 29,41% de K. pneumoniae,
bacteria intrahospitalaria, patégeno oportunista que causa infecciones de las

vias respiratorias superiores, neumonia e infecciones del tracto urinario,
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ademas de ser una bacteria aislada también en pacientes ambulatorios, esto
permite observar mayor preponderancia respecto a las demas especies del

género Klebsiella.

Recomendaciones

La vigilancia epidemiolégica es de vital importancia para evitar

complicaciones a futuro, asi como la propagacion de las enfermedades.

Es importante realizar una identificacion correcta de cada
microorganismo, debido a que muchos géneros bacterianos presentan
resistencia natural a los antimicrobianos. Los sistemas API, facilitan la
identificacién bacteriana. La resistencia a los antimicrobianos es de vital

importancia y el tratamiento debe basarse en el antibiograma.
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ANEXOS

Anexo 1: Planilla para determinar la presencia de Klebsiella spp. en

muestras provenientes del tracto respiratorio superior en pacientes de
la comunidad.

LABORATORIO DE INVESTIGACIONES EN BACTERIOLOGIA DR.
ROBERTO GABALDON PARRA
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOANALISIS

HOJA DE REQUISITO

Fecha:

Ne°:
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Nombre:
Edad: Sexo:

| Antibiético | Microorganismo | Antibiético Microorganismo Antibiético Microorganismo

Impresion Diagnostica:
Examen Solicitado:

Tipo de Muestra:
Fechay Hora de la Toma de Muestra:

Terapia Antibiotica previa: Sl NO Especifique:
Ultima Dosis:
Cultivo Anterior: SI NO Tipo de Microorganismo:
RESULTADO

Examen Directo

Microorganismos Aislados:
1. 2.
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Acido Claritromicina Ofloxacina
Nalidixico
Amikacina Clavulanico/Amox Oxacilina
Ampicilina Clindamicina Penicilina
Amoxacilina Cloranfenicol Perfloxacina
Azitromicina Colimicina Piperacilina
Aztreonam Eritromicina Piperacilina/Tazb
Cefaclor Estreptomicina Rifampicina
300mg
Cefalotina Fleroxacina Sulbactan/ Ampic
Cefepime Fosfomicina Sulbactan/Cefope
Cefixime Gentamicina Sulfa/Trimetropin
Cefoxitina Gentamicina Sulfisoxazol
120ug
Cefpirome Imipenem Tetraciclina
Cefpodoxime Lomefloxacina Teicoplanina
Cefotaxima Levofloxacina Ticarcilina
Ceftazidima Meropenem Ticarcilina/Clav
Ceftibuten Moxifloxacina Tobramicina
Ceftriaxona Netimicina Vancomicina
Cefuroxima Nitrofuradantoina
Ciprofloxacina Norfloxacina

S: Sensible R: Resistencia I: Intermedio

Fecha: Procesado por: Firma

Observaciones:

Anexo 2: Identificacidén de bacilos Gram negativos no fermentadores.
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Medio selective

-1ﬁ o -

—

AA

Fermentador

Enterobacterias

Oxidasa (1)

[ l Pseudomonas spp
Burkolderia spp
MOTILIDAD () MOTALIDAD (+) Alcal“gemes spp
Acromobacter spp

Acinerodacter spp

Stenomrophomones spp

Torrico E. 2019. Bacilos Gram negativos no fermentadores.

Anexo 3: Identificacién de cocos Gram positivos.
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