
NOVA - Publicación Científica EN CIENCIAS BIOMÉDICAS - ISSN:1794-2470 Vol.7 No. 11 ENERO - JUNIO DE 2009:1-110

52

Frecuencia de enterobacterias nosocomiales 
productoras de b-lactamasas de espectro extendido, 

Cumaná, Venezuela

Luzmila Sofía Albarado Ysasis1, José García2, Eliosmar Rodríguez2, 
Carmen Carpio2, Elsa Salazar3, Evelin Margarita Flores Fernández1,

José Gregorio Betancourt4, Yasmina Araque Calderón3, 
Militza Guzmán Lista3.

1. Docente Categoría Agregado. 2. Licenciado en Bioanálisis
3. Docente Categoría Asociado. 4. Docente Categoría Asistente.

Universidad de Oriente, Núcleo de Sucre, Escuela de Ciencias, Departamento de Bioanálisis.

Correo electrónico: luzalv@hotmail.com

Recibido: 25-03-09 / Aceptado: 27-05-09

Resumen 
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la frecuencia de enterobacterias nosocomiales productoras 

de b-lactamasas de espectro extendido en pacientes recluidos en el Servicio Autónomo Hospital Universitario 
“Antonio Patricio de Alcalá, Cumaná-Venezuela, durante el período septiembre-noviembre del 2005. La producción 
de b-lactamasas de espectro extendido y la susceptibilidad antimicrobiana in vitro, fue determinada por el método 
de sinergismo de doble disco y difusión en disco. Se obtuvieron 35 aislados bacterianos y el mayor número de 
Infecciones Intrahospitalarias se presentó en la unidad de cuidados intensivos y retén con 13/35 (37,15%) y 9/35 
(25,72%) casos, respectivamente. 

El 51,42% de cultivos positivos se presentó en muestras de secreciones. Klebsiella pneumoniae mostró una 
frecuencia de 20/35 (57,14%). Sólo 27/35 aislados (77,14%) produjeron b-lactamasas de espectro extendido 
y Klebsiella pneumoniae fue la especie más frecuente en la producción de éstas, con 14/35 (40,0%). Las 
enterobacterias expresaron mayor porcentaje de resistencia a ceftazidima (77,77%), cefotaxima (70,37%) y 
cefepima (40,74%). K. pneumoniae y E. coli, mostraron 59,25% de resistencia a amoxicilina/ácido clavulánico. 
Todas presentaron 100% de sensibilidad a carbapenemas. Los largos períodos de hospitalización constituyen uno 
de los principales factores de riesgo para adquirir infecciones intrahospitalarias y la aparición de cepas productoras 
de b-lactamasas de espectro extendido resultan del mal uso de cefalosporinas de amplio espectro, lo cual plantea 
retos importantes por la necesidad de usar carbapenemas con el riesgo de ejercer una presión selectiva que cause, 
a futuro, su resistencia. 

Palabras clave: b-lactamasas, cefalosporinas, enterobacterias, infecciones nosocomiales, susceptibilidad 
antimicrobiana.  

Abstract
Frequency of Nosocomial Enterobacterial b-lactamase-Producing of Extended Spectrum, 

Cumana, Venezuela
This study aimed to evaluate the frequency of nosocomial enterobacterial b-lactamase producing extended 
spectrum in patients confined in the Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá, Cumana, Venezuela, 
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during the period September-November 2005. The production of b-lactamases and extended spectrum in vitro 
antimicrobial susceptibility were determined by the method of double-disk synergy and disk diffusion. It took 
35 bacterial isolates and the increased number of nosocomial infections occurred in the intensive care unit and 
neonatology with 13/35 (37.15%) and 9 / 35 (25.72%) cases respectively.
51.42% of positive cultures occurred in samples of secretions. Klebsiella pneumoniae showed a frequency of 20/35 
(57.14%). Only 27/35 isolates (77.14%) produced β-lactamases and extended spectrum Klebsiella pneumoniae was 
the most common species in the production of these, with 14/35 (40.0%). Enterobacteriaceae expressed greater 
percentage of resistance to ceftazidime (77.77%), cefotaxime (70.37%) and cefepime (40.74%). K. pneumoniae and 
E. coli, showed 59.25% resistance to amoxicillin / clavulanate. All showed 100% sensitivity to carbapenems. 
Long periods of hospitalization are major risk factors for acquiring nosocomial infections and the emergence of 
strains producing b-lactamases extended spectrum result from misuse of broad-spectrum cephalosporins, which 
poses significant challenges for the need to use carbapenems with the risk of exerting a selective pressure which 
in time will cause future resistance.

Keywords: antimicrobial susceptibility, b-lactams, cephalosporins, enterobacteria, nosocomial 
infectionsenterobacterial.

Introducción
La infección nosocomial o intrahospitalaria (IIH) 

representa uno de los mejores indicadores de calidad de 
atención debido a su frecuencia, la gravedad que conllevan, 
el aumento significativo de los costos que implica su 
ocurrencia y porque reflejan el resultado de acciones del 
equipo de salud (1). En el medio hospitalario, las áreas 
de cirugía y terapia intensiva, representan sitios propicios 
para el desarrollo de IIH por bacterias resistentes a 
agentes antimicrobianos (2). Entre los agentes bacterianos 
causantes se encuentran, principalmente, Acinetobacter 
baumannii, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y 
Enterobacter spp.  (3).

El amplio uso de los antibióticos, el incremento de la 
expectativa de vida, incluso en pacientes con enfermedades 
crónicas y la aparición de la unidad de cuidados 
intensivos (UCI), son factores que inciden directamente 
en la resistencia bacteriana a los antimicrobianos, y en el 
aumento de las IIH (4). Herrera y colaboradores señalan 
que este aspecto representa un problema de salud pública 
de carácter global (no existiendo país exento a este 
impacto) y una situación promovida, básicamente, por el 
uso indiscriminado de antibióticos en hospitales, clínicas, 
comunidad, agricultura y producción de alimentos (5).

Se conocen al menos siete mecanismos diferentes 
de resistencia a antimicrobianos, entre las enzimas más 
frecuentes que confieren resistencia están las b-lactamasas 
(6). La clasificación más utilizada para la nomenclatura 
de estas enzimas, ha sido la propuesta por Bush, Jacoby 
y Medeiros; el grupo 2b de esta clasificación, incluye 
las enzimas TEM-1, TEM-2 y SHV-1, conocidas como           
b-lactamasas de espectro extendido (BLEE), su presencia y 
permanencia en las bacterias es debido a la elevada presión 
selectiva ejercida por el uso irracional de la ampicilina, 
carbenicilina y CF1G (7-9). Adicional a las enzimas TEM 
y SHV, ha aparecido un nuevo grupo de BLEE, conocidas 
como cefotaximasas (CTX-M), las cuales presentan un 
grado de homología a nivel nucleotídico con TEM y SHV 
de 40% (10).

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 
sugiere evaluar agentes antimicrobianos como aztreonam, 
cefpodoxima, ceftazidima, cefatoxima y ceftriazona para 
realizar la detección de BLEE y confirmar la producción 
de estas enzimas en presencia de un agente inhibidor (11). 
El ácido clavulánico (AC) es un excelente inhibidor de 
las BLEE, usado al diseñar métodos para detectarlas al 
producir un fenómeno sinérgico entre CF3G, por ejemplo 
ceftazidima o cefotaxima y AC en ensayos por difusión 
en agar usando discos con estos compuestos (12). El uso 
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indiscriminado de CF3G en los centros hospitalarios, ha 
favorecido la aparición de importantes brotes nosocomiales 
causados por enterobaterias productoras de BLEE. La 
detección precoz de estas cepas y la aplicación de medidas 
de control adecuadas, favorecen la erradicación y vigilancia 
de estos brotes nosocomiales (13).

Se planteó como objetivo evaluar la frecuencia de 
enterobacterias nosocomiales productoras de BLEE en 
pacientes recluidos en el Servicio Autónomo Hospital 
Universitario “Antonio Patricio de Alcalá (SAHUAPA), 
en el período septiembre- noviembre de 2005. 

Materiales y métodos
Durante el período septiembre-noviembre de 2005, 

se recolectaron 35 cepas bacterianas de la familia 
Enterobacteriaceae, identificadas en el laboratorio de 
bacteriología del SAHUAPA, aisladas de pacientes con 
IIH recluidos en las áreas de UCI, retén, medicina y 
pediatría del centro hospitalario, respetando para la 
selección de las muestras, los criterios establecidos por 
el Center for Diseases Control (CDC) (14). Las cepas 
bacterianas fueron inoculadas en medio de conservación, 
agar tripticasa de soya (Himedia) con 50% de glicerol, y 
transportadas al laboratorio de Microbiología General y 
Bacteriología Clínica del Departamento de Bioanálisis 
de la Universidad de Oriente-Núcleo Sucre, Venezuela, 
para su reidentificación. Por tratarse de un trabajo de 
investigación, incluyó un estudio bacteriológico completo: 
siembra en medio básico, selectivo diferencial, evaluación 
microscópica e identificación bioquímica por métodos 
convencionales. 

El estudio bacteriológico se realizó siguiendo lineamientos 
de Koneman y su equipo (15) para la identificación de 
enterobacterias. A partir del medio de conservación, las 
cepas bacterianas se inocularon en caldo infusión cerebro-
corazón, BHI (Himedia), y se incubaron por 24 horas a 
37ºC en aerobiosis. Luego, se sembraron en agar tripticasa de 
soya, ATS (Himedia) y agar MacConkey, AMC (Himedia), 
incubándose en iguales condiciones (16). La evaluación 
macroscópica de las colonias se realizó por observación de 
sus características morfológicas y cambios producidos en el 
AMC (15). El estudio microscópico, se realizó preparando 
un extendido a partir del cultivo en ATS, luego, se procedió 
a colorear con el método de Gram (17),  para establecer 

morfología y tinción bacteriana. La caracterización 
bioquímica de las cepas se realizó según protocolos de 
identificación convencional para bacterias Gram negativas 
fermentadoras y no fermentadoras de lactosa, propuestos por 
Koneman y colaboradores (15) y Mac Faddin (16). 

La susceptibilidad antimicrobiana fue realizada 
mediante el método de difusión del disco (18), siguiendo 
los lineamientos propuestos para enterobacterias por el 
CLSI (11), empleando discos de antibióticos de la casa 
comercial OXOID: amoxacilina-ácido clavulánico 2:1 
(20 μg/10 μg),  cefotaxima (30 μg), ceftazidima (30 μg), 
cefepima (30 μg), imipenem (10 μg), meropenem (10 μg). 
Los resultados se reportaron según recomendaciones del 
CLSI (11) en las categorías de interpretación de acuerdo 
a los datos obtenidos in vitro (19). 

La producción de BLEE se determinó por la técnica 
de sinergismo de doble disco propuesta por Jarlier 
y colaboradores (20) y siguiendo los lineamientos 
establecidos por CLSI (11),  M100-S15 (M2), aplicándose 
a las cepas recolectadas de Klebsiella spp, E.coli y también 
a Enterobacter spp. Para ello, se colocó en el centro de 
una placa de agar Mueller Hinton (DIFCO) un disco de 
amoxacilina/ácido clavulánico 2:1 (20 μg/10 μg) y los 
discos de ceftazidima y ceftriazona a una distancia lineal de 
20 mm del disco central en un ángulo de 90º, a 20 mm del 
mismo se ubicaron los discos de aztreonam y cefotaxima. 
La formación de un óvalo en la zona de conversión del halo 
de inhibición de los agentes antimicrobianos empleados 
y el disco central de amoxacilina-ácido clavulánico y la 
sensibilidad ante cefoxitina, es indicativo, desde el punto 
de vista fenotípico, de la presencia de BLEE. La calidad 
de los discos de antibióticos, así como la producción de 
b-lactamasas, fue controlada empleando las cepas de E. coli 
ATCC 25922, especie BLEE negativa, y K. pneumoniae 
ATCC 700603, productora de BLEE (11). 

Para establecer la frecuencia de bacterias productoras 
de BLEE, se empleó un análisis porcentual. Asimismo, se 
aplicó un análisis de múltiples variables para correlacionar 
las enterobacterias nosocomiales identificadas, producción 
de BLEE, tiempo de estadía en el centro hospitalario, tipo 
de muestra analizada y área de hospitalización, a un nivel 
de confiabilidad de 95% (21). 
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Resultados
Se obtuvieron 35 aislados bacterianos de pacientes con 

IIH; el estudio indicó que el mayor número de casos se 
presentó en UCI y retén con 13 (37,15%) y 9 (25,72%) 
casos, respectivamente; asimismo, en las áreas de Medicina B 
y Pediatría A se obtuvo menor cantidad, cada uno con 2 
casos (5,71%), Tabla 1. Según el tipo de muestra clínica, 
51,42% (18) de los cultivos bacteriológicos positivos para 
enterobacterias nosocomiales, se presentó en muestras 
de secreciones, seguidos de 22,86% (8) en muestras de 

catéter. En la Tabla 2 se relacionan las frecuencias  para 
enterobacterias nosocomiales. En la Tabla 3 se muestran 
el número de cepas y el porcentaje que representan de los 
aislados clínicos. 

La detección fenotípica de BLEE indicó que de 35 
aislados bacterianos, 27 fueron productores de estas 
enzimas, lo que representa 77,14%, la producción en K. 
pneumoniae fue 14/20, correspondiéndose con 40,00%, 
seguido de E. aerogenes, donde 5 aislados resultaron 
productores con 14,29%, Tabla 4. 

Tabla 1. Distribución porcentual del número de casos de infecciones nosocomiales 
causadas por enterobacterias, según las áreas de hospitalización. 

Servicio Autónomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, Cumaná, Venezuela. Septiembre-
noviembre de 2005.

Tabla 2. Frecuencia de cultivos positivos para enterobacterias nosocomiales, según el tipo 
de muestra clínica. 

Servicio Autónomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, Cumaná, Venezuela. Septiembre-
noviembre de 2005.
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Tabla 3. Frecuencia de enterobacterias nosocomiales.

Servicio Autónomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, Cumaná, Venezuela. Septiembre-
noviembre de 2005.

Servicio Autónomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, Cumaná, Venezuela. Septiembre-noviembre de 2005. 

BLEE: b-lactamasas de espectro expandido.

Tabla 4. Frecuencia de enterobacterias nosocomiales productoras de b-lactamasas de espectro expandido. 

Figura 1. Susceptibilidad in vitro a los antibacterianos b-lactámicos. CTX: cefotaxima, CFP: cefepima; CAZ: ceftazidima, FOX: 
cefoxitina (excepto Enterobacter spp.), IPM: imipenem, MER: meropenem,  AMC: amoxicilina/ácido clavulánico (sólo para K. 
pneumoniae y E. coli). 
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Las pruebas de susceptibilidad in vitro a los antibac-
terianos b-lactámicos muestran que las enterobacterias 
nosocomiales expresaron mayor porcentaje de resistencia 
a ceftazidima con 77,77% y a cefotaxima con 70,37%. 
En la Figura 1 se muestra el porcentaje de susceptibilidad 
a los antibióticos b-lactámicos.

Discusión
Los factores clínicos epidemiológicos evaluados, los 

largos períodos de hospitalización y la administración de 
antimicrobianos representan factores que condicionan el 
establecimiento del proceso infeccioso en los pacientes. 
Según Martín y colaboradores (22) la frecuencia de IIH 
en pacientes de UCI está asociada al alto consumo de 
antimicrobianos, el cual es aproximadamente diez veces 
mayor en la UCI que en el resto de las áreas hospitalarias 
y a las características de los pacientes allí hospitalizados, 
su prolongada estadía y características medio ambientales 
propias, que contribuyen con una ecología favorable a 
los microorganismos. Alpuche y Daza (23) en un estudio 
sobre frecuencia de bacterias nosocomiales resistentes a 
cefalosporinas de espectro extendido, mostró que entre 
35 y 40% de las IIH procedían de UCI. Pérez publicó 
que las UCI representan, en muchos casos, el recurso 
más idóneo para salvar la vida de los pacientes en estado 
crítico, sin importar la causa de su ingreso, pero esa 
esperanza de vida tiende a complicarse dado que las UCI 
están propensas a albergar microorganismos causantes de 
infección nosocomial (24).

Este estudio mostró un 51,42% de cultivos positivos 
para enterobacterias nosocomiales a partir de secreciones. 
Resultados relacionados fueron publicados por Poveda y 
su equipo (25), quienes en un estudio sobre infecciones 
nosocomiales en terapia intensiva, mostraron un 79% de 
cultivos positivos en secreciones. K. pneumoniae fue la 
especie bacteriana mayormente aislada (57,14%). Estos 
resultados guardan relación con un trabajo realizado por 
Poveda y colaboradores (25), donde Klebsiella pneumoniae 
fue el principal agente causal de IIH (33,30%). Cornejo 
y colaboradores (28), en México, publicaron una 
investigación sobre patrones de resistencia bacteriana en 
urocultivos, analizando por separado cepas nosocomiales y 
de la comunidad, E. coli ocupó el primer lugar en muestras 
nosocomiales con 41,3%. 

En este estudio se obtuvo un 77,14% de enterobacterias 
nosocomiales productoras de BLEE; Klebsiella pneumoniae 
resultó el principal productor de las enzimas. El 
mayor porcentaje de aislados bacterianos resistentes a 
antimicrobianos b-lactámicos, se obtuvo para ceftazidima 
(77,37%), cefotaxima (70,37%) y cefepima (40,74%), 
siendo totalmente sensibles a las carbapenemas ensayadas. 
Perozo-Mena y colaboradore (29) estudiando BLEE en 
cepas de E. coli y K. pneumoniae aisladas en pacientes de 
UCI en un hospital de Maracaibo-Venezuela, obtuvieron 
que 16/46 (39,02%) cepas de E. coli y 31/59 (52,54%) 
de K. pneumoniae resultaron positivas a la prueba en un 
total de 100 cepas evaluadas. 

Araya y su equipo (30) en una publicación sobre 
infecciones por bacterias Gram negativas en pacientes 
internados en el Hospital San Juan de Dios de Costa 
Rica,  indicaron como principales agentes bacterianos a E. 
coli y  K. pneumoniae, destacando entre los b-lactámicos, 
una alta resistencia a piperacilina-tazobactam (78%) y 
cefepima (100%), y sólo el imipenem fue activo (100%) 
en los aislamientos. Por otro lado, Torres y colaboradores 
(31) en un estudio sobre BLEE en enterobacterias aisladas 
en Centros de Salud de Caracas, Venezuela, reportaron 
que de 91,10% de las cepas productoras de BLEE, 5,80% 
mostraron resistencia a cefepima, destacando que debido 
a que las BLEE sufren del efecto inóculo, en aquellas 
infecciones con inóculos bacterianos elevados, cefepima 
puede ser hidrolizada con mayor afinidad y velocidad, 
conduciendo a un fracaso terapéutico. 

Enterobacter spp., al igual que Citrobacter freundii, 
Morganella morganii, Providencia stuartii y Providencia 
rettgeri, producen b-lactamasas cromosómicas inducibles 
denominadas AmpC, no inhibidas por ácido clavulánico 
y otros inhibidores de b-lactamasas (32). Las bacterias 
productoras de estas enzimas son resistentes a las 
aminopenicilinas y a las cefalosporinas de primera, 
segunda y tercera generación. La resistencia a cefoxitina 
varía entre las distintas especies y depende del nivel de 
expresión de la enzima cromosómica. En algunos casos la 
hiperproducción de estas enzimas puede otorgar resistencia 
a dichas cefalosporinas (33).

Cortés y colaboradores defienden que el factor de 
riesgo que más se asocia con la producción de BLEE es 
el tiempo prolongado de hospitalización, bien sea en un 
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servicio médico quirúrgico o en la UCI, o el antecedente 
de hospitalización y el uso previo de múltiples esquemas 
de antibióticos, particularmente, CF3G, trimetoprim 
sulfametoxazol y aminoglucósidos, también señalan, que la 
presión selectiva que ha llevado a la evolución de las BLEE 
ha sido usualmente atribuida al uso amplio e indiscriminado 
de las CF3G (34). Según Torres y su equipo, la presencia 
de plásmidos de alto peso molecular en las bacterias sugiere 
que la presión ejercida por el uso de antibióticos en áreas 
como UCI, ha favorecido la diseminación y prevalencia 
no sólo de plásmidos transferibles, sino de otros elementos 
genéticos como transposones e integrones que codifican 
altos niveles de resistencia (31). Esto pudiera estar 
diseminándose fácilmente entre los aislados bacterianos que 
producen IIH en las distintas áreas del centro asistencial, 
probablemente, debido al excesivo uso de b-lactámicos de 
amplio espectro.

Los largos períodos de hospitalización constituyen uno 
de los principales factores de riesgo para adquirir IIH, el 
uso de antibióticos ß-lactámicos es muy utilizado para 
su tratamiento,  por su baja toxicidad y amplio espectro; 
sin embargo, la aparición de cepas productoras de BLEE, 
resultan del mal uso de cefalosporinas de amplio espectro 
que ejercen una presión selectiva y favorecen la aparición de 
mecanismos de resistencia, lo cual plantea retos importantes 
desde el punto de vista terapéutico, ya que la única opción 
sería el uso de carbapenemas, con el riesgo de ejercer una 
presión selectiva que desarrolle su resistencia. 
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