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RESUMEN

Las infecciones nosocomiales (IN) constituyen un problema médico, social y
econdmico, representando una de las principales causas de morbimortalidad en el
paciente, siendo las areas de atencidon a pacientes en estado critico y recién
nacidos las mas afectadas por dichas infecciones. El presente estudio se realizo
con el objetivo de determinar la frecuencia de bacilos Gram negativos (posibles
agentes etiologicos de IN) en muestras ambientales procedentes de la Unidad de
Neonatologia de diferentes centros hospitalarios de la ciudad de Cumana — estado
Sucre. Se tomaron muestras ambientales de la Unidad de Neonatologia del
Servicio Autéonomo del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”
(Centro I) y de tres Centros hospitalarios privados (Centro II, III, IV), segin el
método de analisis por sedimentacion en placas. Se aislaron 53 cepas de ambiente,
las cuales se identificaron mediante métodos bioquimicos convencionales,
encontrandose una mayor proporcion de bacilos Gram negativos (52,83%), en
relacion a los Gram positivos (47,17%); la mayoria de estos, pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, destacandose la Escherichia coli con una frecuencia
de aislamiento del 35,70%, seguida de Citrobacter sp. (28,57%); Klebsiella
pneumoniae (21,43%) y Pseudomonas aeruginosa (14,29%). El Centro I presento
el mayor porcentaje de bacilos Gram negativos, probablemente debido a que
representa un centro hospitalario publico, donde normalmente existe poco control
de los sistemas de vigilancia epidemioldgica. En cuanto a los patrones de
susceptibilidad expresados por las especies aisladas en los Centros hospitalarios
escogidos para el presente estudio, éstas mostraron altos porcentajes de resistencia
a la mayoria de los antimicrobianos probados. Todas las especies bacterianas
aisladas en el Centro I expresaron fenotipo de BLEE (B-lactamasas de espectro
extendido), siendo Escherichia coli y Citrobacter sp. las mas frecuentes
(100,00%), seguida de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa
(50,00%). En vista de los resultados obtenidos, se sugiere tomar medidas que
disminuyan, en cada servicio médico, la frecuencia tanto de bacterias circulantes
como de IN. Esto, mediante la adopcion de programas de vigilancia y control de
las mismas.



INTRODUCCION

El estudio de las infecciones nosocomiales (IN) es un tema de gran relevancia
mundial, su importancia se manifiesta desde siglos atras. Su incidencia se incrementa
como consecuencia de los avances tecnologicos de la medicina y la extrema
versatilidad y adaptabilidad de los microorganismos involucrados en dichas
infecciones. Esto ha impedido que la victoria humana sobre las bacterias patogenas
haya sido total, encontrandose tasas variables por hospitales y servicios (Romero,

2004).

Se entiende por IN, a las infecciones que se desarrollan durante la estancia
hospitalaria de un paciente, y es producida por microorganismos adquiridos en el
hospital o relacionada con un procedimiento hospitalario. De forma arbitraria, se
establece un plazo de 48 a 72 horas, como minimo, para considerar la infeccion como
adquirida en el hospital, incluyendo las que aparecen durante los primeros 14 dias
después del alta de los pacientes. Estas infecciones no se encuentran en incubacion al
momento del ingreso del paciente del centro razén, por lo cual constituyen un
problema médico, social, econdmico, representando una de las principales causas de

morbimortalidad en el paciente (Sarria, 1994; Centurion et al., 1998; Lossa, 1999).

De acuerdo a la naturaleza, frecuencia, morbilidad y mortalidad, las IN son
consideradas una de las complicaciones mas graves que pueden encontrarse en los
pacientes internados en las unidades de atencion médica. Para que se produzcan, debe
existir la interrelacion entre un microorganismo capaz de producirla, un vector de
transmision hacia un huésped susceptible de sufrirla y un medio ambiente propicio
para el desarrollo de la misma. Este medio ambiente, fundamentalmente, hace
referencia a ciertos factores propios del huésped que lo predisponen a la aparicion de

la infeccidn.



En el caso de los pacientes hospitalizados, particularmente los recién nacidos,
por sus condiciones biologicas o estados patoldgicos, tienen disminuidos sus
mecanismos de defensa y estdn bajo constante amenaza de contraer infecciones de

este tipo (Sarria et al., 1994; Klein et al., 1999).

Las tasas de IN demuestran que las areas mas afectadas son las de atencion a
pacientes en estado critico y recién nacidos, como consecuencia de la adquisicion de
bacterias patdgenas en el hospital, y son una de las principales causa de morbilidad y
mortalidad en el periodo neonatal. En una investigacion realizada en un hospital de
Nicaragua se demostr6 que el servicio que presentd mayor nimero de casos de IN fue
la unidad de Neonatologia, concluyendo que de 5 a 10 muertes de nifios recién

nacidos son causadas por este tipo de infeccion (Mendivil, 2001).

Las IN son un problema relevante de salud publica de gran trascendencia
econdmica y social, constituyendo hoy en dia un desafio para las instituciones de
salud y el personal médico responsable de su atencion en la unidad de Neonatologia.
Son de importancia clinica y epidemiolodgica, debido que condicionan altas tasas de
morbilidad y mortalidad e inciden en los afios de vida potencialmente perdidos de la
poblacion infantil, a lo cual se suma el incremento en los dias de hospitalizacion y los

costos de atencion (Topia, 1999).

Los agentes infecciosos responsables de las IN surgen a partir de distintas
fuentes, la exdgena, representado por el ambiente hospitalario: el aire, las paredes, los
suelos y las ropas de cama que no son estériles y, por tanto; pueden servir como
fuentes de microorganismos que provoquen dicha infeccion. La otra fuente puede ser
endogena y se origina de la flora normal del paciente. No obstante, las infecciones
producidas en el hospital por bacterias resistentes, van a depender de diferentes
poblaciones, presiones de seleccion, reservorios y otros factores que son importantes

en la aparicion, persistencia y transmision de organismos resistentes a



antimicrobianos; donde los bacilos Gram negativos tienen especial relevancia

(Pedroza, 2001; Martin et al., 2003).

Antes de 1970 cultivos de aire y superficies tales como paredes y mobiliarios
eran realizados de manera rutinaria en los Estados Unidos. En 1970, la American
Hospital Association propusieron la eliminacién de dicha rutina, debido a que los
indices de IN no se habian relacionado a los niveles de contaminacion microbiana
general del aire o superficies ambientales, ademds de no contar con una
estandarizacion significativa para niveles permisibles de contaminacion microbiana.
Sin embargo, estudios realizados a nivel mundial demuestran la existencia de una
correlacion significativa entre los agentes productores de IN de cada centro y los
agentes propios del mismo, por tanto se podria pensar que en estos lugares, el

ambiente si juega un rol importante (Centurion et al., 1999).

En Cuba se han reportado tasas de IN a nivel nacional del 3-8%; donde
hospitales especializados presentaron una mayor frecuencia de dichas infecciones, en
comparacion con los hospitales clinicos quirargicos, la flora detectada,
principalmente, fue bacilos Gam negativos: E. coli 17,40%, Pseudomonas aeruginosa
el 10% y Klebsiella, Enterobacter, Proteus el 9,30% (Bove et al., 2000; Ortiz, 2000).

En investigaciones realizadas en diferentes hospitales de segundo nivel en
Meéxico, se encontro que el 66% de los casos de IN eran causados por enterobacterias,
predominando E. coli 47%, Klebsiella spp. (29%), Proteus spp. (10%), Enterobacter
aerogenes (9%) y Pantoea agglomerans (5%). En Espaiia se reporta una frecuencia
de 70% de bacterias productoras de IN, donde E. coli y K. pneumoniae son las

especies mayormente aisladas (Tinoco et al., 2002; Hernandez et al., 2005).

En los paises en via de desarrollo, los patogenos dominantes en la sepsis

neonatal estdn constituidos principalmente por bacilos Gram negativos, de las



especies anteriormente citadas. Sin embargo, es importante hacer notar que, los
agentes bacterianos que provocan infeccion en el periodo neonatal, varian de un pais
a otro, de una institucion a otra y de un servicio a otro, ya que, dependiendo de la
ubicacion geografica, de las condiciones propias de los pacientes y del medio
ambiente hospitalario, pueden desarrollarse y diseminarse infecciones bacterianas

diferentes (Klein et al., 1999).

En Latino América, los estudios de IN han permitido deducir que se trata de un
fendmeno endémico y que, ocasionalmente, se detectan brotes epidémicos, limitados
en el tiempo y relativamente circunscrito en el espacio. Estudios de investigacion
epidemioldgica en los Estados Unidos actualmente demuestran una incidencia de IN

del 5-7% (Haley, 1998).

Las vias urinarias, heridas quirdrgicas y sistema respiratorio se relacionan con
técnicas y procedimientos que son susceptibles de supervision y mejoramiento, por
tanto, constituyen la causa mas frecuente de IN en la mayoria de los hospitales
generales. Bove et al.(2000) encontr6 una tasa de IN del 3,40% en Nicaragua, donde
los sitios de infeccion por sistemas afectados fueron: cardiovascular, muco cutanea,

respiratorio, genitourinario y gastrointestinal.

En Venezuela, Quisber (1995), senala a los Gram negativos como agentes
productores de sepsis en los recién nacidos, principalmente; especies de Klebsiella

spp, Escherichia coli, Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes.

Seglin estudios realizados en la Maternidad Concepcion palacios y en el
hospital Universitario de Caracas-Venezuela, los agentes aislados con mas frecuencia
en los servicios de neonatologia, se encuentraron bacilos Gram negativos,
especialmente especies de Klebsiella, Escherichia coli, Enterobacter cloacae y

Enterobacter aerogenes, seguidos por especies de Pseudomonas y Proteus (Klein,



1994; Navarro et al., 1999).

Estudios bacteriologicos, realizados en el “Hospital Antonio Patricio de
Alcald”, Cumana-Edo. Sucre, reportaron, para la unidad de retén, tasas de 7,89% para
bacilos Gram negativos, entre los que se destacan: Enterobacter aerogenes;
Acinetobacter sp.; Pseudomonas sp.; Klebsiella pneumoniae; Escherichia coli;
Serratia sp. y Proteus sp. Otro estudio efectuado en la unidad de neonatologia del
hospital anteriormente referido, demostrdé que los gérmenes bacterianos aislados en
muestras de sangre de recién nacidos con cuadros clinicos de sepsis fueron: Kebsiella
pneumoniae (38,70%), Enterobacter cloacae y Pantoea agglomerans (22,60%)
(Martinez, 2001; Ponce, 2003).

Una de las tendencias mas alarmantes en las enfermedades infecciosas, ha sido
la frecuencia en el aumento de la resistencia antimicrobiana entre los patdgenos que
causan IN adquiridas, por lo que es un problema que enfrenta el médico en la practica

diaria en las unidades de atencion médica (Tinoco et al., 1997).

La resistencia a los agentes antimicrobianos, pueden ser una caracteristica
intrinseca, o puede resultar de la presion selectiva que surge en un ambiente alterado
por el uso de los mismos, como se observa frecuentemente en situaciones clinicas.
Los mecanismos basicos, mediante los cuales las bacterias se hacen resistentes a estos
agentes se deben a la inactivacion de los mismos, disminucion de su transporte al

interior de la célula, y a la alteracion del sitio blanco (Fuchs et al., 1994).

Las bacterias adquiridas en el ambiente intrahospitalario consisten en gérmenes
multirresistentes que se han seleccionado por diversos factores ecoldgicos, entre los
que se destacan, el uso correcto o no de multiples antibidticos con fines terapéuticos o
profilacticos. Esto ha traido como consecuencia la seleccion de una amplia variedad

de cepas resistentes a los agentes antimicrobianos, lo que ha disminuido su eficacia,



provocando serios problemas de salud publica (Alonso et al., 2005).

El 50% de los pacientes que adquieren Infecciones Intrahospitalarias son
tratados con uno o mas antibidticos, en el cual, el 70% de las bacterias responsables
de dichas infecciones son resistentes al menos a uno de los antibioticos mas
comunmente utilizados para tratarlas, por lo que, el alto grado de resistencia por parte
de estos microorganismos es una de las razones relevantes que ha contribuido a
incrementar el nimero de muertes en los casos de IN (Mullet et al., 1998; Martin et

al., 2003).

El problema de la resistencia bacteriana existe en todo el mundo, y estd
relacionado con las infecciones comunitarias y nosocomiales en los paises en
desarrollo, donde el problema reviste dimensiones preocupantes. Desde 1998, el
grupo venezolano de Vigilancia de la Resistencia Bacteriana a los Antimicrobianos,
que agrupa a 29 instituciones de salud de siete estados, estd a cargo de analizar y
publicar resultados de resistencia bacteriana a los antimicrobianos (entre los que se
encuentran betalactamicos, aminoglucosidos y quinolonas), en bacterias aisladas de

pacientes con infecciones hospitalarias y de la comunidad (Martin et al., 2003).

Es una preocupacion compartida con el resto del mundo, la gran capacidad de
resistencia por parte de los microorganismos, siendo de gran importancia conocer en
nuestro medio la capacidad de resistencia de estos. Actualmente, existen factores de
riesgo global que contribuyen al aumento de la resistencia bacteriana a los agentes
antimicrobianos en la comunidad; entre los factores que han contribuido, se
encuentran: la concentracion de poblaciones en los centros urbanos, el inadecuado
control de las infecciones en los hospitales, la migracion masiva, y el uso inadecuado
de los antibidticos entre otros (Kummerer, 2003; Martin et al., 2003; Kummerer,

2004).



En las ultimas dos décadas se han incrementado las investigaciones para
explorar las causas y las formas de controlar o prevenir la resistencia a los agentes
antimicrobianos, sin embargo, algunas de ellas se han encontrado con problemas que

se relacionan con los métodos para su investigacion (Benavides et al., 2005).

Dado que las IN, causadas por bacilos Gram negativos, son complicaciones en
las que se conjugan diversos factores de riesgo, es necesario realizar evaluaciones
bacteriologicas, que permitan determinar la frecuencia de éstos gérmenes y su
respuesta a los antibidticos, con la finalidad de mejorar el uso de tratamientos con
antimicrobianos, en términos de eficacia, eficiencia, con el minimo de efectos

adversos.

En Venezuela, y mas atn en el estado Sucre, se dispone de escasos estudios
sobre los patrones de resistencia antimicrobiana de bacilos Gram negativos aislados
del medio ambiente hospitalario, debido a la poca disponibilidad de recursos
economicos para llevar a cabo los procedimientos operativos que se requieren, asi
como la falta de coordinacion de las instituciones del area de salud que tienen a su
cargo la responsabilidad de realizar periddicamente diagndstico y monitoreo
microbiologico. Ante ello, en el presente trabajo se evalu6 la frecuencia y resistencia
a los agentes antimicrobianos, de aislados bacterianos, en muestras ambientales
procedentes de la Unidad de Neonatologia de diferentes centros hospitalarios de la
ciudad de Cumana, Edo. Sucre, con la finalidad de establecer mecanismos eficientes
de intervencidon que permitan la aplicacion de medidas preventivas y correctivas
encaminadas a la disminucién de los factores de riesgos que inciden en la distribucion

y la frecuencia de dichas bacterias.



METODOLOGIA

Recoleccion de las muestras

Se tomaron muestras ambientales de la Unidad de Neonatologia del Servicio
Autéonomo del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” y de tres centros
hospitalarios privados de la ciudad de Cumana, estado Sucre durante el periodo
comprendido entre septiembre y noviembre del 2006. La recoleccion de las muestras
se realizd por exposicion, segiin el método de andlisis por sedimentacion, que
consistio en colocar placas destapadas durante 5 horas: 2 placas de agar tripticasa de
soya y 1 placa de agar Mac Conkey, para el aislamiento primario de bacilos Gram
negativos. Luego se trasladaron hasta el Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Bioanalisis, Nucleo de Sucre, Universidad de Oriente para su

procesamiento (Alonso et al., 1999).

El muestreo se realizd durante 3 meses consecutivos, obteniéndose 3 replicas 2

VEeCes por cada mes.

Procesamiento

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente (temperatura de la sala),

durante 24 horas en aerobiosis.
Aislamientos
A los aislamientos obtenidos de los distintos medios de cultivo, se les hizo

reconocimiento morfoldgico, caracteristicas de crecimiento, color, forma, borde y

elevacion. Se separaron las colonias con caracteristicas distintas, se colocaron en



caldo tripticasa de soya y se incubaron a temperatura ambiente, por 24 horas, en
aerobiosis. Posteriormente se sembraron por diseminacion en placas en agar tripticasa

de soya para verificar su pureza.

Reconocimiento Microscopico

A cada una de las colonias aisladas se les realizo la coloracion de Gram segin
la describe McClelland (2001). Esto, para verificar morfologia, tipo de agrupacion y
reaccion a dicha coloracion. De las cuales, fueron seleccionadas las colonias de
morfologia bacilar y reaccion negativa frente a la coloracion Gram (Bacilos Gram

negativos), para su posterior identificacion.
Identificacion

Tomando en consideracion los resultados del Gram y de acuerdo a las
caracteristicas de las colonias, los aislados fueron identificados mediante pruebas
bioquimicas convencionales descritas para bacilos Gram negativos fermentadores y
no fermentadores (Koneman et al., 2002; Ryan y Ray, 2004).
Prueba de la oxidasa

Las bacterias productoras de la enzima citocromooxidasa, en presencia de
oxigeno, producen un compuesto de color intenso denominado azul de indofenol,
debido a la oxidacion del tetrametil parafenilendiamina. Las enterobacterias se
distinguen por una reaccion negativa al realizar esta prueba (Mac faddin, 2003).

Fermentacion de azucares

Se utilizo el medio Kligler solidificado en bisel, el cual se inoculd por puncion



y estrias de la colonia sospechosa. Se dejé incubar a 37°C durante 24 horas. La
fermentacion de la glucosa y lactosa producen una disminucién en el pH del medio,
lo que provoca un cambio en el color del indicador rojo de fenol con la produccion de
gas y la formacion de acido sulfhidrico por parte de algunas bacterias a partir de las
sales de hierro presentes en el medio (Mac faddin, 2003).

Utilizacion de citrato

Se emple6 el medio citrato de Simmons (DIFCO), el cual se inocul6 por estrias
permitiendo la utilizacion del citrato como unica fuente de carbono y las sales de
amonio como unica fuente de nitrogeno, por parte de la bacteria; siendo indicativo de
una reaccion positiva el observar un color azul del medio y/o crecimiento bacteriano

en la superficie del mismo (Koneman et al., 2002).

Hidrolisis de 1a area

Se emple6 agua peptonada, la cual se inocul6 con algunas colonias aisladas del
agar ATS y se le agregaron dos gotas del reactivo de urea, con esta prueba se verificd
la sintesis de la enzima ureasa con produccion de amoniaco y carbonato de amonio,

observandose un cambio del indicador hasta rosado intenso (Koneman et al., 2002).

Rojo de metilo

Se procedié a realizar la inoculacion de la colonia sospechosa en tubos que
contenian caldo rojo de metilo Voges Prokauer (RMVP) y que luego fueron
incubados a 37°C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se le agreg6 a cada tubo
tres gotas del reactivo de rojo de metilo, consideradose la prueba positiva cuando se
mantenia un anillo de color rojo en la superficie del medio y por el contrario la
prueba era negativa si habia un viraje del indicador de rojo a amarillo. Con esta

prueba se pudo determinar si la bacteria utiliz6 la via de los acidos mixtos o via del
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butilenglicol para degradar la glucosa presente en el medio (Mac faddin, 2003).

Motilidad, produccion de indol y descarboxilacion de la ornitina (Medio MIO)

Para esta prueba se utilizd el medio MIO (DIFCO), el cual se inoculdé por
puncion. La motilidad fue interpretada por la observacion de turbidez en el medio; la
produccion de indol se determind por la produccion de un anillo rojo fucsia en la
superficie del medio, al agregar el reactivo de Kovacs; la descarboxilacion de la
ornitina, se evidencié por un viraje de color del indicador purpura de bromocresol a

purpura intenso, considerandose la prueba positiva (Koneman et al., 2002).

Pruebas de descarboxilacion de lisina y arginina

Se procedid a incubar las colonias sospechosas en tubos separados que
contenian base descarboxilasa de Moeller y al que previamente se le habia afiadido
por separado lisina y arginina respectivamente. Posteriormente, se agrego una capa de
parafina estéril a cada tubo para crear un ambiente de anaerobiosis y se incubaron a
37°C durante 24 horas. En el caso de P. aeruginosa el tiempo de incubacion fue de 24
a 48 horas a 37°C. Esta prueba se utilizé con la finilidad de determinar la capacidad
de las bacterias de producir enzimas descarboxilasas especificas capaces de atacar
aminoacidos hasta aminas que elevan el pH del medio y hacen virar el indicador

purpura de bromocresol a purpura intenso, considerandose la prueba positiva.
Fermentacion de sorbitol e inositol

En tubos que contenian el medio de cultivo, se procedid a inocular la colonia
sospechosa y posteriormente se incubaron a 37°C durante 24 horas. Esta prueba se

utiliz6 para determinar la capacidad de las bacterias de utilizar el carbohidrato

presente en el medio, sorbitol o inositol, con la consecuente produccion de acido y
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por lo tanto viraje de color del indicador rojo de fenol de rojo a amarillo (prueba
positiva). La fermentacion del sorbitol o inositol constituyen pruebas utiles para la
diferenciacion entre géneros y especies de la familia de las enterobacterias y otros

Gram negativos aerobios y anaerobios facultativos.

Oxidacion — fermentacion segun Hugh y Leifson

Se utilizaron dos tubos para cada microorganismos citocromo oxidasa positiva,
los cuales contenian el medio de cultivo solidificado en forma de taco, y se procedio a
inocular por puncion la colonia sospechosa. Posteriormente, se le agreg6 a uno de los
tubos unas gotas de parafina liquida para crear un ambiente de anaerobiosis,
incubandose luego a 37°C durante 24 horas. En P. aeruginosa el periodo de
incubacion fue de 24 a 96 horas. Esta prueba se utilizé con la finalidad de determinar
la via de utilizaciéon de la glucosa, maltosa, lactosa, fructosa; via fermentativa,
oxidativa o ambas; empledndose principalmente para diferenciar microorganismos
aerobios estrictos de los anaerobios y anaerobios facultativos. Dichos carbohidratos
se utilizaron en proporcion de 1%. La interpretacion de la prueba se realizd de la
siguiente manera: tubo con parafina (sin cambio de color en el indicador) y tubo sin
parafina (con viraje del indicador a amarillo): oxidacién. Tubo con parafina (con
viraje del indicador a amarillo) y tubo sin parafina (sin cambio de color del
indicador): fermentacion. Tubo con y sin parafina (con viraje de color en el indicador
a amarillo): fermentacién y oxidacion. Tubos con y sin parafina (sin cambio de color

del indicador): no hubo fermentacion ni oxidacion.

Crecimiento a 42°C

En tubos que contenian caldo infusion cerebro corazon se procedid a inocular la

colonia sospechosa. Posteriormente, se incubd a 42°C durante 48 horas. Esta prueba

se utilizd con la finalidad de determinar la capacidad que tienen algunas bacterias
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Gram negativas citocromo oxidasa positiva de crecer a 42°C (Pseudomonas
aeruginosa) y diferenciarlas de otras que no presentan crecimiento cuando son

incubadas a esta temperatura.

Pruebas de susceptibilidad in vitro

A todos los bacilos Gram negativos aislados de las muestras ambientales, se les
realiz6 las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por el método de difusion en
disco (antibiograma), descrito por Kirby y Bauer (1966) y siguiendo los lineamientos
propuestos para enterobacterias y P. aeruginosa por el CLSI (2005). Se prepar6 una
suspension bacteriana de la cepa en 4,5 ml de solucion salina fisioldgica estéril al
0,85%, a partir de un crecimiento de 18 horas sembrado en ATS, ajustado al patrén
de 0,5 en la escala de MacFarland correspondiente a 1,5 x 10° ufc/ml. Se impregnoé un
hisopo estéril en la suspension rotdndolo varias veces y ejerciendo presion sobre las
paredes interiores del tubo con el fin de eliminar el exceso de liquido. La suspension
bacteriana se disemind uniformemente sobre la superficie del agar Miieller Hinton
(DIFCO) contenido en placas de Petri, dejando secar y luego se procedid a colocar
los discos de los antibioticos seleccionados para enterobacterias: cefuroxima 30 pg,
meropenen 30 pg, imipenem 10 pg, amoxacilina-acido clavulanico 2:1 (20 pg/10 pg),
cefotaxima 30 pg, ceftazidima 30 ug, ceftriazona 30 pg, cefepime 30 pg, aztreonam
30 pg, piperacilina-tazobactan 2:1 (100 ug/10 pg), cefoxitin 30 pg, ciprofloxacina 5
ng, tetraciclina 30 g, trimetoprin/sulfametoxasol, cloranfenicol 30 png,
piperacilina/tazobactan 2:1 (100 pug/10 ug); y para P. aeruginosa: cefuroxima 30 pg,
meropenen 30 pg, imipenem 10 pg, amoxacilina-acido clavulanico 2:1 (20 pg/10 pg),
cefotaxima 30 pg, ceftazidima 30 pg, ceftriazona 30 pg, cefepime 30 pg, aztreonam
30 ng, piperacilina-tazobactan 2:1 (100 ug/10 pg), tetraciclina 30 ug y trobamicina,
todos ellos de la marca comercial OXOID. Las placas se incubaron a 35°C durante
18 horas en aerobiosis y luego, se realizd la lectura de los halos de inhibicion

empleando una regla milimetrada.
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Las bacterias probadas frente a los diferentes agentes antimicrobianos fueron
caracterizadas en las categorias sensible, intermedio y resistente, de acuerdo a los
criterios establecidos por el Instituto de Estdndares Clinico y de Laboratorio (CLSI,
2005), y dichas categorias se reportaron de acuerdo a los resultados obtenidos in
vitro, esto debido a que ciertos perfiles de resistencia estin asociados con un
mecanismo de resistencia en particular, especificamente, en el caso de las f-
lactamasas donde se puede predecir el tipo de enzima a partir del antibiograma

(Crespo, 2003).

Deteccion de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

La deteccion de BLEE se realiz6 mediante la técnica de sinergismo de doble
disco propuesta por Jarlier et al. (1998) y siguiendo los lincamientos establecidos por
CLSI (2005), M100-S15 (M2); se procedié a inocular una placa de agar Miieller
Hinton con una suspension bacteriana preparada en 4,5 ml de solucidon salina
fisiologica estéril 0,85% y ajustada al patrén 0,5 de MacFarland. Luego, se colocé en
el centro de la placa un disco de amoxacilina-acido clavulanico 2:1 (20 pg/10 pg)
posteriormente, se colocaron los discos de ceftazidima y cefotaxima, a una distancia
lineal de 20 mm del disco central y en un dgulo de 90° a 20 mm del mismo se
ubicaron los discos de imipenem y meropenem. La formacion de un dvalo en la zona
de conversion del halo de inhibicién de los agentes antimicrobianos empleados y el
disco central de amoxacilina-acido clavulénico, es indicativo, desde el punto de vista

fenotipico, de la presencia de BLEE.

Control de calidad

La verificacion del proceso de preparacion y esterilizacion de los medios de

cultivo y pruebas bioquimicas, se realizd incubando algunas placas y tubos escogidos

al azar de los lotes preparados e incubandolos, con la finalidad de observar algin tipo
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de crecimiento microbioldgico en los mismos (Balowws et al., 1991).

El control de calidad aplicado para evaluar la caracterizacion bioquimica y la
susceptibilidad antimicrobiana, se realizo utilizando las siguientes cepas, Escherichia
coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, y de la coleccion de
cultivos del Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM), Nodo

Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel (INHRR).
Analisis estadistico

Para establecer la frecuencia de microorganismos productores de IN en las
unidades de Neonatologia de los diferentes centros clinicos escogidos para el presente

estudio, se empled un analisis porcentual y estadistica descriptiva, expresando los

resultados en tablas y figuras (Dawsen y Robert, 1997).
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RESULTADOS

En los resultados obtenidos del estudio bacterioldgico realizado en los cuatro
centros hospitalarios estudiados se observd que el mayor niimero de aislamientos
correspondid a bacilos Gram negativos (52,84%) en relacion a los cocos Gram
positivos (47,17%). La distribucion porcentual de bacilos Gram negativos por centro

hospitalario fue mayor para el Centro I (Tabla I).

Tabla I. Frecuencia de grupos de bacterias aisladas en muestras ambientales del area
de retén de diferentes centros hospitalarios de la ciudad de Cumand, estado Sucre,
septiembre — noviembre 2006.

GRUPOS DE CENTRO I CENTROII CENTRO Il CENTROIV TOTAL

BACTERIAS  "n" % n % n % n % n %

BACILOS GRAM
NEGATIVOS 13 46,43 5 17,86 6 21,43 4 14,28 28 52,63
COCOS GRAM

POSITIVOS 8 3200 7 28,00 4 16,00 6 24,00 25 47,17

I: Centro hospitalario publico
II, Ill, IV: Centros hospitalarios privados

La frecuencia de las especies aisladas se presentan en la Tabla II, la cual indica
que E. coli fue el agente bacteriano mayormente aislado, representando el 35,70% del
total, seguido de Citrobacter sp. 28,57%, K. pneumoniae 21,43% y P. aeruginosa
14,24%.
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Tabla II. Frecuencia de las especies bacterianas aisladas en muestras ambientales del
area de retén de diferentes centros hospitalarios de la ciudad de Cumand, estado
Sucre, septiembre — noviembre 2006.

CENTRO CENTRO Il CENTRO CENTRO TOTAL

BACTERIAS ! i IV
n % n % n % n % n %
E. coli 5 50,00 2 20,00 3 30,00 - 10 35,70
K. pneumoniae 4 66,67 - 2 33,33 - 6 21,43
P.aeruginosa 2 50,00 1 25,00 - 1 2500 4 14,24
Citrobacter sp 2 2500 2 25,0 1 1250 3 37,50 8 28,57

En cuanto a las pruebas de susceptibilidad in vitro a los antimicrobianos, los
resultados muestran que de las bacterias aisladas E. coli mostrd patrones de
susceptibilidad variable de acuerdo al Centro hospitalario de procedencia,
encontrandose 100% de resistencia a ceftaxidima, cefotaxima, gentamicina,
amikacina y cloranfenicol; y una sensibilidad de 100% para imipenem, meropenem,
ciprofloxacina y tetraciclina. Dichas cepas provenientes del Centro hospitalario II

(figura 1).
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(CTX: cefotaxima, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, IPM: imipenem,
MER: meropenem, CN: gentamicina, AK: amikacina, CIP: ciprofloxacina, C: cloranfenicol,
STX: Trimetoprin/Sulfametoxasol, TE: tetraciclina)

Figura 1. Porcentaje de resistencia antimicrobiana in vitro para Escherichia coli
aisladas en muestras ambientales de diferentes centros hospitalarios de la ciudad de
Cumana, estado Sucre, septiembre — noviembre 2006.

Las cepas de Citrobacter sp. mostraron 100% de resistencia a todos los
antimicrobianos probados, ypatrones de resistencia similares para cada uno de los

centros escogidos para el presente estudio (figura 2).
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(CTX: cefotaxima, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, IPM: imipenem,
MER: meropenem, CN: gentamicina, AK: amikacina, CIP: ciprofloxacina, C: cloranfenicol, STX:
Trimetoprin/Sulfametoxasol, TE: tetraciclina)

Figura 2. Porcentaje de resistencia antimicrobiana in vitro para Citrobacter sp.
aisladas en muestras ambientales de diferentes centros hospitalarios de la ciudad de
Cumana, estado Sucre, septiembre — noviembre 2006.
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(CTX: cefotaxima, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, IPM: imipenem,
MER: meropenem, CN: gentamicina, AK: amikacina, CIP: ciprofloxacina, C: cloranfenicol, STX:
Trimetoprin/Sulfametoxasol, TE: tetraciclina)

Figura 3. Porcentaje de resistencia antimicrobiana in vitro para Klebsiella
pneumoniae aisladas en muestras ambientales de diferentes centros hospitalarios de la
ciudad de Cumana, estado Sucre, septiembre — noviembre 2006.

Las cepas de K. pneumoniae provenientes del Centro hospitalario I presentaron
100% de resistencia frente a cefotaxima, y solo el 50% de resistencia frente a
ceftazidima, gentamicina, ciprofloxacina, cloranfenicol, trimetoprin/sulfametoxasol y
tetraciclina. Sin embargo, las cepas de dicha bacteria provenientes del Centro
hospitalario III, so6lo presentaron 100% de resistencia a trimetoprin/sulfametoxasol y

tetraciclina (figura 3).

P. aeruginosa mostré 100% de resistencia para cefotaxima (Centros I, Il y IV),
gentamicina (Centros [ y IV), tetraciclina (Centros II y IV); y solo el 50% de las
cepas presentd resistencia frente a ceftazidima (Centros I y II), imipenem y

tetraciclina (Centro I) (figura 4).
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(CTX: cefotaxima, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, IPM: imipenem,
MER: meropenem, CN: gentamicina, AK: amikacina, TE: tetraciclina, TOB: trobamicina, PTZ:
piperacilina/tazobactam, ATM: aztreonam)

Figura 4. Porcentaje de resistencia antimicrobiana in vitro para Pseudomonas
aeruginosa aisladas en muestras ambientales de diferentes centros hospitalarios de la
ciudad de Cumana, estado Sucre, septiembre - noviembre 2006.

Los resultados obtenidos por el método de sinergismo del doble disco para
evidenciar fenotipicamente la presencia de BLEE, indicaron que el 100% de las cepas
de E. coli fueron productoras de BLEE, seguido de Citrobacter sp. y K. pneumoniae;
ambas cepas provenientes del Centro hospitalario 1. Solo el 50,00% de las cepas de E.

coli provenientes del Centro hospitalario II fueron productoras de BLEE (Tabla III).
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Tabla III. Porcentajes de cepas bacterianas productoras de B-lactamasas de espectro
expandido (BLEE), aisladas en muestras ambientales del area de retén de diferentes

centros hospitalarios de la ciudad de Cumana, estado Sucre, septiembre — noviembre
2006.

CENTRO | CENTRO I CENTRO Il CENTRO IV

BACTERIAS n % n % n % n %

E. coli 100,00 1 50,00 - -

50,00 - - -
100,00 - - -

4
K. pneumoniae 2 50,00 - - -
P. aeruginosa 1

2

Citrobacter sp
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DISCUSION

Segun la OMS (2002), la etiologia de las IN ha presentado variaciones a través
del tiempo, inicialmente se consideraban los patdégenos predominantes a las bacterias
Gram positivas, con la introducciéon de los antibidticos, se llevé a cabo una
disminucion de las IN causadas por estas bacterias, pasando a ser las bacterias Gram
negativas las responsables de dichas infecciones. Las observaciones descritas en la
seccion de resultados del presente trabajo, muestran que al evaluar los porcentajes de
frecuencia por grupos de bacterias aisladas en las Unidades de Neonatologia, los
bacilos Gram negativos presentaron mayor porcentaje (52,83%) en relacion a los
cocos Gram positivos (47,17%). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Miranda et al. (2006), quienes realizaron una investigacion para establecer la
frecuencia de bacterias nosocomiales resistente a los antimicrobianos en hospitales de
Colombia, y encontraron que el 57,40% de las infecciones intrahospitalarias eran
producidas por bacilos Gram negativos. Sin embargo, difieren de Marquez (2003)
quién realizd un estudio bacteriologico del ambiente y del personal de la UCI
neonatal del hospital “Dr. Luis Ortega” de Porlamar, Estado Nueva Esparta-
Venezuela; observando una alta frecuencia de cocos Gram positivos en comparacion

con los bacilos Gram negativos.

Al comparar los porcentajes de frecuencia por grupos de bacterias aisladas en el
presente trabajo, se hace evidente las diferencias porcentuales entre los centros
hospitalarios privados y el centro hospitalario publico, siendo este ultimo el que
obtuvo un mayor porcentaje de aislados (46,43%). Dichos resultados coinciden con
los descritos por Martin et al. (2000), los cuales obtuvieron el mayor niimero de
aislamientos de bacterias intrahospitalarias, en los centros médicos publicos (55,13%)
en comparacion con los centros médicos privados (44,87%). Esto indica que el

ambiente juega un rol importante, lo cual esta representado por el alto porcentaje de
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bacilos Gram negativos aislados en el centro hospitalario publico debido a la
existencia de sistemas de vigilancia epidemiologica poco eficientes y en el
incumplimiento de los protocolos de prevencion de las IN por parte del personal de

salud.

E. coli fue la especie bacteriana mayormente aislada en esta investigacion
(35,70%), seguida de K. pneumoniae (21,43%). Estas bacterias suelen encontrarse en
el aire, el agua y tracto intestinal de los seres humanos donde habitan como gérmenes
comensales, que en determinadas circunstancias pueden emigrar y actuar como
patdgenos oportunistas colonizadores de piel y mucosas en pacientes hospitalizados,
asociandolas a cualquier tipo de enfermedad infecciosa como bacteriemias o

septicemias (Gonzalez et al., 2001; Ostroff et al., 2002).

Es importante hacer resaltar que en los ultimos afios, el mal uso de antibioticos
y el empleo de procedimientos diagndsticos mas agresivos, han permitido que el
papel de K. pneumoniae, como agente etiologico responsable de patologias
inespecificas, ha aumentado sobre todo en el ambito nosocomial (Bergogne et al.,

1993).

La frecuencia de los gérmenes bacterianos aislados en este trabajo, concuerdan
con lo referido por otros autores tomando en cuenta que la etiologia de las IN varia
ampliamente dependiendo del tiempo y el lugar donde se realice el estudio. Al
respecto, Trucco et al. (2002), sefialan a E. coli como principal agente causal de IN
en 11 centros hospitalarios de diferentes regiones de Chile. Sin embargo, Fernandez
et al. (2003) hallaron que el 39,80% de los casos de IN que se diagnostican en el
hospital Militar Central “Dr. Luis Diaz Soto” de Cuba, eran ocasionados por Proteus
spp. Por su parte, Martinez et al. (2003) reporté una prevalencia de 50% para
Klebsiella pneumoniae y E. coli, como principales agentes etiologicos relacionados

con brotes de IN. Por otro lado, Carranza et al. (2003) en una investigacion realizada
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en pacientes hospitalizados en el centro médico naval de Peru, reportaron como

uropatégeno nosocomial predominante a E. coli con 63,70%.

Lo anteriormente descrito indica que los bacilos Gram negativos hoy en dia
representan un desafio creciente ya que se encuentran entre los principales agentes

etiologicos de IN a nivel mundial.

Es de particular importancia hacer notar que la interaccion entre los factores de
riesgo del paciente y los relativos al ambiente hospitalario es especialmente compleja
en el neonato, debido a que la colonizacidon por bacterias nosocomiales del recién
nacido se ve ayudada por el escaso contacto materno que impide que la inmunidad
materna sea transmitida al bebe, la alimentacion demorada, el tratamiento con
antimicrobianos y la exposicion a diferentes factores ambientales (Informe OMS,

2007).

Por otra parte, hoy en dia ha sido evidente que la presion selectiva mediante el
uso de antimicrobianos de amplio espectro, particularmente de su uso indiscriminado
e inadecuado, a provocado la aparicioén y diseminacion de mecanismos de resistencia
bacteriana, lo cual es mas evidente en poblaciones cerradas que reciben estos tipos de

tratamientos como ocurre en el ambiente hospitalario (Rodriguez et al., 2003).

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad obtenidas en este estudio,
ponen en evidencia lo anteriormente descrito, al observar altos porcentajes de cepas

resistentes.

En lo que respecta a los aminoglucdsidos, cuyo mecanismo de accion esta
caracterizado por ser rapidos bactericidas, podemos apreciar en el presente estudio
una resistencia elevada principalmente frente a la gentamicina: 100% de resistencia

para E. coli y Citrobacter sp., y solo el 50% en K. pneumoniae. Probablemente en

24



estas cepas se deba a la presencia de enzimas Aminoglucosido-acetiltransferasa
(AAC), que acetilan grupos amino utilizando como cofactor la acetil-coenzima A,
especificamente la enzima acetilante AAC(3)-1I, que inactiva a dicho antibidtico
(Mella et al., 2004). Resultados similares fueron descritos por Ferrer et al. (2004), al
evaluar la resistencia bacteriana en la Unidad de Cuidados Intensivos pediatricos de
hospitales de Cuba, encontrando resistencia elevada principalmente frente a
Enterobacter sp y Citrobacter sp. Diaz et al. (2004), en su estudio de resistencia a
gentamicina, amikacina y ciprofloxacina en cepas hospitalarias de K. pneumoniae
productoras de BLEE, determinaron la capacidad de las cepas de producir EMA
(Enzimas modificadoras de aminoglucosidos) mediante la presencia de los genes que

la codifican: el gen aac (3)-11a (36%) que media la resistencia a gentamicina.

Sin embargo, el mecanismo de resistencia implicado para P. aeruginosa frente
a gentamicina (100%) suele ser diferente. En este caso se trata de una mutacion
cromosoOmica del gen encargado del transporte de dicho aminoglucésido al interior de
dicha bacteria (Ramos et al., 2000). En Espana Bouza et al. (2003) reporta 31% de
resistencia para la gentamicina en P. aeruginosa, siendo el mecanismo anteriormente

descrito, el responsable de dicho porcentaje de resistencia.

Es importante hacer resaltar que la gentamicina, por su bajo costo, continua
siendo de eleccion en infecciones intrahospitalarias severas causadas por
enterobacterias y P. aeruginosa, esto hace inferir que en los centros hospitalarios
incluidos en el presente estudio la gentamicina sigue siendo parte de la terapéutica

empleada para dichas infecciones.

La poca vulnerabilidad de la amikacina a las enzimas inactivantes EMA, hace
que su actividad sea mucho mas efectiva. Esto podria explicar la alta sensibilidad
encontrada en cepas de P. aeruginosa y K. pneumoniae. Estos resultados no

coinciden con los descritos por Diaz et al. (2004), en el cual el 69% de las cepas de
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K. pneumoniae aisladas en su estudio eran portadoras de los genes aac (6')-1b y el gen
ant (3")-la que media la resistencia a amikacina. Sin embargo, los niveles de
resistencia observados en los aislamientos de E. coli y Citrobacter sp. en el presente
estudio, frente a dicho antibidtico, sugieren la presencia en estas cepas de enzimas
AAC, especificamente la AAC(6")-1. Esta ultima EMA ha sido informada en Chile,
con un importante incremento de cepas que la producen, posiblemente a causa del uso

frecuente de este aminoglucosido (Mella et al. , 2004).

Parte de la resistencia antimicrobiana en bacterias Gram negativas es debido a
la reduccion de entrada, causada por la disminucion en la cantidad de proteinas
especificas porinas, especialmente (OmpF). Esto produce un amplio espectro de
resistencia frente a el cloranfenicol, trimetoprin/sulfametoxasol, quinolonas y
tetraciclinas. Por este medio la resistencia es usualmente baja porque lo que logra es
impedir u obstruir antes que prevenir completamente y su significado clinico se ve

solo cuando otro mecanismo de resistencia es activado (Lakshmi et al., 2000).

La produccion de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa es el mecanismo
mayormente utilizado por las bacterias Gram negativas para resistir al cloranfenicol,
siendo transmitida la resistencia por plasmidos adquiridos por conjugacion. Esta
enzima convierte al antibidtico en monoacetato o diacetato. Estos derivados son
incapaces de adherirse a la subunidad 50s ribosomal de la bacteria y por tanto no se
da la funcion normal del cloranfenicol que es inhibir la actividad de la
peptidiltransferasa (Lakshmi et al., 2000). E1 100% de resistencia en cepas de E. coli
y Citrobacter sp., y solo el 50% de resistencia en cepas de K. pneumoniae,
probablemente tiene que ver con la presencia de dicha enzima en éstas cepas. Dichos
resultados concuerdan con los reportados por Sanchez, et al. (2005), en el cual el
100% de las cepas de K. pneumoniae aisladas en su estudio mostro resistencia a el

cloranfenicol.
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En la actualidad los B-lactamicos siguen constituyendo las mejores opciones
terapéuticas antimicrobianas. Sin embargo, la efectividad de los mismos ha sido
contrarrestada por la aparicion de las B-lactamasas. Los genes que codifican estas
enzimas pueden residir en el cromosoma bacteriano o en plasmidos, y son de mayor
relevancia ya que pueden ser transferidas a diversos géneros bacterianos y

diseminadas en el ambiente hospitalario y en la comunidad (Freré, 1995).

En el presente estudio, es de particular interés los resultados obtenidos para
cefalosporinas de tercera generacion (CF3G), el fenotipo de resistencia a dichos
antibioticos sugiere la producciéon de BLEE, encontrdndose una correlacion entre
cepas provenientes del centro hospitalario ptblico (100%) con centros hospitalarios

privados (centro II: 50%). Esto ocurre solo en cepas de E. coli.

Dichos resultados coinciden con los sefalados por Herrera et al. (2002),
quienes encontraron un alto porcentaje de E. coli resistente a CF3G (98,80%) aisladas
en pacientes con IN. Al respecto, Martinez et al. (2005) reportaron un elevado
porcentaje de resistencia (80,50%) a las CF3G y aztreonam y una sensibilidad del

100% para imipenen y meropenen.

Es importante hacer resaltar que para el afio 2001 los porcentajes de resistencia
a CF3G mediadas por BLEE venian en descenso (24,40%), en comparacion con afios
anteriores (40,30%) (Rodriguez et al., 2003). Sin embargo el presente estudio hace

evidente un notorio aumento de cepas resistentes a CF3G mediadas por BLEE.

Las B-lactamasas de espectro expandido (BLEE) son enzimas que presentan un
espectro incrementado de actividad hidrolitica contra las cefalosporinas de 3era y 4ta
generacion y sobre el aztreonam. Son derivadas a partir de mutaciones puntuales de
las B-lactamasas de espectro amplio (BLEA) TEM-1, TEM-2 y SHV-1, aunque

existen otras familias de BLEE como las tipos CTX-M y PER que tienen origenes
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diferentes y una escasas relacion estructural con las TEM y SHV. Es importante
destacar que CTX-M, inactiva fuertemente a cefotaxima, ceftriaxona, cefepima y
aztreonam mientras que lo hace pobremente frente a ceftazidima (Medeiros, 1997).
No obstante, se encuentra documentado que la presencia de BLEE se relaciona con
fracaso de tratamiento cuando se utilizan cefalosporinas de 3era o 4ta generacion.
Ello se debe a que la presencia de un alto nimero de bacterias en un determinado
foco infeccioso aumentaria la cantidad de enzima que inactiva a todas las

cefalosporinas.

K. pneumoniae present6 un fenotipo productor de BLEE y una alta resistencia a
CIP (centro I: 50%), contraria a la baja resistencia de E. coli a dicho antimicrobiano.
Dichos resultados coinciden con los descritos en otras partes del mundo. Sin
embargo, Miranda et al. (2006) sefala en su investigacion realizada en hospitales de
Colombia resistencia baja de K. pneumoniae para CIP, contraria a la alta resistencia
de E.coli. Esto es un buen ejemplo de como los mecanismos de resistencia operan en
forma diferente en cada bacteria y de que manera la seleccion de resistencia puede ser

especifica para cada antibidtico y para cada sitio donde se realice el estudio.

Estudios recientes demuestran una correlacion entre las tasas de resistencia en
K. pneumoniae mediada por BLEE vy ciprofloxacina. Aunque mutaciones
cromosdmicas son las principales responsables de la resistencia a quinolonas en
enterobacterias, estas pueden también ocurrir, entre otros, a través de determinantes
genéticos (Qnr) codificados por plasmidos (Martinez et al., 1998). Corkill (2005),
describe la presencia de cepas bacterianas que expresan BLEE de diferentes tipos
(SHV-5, SHV-7, SHV-12, CTX-M14, CTX-M15 y VEB-1) concominante a Qnr.
Esta asociacion de genes de resistencia a antimicrobianos podria explicar el fendmeno
de resistencia asociada a ciprofloxacina y K. pneumoniae productora de BLEE en
nuestro estudio, y por tanto la capacidad de coseleccion entre ambos tipos de

resistencia y farmacos. Quizas en el centro hospitalario I han circulado cepas con
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tales caracteristicas, que conjuntamente con uso elevado de ciprofloxacina, han

proporcionado el escenario adecuado para tal hallazgo.

Los resultados de informes de vigilancia de la resistencia antimicrobiana en el
mundo, tales como los hallazgos de SENTRY presentados en la 37 Conferencia
Internacional de Agentes Antimicrobianos y Quimioterapia (ICAAC), muestran la
emergencia de la alta resistencia de K. pneumoniae y destaca que, especialmente en
Latinoamérica, las cepas resistentes son tres veces mas prevalentes que en los Estados
Unidos y tienen un mayor porcentaje de resistencia (37%) a CF3G como la
ceftazidima (Sader et al, 2001). Un informe mas reciente resalta entre los resultados
importantes la resistencia que presentan la mayoria de bacterias, incluidas las Gram

negativas, a las fluoroquinolonas. (Miranda et al., 2006)

En el ambito hospitalario, K. pneumoniae es frecuentemente relacionado con
IN en UCI y salas de pediatria, donde se aislan con frecuencia cepas resistentes a
CF3G con resistencia combinada (corresistencia) a multiples antimicrobianos. Con la
proliferaciéon de cepas multirresistente, el problema de las IN causadas por K.
pneumoniae es ain mayor, ya que al ser mas dificiles de tratar dan lugar a
incrementos en las tasas de mortalidad, en las estadias hospitalarias y en los costos

de atencion (Silva et al., 2001).

En Argentina, Rossi (2002) a través de la la red WHONET, la cual esta
integrada por 21 laboratorios, sefialdo que el 71% de los aislados de K. pneumoniae
recuperados presentaron resistencia a las CF3G y 60% a la gentamicina. Herrera
(2002), encontrd un 77,90% de K. pneumoniae productoras de BLEE en un hospital
de nifios en Costa Rica. En Venezuela, especificamente en el estado Sucre, Garcia
(2006), senala en su estudio de susceptibilidad antimicrobiana en K. pneumoniae,

altos porcentajes de resistencia a la mayoria de los antimicrobianos ensayados.
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Pseudomonas aeruginosa present6 perfiles de resistencia mas elevados a los
antibidticos utilizados y especialmente es notoria la resistencia a Imipenem (Centro
I). Nuevamente aparecen diferencias entre bacterias de distintas especies en su
comportamiento frente a los antibidticos, asi, es inusual encontrar resistencia a
carbapenemos en enterobacterias, mientras que P. aeruginosa puede seleccionar

mayor resistencia a este grupo de antimicrobianos (Livermore, 2002).

Se han descrito mecanismos de resistencia por carbapenemasas mediadas por
plasmidos, metalo-B-lactamasas y proteasas de espectro extendido y aunque de
momento son infrecuentes, su evolucion es impredecible. El caso especifico es el
cierre de la porina OprD para el paso de los carbapenemos al interior de P.
aeruginosa, que se asocia con una produccion de AmpC, generando resistencia a
carbapenemos y no necesariamente a otros betalactdmicos. En nuestro estudio se
reporta un 50% de P. aeruginosa con resistencia in vitro por lo menos aun

carbapenemos, lo que sugiere presencia de cepa con produccion de AmpC.

La resistencia a antibioticos B-lactamicos en P. aeruginosa desencadenada por
el mecanismo descrito anteriormente, conlleva a una depresion parcial o total de la
enzima por mutuacion (ampD), con el consecuente aumento en la resistencia de
ticarcilina, piperacilina, aztreonam, ceftazidima y cefepima. Algunos de estos
antibioticos fueron probados en nuestro estudio para dicha bacteria, y cuyos
porcentajes de resistencia obtenidos, por lo menos ponen en evidencia lo

anteriormente descrito (Vila et al., 2002).

No obstante, la alta sensibilidad de P. aeruginosa frente al aztreonam (100%)
sugiere la presencia de metalo-fB-lactamasas clase B (no confirmada en nuestro
estudio) en el 50% de estas cepas, dicha cepa proveniente del centro hospitalario I.
Este tipo de metalo-p-lactamasas tienen dos familias importantes, las VIM y la IMP,

y aunque poseen baja homologia en su secuencia de aminoacidos (aproximadamente
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el 30%), tienen propiedades similares. Estas metalo-f-lactamasas son transferibles
puesto que su gran mayoria se encuentran en genes que la codifican. Habitualmente,
estas enzimas estan asociadas con otros genes de resistencia, lo cual les permite ser

resistente a multiples antibidticos (Suarez et al. ,20006).

Takahashi et al. (2000), sefnala a las metalo-f-lactamasas como las responsables
de generar resistencia a los B-lactamicos (cefalosporinas, cefamicinas, carbapenem),
aminoglucosidos y quinolonas, y presenta sensibilidad variable al aztreonam. Aunque
el grado a imipenem varia, la resistencia a ceftazidima es de alto grado (Arakawa et

al., 2000).

El uso de los carbapenemicos en la practica clinica debe ser especialmente
juicioso, primero porque constituye casi la unica terapia eficaz frente a las BLEE y
segundo porque su uso indiscriminado puede inducir la aparicion de cepas de bacilos
Gram negativos no fermentadores (P. aeruginosa) multirresistentes (Corbella et al.,
2000).

Otro mecanismo de resistencia que puede ser el responsable de la alta
resistencia de P. aeruginosa frente a la mayoria de los antibioticos probados en la
presente investigacion, es la presencia en dicha bacteria, de determinantes que
codifican para mecanismos como la bomba de expulsion (MexAB-OprM: proteina
bomba en la membrana citoplasmatica). Este mecanismo es efectivo en diferente
medida a tetraciclina, el cual es transportada activamente fuera de la célula, y asi no
es conseguida una adecuada concentracion de dicho antibidtico dentro de la célula

(Gomez et al., 2005).
En nuestro estudio, se reportan 100% de resistencia de P. aeruginosa a
tetraciclina (centro I y IV), y solo el 50% en el centro 1. Igualmente ocurre con

cepas de K. pneumoniae, 100% de resistencia a tetraciclina (centro III) y 50% en el
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centro . Esto indica que, en los centro hospitalarios incluidos en el presente estudio,
se encuentran cepas de P. aeruginosa y K. pneumoniae que operan con el mecanismo
de resistencia anteriormente descrito. Sin embargo, es de hacer resaltar que tales
cepas se encuentran mayormente distribuidas en centros hospitalarios privados que en
el centro hospitalario publico. Esto es debido al uso mas frecuente de tetraciclina en

los centros hospitalarios privados que en el centro hospitalario publico.

Benavides et al. (2004), encontr6 en su estudio de vigilancia de la resistencia de
antibioticos de bacilos Gram negativos en hospitales de tercer nivel de la ciudad de
México a P. aeruginosa como la responsable de una amplia distribucion en dichos
hospitales y cuya resistencia era mayor para la mayoria de los antibioticos probados.
Al respecto, Martin et al. (2000), demostraron un alto porcentaje de resistencia ante
los diferentes antimicrobianos analizados de cepas de P. aeruginosa provenientes de
hospitales publicos y privados de Venezuela. Standiford (2005), sefiala en su estudio
de resistencia de Cloranfenicol y Tetraciclina en cepas provenientes de hospitales en
EE.UU, a K. pneumoniae con patrones de resistencia elevados frente a dichos

antibioticos.

Los patrones de resistencia mostrados para cada uno de los antimicrobianos
probados en  Citrobacter sp., fueron similares en todos centros hospitalarios
escogidos para el presente estudio. Sin embargo, las cepas de dicha bacteria
provenientes del centro hospitalario I, evidencio presencia de BLEE. Moraga et al.
(2007), en su investigacion para evaluar fenotipos de resistencia en bacilos Gram
negativos en el Hospital Torres Galdames en Chile, sefiala a Citrobacter sp. como

responsable de altos porcentajes de resistencia.
La alta resistencia de Citrobacter sp. frente a trimetoprin/sulfametoxasol en el

100% de dicha bacteria en los diferentes centros hospitalarios, se relaciona con

resistencia de tipo cromosomal o mediada por plasmidos. Esto permite inhibir pasos
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secuenciales de la sintesis de tetrahidrofolato desde el acido para aminabenzoico, la
cual es requerido en la sintesis bacteriana de los aminoacidos (Zolezzi, 1997). Este
mecanismo de resistencia también es compatible en cepas de K.pneumoniae, lo que
indica que los altos porcentajes de resistencia que se reportan para
trimetoprin/sulfametoxasol para dicha bacteria en la presente investigacion (centros I
y III), se debe a tal mecanismo. En Santo Domingo- Republica Dominicana, Sanchez,
et al (2005) reporta en su estudio 88,90% de K. pneumoniae resistente a
trimetoprin/sulfametoxasol. Chumpitaz et al (2001) reporta 70% de resistencia a
trimetoprin/sulfametoxasol en bacterias Gram negativas, siendo Citrobacter freundii

el de mayor resistencia a dicho antibidtico (100%).

Citrobacter spp. es un germen que causa en el periodo neonatal sepsis y
meningitis con necrosis cerebral extensa. Se ha demostrado al Citrobacter sp. como
germen causante de epidemias en salas de cunas y ultimamente se han realizado

varios estudios a este respecto (Voges et al., 1999).

Al realizar una comparacion de los patrones de resistencia de cada uno de los
centros hospitalarios estudiados en el presente trabajo, no se encontraron diferencias
significativas , lo que sugiere una diseminacion de cepas portadoras de resistencia en

ambiente intrahospitalario tanto piblicos como privados.

Se debe destacar que las cepas analizadas en la presente investigacion,
presentaron un patréon de resistencia amplio a los antimicrobianos ensayados. De
continuar disemindndose mecanismos de resistencia como los hallados en el presente
estudio, se podria generar una disminucién en las posibilidades terapéuticas para

tratar a las IN.

En los hospitales publicos es relevante la frecuencia de contactos persona a

persona, lo que explicaria en parte, las diferencias que encontramos en el presente
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estudio, entre cepas productoras de BLEE provenientes de hospitales publicos y cepas
no productoras de BLEE provenientes de hospitales privados (Martin et al., 2003). En
estos ultimos centros siguen siendo ttiles los antimicrobianos B-lactdmicos que por su

alta resistencia, no todos lo son en igual medida en los centros hospitalarios publicos.
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CONCLUSIONES

Se encontré una elevada frecuencia de bacilos Gram negativos en los cuatro

centros hospitalarios estudiados.

El Centro I presentd mayor frecuencia de bacilos Gram negativos.

E. coli fue el germen mas frecuente aislado, seguido de Citrobacter sp., K.

pneumoniae y P. aeruginosa.

Todas las bacterias aisladas en este estudio mostraron resistencia a la mayoria

de los antimicrobianos ensayados.
Las cepas de E. coli y Citrobacter sp. aisladas del Centro Hospitalario I,

expresaron fenotipo de resistencia predominante hacia la producciéon de BLEE tipo

TEM o SHV.

35



RECOMENDACIONES

Establecer y poner en préctica sistemas de vigilancia epidemioldgica activo de

IN que permitan prevenir brotes.

Realizar estudios sistémicos sobre IN en las salas de Neonatologia y normalizar

la toma de cultivos periddicamente.

Poner en practica las normas establecidas para mantener la higiene hospitalaria
evitando el hacinamiento, mejorando los sistemas de ventilacion y asi evitar la

contaminacion.

Exigir al personal de salud el estricto cumplimiento de los protocolos y medidas

asepticas.

Confirmar la produccion de metalo-B-lactamasas presentes en cepas de P.

aeruginosa aisladas en el presente estudio.
Mantener la perspectiva epidemioldgica reconociendo el cambio de flora en
cada uno de los servicios de cada centro hospitalario y la susceptibilidad de la misma,

que permitan cambios terapéuticos precoces.

Tomar en cuenta los resultados de este estudio para modificar las conductas

terapéuticas utilizadas en los pacientes hospitalizados en los centros hospitalarios.
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