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RESUMEN

Esta investigacion determino el perfil epidemiolégico de resistencia antimicrobiana de
Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en pacien-
tes ambulatorias femeninas con infeccion sintomatica de tracto urinario atendidas con-
secutivamente en el Hospital Municipal Pampa de la Isla, Santa Cruz de la Sierra, Bolivia,
durante el periodo comprendido entre septiembre y diciembre de 2024. Se realizé un
estudio observacional descriptivo, transversal y prospectivo que analizé sistematica-
mente 80 urocultivos positivos procesados en el laboratorio de microbiologia del mismo
hospital, bajo condiciones estandarizadas de calidad. La identificacion bacteriana se con-
firm6 mediante aislamiento primario en agar MacConkey selectivo y agar CLED diferen-
cial, complementados rigurosamente con pruebas bioquimicas estandarizadas, inclu-
yendo Triple Sugar Iron, Citrato de Simmons, Lisina descarboxilasa, Urea, Sulfuro-Indol-
Motilidad y Motilidad-Indol-Ornitina, con el fin de asegurar una caracterizacion microbio-
I6gica confiable. La deteccion especifica de betalactamasas de espectro extendido se
efectu6 mediante el método fenotipico de doble disco segun lineamientos CLSI M100-
ED35, y el perfil completo de resistencia antimicrobiana se determin6é mediante el método
validado de difusion en disco Kirby-Bauer. Los hallazgos microbiolégicos evidenciaron
gue 60 de los 80 aislamientos correspondieron a Escherichia coli productora de BLEE,
con una prevalencia elevada del 75% en la poblacion estudiada. El andlisis detallado del
perfil fenotipico de resistencia mostré un patron de multirresistencia critica, con altas ta-
sas de resistencia frente a ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol, cefazolina, norfloxa-
cina, gentamicina, amoxicilina-clavulanico y ceftazidima, lo cual reduce drasticamente
las alternativas terapéuticas habituales. En contraste, imipenem, nitrofurantoina, cefoxi-
tina y amikacina conservaron elevada sensibilidad antimicrobiana y se consolidan como
opciones terapéuticas prioritarias. Este estudio evidencia una situacion alarmante de re-
sistencia en infecciones urinarias comunitarias y subraya la necesidad de fortalecer pro-
gramas institucionales de vigilancia epidemioldgica, control de infecciones, educacién
continua y uso racional de antimicrobianos para preservar la efectividad terapéutica dis-

ponible y mejorar los resultados clinicos en la comunidad atendida.

Vil



1. INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana constituye uno de los problemas de salud publica méas
criticos del siglo XXI. La Organizacion Mundial de la Salud actualiz6 en 2024 la lista de
Patégenos Bacterianos Prioritarios, posicionando a las enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) como patégenos de prioridad critica
debido a su impacto en la morbimortalidad y la limitacion de opciones terapéuticas (1).

Escherichia coli es la principal causa de infecciones del tracto urinario (ITU) a nivel
mundial, representando entre el 80-90% de los casos no complicados. Las cepas
productoras de BLEE han desarrollado mecanismos de resistencia que hidrolizan
penicilinas, cefalosporinas de tercera generacibn y monobactamicos, generando
patrones de multirresistencia que complican significativamente el manejo clinico y

aumentan el riesgo de fracaso terapéutico (2).

En Bolivia, estudios del Hospital del Norte de La Paz documentan que el 27.6% de E.
coli produce BLEE, con prevalencias criticas del 56% en unidades de cuidados
intensivos. Esta situacion evidencia la necesidad urgente de generar informacion
epidemiologica local actualizada que oriente las decisiones terapéuticas y las politicas

de uso racional de antimicrobianos (3).

Las infecciones del tracto urinario representan una de las principales causas de consulta
médica, especialmente en mujeres debido a factores anatomicos y fisiologicos. El ambito
ambulatorio es crucial para evaluar la verdadera magnitud de la diseminacion
comunitaria de patdgenos resistentes, ya que refleja el comportamiento de estos

microorganismos en el primer nivel de atencion, donde se inicia el tratamiento empirico.

El presente estudio se realizo en el Hospital Municipal Pampa de la Isla, institucion que
atiende a una poblacién significativa del area metropolitana de Santa Cruz de la Sierra.
La investigacion se enfoca en pacientes ambulatorias femeninas con ITU, grupo de
particular relevancia epidemioldgica por su alta frecuencia de consulta y susceptibilidad

a estas infecciones.

Mediante la aplicacion de técnicas microbiolégicas estandarizadas segun los

lineamientos del CLSI M100-ED35 (2024), este estudio determiné el perfil de resistencia



antimicrobiana de E. coli productora de BLEE para generar evidencia cientifica local que
contribuya al conocimiento epidemiolégico, oriente el tratamiento empirico y apoye las

estrategias de control de la resistencia antimicrobiana en el contexto boliviano.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) por Escherichia coli
representa actualmente una de las principales amenazas para el control de infecciones
bacterianas a nivel global. En 2024, la Organizacion Mundial de la Salud incluy6 a las
Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de tercera generacion dentro de la
categoria de patégenos de prioridad critica en su lista actualizada de patdgenos
bacterianos prioritarios, reconociendo el impacto devastador de estos microorganismos
sobre la salud publica mundial (1).A nivel mundial, se ha documentado un incremento
significativo en la prevalencia de E. coli productora de BLEE, trascendiendo las fronteras
hospitalarias y estableciéndose en entornos comunitarios (2).

En Latinoamérica, la problematica de E. coli productora de BLEE ha alcanzado
dimensiones alarmantes, configurandose como uno de los principales determinantes de
morbimortalidad por infecciones resistentes (3). Las infecciones causadas por
Enterobacteriaceae productoras de BLEE representan tasas de mortalidad
significativamente mas altas, particularmente en unidades de cuidados intensivos donde
se documentan prevalencias de hasta 15.2% para E. coli BLEE (4). Esta situacion se
agrava por limitaciones en el acceso a antimicrobianos de Ultima generacion y sistemas

de vigilancia epidemiologica fragmentados (5).

En Bolivia, estudios del Hospital del Norte de La Paz documentan que el 27.6% de E.
coli produce betalactamasas de espectro extendido, con prevalencias criticas en Terapia
Intensiva de adultos (56%) y Medicina Interna (55%) (6,7). Esta realidad se complejiza
por las limitaciones del sistema sanitario boliviano, incluyendo recursos diagndsticos
insuficientes y la necesidad urgente de implementar programas de vigilancia mas

robustos (8).



2.1 Delimitacion del problema

2.1.1 Delimitacion temporal

La investigacion se realizé en el periodo de septiembre a diciembre del 2024.

2.1.2 Delimitacion espacial

El presente trabajo se realiz6 en el Hospital Municipal Pampa de la Isla ubicado en
Avenida Montecristo, ingresando de la Avenida Virgen de Cotoca, en el departamento
Santa Cruz de la Sierra.

2.1.3 Delimitacion sustancial

Se investigara el perfil de resistencia y la frecuencia de las E. coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) aisladas en muestras de orina de
pacientes ambulatorios femeninos con infeccion de tracto urinario del Hospital Municipal

Pampa de la Isla.



3. PREGUNTA PROBLEMA
.Cual es el Perfil de resistencia antimicrobiana en aislamientos de Escherichia coli
productora de BLEE en infecciones de tracto urinario en mujeres ambulatorias, Hospital

Municipal Pampa de la Isla, ¢ septiembre - diciembre gestion 20247?



4. JUSTIFICACION

4.1 Justificacion Cientifica
La deteccién precisa de las Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) y su perfil de resistencia permite generar evidencia cientifica para

orientar un manejo clinico adecuado.

En este estudio se aplico la metodologia fenotipica recomendada por el CLSI (Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio) M100-ED35 (2024) para la identificacion de
cepas productoras de BLEE, lo cual permite obtener datos confiables que contribuyen a
la vigilancia epidemiolégica y mejoran la toma de decisiones clinicas en el Hospital
Municipal Pampa de la Isla.

4.2 Justificacion Social
Esta investigacion documenta el perfil de resistencia de Escherichia coli productora de
BLEE en pacientes ambulatorias femeninas del Hospital Municipal Pampa de la Isla,
aportando informacion cientifica local sobre un problema de salud que afecta
frecuentemente a las mujeres de la comunidad. Los resultados quedan disponibles como
referencia para el personal médico y contribuyen al conocimiento epidemiolégico sobre

resistencia antimicrobiana.

4.3Justificacion Profesional
La presente investigacion permitio a la autora consolidar los fundamentos cientificos
obtenidos durante su formacion académica universitaria, al tiempo que fortalecid sus
competencias técnicas y habilidades procedimentales poniendo en practica las materias

de bacteriologia general, bacteriologia y micologia.



5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil de resistencia antimicrobiana de la bacteria Escherichia coli productora

de Beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en pacientes ambulatorios femeninos

con infeccion de tracto urinario mediante pruebas de identificacion fenotipica para

contribuir al conocimiento del patrén de resistencia en el Hospital Municipal Pampa de la

Isla, en el departamento de Santa Cruz de la sierra - Bolivia, durante septiembre a

diciembre, gestion 2024

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar la identificacion de Escherichia coli en infeccion de tracto urinario en
pacientes ambulatorias femeninas del Hospital Municipal Pampa de la Isla, mediante
técnicas de aislamiento y pruebas bioquimicas estandarizadas, para verificar la

correcta identificacion del microorganismo objeto de estudio.

Determinar la frecuencia de Escherichia coli productora de BLEE en el total de
aislamientos de E. coli obtenidos, empleando el método fenotipico de doble disco
segun los lineamientos del CLSI M100-ED35 (2024), para cuantificar la proporcion de
cepas resistentes mediante analisis estadisticos descriptivos expresados en frecuencia

absoluta y relativa.

Describir el perfil de resistencia antimicrobiana de Escherichia coli productora de beta
lactamasas de espectro extendido BLEE, mediante la prueba de difusion en disco
segun lineamientos del CLSI (Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio) M100-
ED35 (2024) en los laboratorios del Hospital Municipal Pampa de la Isla, para

establecer su patron de sensibilidad frente a diferentes antibioticos.



6. MARCO TEORICO

6.1. Antecedentes

Titulo: Factores asociados a infeccion de tracto urinario producida por enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido en pacientes hospitalizados en

el hospital nacional Alberto Sabogal Sologuren. enero — marzo del 2016.
Autores: Chil6n Paucar, Jorge Luis

Modalidad: Tesis

Afno: 2017

Resumen: Nuestro objetivo principal fue describir los factores asociados a infeccion
urinaria (IU) por enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido

(BLEE) en pacientes hospitalizados en el Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren.

METODOLOGIA: Presentamos un estudio observacional, de alcance descriptivo, corte
transversal y proyeccion retrospectiva que incluy6 a 117 pacientes diagnosticados de
infeccion del tracto urinario (ITU) producida por enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) entre enero y marzo del afio 2016 en el
Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren. Para el analisis se utilizdé el paquete
estadistico SPSS version 22 y la hoja electronica de calculo Excel 2013. Se realiz6 el
analisis univariado y bivariado de las variables edad, sexo, hospitalizacién previa,
exposicion reciente a antibidticos, procedimiento urolégico actual, comorbilidad
asociada e ITU como factores de riesgo para la aparicion de microorganismos

productores de BLEE.

RESULTADOS: De los 168 pacientes diagnosticados de ITU durante el periodo de
estudio, 35.4% (117) fueron por enterobacterias BLEE, siendo la mas frecuente E. coli
(69.23%). La media de la edad fue 67,38 (DS: 16,8) y el sexo femenino el mas frecuente
(53.8% vs 76.5% en ITU no BLEE; P 0.006). Los factores de riesgo: ITU recurrente

(41.9%), hospitalizacion previa (60.7%), antibiético previo (74.4%), patologia urolégica



previa (56,4%) y procedimiento urolégico actual (53.9%) fueron estadisticamente

significativos. (9)

Titulo: Escherichia coli productora de betalactamasa aislada de urocultivos de

pacientes atendidos en consulta externa IPRES Chilca- EsSalud 2019
Autores: Ermelinda Luz Aylas Beltran

Modalidad: Tesis

Afo0:2019

Resumen: Con la finalidad de aportar con la observacion de la resistencia a los
betalactamicos, se llevé a cabo un estudio observacional para determinar la prevalencia
de E. coli productora de betalactamasas en pacientes ambulatorios. E. coli es el germen
aislado frecuentemente en infecciones de vias urinarias. La terapia inicial generalmente
lo utiliza en forma empirica, asi como la administracion de antibiéticos de manera
indiscriminada o en dosis inadecuadas, sin ajustarse a los resultados de un
antibiograma, contribuye al aumento de la resistencia. La presencia de cepas
productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) varia geograficamente;
en la actualidad, es la dificultad de salud publica de mayor repercusion en la practica
clinica. El objetivo del estudio fue determinar o resolver la incidencia de E. coli
productora de betalactamasas aisladas en urocultivos del mes de enero a diciembre del
2019 en el IPRES Chilca, EsSalud. Se llevé a cabo un estudio descriptivo de corte
transversal, cuantitativo con disefio no experimental para determinar la E. coli
productora de betalactamasas. La recopilaciéon de informacion encontrado en los
archivados de registros en laboratorio de microbiologia, la que son digitadas en un
programa informatico Excel de la base de datos. Se encontraron 33 pacientes con
aislamientos de E. coli productora de BLEE en urocultivos, haciendo un total de 115
pacientes de consulta externa IPRES Chilca EsSalud por aislamiento de E. coli durante
el afio 2019, con una prevalencia de BLEE del 28,7 %. La edad con mayor frecuencia
de casos positivos para E. coli productora de betalactamasas fue de 60-93 afios con

10,4 %, a predominio en el género femenino (27 %.). La mayoria de los casos se



mostraron en los consultorios de medicina (22,6 %). La sensibilidad a Imipenem 100 %,
Nitrofurantoina 88,89 %, Amikacina 57,58 % y gentamicina 48.48 %. En tanto la
resistencia encontrada es de 100 % para Ampicilina, 100 % Norfloxacino, 96,97 % para
Ciprofloxacino, 77.80 % Aztreonam, 72.73 % para Trimetoprim - Sulfametoxazol, 39,40

% para Cefepime. (10)

Titulo: Perfil de sensibilidad y mecanismo de resistencia a antimicrobianos
betalactamicos en Escherichia coli aislados en urocultivos de pacientes hospitalizados
de un nosocomio de nivel lllI-1 en la ciudad del cusco en los 6 primeros meses del afio
2017

Autores: Paola Estela Juarez Cardenas Fanny Yolanda Garay Navarro
Modalidad: Tesis
Afio: 2017

Resumen: Determinar el perfil de sensibilidad y los mecanismos de resistencia a
antimicrobianos betalactamicos, la asociacion entre mecanismos de resistencia a
antimicrobianos betalactamicos con los perfiles de sensibilidad y la asociacion de las
variables sexo y grupo etario de los pacientes, con los mecanismos de resistencia a
antimicrobianos betalactamicos en E. coli aislados en urocultivos de pacientes
hospitalizados en un nosocomio de nivel llI-1 de la ciudad del Cusco en los 6 primeros

meses del afo 2017.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio de tipo observacional, descriptivo
transversal, en el que, mediante métodos fenotipicos se determind el perfil de
sensibilidad y los mecanismos de resistencia a antimicrobianos betalactamicos en
aislamientos de E. coli provenientes de pacientes hospitalizados de un nhosocomio de
nivel IlI-1 del Cusco, los aislamientos provenian del cepario del Laboratorio de

resistencia a antimicrobianos e Inmunopatologia del LID-UPCH.

Resultados: Se evaluaron 56 aislamientos de E. coli, 33.93% (19/56) fueron

productoras de Betalactamasas de Espectro Ampliado (BLEA), 66.07% (37/56) fueron
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productoras de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE), no se encontraron
mecanismos tipo AmpC, Conclusiones: El mecanismo de resistencia mas frecuente y
relevante en nuestro estudio fue las Betalactamasas de Espectro Extendido. No se
encontraron aislamientos con resistencia tipo AmpC ni produccion de

carbapenamasas. (11)
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6.2 Bases tedricas

6.2.1 Generalidades sobre infeccién de tracto urinario (ITU)

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son un grupo de patologias causadas por la
invasion y multiplicacion de microorganismos patdégenos en cualquier parte del
sistema urinario: uretra, vejiga, uréteres o rifiones. Estas infecciones pueden
clasificarse en no complicadas (habitualmente cistiis en mujeres sanas) o
complicadas (asociadas a factores de riesgo como embarazo, diabetes,

malformaciones uroldgicas o presencia de catéteres).

Las ITU son una de las infecciones bacterianas mas frecuentes en el mundo. Se
estima que afectan a mas de 150 millones de personas cada afio a nivel mundial,
siendo las mujeres las mas afectadas en todas las etapas de la vida (Flores-Mireles

et al., 2015). Esto se debe a multiples factores anatomicos Yy fisiol0gicos:

o La uretra femenina es mas corta (3-4 cm) y estd mas cerca del ano, facilitando la

ascension de bacterias intestinales hacia la vejiga.

« Cambios hormonales durante la pubertad, embarazo o menopausia alteran la flora

vaginal normal, permitiendo la colonizacion por bacterias patdogenas.

e Practicas sexuales, uso de diafragmas, duchas vaginales o espermicidas pueden

aumentar el riesgo de ITU. (12)

6.2.2 Bacterias
Las bacterias son organismos microscopicos unicelulares. Se encuentran entre las
formas de vida mas antiguas conocidas en el planeta. Hay millones de tipos de bacterias
diferentes y pueden vivir en todos los medios y ambientes imaginables, en cualquier
parte del mundo. Viven en el suelo, en el agua del mar y en las profundidades de la
corteza terrestre. Se ha informado incluso que ciertas bacterias pueden vivir en los
desechos radiactivos. Muchas bacterias viven en y en los cuerpos de personas y
animales, en la piel y en las vias respiratorias, la boca y los tractos digestivo,
reproductivo y urinario, sin causar ningun dafio. Estas bacterias se denominan flora
saprofita. Hay al menos tantas bacterias en nuestra flora residente como células en el

cuerpo. Gran parte de la flora sapréfita es realmente Util para las personas, por ejemplo,
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ayudando a digerir los alimentos o al impedir el crecimiento de otros microorganismos

mas peligrosos. (13)

6.2.2.1 Enterobacterias
Las enterobacterias hacen referencia a una gran familia de bacilos gramnegativos
(BGN), que se pueden encontrar tanto en el ambiente como en el tracto gastrointestinal

de humanos y otros animales.

Muchas de estas bacterias son inofensivas, de hecho, resultan utiles en la industria
cosmeética y alimentaria. No obstante, otras pueden causar enfermedades graves en
las personas, incluyendo diarrea e infecciones de vias urinarias. En este articulo,
exploraremos los tipos que existen y cuéles son los sintomas de infeccion, entre otros

aspectos. (14)

6.2.2.2 Tipos de enterobacterias
Las bacterias entéricas se pueden clasificar en dos grandes grupos. Por un lado,
las bacterias simbiontes no perjudiciales; y, por el otro, las patdgenas. Las primeras
suelen formar parte de lo que se conoce como flora intestinal en seres humanos y
animales. Como su nombre indica, viven de forma simbionte. No solo no perjudican a

su huésped, sino que contribuyen a la digestion.

Asimismo, es posible encontrarlas en otras zonas del cuerpo, especialmente en las vias
en contacto con el exterior. Es el caso de la vagina, la uretra o las fosas nasales, entre
otros. Aqui tampoco resultan patologicos, pues hacen una gran labor controlando el

crecimiento de otros tipos de bacterias y hongos.

En cuanto al segundo grupo, el de especies patdégenas, podemos destacar como
principales la Salmonella, la Escherichia coliy la Klebsiella pneumoniae, entre otras.
(15)

6.2.3 Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli es una bacteria gramnegativa con forma de bacilo, no esporulada,
facultativamente anaerobia y oxidasa negativa, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae. Forma parte del microbiota normal del intestino humano y de otros

animales de sangre caliente. No obstante, ciertas cepas han adquirido factores de
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virulencia que les permiten provocar enfermedades tanto intestinales como

extraintestinales.

Entre las cepas patdégenas, destacan las uropatdgenas (UPEC), responsables de la
mayoria de las infecciones del tracto urinario (ITU), especialmente en mujeres. Estas
cepas poseen adhesinas como las fimbrias tipo 1 y P, sideréforos para captar hierro, y
mecanismos de evasion del sistema inmunoldgico. Gracias a estos factores, pueden
colonizar la uretra, ascender hasta la vejiga (cistitis) e incluso llegar a los rifiones
(pielonefritis). (16)

6.2.4 Resistencia bacteriana
Los mecanismos de resistencia adquiridos y transmisibles son los mas importantes y
consisten fundamentalmente en la produccion de enzimas bacterianas que inactivan
los antibidticos o en la aparicion de modificaciones que impiden la llegada del farmaco
al punto diana o en la alteracion del propio punto diana. Una cepa bacteriana puede
desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a uno o muchos antibioticos y del
mismo modo un antibiodtico puede ser inactivado por distintos mecanismos por diversas

especies bacterianas. (17)

6.2.5 Tipos de resistencia

Las bacterias se hacen resistentes a los antibioticos desarrollando mecanismos de
resistencia que impiden al antibiotico ejercer su mecanismo de accion. Los
MECANISMOS DE RESISTENCIA de las bacterias son fundamentalmente tres:

1) Inactivacion del antibiotico por enzimas: La bacteria produce enzimas que inactivan
al antibiético; las mas importantes son las betalactamasas y muchas bacterias son
capaces de producirlas. En los gram positivos suelen ser plasmidicas, inducibles y
extracelulares y en las gram negativas de origen plasmidico o por transposones,
constitutivas y periplasmicas. También hay enzimas modificantes de aminoglucosidos y
aunque no es éste su principal mecanismo de resistencia, también el cloranfenicol, las

tetraciclinas y los macrélidos pueden ser inactivados por enzimas,

2) Modificaciones bacterianas que impiden lallegada del antibiético al punto diana:

Las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared que impiden la entrada de
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ciertos antibidticos (betalactamicos) o alteran los sistemas de transporte
(aminoglucosidos en los anaerobios). En otras ocasiones pueden provocar la salida del
antibidtico por un mecanismo de expulsién activa, impidiendo que se acumule en

cantidad suficiente para que actue eficazmente.

3) Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo o dificultando
la accién del antibiético. Aqui podemos contemplar las alteraciones a nivel del ADN
girasa (resistencia de quinolonas), del ARNr 23S (macrélidos) de las enzimas PBPs
(proteinas fijadoras de penicilina) necesarias para la formacion de la pared celular
(resistencia a betalactdmicos). Una misma bacteria puede desarrollar varios mecanismos
de resistencia frente a uno o muchos antibiéticos y del mismo modo un antibiético puede
ser inactivado por distintos mecanismos de diversas especies bacterianas, todo lo cual
complica sobremanera el estudio de las resistencias de las bacterias a los distintos

antimicrobianos. (18)

6.2.6 Betalactamasas
Las beta-lactamasas son una clase diversa de enzimas producidas por bacterias que

rompen el anillo beta-lactamico, inactivando el antibiotico beta-lactdmico. Algunas beta-
lactamasas estan codificadas en elementos genéticos moviles (p. €j., plasmidos); otros
estan codificados en los cromosomas. La produccion de beta-lactamasas es uno de los
mecanismos de resistencia clinicamente mas importantes para los patdégenos
bacterianos gramnegativos. El conocimiento de los tipos mas comunes de beta-
lactamasas producidas por diferentes patdégenos puede ayudar a interpretar la
susceptibilidad, la toma de decisiones terapéuticas y las practicas de control de

infecciones.

6.2.7 Clasificacion betalactamasas

6.2.7.1 Clasificacion de Ambler clase A

Las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), incluidas las enzimas TEM, SHV,
CTX-My GES, son enzimas codificadas por plasmidos que se encuentran principalmente
en especies de Klebsiella, Escherichia coli, y otras enterobacterias. Las BLEE pueden
hidrolizar las penicilinas de espectro extendido (p. €j., piperacilina), la mayoria de las

cefalosporinas (la mayoria de las BLEE no hidrolizan las cefamicinas) y los
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monoatémicos.

Las carbapenemasas de Klebsiella pneumoniae (KPC) son similares a las BLEE,
excepto que también hidrolizan los carbapenémicos. Estas enzimas surgieron por

primera vez en K. pneumoniae, pero se han diseminado a otras enterobacterias.

6.2.7.2 Clasificacion de Ambler clase B

Las metalo-beta-lactamasas (MBL), incluidas VIM, IMP y NDM, utilizan un ion para
hidrolizar todos los beta-lactdmicos, incluidos los carbapenémicos, excepto el
monobactamico aztreonam. Las MBL pueden estar codificadas en algunos
microorganismos, como la L1 de Stenotrophomonas maltophilia, o puede ser adquiridas,
como puede ocurrir con una variedad de microorganismos gramnegativos que
incluyen Klebsiella, Pseudomonas, y especies de Acinetobacter. Estas enzimas no son

inhibidas por los inhibidores de beta-lactamasas disponibles en la actualidad.

6.2.7.3 Clasificacion de Ambler clase C
Las enzimas AmpC hidrolizan la mayoria de las cefalosporinas (excepto la cefepima), las
cefamicinas (p. ej., cefoxitina, cefotetdn), monobactamicos (p. ej., aztreonam) y

penicilinas.

La AmpC beta-lactamasa puede estar codificada en cromosomas o plasmidos. La
expresion de AmpC cromosémica puede ser inducida por ciertos antibacterianos o puede
expresarse de manera constitutiva (es decir, producidaen exceso) en mutantes con
represion de su expresion. La expresion de AmpC codificada en plasmidos también es
constitutiva y puede diseminarse entre bacterias que generalmente carecen de esta beta-

lactamasa, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis.

Las cepas que expresan AmpC inducible pueden ser inicialmente susceptibles a las
cefalosporinas de tercera generacion, lo que puede complicar las decisiones
terapéuticas, en especial con las enterobacterias. Se debe considerar que Enterobacter
cloacae, K. aerogenes, Yy Citrobacter freundii contienen AmpC inducible, y las
cefalosporinas de tercera generacion deben evitarse, en forma independiente de los
resultados de las pruebas de susceptibilidad. Las especies Proteus vulgaris, Morganella

morganii, Serratia marcescens, Yy Providencia también pueden producir AmpC en
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exceso, pero la expresion clinicamente significativa es menos comun.

6.2.7.4 Clasificacion de Ambler clase D
Las OXA beta-lactamasas hidrolizan sobre todo las penicilinas de espectro estrecho,
pero ciertas variantes de OXA, como OXA 48 codificada por plasmidos, pueden hidrolizar

los carbapenémicos, aunque dejan activas muchas cefalosporinas.

6.2.8 Antimicrobiano
Los antimicrobianos son sustancias que se obtienen por sintesis o naturalmente a partir
de los cultivos de microorganismos. Mediante modificaciones de la estructura quimica de

un agente obtenido naturalmente, es posible producir agentes semisintéticos.

El primer antibiotico natural fue la penicilina, que es el ejemplo excluyente, al representar
el primer escalén de un grupo enorme de drogas de gran actividad y uso extendido y el
inicio de una nueva etapa en la historia de la humanidad. A partir de la molécula de la
penicilina se semi sintetizaron muchos otros agentes, en la busqueda de mejorar ciertas
caracteristicas que parecian deficitarias del antibiotico original. Asi aparecieron las
penicilinas acido-resistentes, que se pueden administrar oralmente sin ser inactivadas
por el acido gastrico de los animales monogastricos y del hombre, como la penicilina V.
También aparecieron las penicilinas penicilinasa resistentes, con capacidad de resistir el
ataque de bacterias resistentes, productoras de enzimas que pueden inactivar la
molécula madre, como es el caso de cloxacilina y meticilina. Se actuo, ademas sobre el
espectro, que en el caso de la penicilina es relativamente estrecho. Asi aparecieron
ampicilina y amoxicilina, por ejemplo, drogas que son capaces de actuar sobre una
variedad de bacterias sustancialmente mayor que la penicilina. A través de otras
modificaciones entraron en escena las penicilinas activas frente a Pseudomonas
aeruginosa, una bacteria que representd siempre una amenaza para la salud publica y
animal, siendo la carbenicilina el mejor ejemplo. Combinandose la molécula madre con
diferentes sales, surgieron las penicilinas procainicas y benzatinicas, que, como
caracteristica saliente, se depositan en el sitio de administracion y su lenta liberacion da
lugar a un perfil de accién prolongado; esto vino a aportar solucién al hecho de que las
penicilinas son drogas de semivida de eliminacion corta (corta persistencia en el

organismo), en relacion a otros agentes antimicrobianos. Las cefalosporinas fueron otro
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capitulo de los beta lactamicos (en realidad se los deberia llamar beta cefalosporamicos)
y, actualmente, carbapenems y monobactamicos son los ejemplos mas modernos de
este grupo. Como ejemplo de los enormes cambios que se fueron generando en el
terreno del descubrimiento de quimioterapicos, podemos mencionar que, entre los
carbapenems, el imipenem es una de las drogas de mas amplio espectro conocido. Lo
paradojal de esto es que el grupo de antibiéticos beta lactamicos fue conocido hasta no
hace mucho tiempo como antibiéticos de espectro reducido y, actualmente, incluye
algunos de los agentes que lo tienen mas amplio. Fuera del grupo de beta lactamicos,
neomicina, macrélidos y tetraciclinas, entre otros, son ejemplos de agentes naturales.
(20)

6.2.9 Principales grupos antibacterianos

Los antibidticos betalactamicos, cuyo mecanismo de accién es la inhibicion de la dltima
etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana, constituyen la familia mas numerosa
de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica clinica. Se trata de antibiéticos de
accion bactericida lenta, con actividad dependiente del tiempo, que en general tienen
buena distribucién y escasa toxicidad. Algunas modificaciones de la molécula original
han dado lugar a compuestos con mayor espectro antimicrobiano, pero la progresiva
aparicion de resistencias limita su uso empirico y su eficacia en determinadas
situaciones. Aun asi, la penicilina continta siendo el tratamiento de eleccion en un buen
numero de infecciones; las cefalosporinas tienen un gran abanico de indicaciones; los
carbapenémicos se usan en infecciones nosocomiales y en infecciones causadas por
bacterias multirresistentes, y los inhibidores de las betalactamasas permiten recuperar el
espectro de actividad de las penicilinas a las que acomparfian cuando la resistencia esta

causada por la produccion de betalactamasas. (21)

6.2.9.1 Aminoglucosidos
La accion de los aminoglucdsidos comprende una interaccion inicial con la superficie
externa de la membrana celular bacteriana, transporte a través de la membrana interna

y, finalmente, la unién a la subunidad 30S de los ribosomas, que inhibe la sintesis de
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proteinas, conduciendo finalmente a la muerte del microorganismo2,6. Los mecanismos
defensivos que desarrollan los microorganismos frente a los aminoglucésidos son de tres
tipos: modificacion enzimética de la molécula, alteracién de la difusiébn y mutacion
ribosébmica que origina menor afinidad por la subunidad 30S. De todos ellos, la
modificacion enzimética es el mecanismo mas frecuente. Los enterococos muestran una
resistencia intrinseca a los aminoglucésidos debida a un transporte deficitario a través
de la membrana bacteriana. Esta resistencia se denomina de bajo nivel y puede ser
soslayada asociando al aminoglucdésido un antimicrobiano con actividad frente a la pared
bacteriana (betalactamicos o glucopéptidos), provocando entonces un sinergismo

bactericida frente a enterococos. (22)

6.2.9.2 Quinolonas

Las quinolonas constituyen wuna familia de antibidticos bactericidas contra
microrganismos grampositivos y gramnegativos, de amplio espectro, bloquean la
duplicaciéon bacteriana del DNA, al inhibir la topoisomerasa bacteriana Il (DNA-girasa) y
la topoisomerasa IV. Por su amplio espectro son de eleccion para iniciar un tratamiento
empirico, sin embargo, a pesar de su eficacia, no siempre constituyen el antibiotico de
primera eleccién, ya que inducen resistencia de los microorganismos a las quinolonas,
lo que da lugar a una pérdida de su utilidad clinica. En este capitulo se hace hincapié en
las fluoroquinolonas y se revisaran los aspectos farmacologicos mas importantes. Se
destacan las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas, asi como su
resistencia bacteriana, el espectro de actividad, sus indicaciones, las reacciones

adversas mas comunes y sus contraindicaciones (23)

6.2.9.3 Técnica de Doble Disco para la Deteccion de BLEE segun CLSI M100-ED35
(2024)

La deteccion fenotipica de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) constituye un
procedimiento fundamental en el diagndstico microbioldgico, siendo el método de doble
disco o sinergia de doble disco la técnica estandarizada por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) en su documento M100-ED35 (2024) para la confirmacion de

estos mecanismos de resistencia. EI CLSI establece que las pruebas de tamizaje deben
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evaluar la disminucién de la inhibicion en aztreonam (ATM), cefotaxima (CTX), ceftazi-
dima (CAZ) y ceftriaxona (CRO) para sospechar la presencia de BLEE en Escherichia
coli y Klebsiella spp, mientras que el método confirmatorio emplea cefotaxima y ceftazi-
dima con y sin acido clavulénico, siendo este ultimo un inhibidor especifico de las BLEE
. El fundamento cientifico de esta técnica se basa en la capacidad del acido clavulanico
para inhibir especificamente las betalactamasas de espectro extendido, restaurando la
actividad antimicrobiana de las cefalosporinas de tercera generacion contra las cepas

productoras de estas enzimas.

El procedimiento metodolégico establecido por el CLSI M100-ED35 consiste en la pre-
paracién de una suspension bacteriana con turbidez equivalente al estdndar 0.5 de
McFarland, la cual se inocula uniformemente sobre la superficie de una placa de agar
Mueller-Hinton mediante la técnica de hisopado en tres direcciones. Una vez identifica-
das las cepas como posibles productoras de BLEE mediante las pruebas de tamizaje, se
procede a realizar las pruebas confirmatorias que permitan corroborar la producciéon de
BLEE por parte de la cepa estudiada, utilizando el método del disco combinado segun
las especificaciones del CLSI. Posteriormente, se colocan los discos de prueba mante-
niendo una distancia de 15-20 mm centro a centro: disco de cefotaxima (30pg), disco de
ceftazidima (30ug), disco de cefotaxima/acido clavulanico (30/10ug) y disco de ceftazi-
dima/acido clavulanico (30/10ug), siguiendo las concentraciones y especificaciones téc-
nicas establecidas en el documento M100-ED35. El CLSI indica que existe produccion
de BLEE cuando se observa una diferencia significativa en la actividad antimicrobiana

entre los discos con y sin acido clavulanico.

La interpretacidon de los resultados se realiza después de 16-18 horas de incubacién a
35+2°C en atmosfera aerobia, midiendo los didmetros de los halos de inhibicién con pre-
cision milimétrica segun los criterios establecidos por el CLSI M100-ED35 . La prueba se
considera positiva para BLEE cuando se observa un incremento 25mm en el diametro
del halo de inhibicién del disco con acido clavulanico comparado con el disco de la cefa-
losporina sola, lo que evidencia la restauracion de la sensibilidad antimicrobiana por la

inhibicién de las betalactamasas. (24)
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6.3 Marco Conceptual

6.3.1 Escherichia coli (E. coli)

E. coli es una bacteria gramnegativa en forma de bacilo que forma parte del microbioma
intestinal de humanos y animales. Si bien la mayoria de las cepas son inofensivas y
cumplen funciones beneficiosas en el intestino, algunas cepas patégenas son capaces
de provocar enfermedades como gastroenteritis, meningitis neonatal, septicemia e
infecciones del tracto urinario (ITU), siendo estas ultimas una de las mas comunes. En
el contexto hospitalario, E. coli es una de las bacterias mas frecuentemente aisladas en

cultivos de orina, especialmente en mujeres.

6.3.2 Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE son enzimas que confieren resistencia a las bacterias frente a una amplia
gama de antibioticos betalactamicos, incluyendo penicilinas, cefalosporinas de tercera
generacion y monobactamicos como el aztreonam. Estas enzimas hidrolizan el anillo
betalactamico del antibiético, inactivando su efecto. Las bacterias que producen BLEE
pueden adquirir estos genes a través de plasmidos, lo que facilita su diseminacion

horizontal entre distintas especies bacterianas.

6.3.3 Difusién en disco (Método de Kirby-Bauer)

El método de difusion en disco, también conocido como método de Kirby-Bauer, es una
técnica microbiolégica estandarizada ampliamente utilizada para determinar la
sensibilidad in vitro de bacterias no fastidiosas a diversos agentes antimicrobianos. El
procedimiento consiste en preparar un inoculo bacteriano estandarizado (equivalente a
0.5 en la escala de McFarland), que se siembra uniformemente sobre la superficie de
placas de agar Mueller-Hinton. Posteriormente, se colocan discos de papel filtro
impregnados con concentraciones especificas y estandarizadas de diferentes
antibidticos sobre la superficie del agar inoculado. Durante la incubacién (generalmente
16-18 horas a 35°C), los antibiéticos se difunden radialmente desde cada disco hacia el
medio de cultivo, creando un gradiente de concentracién. Las bacterias sensibles son
inhibidas en su crecimiento, formando una zona clara (halo de inhibicién) alrededor del

disco.
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6.3.4 Disco

En el contexto de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, un disco se refiere a un
pequefo disco circular de papel filtro de alta calidad, tipicamente de 6 milimetros de
didmetro y aproximadamente 0.78 mm de espesor, que ha sido impregnado con una
cantidad especifica, precisa y estandarizada de un agente antimicrobiano particular.
Estos discos son manufacturados bajo estrictos controles de calidad por laboratorios
especializados y deben cumplir con estandares internacionales rigurosos. Cada disco
contiene una concentracion exacta del antibidtico, expresada en microgramos (ug), que
ha sido determinada mediante estudios farmacol6gicos y clinicos extensos para asegurar
correlacion con los niveles séricos alcanzables del medicamento en condiciones
terapéuticas normales. Los discos deben almacenarse en condiciones especificas de
temperatura y humedad, tienen fechas de vencimiento definidas, y requieren
procedimientos de control de calidad regulares. La estandarizacion de estos discos es
crucial para garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de los resultados de las pruebas
de sensibilidad antimicrobiana en diferentes laboratorios y regiones geograficas.

6.3.5 Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana se define como la capacidad de los microorganismos para
resistir la accion de uno o mas antimicrobianos que previamente eran efectivos. Este
fendmeno puede ser natural (intrinseco) o adquirido, y representa uno de los mayores
desafios para la medicina moderna. Las causas principales de este problema incluyen el
uso inapropiado de antibioticos, la automedicacion, el incumplimiento del tratamiento

completo y el uso de antibidticos en la ganaderia.

6.3.6 Perfil de resistencia

El perfil de resistencia, también denominado antibiograma o patrén de susceptibilidad
antimicrobiana, constituye una caracterizaciéon completa y detallada del comportamiento
de una cepa bacteriana especifica frente a un panel estandarizado de agentes
antimicrobianos. El perfil incluye no solo la clasificacion categdrica de cada antibiGtico
(sensible, intermedio o resistente), sino también puede incorporar valores cuantitativos

como la concentracion inhibitoria minima (CIM) o los diametros de los halos de inhibicién.
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Los perfiles de resistencia son especialmente importantes en la era actual de resistencia
antimicrobiana creciente, permitiendo la identificacion de bacterias multirresistentes
(MDR), extremadamente resistentes (XDR) o panresistentes (PDR), y facilitando la

implementacion de estrategias de preservacion de antimicrobianos.

6.3.7 Infecciones del tracto urinario (ITU)

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son un conjunto de patologias infecciosas que
afectan al sistema urinario, el cual estd compuesto por los rifiones, los uréteres, la vejiga
y la uretra. Estas infecciones se producen principalmente por la invasion y multiplicacion
de microorganismos patdégenos en las vias urinarias, siendo las bacterias gramnegativas
las causantes mas frecuentes. Entre ellas, Escherichia coli es la especie mas
comunmente implicada, responsable de hasta el 80-90% de los casos en infecciones no

complicadas.

6.3.8 Patologia

La patologia es la rama de la medicina que estudia las enfermedades, su origen, causas,
mecanismos, manifestaciones y efectos en el cuerpo humano. Su objetivo principal es
entender cOmo se alteran las estructuras y funciones normales del organismo para

facilitar el diagnostico, tratamiento y prevencion de enfermedades.

6.3.9 Paciente ambulatorio

El término ambulatorio, derivado del latin "ambulare” (caminar), se refiere en el ambito
sanitario a todos aquellos servicios médicos que se proporcionan a pacientes que no
requieren hospitalizacion ni permanencia nocturna en el centro de salud. Los pacientes
ambulatorios pueden desplazarse por si mismos o con ayuda minima, acuden a
consultas programadas o de urgencia, reciben tratamientos médicos, procedimientos
diagndsticos menores, terapias y seguimiento, y regresan a sus domicilios el mismo dia.
Este tipo de atencién incluye consultas en centros de salud primaria, consultas
especializadas, procedimientos quirlrgicos menores, administracion de medicamentos
endovenosos, dialisis ambulatoria, quimioterapia, rehabilitacion y medicina preventiva.

La atencion ambulatoria es fundamental en los sistemas de salud modernos porque
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permite un manejo eficiente de recursos, reduce costos, disminuye el riesgo de
infecciones nosocomiales y mejora la calidad de vida de los pacientes al mantenerlos en

su entorno familiar y social.

6.3.10 Frecuencia

La frecuencia es un concepto estadistico fundamental que cuantifica el nimero de
ocurrencias de un evento, fendbmeno, caracteristica o valor especifico dentro de un
conjunto de datos durante un periodo determinado o en una poblacién definida. En el
contexto de la microbiologia clinica y epidemiologia, la frecuencia puede referirse a
diversos aspectos: la aparicion de microorganismos especificos en muestras clinicas, la
prevalencia de patrones de resistencia antimicrobiana, la incidencia de infecciones en
diferentes poblaciones, o la distribucion de caracteristicas fenotipicas o genotipicas en
cepas bacterianas. La frecuencia es la base para calcular otros parametros estadisticos
importantes y permite identificar tendencias, patrones de distribucion y cambios
temporales en los fendmenos estudiados. Su correcta interpretacion es crucial para la
toma de decisiones clinicas, el desarrollo de politicas de salud publica y la

implementacion de medidas de control de infecciones.
6.3.11 Frecuencia relativa

La frecuencia relativa representa la proporcion o porcentaje que cada categoria, valor o
evento especifico constituye dentro del total de observaciones en un conjunto de datos.
Se calcula dividiendo la frecuencia absoluta de cada categoria entre el nUmero total de
observaciones, y frecuentemente se expresa como porcentaje multiplicando por 100.
Este parametro es especialmente valioso porque permite comparaciones significativas
entre diferentes grupos, poblaciones o periodos de tiempo, independientemente del
tamafo total de la muestra. En microbiologia clinica, la frecuencia relativa es esencial
para interpretar la prevalencia de microorganismos (por ejemplo, "E. coli representa el
60% de las infecciones urinarias"), la distribucién de patrones de resistencia ("30% de
las cepas son multirresistentes"), o la efectividad comparativa de diferentes antibiéticos.
La frecuencia relativa facilita la comunicacion de resultados, la identificacion de

tendencias epidemioldgicas y la comparacion de datos entre diferentes estudios,
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instituciones o regiones geograficas.
6.3.12 Frecuencia absoluta

La frecuencia absoluta corresponde al nimero exacto, real y sin modificaciones de veces
gue aparece un valor especifico, una caracteristica determinada o un evento particular
en un conjunto de datos o poblacion estudiada. Es el recuento directo y literal de las
observaciones, sin considerar proporciones, porcentajes o relaciones con el total. En
investigacion microbiolégica y clinica, la frecuencia absoluta proporciona informacion
cuantitativa precisa sobre la magnitud real de los fendbmenos estudiados. Por ejemplo,
"se aislaron 147 cepas de Klebsiella pneumoniae” o "se registraron 89 casos de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion". Aunque la frecuencia absoluta es
fundamental para célculos posteriores y proporciona informacion sobre el volumen real
de casos, debe interpretarse considerando el contexto del estudio, el tamafio de la
poblacién estudiada y el periodo de observacion. Es particularmente importante en

estudios epidemiolégicos, vigilancia de resistencia antimicrobian
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7. HIPOTESIS

La Escherichia coli productora de BLEE esta presente con alta frecuencia y presenta un
perfil de multirresistencia antimicrobiana, especialmente a betalactamicos, fluoroquinolonas

y aminoglucosidos, en urocultivos de pacientes ambulatorios femeninos del Hospital

Municipal Pampa de la Isla durante el periodo de septiembre a diciembre de 2024.

8. VARIABLES

8.1 Variables Independientes

e Aislamientos de Escherichia coli en urocultivos

8.2 Variables Dependientes

e Presencia de Escherichia coli productora de BLEE

e Frecuencia de Escherichia coli productora de BLEE

o Perfil de resistencia antimicrobiana de Escherichia coli BLEE
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8.3 Operacionalizacion de Variables

VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPE- | DIMENSION | INDICADOR VALO-
DEPEN- CONCEPTUAL RACIONAL RES
DIENTE

Presenciade | Aislamiento e E. coli aislada de Microbiolo- * Identificacion | ¢ Positivo
Escherichia identificacion de | urocultivo e identifi- | gica de E. coli pro- | * Negativo
coli produc- E. coli que pro- cada mediante prue- ductora de
torade BLEE | duce enzimas B- | bas bioquimicas, BLEE

lactamasas de con confirmacion fe- * Método de

espectro exten- notipica de produc- doble discos

dido capaces de | cion de BLEE me- positivos

hidrolizar penicili- | diante método de

nas, cefalospori- | combinacién de dis-

nas de tercera cos

generacion y mo-

nobactamicos
Frecuencia de | Frecuenciarela- | Namero de cepas de | Epidemiol6- | Porcentaje y * 0% -
Escherichia tiva y frecuencia | E. coli BLEE positi- | gica numero totales | 100%
coli produc- absoluta de ce- vas dividido entre el de E. coli NUmeros
torade BLEE | pas de E. coli total de E. coli aisla- BLEE del total | totales

gue producen das, expresado en de E. coli ais-

BLEE del total de | porcentaje ladas

E. coli aisladas

en el periodo de

estudio
Perfil de re- Patron de sensi- | Resultado de anti- Microbiol6- Didmetro de » Sensible
sistencia anti- | bilidad y resis- biograma mediante | gica halo de inhibi- | (S)
microbiana tencia a diferen- | método de difusion cion en mm * Interme-
de E. coli tes agentes anti- | en disco (Kirby- para cada anti- | dio (l)
BLEE microbianos de Bauer) para cepas biotico testado | « Resis-

las cepas de E. de E. coli BLEE, in- tente (R)

coli productoras
de BLEE

terpretado segun cri-
terios CLSI
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPE- DIMENSION | INDICADOR VALO-
INDEPEN- CONCEPTUAL RACIONAL RES
DIENTE

Aislamientos | Laidentificacion | Urocultivo en me- Clinica Presencia de * Positivo
de Esche- del microorga- dios selectivos a E. coli en uro- | « Negativo

richia coli en

urocultivos

nismo Esche-
richia coli a partir
de muestras de
orina procesadas
mediante cultivo

microbiolégico

37°C/18-24h con
identificacion de Es-
cherichia. Coli me-
diante pruebas bio-

guimicas

cultivo
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9. DISENO METODOLOGICO

9.1 Tipo de Estudio

e Descriptivo el objetivo es describir el perfil de resistencia y determinar la frecuencia
de la Escherichia coli BLEE en relacion con todas las Escherichia coli aisladas en
urocultivos de pacientes ambulatorio femeninos, sin buscar causas o asociaciones.

e Transversal evalla cada muestra de urocultivo en un momento especifico durante
el periodo de septiembre a diciembre 2024.

e Prospectivo los datos se obtendran a medida que se presenten los urocultivos

positivos en el periodo de estudio establecido.
9.2 Area de estudio

Institucion: Hospital Municipal pampa de la isla.

9.3 Universo y Muestra

9.3.1 Universo

Total, de 80 muestras de urocultivos de pacientes ambulatorios femeninos procesadas en

el laboratorio del Hospital Municipal Pampa de la Isla durante septiembre-diciembre 2024.

9.3.2 Muestra

60 muestras de urocultivos procesados en el Hospital Municipal Pampa de la isla que

cumple con los criterios de inclusion

9.3.3 Criterios de Inclusién y exclusién

Para la eleccion de la poblacidén de estudio se tomo en cuenta los siguientes criterios:
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Criterios de inclusiéon

. Pacientes del sexo femenino

. Consulta ambulatoria en el Hospital Municipal Pampa de la Isla.

. Muestras de orina obtenidas en el periodo septiembre y diciembre de 2024.
. Urocultivos con aislamiento positivo de Escherichia coli.

. Urocultivos con antibiograma

Criterios de exclusién

. Pacientes de sexo masculino.

. Muestras contaminadas o mal recolectadas.

. Urocultivo sin crecimiento bacteriano o con bacterias distintas a E. coli.
. Registros incompletos o sin resultados de antibiograma.

. Pacientes hospitalizados

9.4 Procedimiento

9.4.1 Solicitud de autorizacion para la Investigacion

Se presento al Hospital Municipal Pampa de la isla de solicitud para la ejecucion de la
investigacion.

9.4.2 Recoleccion de datos de paciente

Los datos de los pacientes se obtuvieron a partir de urocultivos de pacientes ambulatorias
femeninas que acudieron al Hospital Municipal Pampa de la Isla durante el periodo de

septiembre a diciembre de 2024.
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9.4.3 Identificacién y aislamiento de la Escherichia coli
Preparacion de la muestra

o Se utiliza una muestra de orina recién recolectada en frasco estéril,

preferiblemente por miccion media, para evitar contaminacion.

Siembra en agar MacConkey
e Con un asa calibrada estéril, se toma una alicuota de la muestra de orina.
o Se siembra en estria por agotamiento sobre la superficie del agar MacConkey.

e Seincubala placaa 35 + 2 °C durante 18-24 horas.

Interpretaciéon en MacConkey:

e Escherichia coli tipicamente produce colonias de color rosa o rojo intenso, debido
a la fermentacion de lactosa y produccidon de acido (agar MacConkey es selectivo

para bacterias gramnegativas y diferencial para fermentadoras de lactosa).
Siembra en agar CLED

o De igual manera, se siembra la muestra con asa calibrada en agar CLED (Cistina

Lactosa Electrolitos Deficientes), mediante técnica de estria.

e Seincubaa 35 * 2 °C por 18-24 horas.

Interpretacion en agar CLED:

e E. coli produce colonias amarillas, ya que fermenta la lactosa y acidifica el medio,

cambiando el indicador de pH.

e Un recuento bacteriano mayor de 100.000 UFC/ml indica una infeccién urinaria.
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Observacion y registro

« Después de la incubacion, se observan y registran las caracteristicas de las

colonias:

o MacConkey: colonias lactosa positivas (rosas)

o CLED: colonias amarillas, redondas, lisas

o Un recuento bacteriano mayor de 100.000 UFC/ml

Galeria de bacteria para la identificacion de Escherichia coli

Prueba

Resultado
esperado en E.

coli

Interpretacion

TSI (Triple Segar

Iron)

A/A + gas, H,S -

Fermenta glucosa y lactosa/sacarosa —
todo amarillo; produce gas; no produce
H,S

Ornitina)

Citrato (Simmons) Negativo No utiliza citrato como Unica fuente de
carbono
Lisina Positivo Capaz de descarboxilar lisina
descarboxilasa
Urea Negativo No hidroliza urea
SIM (Sulfuro, Indoal, S-/1+/M+ No produce H,S, produce indol, es movil
Motilidad)
MIO (Motilidad, Indol, M+/1+/0+ Movil, indol positivo, ornitina

descarboxilasa positiva
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9.4.4 Difusién de Disco

Para la realizacion del antibiograma por el método de Disco-difusion, los aislamientos
fueron sembrados en agar MacConkey, a partir de ello se realiz6 la dilucién con una
turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland. Con un hisopo estéril fueron
sembradas en Agar Mueller Hinton, para luego agregar los siguientes discos:

e Ampicilina (grupo penicilinas)

e Amoxicilina/ac. Clavulanico (grupo penicilinas)
e Ampicilina/sulbactam (grupo penicilinas)

e Cefazolina (cefalosporina)

e Cefotaxima (cefalosporina)

e Ceftazidima (cefalosporina)

¢ Norfloxacina (Fluoroquinolona)

e Amikacina (Aminoglucosido)

e Gentamicina (Aminoglucosido)

e Imipenem (Carbapenémicos)

e Sulfametoxazol/trimetoprima (Sulfonamida)

e Nitrofurantoina (Nitro furanos)
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Técnica de confirmacion para detectar BLEE método de doble Disco segun la
CLSIM100-ED35 (2024)

La prueba utiliza un disco de amoxicilina-clavulanico (20/10 ug) junto con dos

cefalosporinas; cefalosporinas de 32 generacion: cefotaxima, ceftriaxona.

1. Preparacion de la placa:

e Se realiza un cultivo en césped del organismo en agar Mueller-Hinton

2. Colocacion de discos:
o Disco central: Amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg)

o Discos periféricos: Cefalosporinas a una distancia de 15-20 mm del disco
central:

= Cefotaxima (CTX)

= Ceftriaxona (CRO)

Se presento un ensanchamiento (efecto sinergia) en la zona de inhibicion comprendida

entre los discos de CTX o CAZ y AMC se consideraron positivos para la presencia de
BLEE
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Cortes de sensibilidad por difusion en disco (E. coli, agar Mueller-Hinton, 35 °C,
16-18 horas)

Basado en CLSI M100 2024

Antibiotico S2mm| Imm | R<mm
Ampicilina (10 ug) 17 14-16 <13
Amoxicilina/Clavulanico (20/10) 18 14-17 <13
Cefazolina (30 pg) 15 — <14
Cefoxitina (30 pg) =18 15-17 <14
Ceftazidima (30 ug) =18 15-17 <14
Norfloxacina (10 pg) 217 13-16 €12
Amikacina (30 pg) 217 15-16 <14
Gentamicina (10 pg) =215 13-14 <12
Imipenem (10 ug) =23 20-22 <19
Trimetoprima/Sulfametoxazol (1.25/23.75 ug) 216 11-15 <10
Nitrofurantoina (300 ug) 217 15-16 <14

Una vez observado y haber medidos los halos se determinara el perfil de sensibilidad
gue tiene la Escherichia coli que antibacterianos son resistentes y antibacterianos si
tienen sensibilidad frente a esta bacteria, después de la obtencion de datos se

realizara el analisis estadistico descriptivo

9.3.5 Materiales

e Registro reportes de urocultivos procesados en el area de bacteriologia
e Registro para reportar resultados de sensibilidad

e Placas esterilizadas

e Agar Muller Hilton

e Agar MacConkey

e Tubos esterilizados

e hisopos

e Asa bacteriolégica

e Pinza anatémica

e Cabina de flujo laminar

e Discos para antibiograma
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Ampicilina

Amoxicilina/ac. Clavulanico
Cefazolina

Cefoxitina

Ceftazidima

Norfloxacina

Amikacina

Gentamicina

Imipenem
Sulfametoxazol/trimetoprima
Nitrofurantoina

Ampicilina/sulbactam
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ESQUEMA DE PROCEDIMIENTO DE INVESTIGACION

1.- SOLICITUD DE
AUTORIZACION PARA LA
INVESTIGACION

(ver anexo 1)

!

2. RECOLECCION DE
MUESTRASDE ORINA DE
PACIENTES
AMBULATORIOS

]

3.IDENTIFICACION Y
GALERIA AISLAMIENTO EN

AISLAMIENTO DE LA mmp
AGAR CLED Y AGAR
BIOQUIMICA NN | oA COLI

MACCONKEY
4. Técnica de
confirmacién para
detectar BLEE método de 5. TECNICA DIFUSION DE
doble Disco segln la ‘ DISCO PARA ANTIBIOGRAMA
CLSIM100-ED35 (2024)
8. REGISTRO Y 7. DETERMINACION DE 6.LECTURA DE

ANALISIS DE - FERAL D2 _ HALOS DE
RESISTENCIA INHIBICION

DATOS ANTIMICROBIANA
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10. Resultados

10.1Confirmacién de la identificacion de Escherichia coli mediante técnicas de

aislamiento y pruebas bioquimicas

Tabla 1.- Resultados de aislamiento e identificacion de Escherichia coli en urocultivos de

pacientes ambulatorias femeninas con infeccion de tracto urinario

MEDIOS DE CULTIVO CARACTERISTICAS ESCHERICHIA COLI
POSITIVO
AGAR MACCONKEY Colonias rosas/rojo intenso 80/80
(lactosa +)
AGAR CLED Colonias amarillas (lactosa +) 80/80
RECUENTO DE BACTERIAS >100,000 UFC/mlI 80/80

Fuente: Elaboracion propia 2024

Tabla 2.- Confirmacion bioquimica de los aislamientos de Escherichia coli

Prueba Bioquimica Resultado Esperado Aislamientos Positivos
TSI (A/A + gas, H,S-) POSITIVO 80
Citrato de Simmons NEGATIVO 80
Lisina descarboxilasa POSITIVO 80
Urea NEGATIVO 80
SIM (S-/I+IM+) POSITIVO 80
MIO (M+/1+/0O+) POSITIVO 80

Fuente: Elaboracion propia 2024

Interpretacién: La identificacion de Escherichia coli se confirmd exitosamente en el 100%
de los 80 aislamientos obtenidos de urocultivos de pacientes ambulatorias femeninas.
Todos los aislamientos cumplieron con los criterios morfolégicos en medios selectivos
(MacConkey y CLED) y el perfil bioquimico caracteristico de la especie, validando la
efectividad de las técnicas de aislamiento y pruebas bioguimicas estandarizadas

empleadas en el laboratorio del Hospital Municipal Pampa de la Isla
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10.2 Frecuencia de Escherichia coli productora de BLEE mediante método
fenotipico de doble disco

Tabla 3.- Frecuencia de Escherichia coli productora de BLEE segun método CLSI M100-
ED35 (2024)

Cepas Frecuencia Frecu.encia IC 95%
absoluta relativa (%)
E. coli BLEE (+) 60 75% 64.3 - 83.8
E. coli no BLEE 20 25% 16.2 - 35.7
Total 80 100% -

Fuente: Resultado de técnica de doble disco

Interpretacion: Durante el periodo comprendido entre septiembre y diciembre de 2024, se
analizaron 80 urocultivos positivos con Escherichia coli en infeccion de tracto urinario en
pacientes ambulatorios femeninos del Hospital Municipal Pampa de la Isla. Los resultados
microbiol6égicos mostraron que 60 pacientes (75%) presentaron aislamiento de E. coli
productora de beta -lactamasas de espectro extendido (BLEE), mientras que 20 pacientes

(25%) presentaron E. coli no productora de BLEE.
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10.3 Perfil de resistencia antimicrobiana de Escherichia coli productora

de BLEE mediante difusién en disco

Tabla 4.- Perfil de resistencia antimicrobiana de E. coli productora de BLEE

Antibidtico Resistente Porcentaje (%)

Ampicilina 60/60 100%
Trimetoprim/Sulfametoxazol 57/60 95%
Cefazolina 52/60 87%
Norfloxacina 51/60 85%
Gentamicina 42/60 70%
Amoxicilina/Clavulanico 33/60 55%
Ceftazidima 25/60 42%
Cefoxitina 6/60 10%
Amikacina 5/60 8%

Nitrofurantoina 4/60 7%

Imipenem 3/60 5%

Fuente: Resultados obtenidos del método de difusion en disco
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Graficol. - Perfil de resistencia antimicrobiana de E. coli productora de BLEE
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Fuente: Resultados obtenidos del método de difusion en disco

Interpretacion: Los resultados muestran que ampicilina (100%) y trimetoprim/sulfametoxazol
(95%) presentan resistencia casi completa, seguidos por cefazolina (87%), norfloxacina (85%)
y gentamicina (70%), indicando alta resistencia a estos antibioticos de uso comun.
Amoxicilina/clavulanico (55%) y ceftazidima (42%) muestran resistencia moderada, mientras
gue cefoxitina (10%), amikacina (8%), nitrofurantoina (8%) e imipenem (2%) presentan muy
baja resistencia. Este patron confirma la presencia de una bacteria multirresistente con
resistencia establecida a antibiéticos de primera linea, pero que mantiene sensibilidad a

antibiéticos de reserva como imipenem y opciones especificas como nitrofurantoina.
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Tabla 5.- Perfil de sensibilidad intermedia de E. coli productora de BLEE

Imipenem

Antibiético Intermedio Porcentaje (%)
Amoxicilina/Clavulanico 16/60 27%
Ceftazidima 15/60 25%
Amikacina 7160 12%
Cefoxitina 2/60 3%
Trimetoprim/Sulfametoxazol 1/60 2%
Ampicilina 0/60 0%
Cefazolina 0/60 0%
Norfloxacina 0/60 0%
Gentamicina 0/60 0%
Nitrofurantoina 0/60 0%

0/60 0%

Fuente: Resultados obtenidos del método de difusion en disco
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Grafica 5.- Perfil de sensibilidad intermedia de E. coli productora de BLEE

Fuente: Resultados obtenidos del método de difusion en disco
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Interpretacién: Los resultados muestran que amoxicilina/clavulanico (27%) vy
ceftazidima (25%) presentan los mayores porcentajes de sensibilidad intermedia,
seguidos por amikacina (12%). El resto de antibidticos (imipenem, nitrofurantoina,
cefoxitina, gentamicina, ampicilina, cefazolina, norfloxacina y
trimetoprim/sulfametoxazol) muestran valores intermedios muy bajos o nulos (<3%),
indicando que estos antimicrobianos tienden a generar resultados definidos de

sensibilidad o resistencia.
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Tabla 6.- Perfil de sensibilidad antimicrobiana de E. coli productora de BLEE

Antibiético Sensible Porcentaje (%)
Imipenem 57/60 95%
Nitrofurantoina 56/60 93%
Cefoxitina 52/60 87%
Amikacina 48/60 80%
Ceftazidima 20/60 33%
Gentamicina 18/60 30%
Amoxicilina/Clavulanico 11/60 18%
Norfloxacina 9/60 15%
Cefazolina 8/60 13%
Trimetoprim/Sulfametoxazol 2/60 3%
Ampicilina 0/60 0%

Fuente: Resultados obtenidos del método de difusion en disco
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Grafica 6.- Perfil de sensibilidad antimicrobiana de E. coli productora de BLEE
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Fuente: Resultados obtenidos del método de difusién en disco
Interpretacion: Los resultados muestran que ampicilina (100%) y

trimetoprim/sulfametoxazol (95%) presentan resistencia casi completa, seguidos por
cefazolina (87%), norfloxacina (85%) y gentamicina (70%), indicando alta resistencia a estos
antibidticos de uso comun. Amoxicilina/clavulanico (55%) y ceftazidima (42%) muestran
resistencia moderada, mientras que cefoxitina (10%), amikacina (8%), nitrofurantoina (8%) e
imipenem (2%) presentan muy baja resistencia. Este patron confirma la presencia de una
bacteria multirresistente con resistencia establecida a antibi6ticos de primera linea, pero que
mantiene sensibilidad a antibioticos de reserva como imipenem y opciones especificas como

nitrofurantoina.
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11. CONCLUSIONES

» Se determind el perfil de resistencia antimicrobiana de Escherichia coli productora

de BLEE en pacientes ambulatorias femeninas del Hospital Municipal Pampa de
la Isla. ElI patrén mostré multirresistencia a ampicilina  (100%),
trimetoprim/sulfametoxazol (95%), cefazolina (87%) y norfloxacina (85%),
manteniendo sensibilidad a imipenem (95%), nitrofurantoina (93%) y amikacina
(82%).
Este estudio evidencia una alarmante prevalencia del 75% de E. coli productora
de BLEE en pacientes ambulatorias del Hospital Municipal Pampa de la Isla, con
un patron de multirresistencia que limita severamente las opciones terapéuticas
de primera linea. Los hallazgos subrayan la necesidad urgente de implementar
programas de vigilancia epidemiolégica local y uso racional de antimicrobianos
para preservar la efectividad de los antibioticos disponibles y mejorar los
resultados clinicos en la comunidad.

» Se confirmo la identificacion de Escherichia coli en el 100% de los urocultivos
procesados mediante técnicas de aislamiento en agar MacConkey y CLED,
complementadas con pruebas bioquimicas estandarizadas (TSI, citrato, lisina
descarboxilasa, urea, SIM y MIO), validando la correcta identificacion del
microorganismo.

» La frecuencia de Escherichia coli productora de BLEE fue del 75% (60/80
aislamientos) mediante el método de doble disco segun CLSI M100-ED35 (2024).
Esta prevalencia indica que tres de cada cuatro infecciones urinarias por E. coli
en pacientes ambulatorias estan causadas por cepas productoras de BLEE.

> El perfil de resistencia mostré6 multirresistencia establecida a ampicilina (100%),
trimetoprim/sulfametoxazol (95%), cefazolina (87%), norfloxacina (85%) vy
gentamicina (70%). La sensibilidad intermedia fue mas frecuente para
amoxicilina/clavulanico (27%) y ceftazidima (25%). Los antibiGticos con mayor
sensibilidad fueron imipenem (95%), nitrofurantoina (93%), cefoxitina (87%) y

amikacina (80%), constituyendo las alternativas terapéuticas mas efectivas.

46



12. RECOMENDACIONES

Al Hospital Municipal Pampa de la Isla

Fortalecer los programas de vigilancia epidemiolégica local sobre infecciones
urinarias causadas por E. coli BLEE, con el fin de monitorear la evolucién de los
patrones de resistencia antimicrobiana y generar informacién actualizada que

apoye la toma de decisiones clinicas y de salud publica.

Establecer un sistema de revision de prescripciones antibiéticas, especialmente
para carbapenémicos, promoviendo el uso racional de antimicrobianos y

evitando la prescripcion innecesaria de antibioticos de amplio espectro.

A la Universidad Evangélica Boliviana

Facilitar la participacion de estudiantes en congresos y jornadas cientificas
nacionales e internacionales, especialmente aquellos que presenten trabajos
sobre resistencia antimicrobiana. Esto contribuira a la difusion del conocimiento
generado localmente y al intercambio de experiencias con otros investigadores.
A los estudiantes de Bioquimica y Farmacia

Participar en investigaciones conjuntas con otros programas de salud para
desarrollar acciones de educacién y prevencion sobre el uso adecuado de
antibidticos y la importancia de la resistencia bacteriana.

Involucrarse activamente en proyectos de investigacion sobre resistencia
antimicrobiana, tanto como parte de trabajos de tesis como en estudios
colaborativos con docentes. Considerar la posibilidad de dar continuidad a esta
linea de investigacién explorando otros microorganismos resistentes o diferentes

poblaciones de pacientes.
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Anexo 1.- Carta de Solicitud para la realizacion de trabajo de tesis

Fuente: Documento original
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Anexo 2.- muestras de orinas
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Fuente: Fotografia tomada por la postulante del presente trabajo (2024).
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Fuente: Fotografia tomada por la postulante del presente trabajo (2024).
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Anexo 4.- Regla metalica graduada para medir halos de inhibicion

Fuente: Fotografia tomada por la postulante del presente trabajo (2024).

Anexo 5.- Escherichia coli sembrada en Agar MacConkey

Fuente: Fotografia tomada por la postulante del presente trabajo (2024).
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Anexo 6.- Escherichia coli sembrada en agar cled

Fuente: Fotografia tomada por la postulante del presente trabajo (2024).

Anexo 7.- Galeria de bacteria para identificacion de Escherichia coli

Fuente: Fotografia tomada por la postulante del presente trabajo (2024).
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Anexo08.- Identificaciéon de BLEE técnica disco combinado

Fuente: Fotografia tomada por la postulante del presente trabajo (2024).
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Anexo 8.- Técnica difusién en disco

Fuente: Fotografia tomada por la postulante del presente trabajo (2024).

Anexo 9.- Cabina de flujo laminar

.

Fuente: Fotografia tomada por la postulante del presente trabajo (2024).
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