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RESUMEN

Debido a que la colonizacion intestinal por enterobacterias productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) representa un reservorio silencioso que favorece la diseminacion de
la resistencia antimicrobiana y puede comprometer la eficacia de los tratamientos empiricos, el
presente estudio tuvo como objetivo determinar la frecuencia de enterobacterias productoras de
BLEE aisladas de muestras fecales de nifios atendidos en el Centro de Salud de Mdrrope. Para
ello se realizaron coprocultivos en los medios MacConkey, XLD, SS y MacConkey
suplementado con cefotaxima; la identificacion de enterobacterias se realizd mediante pruebas
bioquimicas convencionales. Ademas, la confirmacion fenotipica del mecanismo de resistencia
se realiz6 mediante el método de Jarlier. Los resultados demostraron que la especie identificada
con mayor frecuencia fue Escherichia coli (89,7 %), seguida de Klebsiella spp. (8,3 %), y en
menor proporcion Salmonella spp. (1 %) y Shigella spp. (1 %). Respecto a la produccion de
BLEE por especie, E. coli BLEE present6 la mayor frecuencia (64,3 %), seguido de E. coli no
BLEE (35,7 %), Klebsiella spp. BLEE (75 %) y Klebsiella spp. no BLEE (25 %); mientras que
Salmonella spp. y Shigella spp. no presentaron produccion de BLEE. Finalmente, se obtuvo una

frecuencia total de 63,9 % de enterobacterias productoras de BLEE en la poblacién estudiada.

Palabras clave: Enterobacteria, Betalactamasas, Poblacién Pediatrica, Método de Jarlier.
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ABSTRACT

Due to the fact that intestinal colonization by extended-spectrum p-lactamase (ESBL)-
producing enterobacteria represents a silent reservoir that favors the dissemination of
antimicrobial resistance and may compromise the effectiveness of empirical treatments, the
present study aimed to determine the frequency of ESBL-producing enterobacteria isolated from
fecal samples of children attended at the Morrope Health Center. For this purpose, stool cultures
were performed using MacConkey, XLD, SS, and cefotaxime-supplemented MacConkey agar
media; enterobacteria identification was carried out through conventional biochemical tests. In
addition, phenotypic confirmation of the resistance mechanism was performed using the Jarlier
method. The results showed that the most frequently identified species was Escherichia coli
(89.7%), followed by Klebsiella spp. (8.3%), while Salmonella spp. (1%) and Shigella spp. (1%)
were found in lower proportions. Regarding ESBL production by species, ESBL-producing E.
coli showed the highest frequency (64.3%), followed by non-ESBL-producing E. coli (35.7%),
ESBL-producing Klebsiella spp. (75%), and non-ESBL-producing Klebsiella spp. (25%);
whereas Salmonella spp. and Shigella spp. did not show ESBL production. Finally, an overall

frequency of 63.9% ESBL-producing enterobacteria was obtained in the studied population.

Keywords: Enterobacteriaceae, Beta-lactamases, Pediatric population, Jarlier method.
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INTRODUCCION

La resistencia antibidtica es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
como la capacidad de las bacterias para soportar los efectos de los antimicrobianos que
previamente eran eficaces para tratarlas, lo que lleva a mayores estancias hospitalarias, costos
médicos mas altos y un aumento en la mortalidad (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).
Los nifios, especialmente aquellos menores de cinco afios constituyen una de las poblaciones
mas vulnerables, ya que tienen un mayor riesgo de contraer enfermedades y pueden desarrollar
resistencia a los antibidticos méas facilmente en caso de automedicacion (Brenis-Diaz et al.,
2020). Ademas, debido a la aparicion y propagacion de organismos resistentes, las infecciones
bacterianas se han vuelto més costosas y dificiles de tratar (Muteeb et al., 2023).

A nivel mundial, se estima que la resistencia a los antibidticos causa la muerte de un
nifio cada 3 minutos, afectando especialmente a los recién nacidos, con 200,000 muertes anuales
(Romandini et al., 2021). Estudios han identificado una alta frecuencia de enterobacterias
productoras de BLEE en muestras fecales, sugiriendo que los nifios podrian ser reservorios de
genes de resistencia altamente transmisibles (Tola et al., 2021). El tracto digestivo humano
ofrece un ambiente adecuado para la colonizacion de estas bacterias (Saleem et al., 2020).
Cuando las bacterias fecales invaden tejidos o cavidades estériles, pueden diseminarse y
provocar septicemia, shock, e infecciones del tracto urinario y respiratorio (Colquechagua et al.,
2015).

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son un conjunto diverso de enzimas que
hidrolizan el anillo B-lactamico, causando resistencia a la mayoria de los antibidticos -
lactdmicos, como penicilinas y cefalosporinas de primera a la cuarta generacion, asi como

monobactamicos y carbapenémicos (Hu et al., 2019; Urquizo et al., 2018). Los microorganismos



mas comunes que producen BLEE son los bacilos gramnegativos, predominantemente de la
familia Enterobacteriaceae, como son Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus spp.,

Shigella spp., Salmonella spp. entre otros (Astocondor-Salazar, 2018).

En la poblacion pediatrica, la adquisicion de BLEE se ha evidenciado que puede
originarse mediante la transmision vertical de la madre al neonato durante el momento del parto
0 la lactancia como también a través de diseminacion horizontal en entornos sanitarios o
comunitario (Sanchez-Alvarez et al., 2022). La colonizacion de enterobacterias productoras de
BLEE conlleva riesgos clinicos significativos: incremento en la incidencia de infecciones por
patdgenos multirresistentes, limitacion de opciones terapéuticas empiricas eficaces, necesidad
de antimicrobianos de amplio espectro o carbapenémicos, prolongacion de estancias

hospitalarias, y potencial diseminacion epidemioldgica (Padilla-Serrano et al., 2018).

Diversas investigaciones desarrolladas en la region Lambayeque han puesto en evidencia
la incidencia de enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido (EP-BLEE)
en la poblacion pediatrica, lo que refleja la magnitud del problema de la resistencia
antimicrobiana a nivel local. Investigaciones realizadas en el Hospital Regional de Lambayeque
han documentado la presencia de nifios portadores de EP-BLEE (Aguilar-Gamboa et al., 2016),
mientras que reportes provenientes de los servicios de microbiologia de establecimientos de
salud de Chiclayo sefialan un incremento sostenido de aislamientos de bacterias resistentes a los

antimicrobianos (Pacherres-Bustamante et al., 2019).

En la poblacion de Mérrope se carece de estudios dirigidos a la busqueda de resistencia
a los antimicrobianos, por lo que se desconoce si los nifios de dicha comunidad son portadores
de Enterobacterias productoras de BLEE. Aunque el centro de salud local procesa

aproximadamente 60 muestras fecales pediatricas mensuales, se desconoce la etiologia



microbiologica y la resistencia antibiotica de estas muestras. Esta falta de informacion es
preocupante, ya que la colonizacion intestinal por estas bacterias resistentes duplica la

mortalidad en comparacion con las no productoras de BLEE y es crucial en su epidemiologia.

En este contexto, la presencia de enterobacterias productoras de BLEE en nifios
constituye un reservorio silencioso que favorece la diseminacion de resistencia antimicrobiana
y condiciona el fracaso de tratamientos empiricos habituales. Considerando lo anterior, se
planted el siguiente problema ¢Cual es la frecuencia de enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido aisladas de muestras fecales de nifios atendidos en el

Centro de Salud de Mdrrope?

El objetivo general del trabajo de investigacion fue: Determinar la frecuencia de
enterobacterias productoras de BLEE aisladas de muestras fecales de nifios atendidos en el
Centro de Salud de Morrope. Para alcanzar este propdsito, se establecieron los siguientes
objetivos especificos: Identificar las especies de enterobacterias productoras de betalactamasas
de espectro extendido aisladas de muestras fecales de nifios, asi como también comprobar la

produccién de BLEE en enterobacterias aisladas de muestras fecales de nifios.



CAPITULO I. DISENO TEORICO

1.1 Antecedentes

Lopez-Siles et al. (2023) realizaron un estudio focalizado a determinar la presencia de
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido en muestras de heces de
887 nifios de 3-13 afos, mediante la deteccion del gen ESBL y el perfil de resistencia antibiotica.
Obtuvieron como resultado que de las 24 muestras positivas para EP-BLEE, la Unica especie
aislada fue E. coli; siendo resistente a trimetroprin/sulfametoxazol (46,0 %), ciprofloxacino
(33,0 %), levofloxacino (33,0 %), tobramicina (21,0 %) y gentamicina (8,0 %).

Alcedo et al. (2022) desarrollaron un estudio cuyo objetivo fue detectar la presencia del
gen blaCTX-M en E. coli aislada de muestras fecales de 41 nifios sanos provenientes de una
comunidad rural de Moyobamba. Para ello, se realizaron coprocultivos en agar MacConkey en
presencia de un disco de ceftriaxona, confirmandose la produccién de BLEE mediante la prueba
de sinergia de doble disco. Los resultados evidenciaron resistencia a ceftriaxona en 22 de 41
nifios (53,7 %), recuperandose principalmente cepas de E.coli productoras de BLEE.

Gonzales-Rodriguez et al. (2022) realizaron un estudio cuya finalidad fue la deteccion
de genes de resistencia a medicamentos betalactamicos y quinolonas presentes en
enterobacterias aisladas de muestras de fecales de 41 lactantes. Para la identificacion bacteriana
y perfil de susceptibilidad se utilizaron equipos automatizados, ademas mediante técnicas
moleculares como la PCR se realiz6 la busqueda de los genes de interés; obteniendo como
resultado que la bacteria aislada con mayor frecuencia fue E. coli productora de BLEE en un
83.3 %.

Hurtado (2022) realizd un estudio documental durante el periodo de julio de 2021 a
marzo de 2022, con el objetivo de determinar el perfil microbioldgico y la susceptibilidad
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antimicrobiana en 140 muestras fecales de nifios menores de 15 afios atendidos en un hospital
de Nasca. Para ello, se analizaron coprocultivos y antibiogramas registrados en historias
clinicas, encontrandose que el principal agente etiologico fue Escherichia coli (90,7 %), seguido
de S. sonnei (11.4 %), Campylobacter spp. (6.4 %), Salmonella spp. (5,7 %) y Shigella spp. (51-
0 %).

Medina (2019) realizé una investigacion en el periodo de enero - setiembre del 2018
cuyo objetivo fue determinar la incidencia de bacterias enteropatdgenos presentes en 150
pacientes de centros de salud de Lambayeque y Chiclayo. Para ello analizé muestras de heces
frescas y de hisopado rectal para posteriormente realizar aislamiento en medios diferenciales
(Agar Mac Conkey, Agar XLD, Agar SS, Agar TCBS) obteniendo como agentes etioldgicos
bacterianos a E. coli en mayor frecuencia (77,0 %), ademas Aeromonas spp. (13.8 %),
Salmonella spp. (6,9 %) y Shigella spp. (2,3 %).

Hazirolan et al. (2018) realizaron un estudio cuyo objetivo fue identificar enterobacterias
productoras de BLEE y AmpC en heces de pacientes ambulatorios en una comunidad de
Turquia. Se analizaron 1402 muestras fecales mediante pruebas de deteccion de BLEE y AmpC,
y evaluacién de sensibilidad antibiotica por difusion en disco. Se aislaron 490 cepas,
predominando Escherichia coli (94,1 %), seguida de Klebsiella pneumoniae (5,1 %) y
Enterobacter cloacae (0,8 %). Ademas, del total de enterobacterias aisladas, el 34,3 % fueron
productoras de BLEE.

Kaarme et al. (2018) realizaron un trabajo de investigacion cuyo objetivo planteado fue
examinar el estado de EP-BLEE en 50 nifios de 1-5 afios en Suecia. Para ello, se realiz6 cultivo
bacterioldgico en el medio MacConkey suplementado con disco de cefotaxima y se analizo la

secuencia genomica mediante PCR para detectar la especie bacteriana. Se obtuvo como



resultado que la tasa de deteccion de EP-BLEE fue mayor de 14,0 %, teniendo como especies
aisladas a E. coli, E. cloacae, C. freundii y C. brakii.

Garcia et al. (2017) desarrollaron una investigacion con el objetivo de determinar las
bacterias responsables de diarrea aguda en 823 nifios atendidos en un hospital pediatrico de
Argentina. Para ello, realizaron coprocultivos en medios selectivos como EMB, MacConkey y
Skirrow. Los resultados mostraron que la bacteria aislada con mayor frecuencia fue Shigella
spp. (82,8 %), seguida de Salmonella spp. (9,7 %), Campylobacter spp. (6,5 %) y Escherichia
coli O157:H7 (1 %). Dentro del género Shigella predomind S. flexneri, siendo el agente
etioldgico mas frecuente en la region.

Silva-Diaz et al. (2017) realizaron una investigacion en el Hospital Regional de
Lambayeque con el objetivo de identificar agentes enteropatdgenos causantes de enfermedades
diarreicas. La poblacion estuvo conformada por 70 nifios menores de 10 afios. La metodologia
incluyé cultivo bacteriolégico en medios diferenciales e identificacion seroldgica para
reconocer serotipos de Salmonella sp., Shigella sp. y E. coli. Los agentes identificados fueron
Salmonella enteritidis (10,0 %), Campylobacter spp. (4,3 %), E. coli enteropatogena (1,4 %) y
Shigella spp. (1,4 %).

Aguilar-Gamboa et al. (2016) realizaron un estudio cuyo objetivo fue determinar la
portacion de enterobacterias productoras de BLEE en pacientes atendidos en el Hospital
Regional de Lambayeque y mascotas admitidas en una clinica veterinaria. Para ello se realiz6
cultivo bacterioldgico de muestras fecales en medio MacConkey suplementado con cefotaxima
y posteriormente se efectud el estudio fenotipico mediante el método de Jarlier. EI estudio
obtuvo como resultado que el 61,0 % de humanos analizados eran portadores de enterobacterias

BLEE.



1.2 Bases tedricas

La resistencia antimicrobiana es la capacidad de los microorganismos para sobrevivir a
la accion de los antibidticos, disminuyendo asi la eficacia de los tratamientos disponibles (Ara
Montojo et al., 2023). En las bacterias, esta resistencia puede ser intrinseca, propia de la especie,
0 adquirida, cuando se producen modificaciones en el material genético mediante mutaciones o
por transferencia horizontal de genes, a través de procesos como la conjugacion, transformacion
o0 la transduccion (Camacho Silvas, 2023). Su aparicion y propagacion se han intensificado
debido al uso sostenido e indiscriminado de antibioticos, lo que contribuye al fracaso terapéutico
y al aumento de la mortalidad (Yauri Condor, 2023). Esta situacion se ve ademas agravada por
la inadecuada terapia empirica inicial y la variabilidad de los perfiles de sensibilidad entre

regiones y establecimientos de salud (Lipari et al., 2020).

La resistencia bacteriana puede generarse mediante diversos mecanismos, como la
disminucién de la permeabilidad de la membrana externa, la activacion de bombas de eflujo que
expulsan el antibiotico, la alteracion de los sitios de unién del farmaco o la produccién de
enzimas capaces de inactivarlo (Astocondor-Salazar, 2018). La convergencia de estos
mecanismos en un mismo microorganismo representa un desafio terapéutico de considerable
magnitud, razén por la cual la Organizacion Mundial de la Salud ha establecido una lista de
patdgenos con alta resistencia antimicrobiana y necesidad urgente de nuevos tratamientos. Entre
ellos se encuentran Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos y las Enterobacterales
resistentes a carbapenémicos y a cefalosporinas de tercera generacion, todos clasificados dentro

de la categoria de prioridad critica (World Health Organization, 2024).

Los Enterobacterales corresponden a un orden de bacilos gramnegativos que se

caracterizan por la fermentacion de glucosa, la reduccion de nitratos a nitritos y la ausencia de
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esporulacion (Teklu et al., 2019). Incluyen géneros de importancia clinica como Escherichia,
Klebsiella, Shigella, Enterobacter y Salmonella, asociados a infecciones gastrointestinales,
nosocomiales, oportunistas y, en algunos casos, sistemicas (Rodriguez-Garcia & Rodriguez-
Silva, 2020). Su hébitat natural es el tracto intestinal de humanos y animales, y su transmision
ocurre principalmente por alimentos y agua contaminados (Rojas et al., 2021). Algunas cepas
producen betalactamasas de espectro extendido (BLEE), el mecanismo de resistencia mas

frecuente y clinicamente importante en bacterias gramnegativas.

Las betalactamasas son enzimas bacterianas que confieren resistencia a los antibioticos
B-lactamicos mediante la hidrélisis de su anillo B-lactdmico, lo que inactiva su efecto
antimicrobiano; sin embargo, pueden ser inhibidas por compuestos como el acido clavulanico
(Lepe & Martinez-Martinez, 2022). Dentro de este grupo, las betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) catalizan la ruptura del enlace amidico del anillo betalactamico tras unirse al
grupo carboxilo del antibidtico, impidiendo su interaccion con las proteinas ligadoras de
penicilina (PBP) y anulando su accion bactericida (Urquizo Ayala et al., 2018). Estas enzimas

se localizan en el espacio periplasmico, donde ejercen su funcion inactivadora.

Las BLEE se caracterizan por su capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas de
primera a cuarta generacion y monobactamicos como el aztreonam, aunque no afectan a
carbapenémicos, cefamicinas ni a inhibidores de betalactamasas como tazobactam o sulbactam
(Astocondor-Salazar, 2018). Los genes que las codifican pueden encontrarse en el cromosoma
0, con mayor frecuencia, en plasmidos, integrones y transposones, lo que facilita su
diseminacion entre bacterias de la misma o de distintas especies. Se clasifican principalmente

en TEM, SHV y CTX-M, muchas de las cuales derivan de mutaciones que amplian el espectro



de accion de betalactamasas de espectro reducido (Correa Bermudez & De la Cadena Vivas,

2020).

Por otro lado, los antibidticos B-lactdmicos constituyen la familia mas amplia de
antimicrobianos y se caracterizan por la presencia de un anillo B-lactdmico cuya estructura, junto
con sus cadenas laterales, determina su actividad antimicrobiana, comportamiento
farmacocinético y perfil de toxicidad (Yauri Condor, 2023). Su mecanismo de accion consiste
en inhibir la sintesis de la pared celular bacteriana al bloquear la transpeptidacion del
peptidoglicano, ademas de inducir la activacion de autolisinas que contribuyen a la degradacion

de dicha estructura, lo que finalmente conduce a la muerte bacteriana (Suarez & Gudiol, 2009).

La colonizacion intestinal por enterobacterias productoras de BLEE en nifios representa
un problema de salud publica relevante, dado que la microbiota intestinal constituye una fuente
potencial de infeccion del tracto urinario, respiratorio y sanguineo, y facilita la transferencia
horizontal de genes de resistencia entre bacterias (Lukac et al., 2015). En poblacion pediatrica,
los principales factores de riesgo asociados a esta colonizacion incluyen el uso previo de
antibidticos, la hospitalizacion y la transmisién materno-infantil (Denkel et al., 2014). En el
contexto comunitario, la portacion es frecuentemente asintomatica, lo que dificulta su deteccion
y favorece la diseminacion silenciosa de cepas resistentes, constituyendo los nifios un reservorio

comunitario de considerable importancia epidemioldgica (Fernandez, 2025).

1.3 Definicion conceptual

Sensible (S): “Categoria utilizada en pruebas de susceptibilidad in vitro para describir que la

cepa bacteriana estudiada puede ser tratada con la dosis del antibidtico adecuada” (INS, 2002)



Resistente (R): “Categoria utilizada en pruebas de susceptibilidad in vitro para describir que la
cepa bacteriana estudiada no es inhibida por concentraciones séricas del antibiotico, debido a

que han desarrollado mecanismos de resistencia antimicrobiana” (INS, 2002)

Betalactamasas: “Enzimas que poseen la capacidad de neutralizar los antibidticos
betalactamicos mediante un proceso de hidrolisis que rompe su estructura quimica

caracteristica, el anillo betalactamico.” (Cavalieri et al., 2005)

Enterobacteria: “Bacteria Gram negativa de la familia Enterobacteriaceae que suelen formar
parte de la flora normal del intestino humano y animal.” (Agencia Catalana de Seguridad

Alimentaria, 2020)
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CAPITULO Il. DISENO METODOLOGICO

2.1 Disefio de contrastacion de hipotesis

2.1.1 Tipo de investigacion

Por su enfoque, la investigacion fue de tipo basica y descriptiva (Hernandez Sampieri &

Mendoza Torres, 2018)
2.1.2 Disefio de investigacion

El disefio de investigacion corresponde al de una sola casilla y transversal (Manterola et

al., 2019).

2.2 Poblacién y muestra

2.2.1 Poblacién y Muestra

Estuvo constituido por todas las muestras de heces correspondientes a nifios de 0 a 12
afios obtenidas del laboratorio del Centro de Salud de Morrope durante el periodo noviembre
2024 - febrero 2025, alcanzando 95 muestras evaluadas en su totalidad, es decir se realizé un
censo (Hernandez Sampieri & Mendoza Torres, 2018). Se incluyeron muestras Gnicas por nifio
que tuvieron solicitud de examen coproparasitologico con un volumen de heces suficiente (> 2

gramos) Yy tiempo de recoleccién menor a 24 horas.

2.3 Meétodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Técnica

La técnica empleada en este proyecto de investigacion fue la observacion (Arias &

Covinos, 2021).
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Instrumentos

Se usaron reglas mili mitradas para la medicion de halos de inhibicion, camara, laptop y

ficha de recoleccion de datos (Anexo 2).
Procedimiento

a. ldentificar las especies de enterobacterias productoras de betalactamasas de

espectro extendido aisladas de muestras fecales de nifios

Tomay transporte de la muestra

La muestra de heces se obtuvo en un envase de plastico esterilizado de boca ancha y con
tapa rosca, el cual present6 el nombre de la paciente, edad y fecha de obtencién de la muestra
(MINSA, 2017); dichas muestras fueron obtenidas tras la aprobacién de la Solicitud de permiso
para el uso de datos y muestras (Anexo 1). Posteriormente, las muestras fueron transportadas al
laboratorio de Microbiologia—Parasitologia de la FCCBB-UNPRG en una caja de tecnhopor,
garantizando asi la preservacién de la cadena de frio. Una vez en el laboratorio, se verifico la
idoneidad de las muestras y se asigné un codigo numérico de identificacion tanto a las muestras

como a las placas destinadas para la siembra (Figura 1).
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Figura 1

Rotulado de placas de Petri con medios selectivos (a) e Identificacion de las muestras (b).

Aislamiento e identificacién bacteriana

El primer paso para realizar el aislamiento consistié en emulsionar aproximadamente de
1 a 2 gramos de la muestra de heces en solucion salina fisioldgica estéril, a partir de la cual se
inocularon y se sembraron por agotamiento en medios de cultivo selectivos convencionales
como MacConkey, XLD y SS, y adicionalmente en agar MacConkey suplementado con

cefotaxima a una concentracion de 30 mg/L (INS, 2017) (Figura 2).
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Figura 2

Siembra bacterioldgica de las muestras de heces en los medios selectivos.

Después de realizada la siembra, se procedié a incubar las placas a 35 °C en condiciones
aerobias y la lectura se realizo a las 24 horas; posteriormente, se seleccionaron las colonias
sospechosas y se sembraron en crioviales con agar TSA para su posterior identificacion (INS,

2017).

La identificacion se realizd mediante la inoculacion en medios diferenciales como agar
TSI (Agar Hierro Triple Azucar), agar LIA (Agar Lisina Hierro), agar M1O (Motilidad—Indol-
Ornitina) y Citrato de Simmons, cuyos resultados se verificaron con las tablas de Pruebas
Bioquimicas de Identificacion de Bacterias de Importancia Clinica de Faddin (Macfaddin,

2003).
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b. Comprobacion de la produccion de BLEE en enterobacterias aisladas de
muestras fecales de nifios
La comprobacion de la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) se
realizé siguiendo el método de Jarlier (Jarlier et al., 1988) descrito en el manual de sensibilidad
del Instituto Nacional de Salud (INS, 2002).

Preparacion de Agar Mueller Hinton

El medio se preparo siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Una
vez esterilizado, el medio se distribuyd en placas Petri esterilizadas, asegurando que el espesor
del agar fuera de 4 mm. Para comprobar la esterilidad, se incubaron dos placas a 37 °C durante

24 horas, las cuales fueron desechadas después de este periodo.
Preparacion de Inéculo

La inoculacion se llevo a cabo utilizando el método directo a partir de colonias aisladas;
este procedimiento implicd la seleccion de dichas colonias y su suspension en 4-5 mL de
solucion salina, cuya turbidez se ajusto hasta alcanzar el equivalente al estandar 0,5 de la escala

de McFarland.

Siembra

Se procedi6 a sembrar en la superficie de la placa de Mueller Hinton con un hisopo estéril
que previamente se introdujo en la suspension, con el fin de garantizar la distribucion
homogénea del indculo (Figura 3). Antes de aplicar los discos, se dejo secar la placa en la cabina
de bioseguridad durante 3 a 5 minutos, permitiendo que se absorbiera cualquier exceso de

humedad en la superficie.
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Figura 3

Siembra del in6culo en agar Mueller Hinton

Colocacion de Discos

Utilizando una pinza esterilizada, se colocaron los discos de susceptibilidad sobre la
superficie del medio de cultivo (Figura 4), la aplicacion se realizé mediante una leve presion

sobre cada disco para garantizar que haga contacto pleno con la superficie del agar.
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Figura 4

Colocacion de los discos de susceptibilidad

Método de Jarlier

Para determinar la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), se llevo
a cabo el método de doble difusion con discos conocido también como método de Jarlier. Este
consistié en la utilizacion de discos de susceptibilidad antimicrobiana: Ceftazidima (30 ug),
Cefotaxima (30 ug), Aztreonam (30 pg), Cefepime (30 pg) y Amoxicilina/acido clavulanico
(20/10 pg). En cuanto a la disposicion de los discos, el disco de amoxicilina/acido clavulanico
se ubicé al centro de la placa Mueller Hinton previamente inoculada y a una distancia de 25 mm
de los discos de Ceftazidima, Cefotaxima, Aztreonam y Cefepime. Finalmente, la placa se

incubd por un tiempo de 24 horas a 35 C° (Jarlier et al., 1988).

La prueba se considero positiva cuando se evidencio efecto sinérgico (también llamado
cola de pez o efecto huevo) entre el inhibidor (amoxicilina/acido clavulanico) y los discos de

cefalosporinas; por el contrario, se consider6 negativa ante la ausencia de dicho efecto.
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CAPITULO I1l. RESULTADOS

Especies de enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido
identificadas de muestras fecales de nifios 2024-2025

En 95 muestras de heces de nifios del Centro de Salud de Morrope, colectadas durante
2024 - 2025, se obtuvo 97 aislamientos bacterianos entre las cuales se identificaron Escherichia
coli, Klebsiella spp., Salmonella spp. y Shigella spp. La enterobacteria con mayor frecuencia
fue E. coli (89,7 %), ademas de Klebsiella spp. (8,3 %), Salmonella spp. (1 %) y Shigella spp.

(1 %) (Tabla 1, figuras 5 a 8, anexo 2).

Tabla 1l

Especies de enterobacterias identificadas en muestras de heces de nifios del Centro de Salud
de Mérrope, 2024-2025

Especies n %
Escherichia coli 87 89,7
Klebsiella sp. 8 8,3
Salmonella sp. 1 1,0
Shigella sp. 1 1,0
Total 97 100

18



Figura 5

Identificacion bioquimica de Escherichia coli aislada de heces de nifios del Centro de Salud de
Morrope, 2024-2025.
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Figura 6

Identificacion bioquimica de Klebsiella sp. aislada de heces de nifios del Centro de Salud de

Morrope, 2024-2025.
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Figura 7

Identificacion bioquimica de Shigella sp. aislada de heces de nifios del Centro de Salud de
Morrope, 2024-2025.
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Figura 8

Identificacidn bioquimica de Salmonella sp. aislada de heces de nifios del Centro de Salud de
Morrope, 2024-2025.
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La produccion de BLEE en las enterobacterias aisladas fue determinada mediante el
método fenotipico de Jarlier, observandose el efecto sinérgico caracteristico entre los discos
antibidticos en los aislamientos positivos (Figura 9). La especie con mayor frecuencia de
produccién de BLEE fue Escherichia coli, ya que, de 87 cepas obtenidas, 56 (64,3 %) fueron
productoras de BLEE. En contraste, Salmonella spp. y Shigella spp. no presentaron produccion

de BLEE (Tabla 2).

Tabla 2

Produccidn de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) segun especie de enterobacteria

aislada en heces de nifios del Centro de Salud de Mérrope, 2024-2025

Especie BLEE n (%) No BLEE n (%) Total
Escherichia coli 56 (64, 3) 31(35,7) 87
Klebsiella spp. 6 (75,0) 2 (25,0) 8
Salmonella spp. 0(0,0) 1(100,0) 1
Shigella spp. 0(0,0) 1(100,0) 1
Total 62 35 97
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Figura 9
Efecto sinérgico de antibioticos en cepas de Escherichia coli (a, b) y Klebsiella spp. (c,d), 2024
—2025.
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Produccion de BLEE en enterobacterias aisladas de muestras fecales de nifios 2024-2025
De las 97 cepas de bacterias aisladas de muestras fecales de nifios el 63,9 %, fueron

productoras de BLEE, evidenciando resistencia a al menos uno de los antibiéticos evaluados

(Ceftazidima, Cefotaxima ,Aztreonam, Cefepime y Amoxicilina/acido clavulanico). El 36,1 %

no presentd resistencia a los antibidticos utilizados (Tabla 3).

Tabla 3

Frecuencia de enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido aisladas
en heces de nifios del Centro de Salud de Mérrope, 2024-2025

Enterobacterias BLEE/no n %
BLEE

Enterobacterias BLEE 62 63,9

Enterobacterias No BLEE 35 36,1
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CAPITULO IV. DISCUSION

La presente investigacion tuvo como propoésito determinar la frecuencia de
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en muestras
fecales de nifios atendidos en el Centro de Salud de Mdrrope, evidenciandose una considerable
frecuencia de portadores en la poblacidn pediatrica. Estos resultados se asemejan a lo reportado
por Aguilar-Gamboa et al. (2016), quienes hallaron que el 68,4 % de los nifios evaluados en el
Hospital Regional de Lambayeque presentaban colonizacion intestinal por enterobacterias
productoras de BLEE. Dicha similitud de prevalencias podria vincularse a la creciente
diseminacion comunitaria de enterobacterias productoras de BLEE, favorecida por el uso
inadecuado de antibioticos, la exposicion indirecta a servicios de salud y/o la transmision
intrafamiliar. En este contexto, la poblacién pediatrica constituye un importante reservorio
intestinal de enterobacterias resistentes, representando un riesgo potencial para el desarrollo de

infecciones comunitarias y para la diseminacién de la resistencia antimicrobiana en la region.

En relacién con la etiologia bacteriana y la produccion de BLEE, en el presente estudio
se aislaron exclusivamente cepas productoras de este mecanismo de resistencia
correspondientes a Escherichia coli y Klebsiella spp.. Este hallazgo es consistente con lo
reportado por Hazirolan et al. (2018) quienes evidenciaron una marcada predominancia de E.
coli (94,1 %) entre las enterobacterias productoras de BLEE aisladas en muestras fecales de la
comunidad, seguida en menor proporcién por Klebsiella spp (5,1 %). Esta concordancia en los
resultados podria explicarse a que dichas bacterias forman parte de la microbiota intestinal
habitual, lo que les permite colonizar de manera persistente el tracto gastrointestinal, a su vez

facilitar la adquisicion y diseminacion de genes de resistencia, como las B-lactamasas de
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espectro extendido, incrementado la probabilidad de ser detectadas como portadoras de BLEE

en estudios de colonizacion.

Del mismo modo, en el presente estudio se detecté ausencia de fenotipo BLEE en las
cepas aisladas de Salmonella spp. (0 %) y Shigella spp. (0 %), dichos resultados se asemejan
con lo reportado por Gonzales-Rodriguez et al. (2022), quienes describen una menor frecuencia
de este mecanismo de resistencia en dichos enteropatdégenos en comparacién con enterobacterias
comensales como E. coli. Esta diferencia podria explicarse por el caracter transitorio de estas
bacterias en el tracto intestinal y su menor exposicién a la presion selectiva ejercida por
antibioticos, a diferencia de las especies comensales que mantienen una colonizacion
persistente. En este sentido, su limitada interaccidn prolongada con otras bacterias portadoras

de genes de resistencia podria reducir las oportunidades de intercambio genético.

Respecto a la poblacién estudiada, la presente investigacion evalta la colonizacion
intestinal y no necesariamente procesos infecciosos activos, este criterio influye en la
interpretacion de las diferencias en la etiologia bacteriana y los mecanismos de resistencias que
estas presentan. Al respecto, Garcia et al. (2017) difiere de nuestros resultados al reportar una
mayor proporcion de aislamiento de Shigella spp (82,8 %) y Salmonella spp (9,7 %), en
contraste a nuestros resultados donde se encontré a Shigella spp. (1 %) y Salmonella spp. (1 %)
en menor frecuencia. Esta diferencia podria explicarse, por el tipo de muestra y la condicién
clinica de la poblacion evaluada, debido a que los estudios enfocados en pacientes con
sintomatologia gastrointestinal tienden a evidenciar una mayor prevalencia de enteropatégenos,

debido a su rol directo en cuadros diarreicos.
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Para la confirmacion fenotipica de la produccion de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), en el presente estudio se emple6 el método de sinergia de doble disco o
método de Jarlier, mediante el cual se identificd una frecuencia de 63,9 % de enterobacterias
productoras de BLEE. Al contrastar estos resultados con lo reportado por Kaarme J et al. (2018),
quienes encontraron una frecuencia menor (14,0 %) de enterobacterias productoras de BLEE en
nifios de 1 a 5 afos, se evidencia una diferencia notable que podria atribuirse a variaciones
geograficas, epidemioldgicas y sanitarias entre ambas poblaciones. Los paises desarrollados
suelen presentar menores tasas de resistencia antimicrobiana debido al uso més regulado de
antibidticos, programas estrictos de vigilancia y mejores condiciones higiénico-sanitarias. En
contraste, en zonas rurales como Mdarrope existen limitaciones en infraestructura vy
equipamiento microbiologico, ya que los establecimientos de salud realizan principalmente
analisis basicos y no cuentan con laboratorios especializados para coprocultivos y vigilancia
microbiolodgica continua, lo que podria favorecer la circulacion silenciosa de enterobacterias

resistentes en la comunidad.

La mayor frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE se present6 en nifios de 0
a 3 afios con 62,8 % (n=39) de los 62 aislamientos positivos, lo cual podria explicarse debido a
que en esta etapa el sistema inmunolégico y la microbiota intestinal ain se encuentran en
desarrollo, favoreciendo la colonizacién por Escherichia coli resistente. Asimismo, los nifios
pequefios presentan mayor exposicion a antibidticos, tanto por tratamientos frecuentes como
indirectamente durante la lactancia cuando la madre consume antimicrobianos, lo que puede
alterar la microbiota intestinal y favorecer la seleccion de cepas resistentes. En zonas rurales
como Madrrope, también influyen factores ambientales como el contacto cercano con animales

domeésticos, agua contaminada y deficientes condiciones higiénico-sanitarias. Estos resultados
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concuerdan con Hartinger et al. (2021), quienes sefialaron que las condiciones ambientales
rurales y la convivencia entre humanos, animales y fuentes de agua contaminadas favorecen la

circulacion y diseminacion de bacterias resistentes en comunidades infantiles peruanas.

Con respecto a la distribucion segln sexo, en el presente estudio se observé una mayor
frecuencia de enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en
el sexo masculino, con 54,80% (34 casos), mientras que el sexo femenino represento el 45,20%
(28 casos). Estos resultados difieren de lo reportado por Fonseca (2017), quien encontré una
mayor frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE en el sexo femenino, con 70%, en
comparacion con el sexo masculino, que representd el 30%. Estos hallazgos evidencian que no
existe un patron uniforme respecto al sexo y la presencia de enterobacterias productoras de
BLEE en poblacion pediatrica. Por ello, diversos autores coinciden en que el sexo no constituye

un factor determinante para la colonizacién intestinal por estas bacterias resistentes.

Finalmente, la frecuencia de enterobacterias productoras de -lactamasas de espectro
extendido (BLEE) en la poblacion pediatrica evaluada representa un importante reservorio de
resistencia antimicrobiana. Aunque los nifios colonizados por estas enterobacterias se suelen
presentar de manera asintomatica, dicha condicion dista de ser clinicamente inocua, dado que la
colonizacidn intestinal se considera una etapa previa en la progresién hacia infecciones. Dicho
planteamiento es respaldado por Fernandez (2025), quien sefiala que la presencia de
enterobacterias productoras de BLEE en el tracto gastrointestinal incrementa la probabilidad de
infecciones dificiles de tratar e incluso se asocia a una mortalidad significativamente mayor en
comparacion con aquellas producidas por cepas no productoras de este mecanismo de

resistencia.
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CONCLUSIONES

La frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE aisladas de muestras fecales de nifios

atendidos en el Centro de Salud de Mérrope fue del 63,9 %.

Se identificaron 97 especies de enterobacterias procedentes de 95 muestras fecales de nifios

de 0 a 12 afios de edad. Se identificé Escherichia coli (87), Klebsiella spp. (8), Salmonella

spp. (1) y Shigella spp. (1).

Se determind la produccion de BLEE de las enterobacterias aisladas obteniéndose E. coli
BLEE (64,3 %), E. coli No BLEE (35,7 %), Klebsiella spp. BLEE (75 %), Klebsiella spp.

No BLEE (25 %), Salmonella spp. No BLEE (100 %) y Shigella spp. No BLEE (100 %).
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RECOMENDACIONES

Evaluar la relacion entre la presencia de enterobacterias productoras de BLEE y variables
como edad, sexo, antecedentes de uso de antibidticos y condiciones sanitarias, con la
finalidad de identificar factores de riesgo en nifios.

Realizar estudios de susceptibilidad antimicrobiana en Escherichia coli y Klebsiella spp.
productoras de BLEE aisladas de muestras fecales, a fin de contribuir a la eleccion adecuada
del tratamiento empirico en la poblacion infantil.

Desarrollar investigaciones en biologia molecular orientadas a la identificacion de genes de
resistencia asociados a BLEE (bla_ TEM, bla_SHV, bla_CTX-M) en enterobacterias
aisladas de muestras fecales.

Implementar programas de uso racional de antibioticos en el Centro de Salud de Morrope y

en la comunidad, con el objetivo de reducir la diseminacion de enterobacterias resistentes.
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Anexo 1

ANEXOS

Solicitud de permiso para el uso de datos y muestras

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

“Aiio del Bicentenario, de la consolidacién de nuestra Independencia, y de la
conmemoracion de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

ASUNTO: Permiso para recoleccién de muestras fecales en
el Centro de Salud de Mdrrope para tesis de investigacion

Dr. Custodio Ballena Spencer
Jefe del Centro de Salud de Mérrope
Presente.

DANITZA NALU PIZARRO SANTISTEBAN, con DNI N°76270022, correo
danixzapizarro@gmail.com y JOSE DARIO BAZAN ARCA, con DNI N°71330154,
comreo josedariobazana@hotmail.com, estudiantes de la Facultad de ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, asesorados por el MSc.
MARIO CECILIO MORENO MANTILLA; ante usted nos dirigimos con el debido
respeto y exponemos lo siguiente:

Solicitamos, respetuosamente su autorizacién para poder realizar una
investigacion de tesis titulado “Frecuencia de enterobacterias productoras de
BLEE aislados de muestras fecales de nifios atendidos en el Centro de Salud
de Mérrope, 2024-2025” como parte de requisitos académicos y de responsabilidad
social. La investigacién tiene como objetivo en determinar la frecuencia de
enterobacterias productoras de BLEE aislados de muestras fecales de nifios
atendidos en el Centro de Salud de Mérrope, lo cual contribuird a una mejor
comprension de la resistencia bacteriana en la poblacién pediatrica de la localidad.

Nos comprometemos a seguir estrictamente todos los protocolos éticos y de
bioseguridad vigentes, asi como a mantener la confidencialidad de los datos
obtenidos durante la investigacion. Las muestras serdn recolectadas bajo las normas
de buenas practicas clinicas y seran utilizadas exclusivamente para los fines de la
investigacion.

Por io expuesto:
Agradezco de antemano su atencién y solicito a usted, tenga en bien acceder a
nuestra solicitud por ser de justicia.

Lambayeque, 7 de Octubre del 2024

L O

ATENTAMENTE i

José Dario Bazan Arca ’ Panitza Nalu Pizarro Santisteban
DNIN°®71330154 E],,,,.N.s‘ ERJO DE SALBRI| N°76270022

AMBAYH
ALun L AMBATY,




Anexo 2

Ficha de recoleccion de datos

N° DE PRUEBA
EDAD SEXO ESPECIES
MUESTRA BLEE (+/-)
1 3 afos Femenino Escherichia coli BLEE
Escherichia coli No BLEE
2 1 afio y 3 meses Femenino
Shigella spp. No BLEE
3 4 afos Femenino Escherichia coli BLEE
Klebsiella spp. BLEE
4 1 afoy 1 mes Femenino
Escherichia coli No BLEE
5 7 afos Femenino Escherichia coli No BLEE
6 10 meses Masculino Escherichia coli No BLEE
7 6 afios Femenino Klebsiella spp. No BLEE
8 2 afnos Femenino Escherichia coli No BLEE
9 1 afio y 5 meses Femenino Escherichia coli BLEE
10 2 afos Masculino Escherichia coli BLEE
11 1 afio y 11 meses Femenino Escherichia coli No BLEE
12 3 afos Femenino Escherichia coli No BLEE
13 3 afos Femenino Klebsiella spp. No BLEE
14 7 meses Masculino Escherichia coli No BLEE
15 4 anos Femenino Escherichia coli No BLEE
16 2 afos Masculino Escherichia coli BLEE
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17 8 afios Femenino Escherichia coli BLEE
18 11 meses Masculino Escherichia coli BLEE
19 5 afios Masculino Escherichia coli BLEE
20 1 afio y 2 meses Masculino Escherichia coli BLEE
21 4 afos Femenino Escherichia coli BLEE
22 3 afos Masculino Klebsiella spp. BLEE
23 1 afio 6 meses Masculino Klebsiella spp. BLEE
24 9 afios Femenino Escherichia coli BLEE
25 1 afio 1 mes Masculino Escherichia coli BLEE
26 1 afio 9 meses Masculino Escherichia coli BLEE
27 2 afios y 1 mes Masculino Escherichia coli BLEE
28 8 afios Masculino Escherichia coli BLEE
29 1 afio y 6 meses Femenino Escherichia coli BLEE
30 4 afios Femenino Escherichia coli No BLEE
31 1 afio Femenino Escherichia coli BLEE
32 6 afios Masculino Salmonella spp. No BLEE
33 3 afios Masculino Klebsiella spp. BLEE
34 6 afios Femenino Escherichia coli BLEE
35 1 afioy 1 mes Masculino Escherichia coli No BLEE
36 2 afos Masculino Escherichia coli No BLEE
37 2 afios Femenino Escherichia coli BLEE
38 1 afios y 2 meses Femenino Escherichia coli BLEE
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39 11 afios Femenino Escherichia coli No BLEE
40 1 afio y 9 meses Femenino Escherichia coli BLEE
41 3 afios Masculino Escherichia coli No BLEE
42 5 afios Femenino Escherichia coli No BLEE
43 4 afos Masculino Escherichia coli BLEE
44 2 afios y 1 mes Femenino Escherichia coli BLEE
45 3 afios Femenino Escherichia coli BLEE
46 6 afios Masculino Escherichia coli BLEE
47 5 afios Masculino Escherichia coli No BLEE
48 4 afos Masculino Escherichia coli No BLEE
49 11 meses Masculino Escherichia coli BLEE
50 10 afios Femenino Escherichia coli BLEE
51 7 afios Femenino Escherichia coli BLEE
52 3 afios Femenino Escherichia coli BLEE
53 1 afio y 5 meses Femenino Escherichia coli BLEE
54 6 afios Femenino Escherichia coli No BLEE
55 5 afios Masculino Escherichia coli BLEE
56 2 afios Masculino Escherichia coli No BLEE
57 1 afio 10 meses Femenino Escherichia coli BLEE
58 2 afos Femenino Escherichia coli No BLEE
59 9 afios Femenino Escherichia coli No BLEE
60 10 afios Masculino Escherichia coli BLEE
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61 2 afos y 6 meses Femenino Escherichia coli No BLEE
62 7 afios Masculino Escherichia coli BLEE
63 4 afios Femenino Escherichia coli BLEE
64 11 meses Femenino Escherichia coli BLEE
65 1 afio y 2 meses Femenino Escherichia coli BLEE
66 3 afios Femenino Escherichia coli BLEE
67 1 afo y 3 meses Masculino Klebsiella spp. BLEE
68 7 afios Femenino Escherichia coli No BLEE
69 9 meses Femenino Escherichia coli BLEE
70 2 afios Femenino Escherichia coli No BLEE
71 5 afios Femenino Klebsiella spp. BLEE
72 11 meses Masculino Escherichia coli BLEE
73 3 afios Femenino Escherichia coli No BLEE
74 6 afios Masculino Escherichia coli No BLEE
75 8 meses Femenino Escherichia coli No BLEE
76 1 afio y 5 meses Femenino Escherichia coli No BLEE
77 1 afo y 2 meses Femenino Escherichia coli No BLEE
78 1 afio y 1 mese Femenino Escherichia coli No BLEE
79 8 afios Femenino Escherichia coli BLEE
80 3 afios Femenino Escherichia coli BLEE
81 2 afios Masculino Escherichia coli BLEE
82 7 afios Masculino Escherichia coli BLEE
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83 1 afioy 11 meses Femenino Escherichia coli BLEE
84 4 afios Femenino Escherichia coli BLEE
85 10 afios Masculino Escherichia coli BLEE
86 11 meses Masculino Escherichia coli BLEE
87 8 meses Masculino Escherichia coli BLEE
88 2 afnos Femenino Escherichia coli BLEE
89 1 afio y 3 meses Masculino Escherichia coli BLEE
90 5 afos Masculino Escherichia coli BLEE
91 10 afios Femenino Escherichia coli BLEE
92 2 afnos Femenino Escherichia coli BLEE
93 1 afioy 1 mes Masculino Escherichia coli BLEE
94 4 afios Masculino Escherichia coli No BLEE
95 7 afnos Femenino Escherichia coli BLEE
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Anexo 3

Distribucién etaria de las cepas de enterobacterias productoras de BLEE aisladas de muestras

fecales de nifios atendidos en el Centro de Salud de Mérrope, 2024-2025

EDAD n %
0-3 39 62,80
4-6 11 17,70
7-9 8 13,00

10-12 4 6,50
Total 62 100

Anexo 4

Distribucién de las cepas de enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido

segun sexo de los nifios atendidos en el Centro de Salud de Mérrope, 2024-2025

SEXO n %
Masculino 34 54,80
Femenino 28 45,20

Total 62 100
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