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RESUMEN

Escherichia coli diarrogénica (ECD) se ha clasificado con base en criterios clinicos,
epidemioldgicos y moleculares en seis grupos, cada uno con factores de virulencia
especificos. En el presente trabajo se determinaron los fenotipos de resistencia
antimicrobiana y los patotipos de ECD entre los aislamientos con diagnostico
presuntivo, procedentes de las diferentes regiones del pais, durante el periodo
comprendido de enero a diciembre del 2016 y su relaciéon con la relacién entre los
multirresistencia antimicrobiana. La susceptibilidad antimicrobiana se realiz6 mediante
el método de difusion en agar y los patotipos se determinaron por la aplicacion de dos
PCR mudltiples. Del total de aislamientos analizados, el 71,34% (127/178) presento
algun factor de virulencia compatible con uno de los seis patotipos de ECD. La
frecuencia de los patotipos fue la siguiente: 92 (51,18%) EPEC, 14 (7,82%) EAEC, 12
(6,74%) EHEC, 5 (2,80%) ETEC, 1 (0,56%) EIEC y 2 (1,12%) EHEC/EAEC, 1 (0.56%)
EHEC/DAEC. Ningun aislamiento pertenecié al patotipo especifico DAEC. Todos los
aislamientos (n=178) de ECD fueron resistentes al menos a un antimicrobiano. Entre
ECD el 41,73% (53/127) mostro fenotipo de multirresistencia y el patron de
multirresistencia predominante fue ampicilina/sulfametoxazol-trimetoprim/tetraciclina,
concentrandose en EPEC, patotipo predominante. Este trabajo demuestra la factibilidad
de la deteccion de forma rapida y precisa de ECD por métodos moleculares y de la
vigilancia de los fenotipos de resistencia antimicrobiana, constituyendo una herramienta

atil para el trabajo de los clinicos y epidemidlogos.
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SIMBOLOS y ABREVIATURAS

Simbologia Significado

% Porciento, porcentaje

B Beta

°C Grados Celcius

Mg Microgramos

ul Microlitros

um Micrometro

ADN Acido desoxirribonucleico

AK Amikacina

ATCC American Type Culture Collection

AMP Ampicilina

CTS Caldo Triptona Soya

C Cloranfenicol

CIP Ciprofloxacino

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

CPHEM Centro Provincial de Higiene
Epidemiologia y Microbiologia

CN Gentamicina

CTX Cefotaxima

DAEC E. coli de adherencia difusa

dNTP Desoxirribonucledtidos trifosfato

EAEC E. coli enteroagregativa

E. coli Escherichia coli

ECD E. coli diarrogénicas

EHEC E. coli enterohemorragica



EIEC
EPEC
tEPEC
aEPEC
ETEC
et al.

GUD -
ICC
LIA
MAC
MgCl,
min
NA
NacCl
nm
OMS
OPS
OMSA
pb
PCR
pH
SMAC
SNS
STEC
SXT
Taq
TE

E. coli enteroinvasiva
E. coli enteropatégena
E. coli enteropatégena tipica
E. coli enteropatégena atipica
E. coli enterotoxigénica
y colaboradores
Nitrofurantoina
B-glucuronidasa negativa
Agar infusion cerebro corazén
Agar Hierro-Lisina
Agar MacConkey
Cloruro de magnesio
minutos
acido nalidixico
Cloruro de sodio
Nanometros
Organizacion Mundial de la Salud
Organizacion Panamericana de la Salud
Organizacion Mundial de Sanidad Animal
Pares de bases
Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Potencial de hidrogeno
Agar MacConkey sorbitol
Sistema Nacional de Salud
E. coli shigatoxigénica
Sulfametoxazol/trimetoprim
Thermus aquaticus
Tetraciclina
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CAPITULO L. INTRODUCCION

Las Enfermedades Diarreicas Agudas (EDASs) constituye un problema de salud en el
mundo, principalmente en los paises en vias de desarrollo, ¥ pese a los avances en
las Ultimas décadas en el manejo y prevenciéon de esta enfermedad®; no solo son
afectadas las poblaciones marginadas de Africa, Asia, y América Latina, debido a los
elevados indices de pobreza y a las deficientes condiciones higiénico-sanitarias en las
que viven, sino también, estas poblaciones en los paises industrializados®®. En el
mundo se estima que 1.7 billones de episodios de diarrea en infantes son reportados
anualmente y entre 0,8 y 2 millones de nifios en edades comprendidas entre cero y
cinco afios mueren a causa de las EDA®),

Las EDA estan consideradas como una de las causas mas importantes de morbilidad y
mortalidad en niflos menores de cinco afios, en paises de escasos y medianos
recursos y en paises industrializados®® y la segunda causa de muerte después de las
infecciones respiratorias®*?. En América Latina, son responsables del 10% de las
muertes en la infancia® V. El Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades
(CDC) de los Estados Unidos ha estimado que al afio ocurren 47.8 millones de casos'”,
con gastos econémicos superiores a 150 millones de délares*?.

Cuba, en el 2015 registr6 387 507 atenciones médicas por EDA, de ellas 148 482
(38,31%) correspondieron a menores de cinco. Coincide con lo reportado en el mundo,
el hallazgo de que continlan siendo las edades pediatricas las mas vulnerables, y que
la tasa de morbilidad para los menores de un afio y entre 1 y 4 afilos son las mas
elevadas, (435.2 x 1000 habitantes y 185.9 x 1 000 habitantes, respectivamente). Sin
embargo, la tasa de mortalidad por EDA ha descendido en el periodo de 1980 al 2000
en comparacion con los datos registrados para 2001 al 20152,

Las EDA infecciosas pueden transmitirse directamente de persona a persona, de
animal a persona o indirectamente a través del agua o los alimentos contaminados™®.
Las causas bacterianas de EDA ocupan un segundo lugar en frecuencia, siendo

Escherichia coli (E. coli), responsable del 30%-40% de los episodios de diarrea aguda y
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persistente en nifios, seguida de Salmonella spp., Shigella spp., Campylobacter jejuniy

Vibrio cholerae*>*",

E. coli es un microorganismo anaerobio facultativo, gram negativo, perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae, uno de los mas importante de la microbiota normal del
intestino de humanos, mamiferos y aves endotermos®®*?, que coloniza el intestino del
hombre pocas horas después del nacimiento, y coexiste en el mismo en una relacion

de mutuo beneficio®?.

E. coli diarrogénicas (ECD), asociadas a formas endémicas de diarreaestan distribuidas
entre humanos, animales, alimentos y fuentes ambientales en diferentes regiones
geograficas del mundo®?. La deteccién presuntiva de ECD como causa de diarrea en
humanos, es posible hacerla a través del coprocultivo (diagnostico microbiologico
convencional). Sin embargo, éste no permite discriminar entre E. coli comensal y las

causantes de patologia gastrointestinal®*?¥

, para lo cual, existen pruebas bioguimicas
complementarias®, ensayos de serotipificacion y pruebas fenotipicas basadas en la
determinacién de factores de virulencia (Ensayos de adherencia en células Hep-2 y
deteccion de toxinas Shiga por efecto citopaticos en células Vero) y la confirmacion por
meétodos de biologia molecular entre los que se incluyen la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR por su siglas en inglés “Polymerase Chain Reaction”), técnica que

muestra alta sensibilidad y especificidad“®.

La PCR, posibilita clasificar seis patotipos de ECD, sobre la base de factores de
virulencia especificos®’?®, que presentan caracteristicas relacionadas con su
epidemiologia, patogénesis, manifestaciones clinicas y respuesta al tratamiento®®®.
Entre los patotipos identificados hasta el momento estan: E. coli enteropatogénica
(EPEC, por sus siglas en inglés), E. coli enterohemorragica (EHEC, por sus siglas en
inglés) o E. coli productora de toxina Shiga (STEC, por sus siglas en inglés), E. coli
enterotoxigénica (ETEC, por sus siglas en inglés), E. coli enteroagregativa (EAEC, por
sus siglas en inglés), E. coli enteroinvasiva (EIEC, por sus siglas en inglés) y E. coli
(EAJEC, por sus siglas en inglés), con sus variantes de adherencia localizada (LA), por

sus siglas en inglés) y adherencia difusa (DAEC, por sus siglas en inglés)®%3D,
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Habitualmente las diarreas asociadas a ECD son cuadros autolimitados, cuyo manejo
debe centrarse en la reposicion hidro-electrolitica de acuerdo al grado de

deshidratacion®?.

En caso de existir compromiso del sistema inmune, enfermedades cronicas de base,
edades extremas de la vida o donde la causa del cuadro clinico tenga como etiologia
un agente invasor ademas del tratamiento de sostén, se recurre a la terapia
antimicrobiana cuando por decisién clinica lo requiera®. En este sentido, a nivel
mundial la familia Enterobacteriaceae, incluyendo E. coli, ha mostrado grandes cambio
respecto a la respuesta a los antimicrobianos, complicandose el tratamiento para este
grupo microbiano, debido a la emergencia de cepas resistentes a la mayoria de los
antibidticos que en décadas atras formaron parte de la primera linea de eleccion para el

tratamiento de las infecciones entéricas®*3>,

La resistencia antimicrobiana y su diseminacién a nivel mundial constituyen un desafio
a la salud publica mundial. ECD muestran resistencia universal a antibioticos como:
ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclina y &cido nalidixico®®3®". En la
actualidad se ha limitado considerablemente su uso, primero por el vertiginoso aumento
del porcentaje de resistencia que habian alcanzado en anteriores décadas y segundo
por el advenimiento de nuevos antimicrobianos con mayor sensibilidad y eficacia para
la resolucién de procesos infecciosos como las quinolonas fluoradas de segunda
generacion (ciprofloxacino) y cefalosporinas de tercera generacion (ceftriaxona y
cefotaxima). En los ultimos afios, se ha reportado un aumento en los porcentajes de

@8 | os

resistencia a estos antibidticos, limitando aun mas las opciones terapéuticas
carbapenémicos, son considerados las antimicrobianos de eleccion para el tratamiento
de enterobacterias productoras de [B- lactamasas de espectro extendido (BLEE),
aunque se han reportado E. coli productoras de carbapenemasas®. El panorama se
hace més alarmante con la aparicion en 2014 de cepas de E. coli resistente a la
colistina (gen mcr-1 y mcr-2), porque esta droga constituye la reserva terapéutica para

el tratamiento de las bacterias gram negativas extremadamente resistentes ( XDR)“"
41)
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En Cuba, como en el resto del mundo existen pocas evidencias de ECD, estas
enterobacterias no escapan a la epidemia silente del siglo XXI, el fenomeno emergente
de la resistencia y multirresistencia antimicrobiana, ademas en los laboratorios de
microbiologia de las instituciones asistenciales no se realiza el diagnostico definitivo,
existiendo un sub-registro de la prevalencia de estos enteropatégenos como causa de
diarrea.

Por lo anterior expuesto se propuso la realizacion de la presente investigacion.



Objetivos

OBJETIVOS

Para lograr los resultados de la investigacion se definieron los siguientes objetivos:

Determinar la susceptibilidad de los aislados de Escherichia coli diarrogénicas
recuperados en Cuba durante 2016.

Determinar los patotipos de Escherichia coli diarrogénicas y su relacion con las
multirresistencia antimicrobiana.
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CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Enfermedades diarreicas agudas (EDA)

Enfermedad diarreica aguda (EDA), término adoptado por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) para referirse a un
proceso inflamatorio gastrointestinal infeccioso o no infeccioso asociado a una
disminucién de la consistencia y al aumento en la frecuencia (>3 veces por dia) de las
deposiciones lo que puede provocar o no algin grado de deshidratacién. La diarrea
puede ser liquida, semiliquida y puede contener moco y sangre®” “?. Otras
manifestaciones clinicas de las EDA son nausea, vomito, dolor abdominal, fiebre y
deshidratacion. Como en algunos pacientes el vomito, la deshidratacion, y la fiebre
pueden ser las manifestaciones predominantes, un término apropiado para describir los
organos afectados y las manifestaciones clinicas de los pacientes afectados seria el de
gastroenteritis aguda. Teniendo en cuenta que EDA es el término adoptado por la
OMS, por lo tanto sera el que se usara a todo lo largo de esta revision®” 32,

La diarrea consiste en una eliminacibn demasiado rapida de deposiciones, que
contienen principalmente agua. Esta definicion simplificada permite incluir los dos
mecanismos principales de las diarreas infecciosas: las diarreas por trastornos de la
secrecion y las diarreas invasivas por trastornos de la absorcion®?.

Las toxinas de ciertos agentes patdégenos (enterotoxina colérica, toxina termolabil o
termoestable de colibacilos enteropatdgenos, término habitualmente referido a los
miembros de la familia Enterobacteriaceae y ciertas toxinas viricas, como la NSP4 del
rotavirus) estimulan diferentes receptores, como la adenilciclasa de la membrana, que
incrementa la secreciéon de sodio y de cloro hacia la luz intestinal provocando una
secrecion aumentada que arrastra agua y provoca una diarrea de tipo acuosa®?.

Las diarreas invasivas se caracterizan por la penetracion y la multiplicacion de
bacterias invasivas que conducen a la destruccion de los enterocitos en el intestino
delgado en el caso de los virus y en la porcién ileocdlica para la mayoria de las

bacterias. Se produce una reaccion exudativa inflamatoria que conduce a la
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emisibn de heces mucosanguinolentas y a una reduccion de la capacidad de
absorcion intestinal debida a las lesiones enterociticas y a la atrofia mas o

menos importante de las vellosidades?.

Las EDA son la segunda causa de mortalidad y morbilidad en el mundo, afectan a
todos los grupos etarios pero los mas afectados son los nifios, reportandose en la
literatura a nivel mundial, los menores de cinco afios como el periodo de mayor
vulnerabilidad pues son los que se deshidratan con mayor rapidez®®. Los agentes
infecciosos asociados a la alta morbilidad y mortalidad de la EDA incluyen virus,
bacterias y, en menor proporcién los parasitos. Sin embargo, en algunos estudios
incluidos los multicéntricos, se reportan a las bacterias como los agentes etiologicos

mas frecuente®®,

La frecuencia de estos enteropatdogenos puede variar en su
incidencia, y diversidad entre regiones y poblaciones, independientemente del método
utilizado para su identificacion (epidemiologico o microbiolégico) segun grupo etario,
zona geografica y el escenario donde se registran los casos (comunitario vs

hospitalario)® *7.

Una de las especies bacterianas mas vinculadas a este sindrome multifactorial es
Escherichia coli, este grupo en la actualidad ha adquirido gran relevancia implicados en
casos de epidemias y enfermedades diarreicas endémicas en todo el mundo,
fundamentalmente en paises en via en desarrollo. Las relaciones evolutivas entre y
dentro de los diferentes patotipos ha ayudado a dilucidar como han emergido y

c6mo se comportan epidemiolégicamente“®49,

2.2 Caracteristicas generales de Escherichia coli

E. coli fue descrita por primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodor Escherich,
quien la denominé Bacterium coli comunne para indicar su aparicion en heces de
neonatos y niflos sanos en el laboratorio “Otto von Bollinger” en Munich; en su honor en
1919 fue renombrada como Escherichia coli, aunque el nombre Escherichia coli no fue

plenamente reconocido hasta 1954®%5Y.
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2.2.1 Taxonomia (Bergey's 2005)

Orden: Enterobacteriales
Reino:Procariote

. ) Familia: Enterobacteriaceae
Dominio: Bacteria

) Género: Escherichia
Phylum: Proteobacteria

. Especie: Escherichia coli
Clase: Gammaproteobacteria P

Escherichia coli, frecuentemente encontrada en la literatura como E. coli, encabeza una
gran familia bacteriana, Enterobacteriaceae, donde se encuentran diferentes bacterias
entéricas las cuales forman parte del microbioma normal del tracto intestinal del
hombre. Un gran nimero de géneros dentro de esta familia son agentes patégenos
intestinales humanos (Ej. Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp.) mientras que
otras son colonizadores normales del tracto gastrointestinal (Ej., Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Plesiomonas spp.)®?®®. Ademas de
E. coli hay otras especies dentro de este género: E. adecarboxylata, E. blattae,
E.fergusonii, E. hermanii y E. vulneris. En la actualidad no se cuenta con una
informacion amplia acerca de los aspectos relacionados con la distribucion, ecologia,
biologia y el potencial patogénico de estas especies™.

El habitat natural de E. coli es el intestino de mamiferos y aves de sangre caliente
(endotermos), donde existe una microbiota intestinal con mas de 500 especies y cuyo
contenido intestinal tiene unas 10* bacterias por gramo. A pesar de que las bacterias
anaerodbicas obligatorias en el intestino superan a E. coli de 100/1 a 10,000/1, E .coli es
el organismo anaerobio facultativo predominante en el tracto intestinal, gracias a que es
capaz de desarrollar diversos mecanismos de competencia que han sido descrito en la
literatura, que incluyen la produccion de bacteriocinas (referidas como colicinas y
microcinas), formacion de biofilm, competencia por nutrientes y su flexibilidad en la
utilizacién de una gran variedad de nutrientes®**®. E. coli coloniza el intestino humano
pocas horas después del nacimiento donde establece una relacion de mutuo beneficio
con su hospedero,ejerciendo una funcion atil al organismo cuando suprime la fijacion y
desarrollo de especies bacterianas perjudiciales en el tracto intestinal, por ejemplo
produciendo acidos activos contra ciertas Shigellas y sintetiza importantes cantidades

de vitaminas, como la B2 y K&7*®. Habitualmente se asume que no sobrevive durante
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mucho tiempo fuera de este medio, y por ello se utliza como indicador de
contaminacion fecal de aguas. Sin embargo, recientemente se han descrito cepas
ambientales, capaces de crecer y dividirse en suelos y aguas dulces®®®Y.

E. coli se caracteriza por ser un grupo de bacterias genéticamente heterogéneo, que le
permite mostrar un lado alternativo, revelado por la ganancia y la pérdida de genes,
gue hace que se convierta en un patégeno diverso y altamente adaptado a diferentes
nichos, produciendo enfermedades en humanos y animales ademés de contaminar
agua y alimentos, asi como poder sobrevivir en diferentes microambientes® %2,

La variabilidad genética de E. coli, dentro de la misma especie, conduce a la
colonizacion diferencial de los hospederos y explica el poder encontrarse provocando
infecciones fuera de su ambiente natural y encontrarla asociada a enfermedades
extraintestinales tales como: infeccion del tracto urinario, sepsis y meningitis en el
recién nacido, bacteriemia y sepsis en pacientes inmunodeprimidos y en pacientes con
dispositivos intravasculares, ademas puede causar infecciones en tejidos blandos y

neumonia®®.

2.2.2 Fisiologia de E. coli

De modo caracteristico, E. coli reduce los nitratos a nitritos; presenta ambos tipos de
metabolismo, respiratorio y fermentativo por tanto puede crecer tanto en presencia
como en ausencia de oxigeno. Bajo condiciones anaerobicas, se desarrolla por via
fermentativa produciendo las clasicas combinaciones de acidos y gas como productos
finales. Sin embargo, también puede desarrollarse utilizando amoniaco, amonio o
fumarato como aceptor final de electrones de la cadena respiratoria. Son bacterias
guimioorganotroficas, ya que pueden desarrollarse en medios que contienen glucosa,

como Unico constituyente organico®.

En general, E. coli fermenta lactosa y no produce SH; (gas sulfhidrico); en particular la
mayoria de las cepas de EIEC no fermentan lactosa, asi que la precaucion se debe
tener en cuenta cuando se utiliza este diagndstico para diferenciar con el género de
Shigella. E. coli puede fermentar una variada gama de sustratos: alcoholes como D-

manitol, D-sorbitol y carbohidratos como D-sorbosa, L- arabinosa, maltosa, D-xylosa,
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trehalosa y D-manosa. Se recuperan con facilidad en el laboratorio a partir de muestras
clinicas sembradas en medios comunes (agar sangre) o selectivos (agar MacConkey,
agar eosina azul de metileno, entre otros) Su crecimiento es Optimo a 37°C en
condiciones aerobias con tiempo de duplicacién aproximadamente de 20 min®?.

E. coli, produce gran cantidad de acido y gas (generalmente H, y CO,) a partir de la
fermentacion de los hidratos de carbono (prueba del rojo de metilo positiva) y no utiliza
la via que produce acetil-metil-carbinol (acetoina) (prueba de Voges-Proskauer
negativa). Habitualmente, utiliza el acetato de sodio como Unica fuente de carbono; no
ocurre lo mismo con el citrato de sodio (agar citrato de Simmon’s, negativo) y no es
capaz de hidrolizar urea. En las pruebas bioquimicas tradicionales de los laboratorios
clinicos, la mayoria de las cepas producen indol por desdoblamiento del triptéfano y

descarboxilan la lisina®®.
2.2.3 Estructura antigénica

En 1944, Kauffman propuso un esquema para la clasificacion de E. coli con las
variedades de los antigenos O (somatico), H (flagelar) y K (capsular). Asi las cepas de
E. coli también se pueden clasificar por el serogrupo, de manera que O se refiere al
antigeno del lipopolisacarido (LPS), o por serotipo, de manera que H se refiere al
antigeno flagelar; por ejemplo E. coli O157:H7. Sin embargo, como cada patotipo
contiene muchos serotipos (Ej., se han identificado 200 serotipos de ETEC) y algunos
serotipos pueden pertenecer a mas de un patotipo (Ej., 026:H11 puede ser EPEC o
EHEC dependiendo de los genes de virulencia que estén presentes), por tal razon la
serotipificacion muchas veces no ofrece la identificacion definitiva de los patotipos. Solo
un pequefio subconjunto de combinaciones O: H estan asociados con la enfermedad.
Mientras que la serotipificacion es informativo para determinados serotipos (por
ejemplo, STEC 0157: H7), no siempre es util para otros, debido a la reactividad
cruzada entre los antigenos. La designacion de NM o H indica una ausencia del

antigeno H, y por ende el aislado no es moévil“®.

Esta forma de clasificacion serolégica resultd ser muy Uutil en los estudios
epidemiologicos y en su dia representd el primer método que permitio hacer una

aproximacion al estudio de la clonalidad de las cepas, facilitando la diferenciacion entre
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cepas virulentas e inocuas, y permitiendo la deteccién de brotes. La determinacion de
los antigenos O y H se realizan por técnicas de aglutinacion en laminas, mientras que
la identificacibn del antigeno K es recomendable que se realice por
contrainmunoelectroforesis. Los métodos moleculares tales como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en Ingles) de genes implicados en la
biogénesis del antigeno O (por ejemplo genes wzx y wzy) y del gen fliC para el
antigeno H, también se pueden utilizar para identificar el serotipo. Actualmente, son
reconocidos185 antigenos O, 56 antigenos H y 60 antigenos K de E. coli®®,

La mayoria de las cepas de E. coli no son patégenas y residen inofensivamente en el
lumen intestinal. Sin embargo, en hospederos inmunosuprimidos o cuando las barreras
gastrointestinales son violadas, estas cepas pueden desencadenar procesos
infecciosos. Las infecciones producidas por E. coli patogénicos, pueden limitarse a las
superficies mucosas o diseminarse a través del organismo. La diversidad patogénica
de estas bacterias, en individuos aparentemente sanos, esta atribuida a la posesion de

una gran variedad de factores de virulencia®.

Las cepas de E. coli patogénicas de diferentes hospederos han mostrado tener factores
de virulencia en comun, tales como los sistemas de secuestro de hierro mediado por
sideroforos (aerobactina), hemolisinas, toxinas, formacion de capsula, formacion de
biofilm. Asimismo, estas cepas expresan en comun varias adhesinas implicadas en la
unién bacteriana a epitelios, entre ellas, las fimbrias®" %9,

Se considera que el genoma de E. coli esta compuesto por una region conservada de
genes “core”, que proveen el esqueleto de la informacion genética requerida para los
procesos celulares esenciales y un conjunto de genes flexibles, no comunes a todas
las cepas, que consiste en una caracteristica individual de informacion genética cepa-
especifica, la cual le provee propiedades especiales para adaptarse a condiciones
ambientales determinadas®. Por lo tanto, las diferencias en el tamafio del genoma
reflejan las variaciones que ocurren en el conjunto de genes flexibles y se deben
principalmente a la adquisicion o pérdida de ADN gendmico. Otro constituyente de esta
zona es el grupo de elementos genéticos accesorios moviles: plasmidos, transposones,

secuencias de insercion, bacteriéfagos e islas genémicas (PAIs)"*"?. Estos se pueden

11
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integrar al cromosoma o pueden replicarse independientemente como elementos
extracromosomales. Varios tipos de estos elementos se transfieren horizontalmente
(HGT, del inglés Horizontal Gene Transfer, también conocida como transferencia
lateral), y probablemente, estén presentes en la mayoria de los grupos bacterianos
filogenéticos, contribuyendo a la variabilidad de contenido gendmico

inter/intraespecie!".

2.2.4 Patogenicidad de E. coli

Dado que E. coli pertenece al microbioma intestinal normal de animales y del humano,
la patogenicidad se define por la demostracion de factores de virulencia y la asociacion
de dichos factores con la enfermedad. EI mecanismo por el que E. coli produce diarrea
suele implicar la adherencia de la bacteria a un receptor glucoproteico o glucolipidico,
tras lo que se produce alguna sustancia nociva que lesiona las células intestinales o

que altera su funcion’+"®.

Diversos estudios muestran que algunas de estas cepas patdégenas pueden derivar de
cepas comensales que han adquirido de forma horizontal fragmentos cromosémicos o
extra-cromosomicos relacionados con virulencia y resistencia a antibiéticos como son:
genes de virulencia, Islas de Patogenicidad (PAIs) y plasmidos. En la transmision de
plasmidos y PAls se transfieren multiples genes de una vez. La presencia de estos
genes y a su vez la expresion de las proteinas codificadas por los mismos forma parte
esencial del mecanismo de patogénesis Unico de cada uno de estos tipos de
E. coli diarrogénicas!”>"®. Estos genes de resistencia si bien no estan implicados en el
propio proceso de la infeccion si lo estdn en el desarrollo de la misma y en el
tratamiento utilizado para combatirla’’".

Segun su patogenicidad, las cepas de E. coli pueden clasificarse en tres grandes

grupos: comensales, patégenos intestinales y patégenos extraintestinales®.

E. coli comensales. Las cepas de E. coli pertenecientes a este grupo se encuentran
formando parte de la flora intestinal. Como parte de la flora intestinal, E. coli puede ser
un comensal, o puede formar una relacion mutualista con el hospedero
proporcionandole algunas vitaminas'”®. Estas cepas coexisten con su hospedero sin

producir enfermedad, por lo que se consideran avirulentas o de baja virulencia, aunque

12
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este es un concepto mal definido, puesto que se basa en la ausencia de evidencia de
virulenciat™.

E. coli patégenos. Estas cepas pueden formar parte de la flora intestinal pero por
diversas razones pueden llegar a causar infecciones intestinales o extraintestinales.
Las cepas causantes de infecciones intestinales pueden ser comensales en las
poblaciones de zonas endémicas, que desarrollan tolerancia, y por tanto sélo afectan a
aquellos individuos que entran en contacto con las cepas por primera vez, nifios
pequefios y viajeros procedentes de zonas no endémicas. También pueden ser
comensales de animales, y producen la infeccion al colonizar a otros huéspedes. Los
patdgenos intestinales suelen tener mecanismos de patogenicidad y genes de
virulencia bien definidos que utilizan para interactuar con la mucosa intestinal®” 8%,

E. coli diarrogénicas(ECD) fueron reconocidas en 1889, sin embargo la caracterizacion
de sus mecanismos de patogenicidad y su posterior clasificacion en las seis patotipos
gue hoy conocemos, no fue posible por muchos afios debido a que los ensayos de
microbiologia convencional no permiten distinguir E. coli patdbgenas de comensales.
Cada patotipo representa un grupo de clones que muestran factores de virulencia
especificos. Los estudios sobre E. coli (intestinales) enteropatégenas se limitaron por
muchos afios a laboratorios de investigacion en paises industrializados donde se

lograron caracterizar fenotipica y genotipicamente diferentes tipos de ECD®" 8%,

Como otros patdgenos localizados en mucosas, E. coli debe seguir la siguiente
estrategia de infeccidn: a) colonizacion de la mucosa, b) evasion de los mecanismos de
defensa del hospedero, ¢) multiplicacion y d) dafio en el hospedero. Una de las
caracteristicas mas conservadas de ECD, es su habilidad para colonizar la mucosa de
la superficie intestinal a pesar del peristaltismo, el movimiento ciliar, el flujo de
liquidos, el recambio de células del epitelio y de la capa mucosa y la competencia
nutricional con la flora nativa del intestino, incluyendo otras cepas de E. coli®*%?.

Una vez establecida la colonizacion, las estrategias patogénicas de las cepas de ECD
exhiben una marcada variedad. Se describieron tres paradigmas generales a través de
los cuales se produce la diarrea: a) produccion de enterotoxinas (ETEC y EAEC), b)

invasion (EIEC), y c) intima adherencia a membranas (EPEC y EHEC). Sin embargo,

13
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la interaccion entre el microorganismo y la mucosa intestinal es especifica para cada

patotipo® 8.

2.2.5 Aislamiento y Tipificacion de E. coli

2.2.5.1 Meétodos tradicionales

Cultivo. ECD representa un grupo de bacterias, fenotipicamente diverso. Se
describieron varios métodos con la finalidad de detectar y/o aislar estos
microorganismos a partir de diferentes tipos de muestras®®.

Tipificacion bioquimica. El método convencional de identificacion de E. coli implica la
utilizaciébn de una serie de pruebas bioquimicas que pueden realizarse de manera
tradicional o mediante algun sistema comercial, como pueden ser las galerias multi-
sustrato APl 20-E o mediante sistemas automatizados rapidos y sencillos de realizar
como el VITEK que se basan en la clasificacion de los diferentes aislamientos en
funciébn de la capacidad y cinética de degradaciéon de los diferentes sustratos

analizados®* 89,

El biotipado bioquimico se basa en diferenciar las cepas por su capacidad de fermentar
un determinado numero de carbohidratos como: manitol, xilosa, lactosa, sorbosa,
sorbitol, entre otros o de degradar determinados aminoacidos como: lisina, ornitina o
arginina u otros compuestos que ponen de manifiesto la presencia de determinadas

enzimas como la B-D-glucuronidasa.

Serotipificacion. La serotipificacion se basa en la utilizacion de antisueros y la
deteccibn de los antigenos somaticos O y flagelares H, presentes en estos
microorganismos.

Ensayos de adherencia en células Hep-2. Uno de los ensayos fenotipicos mas utiles
para el diagnéstico de ECD, es el ensayo de adherencia en células Hep-2. Fue
descripto por primera vez en 1979, por Cravioto et al. En la actualidad, el aislamiento y
el ensayo de adherencia en células Hep-2, continlian siendo el “estandar de oro” para
el diagndstico de EAEC y DAEC®2 87-88),

Ensayos de toxicidad en células Vero. La capacidad de STEC para producir vero-

toxinas, puede ser evaluada por la induccién del efecto citopatico sobre células Vero®.
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2.2.5.2 Métodos moleculares

Para complementar los métodos tradicionales de tipificacién, en los ultimos afios se
han desarrollado una serie de técnicas moleculares basadas en la caracterizacion del
genotipo microbiano mediante los analisis del ADN cromosomico y plasmidico. De
todos estos métodos, el genotipado, se ha convertido en la prueba estandar usada para

el diagndstico de los diferentes patotipos de ECD®" 991,

Las cepas de ECD se encuentran dentro de los primeros patdgenos por los cuales
comenzaron a desarrollarse métodos de diagndstico moleculares. En verdad, estos
métodos son las técnicas mas difundidas y realizables para diferenciar cepas
diarrogénicas de los miembros no-patégenos de la flora intestinal. La PCR, representa
el mayor avance ocurrido en la biologia molecular para el diagnostico de
microorganismos patégenos en general y de estas bacterias en particular®°? Las
pruebas moleculares han constituido una valiosa herramienta clinico epidemiolégica,
desde hace varios afios, y continuaran empleandose en el futuro porque han
demostrado su gran utilidad en término costo-beneficio. Estos métodos basados en
PCR son rapidos, muy confiables con alta sensibilidad y alta especificidad para el
diagndstico molecular de estos patotipos. Ademas estas pruebas facilitan la deteccién
de marcadores de virulencia especificos en cultivos bacterianos o en muestras directas

de pacientes®+%.

2.2.6 Principales categorias de ECD: patotipos

Al grupo de cepas de la especie E. coli causantes de infecciones entéricas son
nombradas ECD, tipos patogénicos, patotipos o virotipos que incluye patdégenos
emergentes de importancia en salud publica a nivel mundial. Cada uno de los patotipos
representa un grupo de clones que portan factores de virulencia especificos. Sin
embargo dada la plasticidad del genoma de E. coli, se han aislado ciertas cepas que
combinan mas de una de estas caracteristicas de virulencia de diferentes patotipos,
denominandose hibridos, considerandose potencialmente mas virulentas que las cepas

patogénicas especificas’® &Y.
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Se han caracterizado seis grupos principales de ECD basados en evidencias
epidemiologicas, mecanismos de patogenicidad, caracteristicas clinicas de la
enfermedad ocasionada y factores de virulencia especificos: E. coli enteropatdogena
(EPEC), E.col enterotoxigénica (ETEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli difusamente
adherente (DAEC). En muchos estudios se han encontrado patotipos de ECD en una
proporcién elevada de nifios sanos asintomaticos que viven en paises desarrollados.
La contaminacion fecal (humana y animal), que es frecuente en los entornos
desfavorecidos en los que viven muchos nifios en paises subdesarrollados, facilita la

%-%)  Ademés, con los actuales métodos

transmision de estos patdgenos®®
microbiolégicos, muy sensibles, se pueden detectar pequefios nimeros de bacterias en
muestras de heces. Por tanto, es importante evaluar la prevalencia de diversos
patdgenos intestinales en nifios con y sin diarrea para interpretar los resultados. La
excrecion de patégenos intestinales por personas sin diarrea se puede explicar por las
caracteristicas de los patdégenos (heterogeneidad en la virulencia), el huésped
(susceptibilidad del huésped, edad, estado nutricional, lactancia materna, inmunidad) y

factores ambientales (tamafio del inculo)®V.

En los paises en vias de desarrollo los diversos ECD provocan infecciones frecuentes
en los primeros afos de vida; como grupo, ECD son responsable del 30-40% de todos
los casos de diarrea en el mundo. Son mas habituales en los meses calidos en los

climas templados y en los meses de la estacion lluviosa en los climas tropicales®V.
2.2.6.1 E. coli enteropatogénica (EPEC; del inglés: Enteropathogenic E. coli)

A mediados de la década de los cuarenta, se identificaron en Inglaterra brotes de
diarrea en nifios de guarderias asociados a E. coli, el término EPEC fue utilizado por
primera vez en 1955 para describir las cepas de E. coli que estuvieron relacionadas
epidemiologicamente con los brotes de diarrea infantiles ocurridos entre las década de
los afios 40 y 50 para diferenciar este tipo virulento de las sapréfitas®”. Cravioto et al.,
1977 reportaron que las cepas de E. coli del grupo EPEC presentaban la capacidad de

adherirse a células HEp-2 (del inglés “Human Epidermoid carcinoma” -strain N°2)
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formando microcolonias® °). Scaletsky et al., 1985 informaron que algunas cepas de
EPEC se adhieren a células HelLa (Células de carcinoma de cérvix humano),
nombradas asi en honor a la mujer de las que se extrajeron por primera vez, Henrietta
Lacks) o HEp-2 segun tres patrones diferentes, conocidos como adherencia localizada,
adherencia difusa y adherencia agregativa®. Estas cepas producen un dafio
histolégico caracteristico en las células epiteliales conocido como “efecto de adhesion y
barrido” (attaching and effacing, A/E) y no producen toxinas Shiga. La prueba de FAS
(tincidn fluorescente para actina, por sus siglas en inglés) es una técnica alternativa
gue ha sido ampliamente usada para la identificacion de esta alteracion histopatoldgica
en el intestino?.

Originalmente definida por serotipo, en la actualidad la clasificacion de EPEC esta
basada en la deteccién de sus factores de virulencia®?.

Factores de virulencia y patogenia

EPEC, se describen como tipico (tEPEC) y atipico (aEPEC) en funcion de su dotacion
de factores de virulencia®.En general, EPEC tipicos son mas homogéneos en cuanto
a sus caracteristicas de virulencia con respecto a los atipicos. EPEC tipico posee un
gran plasmido de virulencia de 70 — 100 Kb denominado pEAF (EPEC adherence
factor), que codifica un pili tipo IV, llamado pili en “forma de ramillete o penacho”
(bundle-forming pilus) (BFP) que media el fenotipo de adherencia localizada entre las
bacterias o la adherencia con las células epiteliales®®?; ademas contribuye a la
antigenicidad, autoagregacion y a la formacion de biofilm. El plasmido EAF también
contiene el locus per (regulador codificado en un plasmido), cuyo producto regula al
operon bfp y Ler(LEE-encoded regulator), el cual regulala  expresion génica de LEE

(locus of enterocyte effacement’®”

. EPEC atipico, contiene la isla de patogenicidad
LEE pero el plasmido EAF esta ausente. Las EPEC tipicas son eae+/bfp+ y las EPEC
atipicas son eae+/bfp-'°. EPEC atipicos podrian ser menos virulentos que los tipicos.
Una razén posible seria la pérdida del plasmido EAF, aunque la presencia de otros
factores de virulencia podria compensar la pérdida del plasmido™®.

Retomando los patrones de adherencia, se encuentra la siguiente diferencia entre

tEPEC y aEPEC, las cepas tipicas s6lo muestran el patrén de adherencia localizada
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(LA), mientras que las cepas atipicas pueden presentar los patrones de adherencia
difusa (DA), similar a la adherencia localizada (LAL) y la adherencia agregativa (AA). El
patrén LAL es producido por cepas de la mayoria de los serotipos y esta principalmente
mediado por la intimina®®?.

Frecuentemente, estas cepas producen una toxina termoestable enteroagregativa
(EAST1),y otros potenciales factores de virulencia no codificados en LEE®V. En LEE se
encuentran los genes eae, tir, esp, y sep. El gen eae (attaching and effacing) codifica
una proteina de membrana externa de 94-kDa llamada intimina que es responsable de
la intima adherencia entre la bacteria y la membrana del enterocito. La union de la
intimina con Tir determina la polimerizacion de la actina y la acumulacion de elementos
del citoesqueleto por debajo de las bacterias ancladas, con pérdida de la integridad de

la superficie celular y muerte de la célula®” 1%,

Se describieron 19 variantes alélicas del gen eae, las cuales codifican diferentes tipos y
subtipos de intimina. Estas variaciones pueden dar lugar a la especificidad por los
diferentes tejidos del hospedero y son utilizadas para la subtipificacion de cepas EPEC
y STEC. EIl gen tir (translocated intimin receptor) codifica el receptor celular Tir al que
se une la intimina. Los genes esp (E. coli secreted proteins) codifican las proteinas
EspA, EspB y EspD involucradas en la produccién de la lesion A/E. El gen sep
(secretion of E. coli proteins) codifica las proteinas involucradas en el sistema de
secrecion tipo Il (T3SS), mediante el cual las proteinas Esp y el receptor Tir son
transportados al interior del enterocito®” 1%,

Una vez en el interior de la célula, Tir es fosforilado por las proteinas quinasas
celulares, promoviéndose asi la polimerizacion de actina y la formacion del pedestal, en
el lugar donde la bacteria queda adherida. Estos pequefios promontorios son
estructuras ricas en actina que se forma en los sitios de adhesion de EPEC a las
células del epitelio intestinal, quedando la bacteria pegada en la parte exterior de la
célula. Desde esta posicion EPEC altera a la célula dafiandola™®”.

Estudios realizados por Nataro y Kaper (1998), revelaron que la lesion A/E se lleva
cabo mediante un complejo mecanismo de virulencia, que induce la degeneracion de

las microvellosidades y altera la morfologia normal de la region apical del enterocito.
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Para fines practicos, el modelo de patogénesis de EPEC se divide en tres fases: a)
adherencia inicial localizada, b) inyeccion de factores y transducciéon de sefiales y c)

La unién de EPEC al enterocito produce un desequilibrio electrolitico, permitiendo el
ingreso de iones positivos de sodio (Na*) y salida de iones negativos de cloruro (CI). La
secrecion de iones cloruros puede activar la diarrea acuosa. Asimismo, la destruccion
de las microvellosidades ocasiona una disminucién de la absorcion a nivel del intestino

delgado lo que permite explicar la gran persistencia de este cuadro diarreico®®.

Manifestaciones clinicas

Cepas de tEPEC pueden causar abundantes diarreas secretorias con moco, con
pérdida significante de agua y electrolitos en las heces, afecta la mucosa intestinal al
conducir a la disolucién del borde en cepillo por vesiculacién de las microvellosidades,
con pérdida de enzimas disacaridasas, |0 que a su vez altera la absorcion y conduce a
la produccion de una diarrea secretora, que puede estar asociada a fiebre. Aunque la
diarrea por EPEC es autolimitada, esto depende de la respuesta inmune del
hospedero, y puede dar lugar a diarrea secretora persistente, deshidratacion y
muerte®. EPEC puede ademas producir una mala absorcion de nutrientes que podria
agravar la malnutricion y también provocar diarreas persistentes. Las cepas de aEPEC

se han reportado asociadas a brotes de diarreas tanto en nifios como en adultos®®.

Una vez que se inician los trastornos intestinales, las manifestaciones de la
enfermedad incluyen diarrea, anorexia y desgaste rapido, que puede causar la muerte

en el transcurso de dias si no se maneja adecuadamente*?.
Epidemiologia

Uno de los aspectos mas importantes de la epidemiologia de la diarrea producida por
EPEC es la poblacién afectada. Esta se presenta principalmente como una enfermedad
de nifios menores de dos afos de edad. En la actualidad los casos de diarrea por
cepas EPEC en paises industrializados son poco frecuentes. Sin embargo, en los
ultimos afos se han reportado varios brotes en diferentes paises, principalmente en

guarderias y otros centros de atencion a nifios. En los paises en desarrollo, la
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incidencia de diarrea producida por EPEC sigue siendo alta’% V. Diferentes estudios
realizados en México, Brasil, y Africa del Sur refieren que entre 30 y 40% de los casos
de diarrea puede ser atribuido a cepas EPEC®* %),

Generalmente es considerado al hombre como unico reservorio de tEPEC, mientras
gue animales y humanos pueden ambos, ser reservorios de aEPEC. Un estudio
realizado en China por Xuet al., 2015, donde investigaron 143 cepas de aEPEC
obtenidas de diferentes fuentes, encontraron que habia una alta heterogeneidad entre
las cepas, revelado por andlisis mediante electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE, por sus siglas en Ingles) que arrojo 119 patrones polimaorficos distintos en todos
los genotipos de adhesinas detectados, y sugirieron que dentro de aEPEC existia una
gran diversidad genética y que tanto las vacas como su carne son una importante
fuente de aEPEC y por tanto podrian constituir un vehiculo de transmision de este

patotipo?:

Estudios epidemioldgicos indican que aEPEC son mas prevalentes que tEPEC tanto en
paises industrializados como en paises en desarrollo. Ademas algunas cepas de
aEPEC estan genéticamente relacionadas con EHEC y ambas son consideradas como

causa emergente de diarrea endémica en nifios y brotes de diarrea en adultos® %%

2.2.6.2 E. coli enterotoxigénica (ETEC, del inglés Enterotoxigenic E. coli)

En 1959 se descubre la toxina colérica y E. coli enterotoxigénica fue descrita por
primera vez en 1968, como causante de diarrea en ganado porcino, en el que sigue
provocando importantes pérdidas economicas. Pero no fue hastal971 cuando DuPont
et al. demostraron que al inocular dos cepas de E. coli obtenidas de dos soldados
britAnicos en Vietnam, quienes habian sido diagnosticados con una “colitis”,
probablemente similar a lo que se conoce como diarrea del viajero y que producian
enterotoxina termolabil (LT, del inglés heat-labile enterotoxine) eran capaces de causar
diarrea en humanos adultos voluntarios y encontraron que siete de diez voluntarios
desarrollaron un cuadro diarreico parecido al causado por Vibrio cholerae y en seis de

los voluntarios se detecté respuesta de anticuerpo contra LT®311%),
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ETEC se define como aquellas cepas de E. coli que expresan la enterotoxina termolabil
LT y/o la enterotoxina termoestable ST (ST, del inglés heat-stable enterotoxin) que son
capaces de colonizar el intestino humano mediante factores de colonizacion®” 1),

ETEC en humanos colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pili o
fimbrias denominadas factores de colonizacion intestinal CFA (del inglés Colonization
Factor Antigens) (CFA/I, CFA/Il, CFA/IIl o CFA/IV), identificados por Evans et al., 1975,
demostrando su importante papel en la virulencia de ETEC; en la literatura actual a los
CFA también se les puede encontrar como antigeno de superficie de coli (CS), ETEC
presenta al menos 25 factores de colonizaciéon distintos antigénicamente, que se han
descrito hasta la actualidad. La sintesis de dos enterotoxinas: LT y/o ST unidas a los
factores de colonizacion constituyen el principal mecanismo de patogenicidad de
ETEC. Las cepas de ETEC aisladas de casos clinicos en humanos han mostrado la

combinacién de estas toxinas con uno, dos o tres factores de colonizacign®*® 116117

Factores de virulencia y patogenia

Las cepas ETEC elaboran una o las dos enterotoxinas (LT y/o ST), denominadas asi
por su sensibilidad y tolerancia al calor respectivamente. LT es semejante en estructura
y funcidn a la toxina causante del célera (CT) producida por V. cholerae O1; tiene el
mismo receptor celular gangliésido (GM-1) y actividad bioldgica similar**®. Esta toxina
es un dimero con peso molecular de 86-kDa, compuesta por una subunidad A de 28-
kDa y 5 subunidades B iguales de 11.5-kDa cada una. Las subunidades B estan
arregladas en forma circular y es el componente de la toxina que se une al receptor
GM1 y/u otras glucoproteinas intestinales. La subunidad A constituida por las
fracciones Al y A2 unidas entre si por un enlace disulfuro, es la porcion de la toxina
gue tiene la actividad enzimatica. Los genes que codifican para la expresion de LT se
localizan en plasmidos que también pueden tener los genes que codifican ST y/o los
antigenos del factor de colonizacion (CFASs). Los factores de colonizacion son fimbrias
gue reconocen unos receptores glucoproteicos especificos de la célula anfitriona

(definen la especificidad de anfitrion’®*9.
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El blanco celular de LT es la enzima adenilato ciclasa, la fraccion Al posee actividad de
ADP-ribosiltransferasa por lo que transfiere una molécula de ADP-ribosa del NAD a la
subunidad alfa de la proteina GS (proteina que acopla GTP) lo que estimula la
actividad de la adenilato ciclasa. Esta ADP-ribosilacion ocasiona que la adenilato
ciclasa se mantenga permanentemente activada conduciendo a un incremento de los
niveles intracelulares del AMP ciclico (AMPc), activando entonces la proteina quinasa
A(120). El resultado de dicho proceso es la estimulacién de la secrecion de iones Cl'por
las células de las criptas y la inhibicién de la absorcién de cloruro de sodio (NaCl) por
las células de las vellosidades. El efecto es una diarrea osmoética y deshidratacion. LT
tiene un alto poder inmunogénico y por tanto constituye el blanco de estudio para el
desarrollo de vacunas contra ETEC*'8 129,

ST tiene variedades que son de bajo peso molecular. Los enlaces disulfuro de éstas
son los que contribuyen a la estabilidad térmica que presentan estas enterotoxinas.
Son dos clases STs que, difieren tanto en su estructura como en su mecanismo de
accion. Los genes que codifican para la expresion de ambas se encuentran en
plasmidos. La enterotoxina Sta descrita también como ST-I es producida tanto por
cepas ETEC como por otras bacterias gramnegativas, es una toxina poco
inmunogénica debido a su pequefio tamafio (19 aminodcidos) pero es una potente
enterotoxina. Sin embargo STb, la otra variedad de estas enterotoxinas, solo es

elaborada por cepas ETEC®* 117,

El blanco celular de STa es la enzima guanilato ciclasa C (GC-C) que se localiza en la
membrana apical de las células del epitelio intestinal; la actividad de GC da lugar a un
incremento en los niveles intracelulares de GMPc. Esta activacion estimula la secrecion
de cloro y/o la inhibicion de la absorcion de cloruro de sodio cuyo resultado es la
secrecion de liquido intestinal. STa es producida por cepas de ETEC tanto de origen
humano como animal.**®Con respecto a la enterotoxina STb, se le ha relacionado
principalmente con cepas de ETEC de origen veterinario, aunque se ha identificado

también en cepas de origen humano™*”.
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Manifestaciones clinicas

La aparicion de enfermedad requiere la actuacion de la toxina y los factores de
colonizacion. El cuadro clinico que inducen estas bacterias es similar al que se observa
en el caso del célera, presentdndose de ocho a doce evacuaciones al dia por un
periodo de cuatro a cinco dias. Las cepas ETEC son una causa importante de diarrea
en niflos menores de cinco afios de edad y una de las causas mas frecuentes de
diarrea del viajero*?Y.

Epidemiologia

ETEC son consideradas en la actualidad, junto con las E. coli enteropatdogenas (EPEC)
y los rotavirus, los patdgenos que con mayor frecuencia causan gastroenteritis infantil,
diarrea colérica y diarrea del viajero en paises con condiciones higiénico-sanitarias
deficientes. La tasa de morbilidad aumenta en un 7% por cada grado de aumento en la
temperatura ambiental que se acompafa con el crecimiento y proliferacién de las
bacterias contaminando agua y alimentos™*?.

Las cepas ETEC son una causa frecuente de diarrea en lactantes de paises en
desarrollo, asi como la causa mas comun de diarrea en individuos de paises
industrializados que viajan a zonas menos desarrolladas del mundo. En estudios
realizados en Asia, Africa e Iberoamérica, los ETEC se aislan de entre el 10% y el 50%

de los pacientes con diarrea**® 12V

. En los paises desarrollados, los ETEC se aislan
muy raramente de casos esporadicos de diarrea (0-4%). Se cree que la razon de que
los ETEC causen diarrea principalmente en paises poco desarrollados es que las
bacterias deben ser ingeridas en cantidades elevadas (10%-10'°) para llegar a provocar
deshidratacion. Concentraciones tan elevadas de bacterias fecales solo se dan cuando
las condiciones higiénico-sanitarias son deficientes. No obstante, aun en los paises
desarrollados han de controlarse los ETEC, ya que en los ultimos afios han provocado

algunos brotes de gastroenteritis en EE.UU y Noruega*?*?3,

2.2.6.3 E. coli enteroinvasiva (EIEC, del inglés Enteroinvasive E. coli)

EIEC fue identificada en voluntarios en 1971. Estudios filogenéticos de ARN ribosomal

y de analisis de ADN de los plasmidos de virulencia indican que EIEC es un ancestro
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cercano a la Shigella. Brenner et al., (1982) determinaron que la similitud nucleotidica
entre E. coli y Shigella era de 80-90%, basada en la secuencia del gen que codifica la
subunidad 16S del &cido ribonucleico ribosomal (rARN); este gen es altamente
conservado en E. coli y es usado en taxonomia*?*'?®. La secuenciacién de genes
conservados y aun del genoma completo de EIEC y Shigella, indican un alto grado de
relacion entre ambas®?®. En varios estudios, incluyen a ambas bacterias dentro de un
mismo patotipo, sin embargo, actualmente, los dos organismos contindan siendo
considerados como dos géneros diferentes, basado en la percepcion histérica de su
potencial de enfermedad y ecologia?"*?®,

Shigella y EIEC pueden ser separadas en el laboratorio basado en sus caracteristicas
fisiologicas y bioquimicas. La mayoria de las cepas de E. coli (>80%) son motiles, lisina
descarboxilasa (LDC) positiva, forman gas a partir de la fermentacion de la glucosa,
algunas cepas de EIEC fermentan la lactosa tardiamente (48-72 horas), producen
indol, son capaces de utilizar el acetato como unica fuente de carbono y ademas son [3-
galactosidasa postiva (ONPG+) y también (B-glucuronidasa positiva (MUG+). Por lo
contrario las cepas de Shigella son no motiles, LDC negativa, no forman gas a partir de
la glucosa, excepto Shigella flexneri serotipo 6. Shigella no produce indol, no produce

acido a partir de la salicina, no es capaz de hidrolizar la esculina, ONPG+ y MUG+®" 129,

Factores de virulencia y patogenia

Aunque varias cepas de E. coli podrian ser internalizada dentro de células epiteliales
esto ocurre de forma poco frecuente, s6lo EIEC se comporta como un verdadero
patdgeno intracelular, siendo capaz de invadir y replicarse en el interior de células
epiteliales y macrofagos, dado que portan un plasmido indispensable para conferir el
fenotipo invasivo a estos microorganismos. EIEC es productor de diarrea disenteriforme
a causa de su capacidad para invadir el epitelio intestinal, la cual se debe, entre otros

determinantes de patogenicidad, al gen IpaH®.

La patogenicidad de EIEC depende de los factores de virulencia codificados por genes
gue se encuentran localizados en islas de patogenicidad en el cromosoma o en

plasmidos de invasion (pINV) presente en todas las cepas virulentas de EIEC. En los
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individuos infectados, EIEC evade la respuesta inmune porque entra facilmente a las
células epiteliales del colon por medio de adhesinas, moviéndose lateralmente para
invadir otras células. EIEC, al igual que Shigella spp, posee un plasmido de virulencia
pINV que codifica para el T3SS, 25 proteinas (entre ellas OscpB, VirA, VirF,0OspG) y los
antigenos de invasion de plasmidos (Ipa: Invasion plasmid antigens) Ipa A, Ipa B, Ipa
C, Ipa D, entre otros"" &9,

En la mucosa del colon, EIEC invade inicialmente las células M y en una vacuola
fagocitica por transcitosis la bacteria atraviesa la barrera epitelial e invade los
macrofagos e induce apoptosis. Posteriormente, la bacteria ingresa a las células
intestinales mediante el reconocimiento de los receptores CD44 y a5B1 integrina
gracias a IpaB y al complejo IpaBCD bacteriano. Después de su multiplicacién en el
citoplasma, se libera del fagosoma mediante IpgD y se desplaza lateralmente entre una
y otra célula®®. Para esto, VirG, localizada al extremo de EIEC, es esencial para la
nucleacion de filamentos de actina y promueve el proceso de invasion a células
proximales. En este proceso, la liberacion de interleuquina (IL-1) por parte de los
macrofagos apoptéticos y de IL-8 en los enterocitos infectados favorece la migracion de
polimorfonucleares (PMN), los que adicionalmente facilitan la entrada, via luminal, de la
bacteria al epitelio. Este fenotipo caracterizado por destruccion celular explica el

sindrome disentérico en el paciente afectado™”.
Manifestaciones clinicas

Las cepas EIEC afectan la mucosa del colon y producen un cuadro disentérico similar,
aunque menos severo, al que produce Shigella spp. También se asocia a diarrea
acuosa y afecta a niflos, principalmente en paises de bajos recursos. Las
manifestaciones clinicas asociadas con ésta infeccion son evacuaciones escasas
acompafadas de moco y sangre, dolor abdominal tipo cdlico y fiebre. Con presencia de

sangre y leucocitos en heces!%® 127,

Epidemiologia

Debido a las dificultades que acarrea la diferenciacion entre EIEC y Shigella, la

prevalencia de EIEC a nivel mundial puede estar subestimada. EIEC presenta una
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distribucion mundial y se ha reportado como causa frecuente de diarrea en Brasil,
Estados Unidos y Europa. Estudios epidemioldgicos realizados en México, muestran
que las cepas EIEC son poco frecuentes como agentes causales de diarrea,
identificandose preferentemente después del sexto mes de vida. Estas cepas se
asocian mas con brotes que con casos aislados, en los cuales la transmisién puede ser
de persona a persona o bien, por ingestion de alimentos y agua contaminada,

convirtiéndose en un patégeno importante en nifios mayores de seis meses®?.
2.2.6.4 E. coli enterohemorragica (EHEC, del inglés Enterohemorrhagic E. coli)

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) fue descrito por primera vez por
Knowalchuk en 1977 quién informo6 que cepas de E. coli de los serogrupos 018, 026,
0111 y 0128 aisladas de nifios con diarrea y de cerdos con edema de pulmoén
producian una toxina a la que se denominé Verotoxina (VTEC, del inglés verotoxigenic
E. coli), debido al efecto citotoxico en células Vero(linea celular de rifion de mono) o las
células HeLa™®. Pocos afios después se aislaron cepas de E. coli que producian un
efecto citotoxico en células Hela, el cual podia ser neutralizado por un antisuero anti-
toxina Shiga de Shigella dysenteriae tipo 1, por lo cual se le denomind “Shiga — like
toxin 29,

En 1982, en EUA y en Canad4, ocurrieron tres epidemias de colitis hemorragica (CH).
Una de ellas sucedié en Michigan y la otra en Oregdn; ambas estaban relacionadas
con hamburguesas de una cadena de comida rapida. La tercera epidemia ocurrio en
una casa de reposo para ancianos, en Ottawa, Ontario, causada por sandwiches,
donde fallecieron 19 personas, identificandose por primera vez el serotipo de E. coli
0157:H7 como patégeno humano™®. La asociacién entre el sindrome urémico
hemolitico (SUH) e infeccion por STEC se demostroé primero en Canada entre 1983 y
1985, que posteriormente se confirmé en distintos paises™?.

STEC, son generalmente definido como E. coli que contienen genes que codifican para
la toxina Shiga (stx) y el gen eae presente en LEE que codifica para la proteina-
intimina. El serotipo de STEC se define determinando ambos antigenos O y H. Se
estima que existen mas de 400 serotipos de STEC, y al menos 150 son patégenos al

hombre. Las cepas de STEC son generalmente categorizadas como 0157 y no-157,
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las cepas pertenecientes al serotipo O157:H7 han sido relacionadas mas comunmente
con enfermedades severas en humanos. Se estima que del 5% al 10% de los
individuos infectados desarrollan tales complicaciones, fundamentalmente en aquellos
de alto riesgo entre los que se encuentran incluidos nifilos, ancianos e individuos
inmunocomprometidos®®?. Sin embargo las infecciones por E. coli de otros serotipos
no-0O157 se estan incrementando gradualmente. Este grupo bacteriano incluye cepas
de diferentes serotipos que presentan las mismas caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas y patogénicas del serotipo O157:H7, considerado como prototipo del
grupo y el mas frecuente; en la actualidad constituye este serotipo el mas ampliamente
caracterizado y estudiado dentro de STEC®®*®. Ademas es considerado clinicamente el
mas importante, aunque se estima que hasta un 50 % de las infecciones por STEC son
causadas por serotipos no-O157. Esto puede deberse a que los otros serotipos
toxigénicos (non-0157) producen toxina en menor cantidad o adolecen de algun
cofactor de patogenicidad (gen eae u otros)®3+13%),

Si bien la mayoria de los estudios estan orientados a la deteccion de E. coli 0157, en la
actualidad aumentan los esfuerzos para detectar los diferentes serotipos de STEC. A
diferencia de lo que ocurre con 0157, que no fermenta el sorbitol y no posee actividad
de B-glucuronidasa (MUG), los serotipos no-O157 de STEC no presentan marcadores
fenotipicos; basado en estos marcadores fenotipicos presentes en el serotipo O157:H7
se han desarrollado medios selectivos y diferenciales, Con frecuencia, se utiliza agar
MacConkey que contiene sorbitol al 1% (SMAC, por sus siglas en inglés),
generalmente con cefixima y ramnosa o telurito de potasio. También estan disponibles
otros medios, incluyendo agares cromogénicos comerciales (por ejemplo, el agar
Rainbow). Por lo tanto, para su aislamiento, se requiere la aplicacion de estrategias
méas complejas™®.

En el laboratorio se puede identificar STEC por: deteccion de toxina Shiga libre en
materia fecal, citotoxicidad especifica en células Vero y cultivo. El aislamiento permite
la caracterizacién del microorganismo, su tipificacion, (factores de virulencia, biotipo,
serotipo), subtipificacion (PFGE-Electroforesis en Gel de Campo Pulsado-,
fagotipificacion y genotipificacion de variantes alélicas de Stxl y Stx2), deteccion de

anticuerpos anti-Stx, y ensayos de neutralizacion de la citotoxicidad en células Vero®*”.
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En el modelo evolutivo de Whittman (1998) se hipotetiza sobre la aparicion de E. coli
0157:H7 a partir del ancestro EPEC. Se considera que primero se adquirio el gen que
codifica la produccion de la toxina Shiga (Stx2) mediante transduccion; posteriormente
se insertdo el gen rfbO157 y se adquirio el plasmido de EHEC que codifica las
hemolisinas; y finalmente se adquirié el gen stx1, se perdi6 la capacidad de fermentar
el sorbitol (SOR-) y la actividad de B-glucuronidasa (GUD). Por lo que se considera esta
cepa como un clon evolucionado a partir de EPEC y expresa actividad de anclaje y

borramiento®1% 138,

Factores de virulencia y patogenia

La secuencia del proceso patogénico segun los conocimientos actuales seria
adherencia al enterocito por la fimbria, seguida de adherencia intima y lesién de la
pared del enterocito por produccion de la proteina «intimina» codificada por el gen eae
y posterior liberacién de verotoxina®?. La interaccion de STEC vy el enterocito es
similar al mecanismo presentado por EPEC y comienza con la lesion celular
"Adherencia y Esfacelamiento” (A/E). En este evento participan tanto genes
cromosomales como plasmidicos que inducen y/o regulan la expresion de factores de
virulencia de la bacteria. Los genes responsables del dafio celular A/E estan insertados
en una PAI de 35kb llamada LEE®**?, |a cual incluye los dominios de la intimina, el
sistema de secrecion tipo Il y las proteinas Esp de secrecion, los cuales son
empleados por EHEC para atacar directamente a las células epiteliales del colon
humano™*?.

Estas cepas han adquirido la toxina Shiga (es decir Stx-1, Stx-2 o amabas). Stx-1 es
basicamente idéntica a la toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae; Stx-2
muestra una homologia del 60%; estas toxinas constituyen el principal factor de
virulencia y son responsables de las complicaciones intestinales y sistémicas. Como los
genes que codifican la produccion de estas toxinas se encuentran en un bacteriéfago
lisogénico (genes que estan situados en bacteriéfagos que se integran al genoma
bacteriano de forma estable), su produccion y liberacion, dependen de que el fago
active su ciclo litico. Esta induccion, puede ocurrir luego del dafio del ADN bacteriano

ya sea por agentes téxicos o antimicrobianos!”.
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Como consecuencia de la lisis de las células hospederas se liberan mas fagos libres
gue infectaran a otras bacterias. Luego de la liberacion de las toxinas en el lumen
intestinal, se induce la produccion de interleuquina 8. Durante la inflamacién resultante,
la migracién de los PMN dentro del lumen intestinal, facilita el pasaje de toxina Shiga
dentro de la submucosa. Las toxinas son transportadas al torrente sanguineo,
posiblemente unidas a leucocitos circulantes, a sitios ricos en receptores Gb3 (globo
triaosilceramida) como son los glomérulos renales, epitelio del tabulo proximal renal, y
en el cerebro. Luego de la unién con su sitio blanco, el ingreso a la célula y la
distribucion de la toxina hacia diferentes 6rganos son mediados por tres mecanismos
principales: macropinocitosis, transcitosis y endocitosis, desarrollandose la cascada de
acontecimientos previamente descriptos. Ambas poseen una subunidad A y cinco
subunidades B®.

Otros factores de virulencia de STEC: adicionalmente, el plasmido pO157 de STEC
codifica genes para catalasa-peroxidasa (kkatP, adhesina ToxB, metaloproteasa
dependiente de zinc (StcE) y para la enterohemolisina (Ehly) cuya funcion durante la
infeccion es la de liberar la hemoglobina presente en los globulos rojos, proveyendo a
las bacterias de una fuente de hierro. Ehly es responsable del fenotipo enterohemolitico
observado entre las cepas STEC 0157 y no-0157®®. Las funciones del resto estan
principalmente enfocadas en mediar la union a la célula hospedera, degradacion de
mucinas y glicoproteinas, regular mecanismos de inflamacion y citotoxicidad, efector

del sistema de secrecidn tipo Il, entre otras™?.

Manifestaciones clinicas

STEC es un patdgeno emergente de caracter zoondético de gran importancia en salud
publica, que causa dolor abdominal, diarrea sanguinolenta y poca fiebre. La infeccién
por STEC se puede presentar como casos esporadicos o brotes de diarrea, Colitis
Hemorragica (CH) y Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) y ocasionalmente lesiones en
el sistema nervioso central. STEC O157:H7 es el principal agente etioldgico del SUH, el
cual ocurre aproximadamente en 5 y 10% de los casos y es una de las principales
causas de dafio renal en nifios, se define por la presencia de anemia hemolitica

microangiopatica, insuficiencia renal aguda y trombocitopenia (afectacién vascular y de
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otras células de la sangre como las plaquetas)™?. La colitis hemorragica es un
padecimiento autolimitado, caracterizado por diarrea de inicio brusco con dolor
abdominal. Las evacuaciones liquidas se acompafian de una descarga hemorragica. La
CH esta mediada por las toxinas Stx, que puede progresar a colitis gangrenosa,

perforacion del intestino, peritonitis y sepsis™*V.

Epidemiologia

La infeccién por STEC es considerada por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OMSA), originalmente Oficina Internacional de Epizootias, como una zoonosis de
origen alimentario y aparece como causa de brotes epidémicos con una gran
explosividad en su presentacion, sobre todo en paises desarrollados, constituyendo el
patotipo de E. coli a la que mas atencion se presta en el denominado primer mundo,
debido a su participacion en el SUH®*?. Los rumiantes han sido identificados como el
principal reservorio de cepas de STEC. No obstante, aunque el ganado vacuno es, con
toda probabilidad, la fuente mas importante de infecciones humanas (carne y productos
lacteos de vacuno, vegetales y agua contaminados con heces de vacuno), los STEC se
han aislado también del ganado ovino y caprino y también de rumiantes silvestres
como ciervos®?. Pistone Creydt et al., 2005 demostraron que cepas STEC aisladas de
terneros con diarrea sanguinolenta tienen efecto citopatico sobre el colon humano in
vitro®*®.Por este motivo es que los rumiantes, en particular los bovinos, son sefialados
como el principal reservorio de STEC vy la fuente de la infeccién para el hombre. La
materia fecal de los rumiantes esta reconocida como la fuente de un gran porcentaje de
infecciones humanas por STEC. Esta puede contaminar la carne durante el sacrificio
en matadero, puede ser arrastrada a rios, lagos o fuentes de agua de consumo, o
puede depositarse en frutas y verduras por el uso de abonos organicos o por uso de

agua de riego contaminada con aguas residuales*¥.

Algunos animales como insectos, aves, roedores y otros silvestres, pueden transportar
esas bacterias desde las heces al agua de consumo y los alimentos. Ademas, las
cepas STEC pueden ser ingeridas inconscientemente por las personas que interactian

o trabajan con animales. Los seres humanos, por tanto, pueden infectarse a través del
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contacto directo con una persona infectada o un animal portador, o indirectamente a
través del medio ambiente, alimento, agua de consumo o0 agua superficial que
contenga material fecal contaminada con STEC de origen humano o animal®?.
Diferentes serotipos STEC se han relacionado con la etiologia de la diarrea esporadica
en adultos, en brotes asociados a la ingesta de alimentos contaminados, CH, SUH y
purpura trombocitopénica. Estos padecimientos se han observado con mayor
frecuencia en paises con climas templados como los Estados Unidos, Canada,
Argentina, Alemania y Japon. Los serogrupos involucrados méas comunes son: 026,
0111, 0121, 0145 y particularmente O157:H7. Brotes de EHEC O157:H7 se producen
en todo el mundo, se han informado infecciones en todos los continentes, excepto en la
Antértida. La importancia de algunos serotipos puede variar con la regién geografica***
146).

STEC es prevalente en paises desarrollados como Estados Unidos, Canada, Australia
y en Europa. En Latinoamérica, es endémica en Argentina con una prevalencia
aproximada de 500 casos por afio y una incidencia de 12 a 14 casos por cada 100.000
en niflos bajo cinco afos, presentandose el mayor numero de casos de SHU en el
mismo grupo etario, con una mortalidad entre 3 y 5%. Sin embargo, STEC puede
afectar a todos los grupos etarios, en los cuales puede provocar enfermedad grave®* .
Hoy dia, EHEC se considera dentro del grupo de infecciones emergentes (como la
gripe aviar o el Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS), ya que la aparicion de
brotes y epidemias se produce desde hace relativamente poco tiempo tras el desarrollo
vertiginoso de grandes granjas de animales (ganado principalmente, pero también
aves) en condiciones de hacinamiento y con una practica desmedida en la
administracion de antibiticos para aumentar la produccion y abaratar los costos. La
dificultad del control y saneamiento en dichas granjas y sus trabajadores, y la larga
cadena posterior en el proceso de comercializacion y distribucion agrandes distancias

condicionan este caracter de infeccién emergente™®?.
2.2.6.5 E. coli enteroagregativa (EAEC, del inglés Enteroaggregative E. coli)

EAEC se presenta como un patégeno emergente y genéticamente heterogéneo; el
cual fue descrito por primera vez en 1987 por Nataro et al. Actualmente se considera a
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este patotipo como un problema de salud publica, sin distincion entre paises

desarrollados y en vias de desarrollo®*"%®)

. Este patotipo se asocia con casos de
diarrea aguda o persistente en nifios y adultos a nivel mundial, y también esta
relacionado con el retardo del crecimiento en este ultimo grupo etario. En los dltimos
diez afios ha recibido mayor atencion como causante de diarrea acuosa, la cual se
presenta como patologia persistente e inflamatoria (>14 dias) en infantes y nifios de
paises en desarrollo. Se ha observado, de manera reciente, un aumento de la
incidencia de aislados EAEC resistentes a antibiéticos™*9°?,

Las cepas EAEC derivan su nombre por la forma de adherencia que presentan en
células HEp-2 en cultivo. Esta adherencia se caracteriza por la formacién de agregados
bacterianos, con apariencia de ladrillos apilados ("stacked brick"), observados tanto
sobre células epiteliales HEp-2como en la superficie del vidrio de la preparacion en
biocapa®?. La adherencia de tipo agregativo ha sido asociada con un plasmido de 65
mDa, que codifica para las fimbrias (AAF/l y AAF/II)), unas adhesinas parecidas a los
BFP responsables de la formacion de microcolonias en EPEC. AAF/I media la
adherencia a células HEp-2 y hemaglutinacion de eritrocitos humanos en la cepa

EAEC®.

Entre los patotipos de ECD, EAEC es la mas dificil de identificar debido a su
heterogeneidad como grupo, el método “estandar de oro” es la caracterizacion de su
patron de adherencia agregativa caracteristico. Sin embargo, este procedimiento
resulta engorroso y no es facil implementarlo en laboratorios de mediana complejidad.
Por tanto el diagnostico de esta entidad se realiza mediante técnicas moleculares que
permiten la deteccion rapida del grupo heterogéneo de genes de virulencia presentes
en el aislamiento y constituye, ademas, una herramienta epidemiolégica. Ejemplo de
esta técnica es la PCR multiple donde se detectan cuatro genes de virulencia, dos

plasmidico y dos cromosomales (aggR, aatA, aaiAy aaiG) respectivamente>2-153),

Factores de virulencia y patogenicidad

Las diferencias esenciales entre las cepas patogénicas y no patogénicas se

desconocen, en gran medida, pero los estudios realizados sugieren tres etapas en la

32



CAPITULO II. Revisién bibliogrdfica

infeccion: 1) Adherencia a la mucosa intestinales mediante fimbrias de adherencia
agregativa u otros factores; 2) La estimulacion de la producciéon de moco, con la
formacion de una biocapa en la superficie de la mucosa. Esta pelicula o biofilm protege
a las bacterias agregadas frente a los antibibticos y las células fagociticas y toxicidad
hacia la mucosa, que se manifiesta por la liberacion de citocinas, exfoliacién celular,

secrecion intestinal e induccion de la inflamacion de la mucosa™*?.

La presencia del plasmido pAA, donde se encuentran codificados el mayor nimero de
genes de virulencia, permite diferenciar entre cepas tipicas y atipicas de este patotipo.
Las cepas portadoras de este plasmido que alberga el gen AggR (activador
transcripcional), que regula la expresion de genes de virulencia, representan un
importante subgrupo considerado como cepas tipicas de EAEC, mientras que las
atipicas (AggR)son las que han perdido el plasmido en cuestibn pero muestran el

patrén fenotipico de adherencia en las células HEp-2 en forma de ladrillos apilados®®?.

Entre los genes mas estudiados de este patotipo se encuentran el AggR, el aap que
codifica a la dispersina, el AA probe, también conocido como CVD432 que codifica una
proteina de membrana externa, la cual forma parte de un sistema de proteinas

transportadoras y el astA que codifica la enterotoxina®*?.

Numerosas adhesinas, citoxinas, enterotoxinas y proteinas secretoras han sido
caracterizadas en EAEC desde que se definio el patotipo. La mayoria de las adhesinas
son fimbrias de adherencia agregativa (AAf/I-AAf/V), ellas median el patrén de
adherencia agregativa (AA) y la formacion de biofilm. Una de las primeras
enterotoxinas identificadas en EAEC fue EAST1, (por sus siglas en inglés
enteroaggregative E. coli heat-stabletoxin1)*®. El gen que codifica para esta proteina
(astA) esta localizado en un plasmido mencionado. EAST1 incrementa los niveles de
GMPc y en el modelo in vitro (en camaras de Ussing) produce un incremento en la
corriente de corto circuito (debido a la secrecidén de liquidos), sugiriendo un efecto
enterotoxico semejante al producido por la enterotoxina termoestable de ETEC (STa),
sin embargo, no existe reactividad cruzada al utilizar anticuerpos producidos contra
Sta®®),
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Manifestaciones clinicas

Las caracteristicas clinicas de la infeccion intestinal por EAEC es una diarrea secretora
acuosa con moco, con o sin sangre y dolor abdominal, vomito y fiebre baja. Un gran
porcentaje de pacientes presentan lactoferrina fecal detectable (un indicador sensitivo
de leucocitos fecales) y niveles elevados de IL-8 en las heces. La proteina Pet tiene
efecto estimulante sobre macrofagos e induce en estos, la expresion de interleucinas
pro-inflamatorias. Esto sugiere que la infeccion por EAEC puede estar acompafada de
una forma sutil de inflamacién de la mucosa. Las diarreas prolongadas ocurren
dependiendo del estado inmunolégico, nutricional y la susceptibilidad genética del

paciente®V.

EAEC ha emergido en los ultimos afios como agente causal de infecciones de tracto
urinario (UTI), reportandose marcadores de E. coli uropatogénica (UPEC) en EAEC
como la fimbria AAF/I. En Dinamarca fue la primera vez que se reportdé un brote de

EAEC extraintestinal por el serotipo 078:H10!°¢-157),

Epidemiologia

El hombre es el principal reservorio, aunque algunas cepas han sido identificadas a
partir del cerdo y bovinos. Las vias de transmisién son, principalmente, el agua y los
alimentos contaminados, aunque las manos también pueden ser via de transmision,
sobre todo para los recién nacidos*®,

Cravioto reportd una estrecha asociacion entre el aislamiento de cepas EAEC vy la
presencia de diarrea persistente en nifios menores de dos afios. Existen una gran
cantidad de estudios epidemiologicos que demuestran la asociacion de EAEC vy
diarrea, principalmente en paises en desarrollo tales como Bangladesh, India, Brasil,
Iran y Venezuela. Se ha reconocido como el mas importante patdgeno entérico en
paciente con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) en Africa, siendo el
responsable del 10 al 40% de la diarrea aguda y del 40 al 80% de la diarrea persistente
en pacientes con VIH. También se ha reportado como la segunda causa de diarrea del
viajero (30% de los casos) y alta tasa de excrecién en pacientes asintomaticos por lo

que reviste gran importancia su estudio por su papel potencial en la malnutricién y en el
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s(159-180) " Cabe mencionar un extenso brote en

retardo del crecimiento en los infante
Alemania, en la primavera del 2011 causado por una cepa hibrida de EAEC O104:H4
productora de verotoxinas (EAEC/EHEC) que afectdé a 12 paises de Europa y en
América del Norte a Canada y EE. UU®%. La amenaza a la Salud Publica debida a las
EAEC, hace importante identificar los reservorios animales a partir de los cuales se
podrian originar epidemias o brotes en humanos. En un estudio realizado por Orden,
JA et al., 2016 sugirieron que las cabras, al igual que las vacas y ovejas, nho son
probablemente un reservorio importante de EAEC, al encontrar que en 920 muestras
fecales de vacas, ovejas y cabras, ninguna de las muestras resulto positiva a los genes

de EAEC analizados*,
2.2.6.6 E. coli Adherente Difusa (DAEC, del inglés, Diffusively Adherent E. coli)

DAEC forma un patron de adherencia difusa sobre los enterocitos del intestino delgado,
a través de adhesinas. Se conoce poco de los mecanismos de patogenicidad de DAEC
a pesar de su amplio estudio. Las cepas de DAEC expresan adhesinas afimbriales
(Afa) y adhesinas fimbriales (Dr). Estas adhesinas se encuentran en la superficie de la
membrana externa de la bacteria, confiriendo el principal mecanismo de patogenicidad.
Se subdividen en dos clases, la tipica (Afa/DrDAEC) y la atipica (Afa/DrDAEC) que
tienen como caracteristicas la misma organizacion genética y la union al factor de
aceleracion (hDAF: human Decay Accelerating Factor). Este es una glicoproteina de
70 KDa que se encuentra distribuida en todas las células de la sangre, en el epitelio del
intestino, tracto genito-urinario y células endoteliales. Tiene como funcién regular la
cascada del complemento en el paso de la convertasa C3, cumple un papel importante
en la interaccién entre el patdgeno y las células del hospedero para favorecer la
infeccion®).

Se conocen dos adhesinas principales de DAEC que permiten la adherencia al
enterocito. Adhesina fimbrial 1845 (F1845) y la adhesina involucrada en la adherencia
difusa (AIDA 1. Adhesin Involved in Diffuse Adherence). F1845 es una adhesina fimbrial
gue pertenece a la cepaC1845 de tipo silvestre que tiene como receptor hDAF. Al
originarse esta union, ocurre un alargamiento delas microvellosidades. La otra

adhesina es AIDA-I, que pertenece a la familia de autotransportadores de membrana
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externa de 100 kDa. Una vez Afa/Dr adhesina se une con los receptores de la
membrana del enterocito hDAF, se produce la activacion de la quinasa Src, la cual es
necesaria para la movilizacién y organizacion de hDAF alrededor de las bacterias. La
lesion de la membrana celular inducida por la bacteria ocasiona elongacion, dafio en
las microvellosidades y reordenamiento de las proteinas en el citoesqueleto, lo que
genera aumento de la permeabilidad del enterocito. Luego de la asociacion Afa/Dr, se
activa la MAP quinasa (MAP: Mitogen-Activated Protein) e induce la produccion de IL-8
con la consecuente migracion transepitelial de PMN. Esto favorece el dafio de los
enterocitos por la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias como factor de necrosis
tumoral (FNT-a)e IL-18(%.

Sus factores de virulencia asociados al fenotipo de adherencia difusa incluyen las
fimbrias Afa/Dr, AIDA)y Daa (Difuse adhesin) codificadas en operones con su mismo
nombre los cuales se han detectado también encepas de E. coli no patégenas. DAEC
se identifican por su patron de adherencia difusa (DA, por sus siglas en inglés) sobre

lineas celulares HEp-2/HelLa®®Y.

Estas cepas se pueden aislar tanto de personas sanas como con diarrea, siendo mas
importante en niflos de cuatro a cinco afos. Los principales sintomas que se presentan
incluyen: diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos®”. Ademas pueden ser el
responsable de infecciones del tracto urinario en adultos. Se ha sugerido que las cepas
DAEC pueden ser patégenos importantes causantes de diarrea en paises
desarrollados, sin embargo, la prevalencia de DAEC no se conoce®?.

El método “estandar de oro” para la deteccién de cepas DAEC se basa en el fenotipo
de la adherencia difusa en cultivo de células HEp-2,0 por la deteccion del gen daa
mediante PCR®®Y.

2.3 Prevencion y control de las infecciones entéricas

El control de las infecciones por cualquier cepa de E. coli de forma general exige
mejores condiciones sanitarias, ambientales, en la preparacion adecuada de alimentos
y en la mejoria de la higiene personal. Las medidas son analogas cuando se trata del
control de brotes intrahospitalarios® 2. Adicionalmente se estan desarrollando

trabajos en ese sentido para disponer de productos inmunizantes a base de
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enterotoxinas y de factores adhesivos que poseen cepas de los diferentes grupos de
E. coli asociadas con procesos diarreicos, los cuales podran contribuir a disminuir la
morbilidad causada por estas bacterias, en particular en la poblacién infantil y en los
individuos que viajan de una zona de bajo riesgo de diarrea a una de alta

prevalencia®® 162

2.4 Susceptibilidad antimicrobiana

El tratamiento de las infecciones comunes se basa en apreciaciones subjetivas y el uso
de antimicrobianos es respaldado con el diagndstico, la epidemiologia, la etiologia mas
probable y el perfil de sensibilidad antimicrobiana del patdgeno implicado, lo que varia
ampliamente segun sean las regiones geograficas, incluso entre hospitales dela misma
ciudad dentro de un pais determinado. Esto unido a la falta de estudios ensombrece las
perspectivas de soluciéon de las infecciones adquiridas en la comunidad y en el
ambiente hospitalario y aumenta la resistencia bacteriana. La OMS considera la
resistencia antimicrobiana como un problema prioritario y propone actualizaciones
constantes de acuerdo con lo reportado por los sistemas de Vvigilancia
epidemiolégica™®?.

Como no se puede predecir la susceptibilidad de las bacterias a los antimicrobianos, en
la actualidad se dispone de varios métodos para determinar el patrén fenotipico de
susceptibilidad de una bacteria a los antibioticos. Constituyendo, no sélo una guia
valiosa para la terapia con antibidticos, sino también una herramienta epidemiologica
importante para el control de microorganismos resistentes. La OMS recomienda que,
para las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos, se deben aplicar las técnicas de
difusion en disco, el analisis semi-automatico o manual de la concentracion inhibitoria
minima o la difusion de gradiente recomendadas por el CLSI o el EUCAST (Comité
Europeo de pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos)*®?. La técnica mas comdn
empleada por la mayoria de los laboratorios de diagndstico es la prueba de difusion en
agar simple (método de Kirby-Bauer), en el que el microorganismo bajo investigacion
es inoculado en una placa de agar y se expone a un gradiente de difusion del

antibidtico impregnado en un disco de papel de filtro colocado en la superficie del agar.
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Segun OMS los datos de sensibilidad se clasificaran Unicamente en “sensible”,

“intermedio” y “resistente”®®%.

La informacion generada a partir de las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos es fundamental para la vigilancia de los perfiles de sensibilidad y la
deteccion de nuevos patrones de resistencia por el laboratorio, lo cual le permitira
optimizar la terapia antimicrobiana al permitirle al clinico seleccionar la droga con
mayor sensibilidad para el paciente, y con las caracteristicas farmacocinéticas mas
apropiadas segun la naturaleza y gravedad de la infeccion y de esta forma facilitara la

toma de medidas necesarias para la contencién de la resistencia®®.

Desde un punto de vista clinico, se considera que una cepa bacteriana:

+ Es sensible (S) a un antibiético, cuando la infeccién debida al microorganismo
aislado puede ser tratada apropiadamente con el antibidtico a la dosis
recomendada, de acuerdo a la gravedad de la infeccion. Sin embargo, para la
prescripcion definitiva del medicamento, el médico tendrd en cuenta algunos
factores tales como biodisponibilidad del antibiético en el tejido o sistema
afectado, presentacion del medicamento, edad del paciente, condiciones
patolégicas subyacentes o fisiolégicas, entre otras.

% Son resistentes (R) cuando la bacteria aislada no es inhibida por el antibiético a
las concentraciones terapéuticas ideales o la bacteria ha generado mecanismos
de resistencia que evaden la actividad del antibiotico, por lo tanto, la eficacia
clinica de éste no es confiable. Es recomendable que ante el aislamiento de un
microorganismo multirresistente clinicamente significativo se ensayen otras
pruebas de susceptibilidad adicionales por ejemplo: Concentracion Minima
Inhibitoria (CIM).

+« Cuando las cepas responsables de un cuadro infeccioso son moderadamente
sensibles (I- intermedio), indica que el antibidtico tiene aplicabilidad clinica en
sitios corporales donde el antibidtico alcance concentraciones terapéuticas
adecuadas, como es el caso de [ -lactdmicos y quinolonas en el tracto urinario.

En otros casos, puede utilizarse el medicamento con seguridad en dosis
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elevadas que no alcancen los niveles de toxicidad pero que garanticen actividad

terapéutica.

2.4.1 Antimicrobianos

Son medicamentos que combaten las infecciones causadas por las bacterias,
compuestos de bajo peso molecular, los cuales son producidos naturalmente a partir
del cultivo de varias especies de microorganismos (actinomices, bacterias y hongos),
los mismos suprimen el crecimiento de otros microorganismos y eventualmente pueden
destruirlos. El uso comun, ha extendido el término de antimicrobianos a agentes
antibacterianos sintéticos como sulfonamidas y quinolonas. Los antimicrobianos
pueden conferir una ventaja selectiva a quienes los producen en un ecosistema
especifico. Los antimicrobianos muestran diferencias notables en sus propiedades
fisicas, quimicas, y farmacolbgicas, asi como en sus espectros antibacterianos y en sus

mecanismos de accion®”,

2.4.2 Resistencia antimicrobiana

2.4.2.1 Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos en bacterias gram negativas

Desde el punto de vista molecular y bioquimico existen mecanismos por medio de los

cuales una bacteria puede hacerse resistente al efecto del antibiético®®®a saber:

e Pérdida de porinas (que reduce el movimiento de la droga a través de la membrana
celular): carbapenémicos (imipenem).

e Presencia de Betalactamasas en el espacio periplasmico (que degrada los
betalactamicos): Betalactamicos e incluye algunos carbapenémicos.

e Expresion incrementada de bombas de expulsion transmembrana (que expele la
droga de la bacteria antes de que desarrolle su efecto): Betalactdmicos
carbapenémicos, quinolonas, aminoglucésidos, tetraciclinas y cloranfenicol.

e Presencia de enzimas modificadores del antibiético (que convierten al antibiético
incapaz de interactuar con su objetivo): aminoglucoésidos, ciprofloxacino.

e Mutaciones del sitio diana (impide que el antibiético actie en su lugar de accién):
quinolonas (DNA girasa y topoisomerasa V).
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Mutaciones o modificaciones ribosomales (impide que el antibidético se una a zonas
inhibidoras de sintesis de proteinas): tetraciclinas, aminoglucésidos.

Mecanismos metabdlicos de bypass: trimetoprim (dihidrofolato-reductasa),
sulfonamidas (dihidropteroato-sintasa).

Mutacion en el lipopolisacarido (convierte a las polimixinas incapaz de unirse a su

organo diana): Clase de las polimixinas.

Cabe resaltar que mas de un mecanismos pueden ocurrir simultdneamente. Los
mecanismos de resistencia dependen del tipo de bacteria que los desarrollen®®®. Las
definiciones de resistencia se clasifican segun el nimero y clase de antibidticos
afectados. La multirresistencia (MDR, Multiple Drug-Resistance) se define como la
ausencia de sensibilidad a, por lo menos, a un farmaco en tres o0 mas de las clases de
antibidticos; la resistencia extrema (XDR, Extensively Drug-Resistant) se refiere a la
ausencia de sensibilidad a, por lo menos, un agente en todas las clases de
antimicrobianos, excepto en dos de ellas 0 menos, y bacteria la resistencia a todas las
clases de antimicrobianos disponibles se define como pan drogo-resistente (PDR, Pan
Drug-Resistant); tales bacterias incluyen Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa y Klebsiella pneumoniae®® "%

2.4.2.2 Resistencia antimicrobiana en E. coli

La resistencia antibidtica es un problema emergente a nivel mundial, presente en

i*"D El tratamiento antimicrobiano de las

diversas bacterias, en especial en E. col
infecciones diarreicas ocasionadas por los patotipos de E. coli ha cambiado en los
ultimos afos, debido a que las bacterias se han seleccionado como resistentes a
algunos antibiéticos que en el pasado eran considerados de primera eleccion como
ampicilina (APM), tetraciclina (T) y trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX)("" 164172 ge
ha reportado que esta bacteria tiene altos porcentajes de resistencia hacia la
ampicilina, cloranfenicol, acido nalidixico y ciprofloxacino debido entre otros factores al
uso excesivo de los mismos, tanto en cepas de origen humano y animal como las
aisladas del ambiente (agua y suelo), lo que supone grandes complicaciones en el

tratamiento antibiético cuando este es requerido(*®
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Este aumento de la resistencia a los antimicrobianos se debe principalmente a
mecanismos moleculares, tales como mutaciones puntuales a nivel cromosémico o
transferencia horizontal de genes a través de elementos méviles en este grupo de
enteropatégenos®’®.

Existen diversos mecanismos de resistencia de E. coli, a través de la accién de
enzimas como las betalactamasas, mutaciones en el ADN, inactivacion enzimatica y
bombas de eflujo.
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CAPITULO III. Materiales y Métodos

3.1 Tipo de estudio
Se realiz6 un estudio observacional de corte transversal en el periodo de enero a
diciembre del 2016, de todos los aislados con diagndstico presuntivo de ECD, recibidos
en el Laboratorio Nacional de Referencia de enfermedades Diarreicas Agudas del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (LNR/EDA/IPK)“®.

3.1.1 Universo
Estuvo conformado por todos (n=198) los aislados con diagndstico presuntivo de ECD
de pacientes pediatricos y adultos con procesos diarreicos agudos, procedentes de
ocho Centro Provincial de Higiene Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM) y del

municipio especial Isla de la Juventud que tributan al LNR/EDA/IPK.

3.1.2 Muestra
Se estudiaron todos (n=178) los aislados viables y no contaminados, que fueron

confirmados fenotipicamente como ECD.

3.2 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO
Para la realizacion del presente trabajo se desarrollaron dos flujogramas de trabajo,
para cumplimentar el objetivo#l se desarrolld el flujograma de caracterizacion
fenotipica y para darle salida al objetivo #2 se llevd a cabo el flujograma de

identificacion genotipica.
3.2.1 CARACTERIZACION FENOTIPICA DE E. coli

3.2.1.1 Identificacion bioquimica de E. coli para la confirmacion
fenotipica de los aislados de ECD. (MacFadding., 2003)

Para la identificacion de ECD se tuvieron en cuenta las pruebas bioquimicas propuesta

por MacFadding, et al., 2003. Los aislados en medio de conservacion para
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enterobacterias fueron sembrados en medio liquido, Caldo Cerebro-Corazén (CCC,
BioCen, Cuba) e incubados durante 18-24 horas a 37°C*™¥. Posteriormente se
inocularon en medios selectivos y diferenciales, agar MacConkey (AMC, Biolife, Italia).
De estas placas se seleccionaron de 3 a 5 colonias rosadas, brillantes, de bordes lisos
y convexas, tipicas fermentadoras de lactosa, y colonias translicidas que indica la no
fermentacion de la lactosa. Las colonias seleccionadas se inocularon por puncion en
medios diferenciales primarios, agar Hierro y dos azucares de Kligler (AHK, BioCen,
Cuba) y agar Hierro y Lisina (AHL, BioCen, Cuba), se incubaron durante 24 horas a

37°C para su posterior lectura, interpretacion y registro de los resultados.

Una vez visualizada la imagen compatible con E. coli en AHK y el AHL segun
procedimientos propuesto por MacFadding et al., 2003, se realiz0 la prueba de oxidasa
utilizando tiras de Oxidase test strips (Biolife, Italia). Aquellos que resultaron ser
oxidasa negativa se les realiz6 la identificacién bioquimica por medio de una serie de
pruebas o fermentos bioquimicos: utilizacion de citrato como Unica fuente de carbono
(agar citrato de Simons) (BioCen, Cuba), hidrélisis de la urea (medio base de urea)
(BioCen, Cuba), motilidad (medio motilidad) (MERCK, Alemania) y produccion de indol
(medio Indol) (BioCen, Cuba).

3.2.1.2 Marcadores fenotipicos empleados para el screening molecular de los

aislados de ECD.

A todos los aislados objetos de estudio, se les realizaron a la par las pruebas bioquimicas
descritas anteriormente y los marcadores fenotipicos que se describen a continuacion. Ver
anexo #1.

Fermentacion de sorbitol v sorbosa

El serotipo 0157:H7 de STEC, presenta un caracter atipico con respecto a la especie
E. coli, por no fermentar sorbitol y no producir la enzima B-D-glucuronidasa (MUG).

Estos marcadores fueron las bases para el pesquisaje de este serotipo emergente®=*",

Partiendo de cufias de agar Cerebro Corazon con crecimiento de 18-24 h, se tomé una
asada y se inoculd en tubos que contenian 3mL de caldo para Fermentacion Entérica,

formulado segun manual Difco, a los que se le adiciond sorbosa (Oxoid, Inglaterra)
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como sustrato a una concentracion final de 1% e igualmente de sorbitol (Oxoid,
Inglaterra), ambos fueron incubados a 37°C durante 18-24h. En el caso de la sorbosa,
cuando no se observé positividad a las 24h, se prolongé la incubacion hasta las 48h.
Se consideré positiva la prueba cuando se observé cambio de color, de rosa palido al
rosa intenso debido a la fermentacion de los sustratos y negativa cuando no ocurrio

cambio®™®.

Prueba de la enzima B glucuronidasa

La actividad de la enzima B-glucuronidasa se evidencié mediante el uso del medio
fluorogénico 9. El medio Caldo EC (E. coli) con MUG (4 -metilumbeliferil-B-
glucurénido) sustrato sobre el que actué la enzima, transformandolo en 4-
metilumbeliferona, éste compuesto emite fluorescencia cuando se ilumina con una
lampara de luz ultravioleta (UV, con longitud de onda de 366 nm) ®®. La mayoria de
las cepas de E. coli producen la enzima B-glucuronidasa, excepto el serotipo E. coli
0157: H7. Por tanto se utiliz6 esta caracteristica para diferenciar el serogrupo 0157 del
resto de E. coli®?. Aquellos aislados que resultaron negativos a la fermentacion de
sorbitol y sorbosa durante 72 h de incubacion fueron a los que se les realizo la prueba.
Se utilizaron como control positivo la cepa E. coli 25922 ATCC y como control negativo
Klebsiella pneumoniae, estas cepas son procedentes de la coleccion del Instituto

Nacional de Enfermedades Infecciosas de Argentina para el diagnéstico de E. coli ¢,

Para la prueba se inocularon los tubos con 5mL de Caldo EC con MUG y se incubaron
a 37°C durante 24h, tiempo al que se realiz6 la lectura de la prueba. Se utilizé una

lAmpara de luz UV, los resultados se registraron en el libro de registro del LNR/EDA®Y,

Luego estos aislados fueron subcultivados en cuiias de agar Cerebro Corazon para la
realizar la prueba de susceptibilidad y ademas fueron conservadas a -20°C en viales
Eppendorf de 1.5mL, con medio caldo Triptona Soya (CTS) y glicerol a una

concentracion final de 15%.
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3.2.2 SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

3.2.2.1 Pruebas de susceptibilidad de ECD

Para dar salida al primer objetivo se analizaron los diferentes fenotipos de
susceptibilidad de todos los aislamientos de ECD (n=178) mediante el método de
difusién en agar (antibiograma) propuesto por Kirby-Bauer et al.!**?) Se trabajé acorde a
la marcha técnica para la susceptibilidad implementada en el LNR- EDA-IPK y teniendo
en cuenta las recomendaciones del Comité Internacional de Normas para Laboratorio
Clinico del afio 2016 (CLSI, por sus siglas en inglés “Clinical and Laboratory Standards

Institute”)*8?.

Para la validez de los resultados se utilizé la cepa control E. coli ATCC 25922,
garantizando que los parametros estén dentro de los rangos establecidos (verificar la

carga de los discos de antibioticos).

El medio que se utilizo para la obtencion de colonias aisladas y la posterior realizacion
del estudio de antibiograma fue el agar Mueller-Hinton (Biolife, Italia). Se evaluaron 11
antimicrobianos, drogas recomendadas por el CLSI y otras que son utlizadas
frecuentemente en el tratamiento empirico de infecciones por ECD en las instituciones

de asistencia en nuestro pais.

Los discos de antibidticos evaluados provienen de la casa comercial CPMsas
SCIENTIFICA, ltalia. La familia a la que pertenece cada antibiotico, las concentraciones
0 potencia en el disco y sus respectivos puntos de corte para definir las categorias de:
Sensible (S), Intermedio (l) y Resistente (R) se enlistaron en la tabla referida en los

anexos. Ver anexo #2.

Los antibiéticos evaluados fueron: ampicilina (AMP, 10 pg), ceftriaxona (CRO, 30 ug),
cefotaxima (CTX, 30 ug), gentamicina (GEN, 10 ug), amikacina (AMK, 30 ug),
ciprofloxacino (CIP, 5 pg), acido nalidixico (NA, 30 pg), tetraciclina (TE, 30 pg),
trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 25 ug), cloranfenicol (C, 30 ug) y nitrofurantoina (F,
300 ug).
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Para realizar la susceptibilidad antimicrobiana, se partié del crecimiento en las cufias
de agar Cerebro Corazon, de este se transfirio una asada a tubos con caldo de Muller-
Hinton, se incubaron en aerobiosis a 37°C durante 24h, luego se transfiri6 una asada a
placas de Muller-Hinton (Biolife, Italia) con el objetivo de obtener colonias aisladas,
estas placas se incubaron a 37°C de 18 a 24h. El inGculo se prepar6 obteniendo una
suspension con 3 a 4 colonias en tubos con 3mL de caldo Mueller-Hinton, hasta
obtener una turbidez correspondiente al testigo 5 de la escala de McFarland (BaCl,
0,5). Las placas de agar Mueller-Hinton, se inocularon estriando la superficie del medio
con un hisopo embebido en el indculo, en tres direcciones, para garantizar una siembra
uniforme y obtener un crecimiento confluente, dejar secar la superficie de la placa
durantel5 min. Luego con pinza estéril se depositaron de manera aséptica los discos
seleccionados, presionandolos suavemente sobre la superficie del agar.
Posteriormente se incubaron a 37°C en condiciones de aerobiosis de 16-18 horas. La
lectura se realizomidiendo con Pie de Rey los halos de inhibicidon para cada antibidtico.

Los resultados quedaron recogidos en los libros de registro del laboratorio.

La interpretacion de los resultados para otorgar las diferentes categorias de
susceptibilidad (Sensible, Intermedio o Resistente), se realizd teniendo en cuenta los
valores de los puntos de corte establecidos por las normas CLSI de 2016 para cada

antimicrobiano evaluado.

3.2.2.2 Definicion de los patrones de multirresistencia

Los patrones de multirresistencia para todos los aislados de ECD que mostraron

fenotipos de multirresistentes, se definieron segun el siguiente criterio:

Multirresistencia antimicrobiana: se consideraron multirresistentes aquellos patotipos
de ECD que presentaron resistencia a tres o0 mas antimicrobianos de diferentes

familias®418%),
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3.2.3 CARACTERIZACION GENOTIPICA: METODO MOLECULAR (PCR)

Para cumplimentar el objetivo #2 del estudio se sigui6 el flujograma de trabajo para la
caracterizacion genotipica de los aislados de E. coli verificados en la etapa anterior,

mediante la PCR; partimos de las cepas conservadas en ATS-glicerol al 15%.

Se empled la técnica de PCR mudltiple (mPCR, por sus siglas en inglés) a punto final,
segun protocolo desarrollado por Gémez-Duarte, et al., 2009con cebadores disefiados
especificamente para amplificar los siguientes genes de virulencia (eae, bfp, AggR,
aspU, VT, LT, ST, ipaH, virF y daaE) de los seis patotipos objeto de estudio™®. Ver
anexo #3

3.2.3.1 Extraccion del ADN bacteriano por método térmico

A partir de los cultivos puros de las células bacterianas de ECD conservados en caldo
Triptona soya-glicerol, se les realizé procedimiento estandar, de extraccion por lisis a
través del calor, segin protocolo descrito por Bertin et al., 200187, se pasaron a
placas de agar Mueller-Hinton (BioCen, Cuba) y se incubaron para obtener colonias
aisladas, luego se tomaron de 3 a 5 colonias con igual morfologia, se suspendieron en
vial Eppendorf de 1,5mL con 500uL de agua destilada calidad molecular estéril y se
trataron térmicamente por ebullicién a 100°C durante 15 min. Luego se centrifugaron a
14000 rpm por 10 min y se tomaron 200uL del sobrenadante que se us6 como
templado en la mezcla de reaccion de las mPCR, luego se conservo este producto en

un vial estéril Eppendorf de 1,5mL a -20°C hasta su utilizacion8189,

3.2.3.2 Deteccion de genes de virulencia especificos por medio de mPCR

Los ensayos de mPCR se realizaron en un termociclador Rotor-Gene Q (QIAGEN,
Alemania). Para esta técnica se utilizaron ADN de las cepas de referencia internacional
como controles positivos, procedentes de la coleccién del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas “Dr. Carlos G. Malbran”, Centro de Referencia Regional de
Argentina para el diagndéstico de E. coli. Como control negativo se utilizé la cepa de
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E. coli DH5a, que no posee ninguno de los factores de virulencia en estudio, mientras
gue la mezcla sin templado se utiliz6 como control de reactivos para evitar falsos

positivos, para la validacion de los resultados. (Ver tabla 2.1)

Tabla 2.1. Cepas de referencia, controles positivos y control negativo de E. coli que

fueron utilizadas en el estudio.

Cepas Factores de virulencia Patotipos
E. coli (10 407) LT/ST (+) ETEC
E.coli (E-2348/69, eae (+) EPEC(0127:H6)
E. coli (17-2) CVvD432; aspU EAEC
E. coli (EDL 933) stx 1y 2, eae (+) EHEC(0O157:H7)
E. coli (12-2) IpaH EIEC
E. coli* DH5a sin factores (-) Control (-)

* Esta cepa se utiliz6 como control negativo en el mPCR.

Siguiendo el protocolo desarrollado por Gomez-Duarte, con el mismo se amplificaron
11 genes diana, los que definen seis patotipos de ECD, (EPEC, ETEC, EHEC, EAEC,
EIEC y DAEC); por medio de dos mPCR: mPCR-1(EPEC, EHEC y EAEC) y mPCR-2
(ETEC, EIEC y DAEC). Ver anexo #3.

Con la aplicacion de los mPCR se detectaron los siguientes marcadores de virulencia.
Para mPCR-1: gen estructural bfp, este gen codifica para una fimbria formadora de
penachos; gen estructural eae, codificado en la region LEE (del inglés Locus of
Enterocyte Effacement) del cromosoma, que codifica una proteina, intimina de EPEC,
este gen también se encuentra presente en EHEC; gen VT (toxina Shiga, de EHEC
codificada por bacteriéfagos lisogénicos) y para EAEC los genes aspU y AggR, este
ultimo codifica para un regulador global de los genes de virulencia en este patotipo.
Con la mPCR-2 se detectan los siguientes genes: gen LT y/o ST (toxina termolabil, LT
y toxina termoestable, ST por sus siglas en inglés) de ETEC; los genes ipaH (antigeno
de invasién) y virF (gen regulador), ambos pertenecientes a EIEC y para el patotipo de
DAEC el gen daaE, que codifica para una fimbria de adherencia difusa. (Ver Tablas 2.2
y 2.3)
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Tabla 2.2. Datos de los cebadores para definir patotipos de EPEC, EHEC y EAEC.

mPCR-1
Gen Talla del
bl Localizacion fragmento Secuencia nucleotidica (5°-3")  Patotipos
anco o
amplificado
c 5'CTGAACGGCGATTACGCGAA-3'  EPEC,
eae romosoma o17 EHEC
5'GAGCGAAATAATTTATATGTG-
VT Cromosoma 518 5 EHEC
. 5’ AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC-
bfpA Plasmido 326 3 EPEC
. 5'GTATACACAAAAGAAGGAAGC-
AggR Plasmido 254 3
EAEC
aspU Cromosoma 282 5'GCCTTTGCGGGTGGTAGCGG-3'
*Fuente: Gémez- Duarte., 2009
Tabla 2.3. Datos de los cebadores para definir patotipos de ETEC, EIEC y DAEC.
mPCR-2
(9]
Gen Talla del S
Localizacion fragmento Secuencia nucleotidica (5°-3") =
blanco o )
amplificado 5
(pb)
. 5'GCACACGGAGCTCCTCAGTC-3'
Lt Plasmido 218
= i 5'-GCTAAACCAGTAGAG® ETEC
asmido 147 TCTTCAAAA-3
o 5'GAACGTTGGTTAATGTGGGGTAA-
daaE Plasmido 542 5 DAEC
: 5’AGCTCAGGCAATGAAACTTTGAC-
VirF Cromosoma 618 ,
> EIEC
IpaH Plasmido _— 5 CTCGGCACGTT;TAATAGTCTGG-

Fuente: Gémez- Duarte., 2009
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3.2.3.3 Mezcla de reaccion
Para la mezcla de reaccion de mPCR fue utilizada la Hot Start Tag Master Mix Plus
(QIAGEN, Alemania)®®conteniendo 2.0uM de MgCL, como cofactor enzimatico y
contribuye a la estabilizacion de los fragmentos de ADN; 0,2uM concentracion final de
cada uno de los dioxinucledsidos trifosfato (ANTP, dCTP, dGTP, y dTTP), 2U de Hot
Start Taq ADN polimerasa y la concentracion final para cada primers individual,
presente en la mezcla de primers fue de 0.2 umol/Ly por ultimo se adicion62 pL de
ADN molde (se incluyeron los controles positivos y negativos), el agua tridestilada se
utilizara para llevar la master mix a volumen, el cual sera de 25uL en los dos mPCR de
acuerdo al protocolo descrito por el fabricante (QIAGEN, Alemania)®®. A la mezcla de
reaccion se le adiciono el colorante Coral Lood para visualizar la corrida electroforética.

Esta mezcla se utilizé tanto para mPCR-1 como para la mPCR-2.

El programa de mPCR utilizado para la amplificacion fue el mismo para ambos mPCR.
(Ver Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Programa de amplificacion aplicado para definir patotipos de ECD en el
LNR/EDA/IPK en el periodo enero a diciembre 2016.

Paso Temperatura Tiempo :

N9) Etapa ©C) (min) Ciclos
1 Desnaturalizacion 95 5
2 Desnaturalizacion 95 1
3 Anillamiento 55 1 30
4 Extension 72 1
5 Extension 72 5
6 Pausa 4

Fuente: Gémez- Duarte., 2009

3.2.3.4 Visualizacion del producto amplificado
El ADN amplificado de los diferentes genotipos (productos de las mPCR) de E. coli

fueron revelado por electroforesis en gel de agarosa al 2% con solucién amortiguadora
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de Tris-borato-EDTA (TBE) y tefilda con Bromuro de Etidio (concentracién final de 0,5
mg/L)** para visualizar las bandas de ADN. Para la corrida de los productos de PCR
se uso la cdmara electroforética MAX FILL modelo SCHU20 (Inglaterra) y se utilizé un
marcador de tamafo molecular en cada gel, Gel Pilot® 100pb Plus ladder (QIAGEN,
Alemania). La fuente de corriente utilizada fue Consort EV245, (Bélgica) la que se
ajusté a 100 Volt, 60 mA y con 60 min de duraciéon®®. Los geles fueron fotografiados
bajo luz ultravioleta, utilizando el sistema de fotodocumentacién de geles® **® modelo
UVisave D-55/20M (UVTEC, Cambridge, Inglaterra).

El gel de agarosa con Bromuro de Etidio se manipuld con precaucion y se desechd
siguiendo las normas para la eliminacién de residuos toxicos, implementadas en el
LNR/IPK.

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

La informacion registrada en los formatos de extraccion de datos se consolidé en una
base de datos en Excel®. Se realiz6 un andlisis descriptivo mediante el cual se
calcularon las frecuencias absolutas y relativas (porcentajes) de los aislamientos de E.
coli y los fenotipos de resistencia. Ademas se compararon las proporciones de los
porcentajes de multirresistencia de los patotipos identificados con el porcentaje de
fenotipo de multirresistencia de los aislamientos no identificados (NI) con un nivel de
confianza de 95%, mediante los estadisticos para variables cualitativas: prueba de ji
cuadrado (X?) de comparacién de proporciones en muestras independientes y la

prueba exacta de Fisher

3.4 ASPECTOS ETICOS

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica del IPK. Cédigo: (CEI-IPK 81-
17).
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CAPITULO IV. Resultados y Discusiéon

4.1 Aislamiento clinico

ECD constituye un riesgo potencial para la salud de nifios menores de 5 afios y adultos
inmunodeprimidos sobre todo en paises en via de desarrollo, estos causan cuadros
diarreicos agudos y persistentes que pueden poner en riesgo la vida del paciente. En el
presente estudio se identificaron y definieron los patotipos de ECD procedentes ocho

CPHEM y del municipio especial Isla de la Juventud.

De 198 aislamientos recibidos en el LNR/EDA/IPK con diagndéstico presuntivo de ECD
se determinaron 178 aislamientos como utiles para el estudio (89,89%) y 20 como no
atiles (11,11%), quedando excluidas del estudio: 4 (2,02%) aislados que resultaron
identificadas como otras enterobacterias (Enterobacter spp. y Citrobacter spp.) y 16
(8,08%) aislamientos que resultaron no viables. Los aislamientos identificados
mediante métodos y marcadores fenotipicos resultaron pertenecer al género y especie
E. coli, conformando la muestra del estudio. Estos resultados se muestran en el Grafico
1.

Aislamientos recibidos en el LNR/EDA/IPK

178

100,00%
80,00% |
60,00% “
40,00%

20,00% 4 &
C

0,00% - T T l
E. coli Otras No viables
diarrogénicas enterobacterias

Gréfico 1. Distribucion de los aislamientos de ECD que resultaron Utiles y no utiles en el presente estudio
realizado en el LNR/EDA/IPK en el afio 2016.
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Un elevado porcentaje de aislamientos fue confirmado fenotipicamente 89,89%, la
identificacion de ECD contribuye positivamente a la vigilancia que se lleva a cabo en el
LNR-EDA. EI Programa Nacional de Enfermedades de Transmision Digestiva (ETD)
conjuntamente con el LNR-EDA-IPK trabaja en lograr la calidad de la identificacion de
enteropatdogenos bacterianos, la sincronizacion en el envio de manera sistematica y
como describen las buenas précticas de los aislamientos de ECD para su confirmacion
y estudio de caracterizacién en el LNR. A través de las visitas a los laboratorios de la
Red del pais, para confirmar y auditar lo relacionado con el trabajo y los registros de
envios de aislamientos de brotes y de casos esporadicos hacia el LNR-IPK, por otra
parte la realizacion de Talleres Nacionales de capacitacion dirigidos al personal de
laboratorio también ha contribuido al mejoramiento de los resultados en el trabajo de
referencia y vigilancia de las ECD. El conocimiento actualizado acerca de ECD como
agente causal de diarreas agudas en el pais es de gran importancia para el Sistema
Nacional de Salud (SNS) porque contribuye acercarnos a la realidad epidemiolégica de
estos enteropatdogenos. Ademas permite delinear nuevas estrategias de prevencion y
control, sobre todo en paises en desarrollo donde las condiciones higiénico sanitarias

son deficientes®®,

Respecto a los aislamientos no viables se presume que perdieron la capacidad de
reproducirse, condicionado tal vez por la exposicion a diversos factores externos, como
pudieran ser: la demora en el envio desde las provincias, la calidad de los medios de
transporte, la hermeticidad de los tubos contenedores en la que se transportan los
aislamientos, otras condiciones de transportacion que pueden favorecer la desecacion

por exposicién a un ambiente no adecuado®?.

La confirmacion de otras enterobacterias diferentes a E. coli realizada por el LNR/EDA
no coincidié con el diagnéstico presuntivo de los CPHEM. En esto pudieron intervenir
varios aspectos, los que van desde los recursos disponibles por los Centros
Provinciales de Higiene para realizar el diagnéstico correctamente (calidad de los
medios de cultivo, recursos para realizar las pruebas bioquimicas y determinacion de
género y especie), hasta el grado de experiencia del personal encargado de realizarlo

en los laboratorios en diferentes niveles de la Red. Consideramos que es saludable
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continuar intensificando la comunicacion entre el LNR-EDA con los CPHEM del pais y
de éstos con el resto de los laboratorios de la Red Nacional de Salud con el objetivo de
perfeccionar la calidad del diagndstico de estas enterobacterias patégenas“®®. Todo lo
anteriormente expuesto impacta de forma negativa desde el punto de vista cientifico y
economico al SNS por las pérdidas que genera la conservacion y el transporte
interprovincial de aislamientos que finalmente no puedan ser confirmados en el
LNR/EDA/IPK.

En el presente estudio el porcentaje de aislamientos utiles (89,89%) fue mayor en
comparaciéon con los resultados reportados (80%) en un estudio realizado en Cuba por
Hernandez, (2014) en el LNR/EDA/IPK; mientras que el porcentaje de aislamientos no
utiles en la actual investigacion fue menor (11,11%), respecto al resultado reportado
(20%) en el anterior estudio mencionado. Cabe sefialar que ambos estudio fueron

realizados en igual periodo de tiempo (un afio) “°%.

Por otro lado la determinacion de aislamientos no utiles no es un problema observado
solo en Cuba, en el resto del mundo también se reporta. Huong, et al. en un estudio
de Caso y Control retrospectivo con cepas conservadas en el laboratorio procedentes
de un estudio anterior realizado en Vietnam en 2008, registré elevados porcentajes de
aislamientos no utiles tanto para los aislamientos procedentes de los casos con diarrea
como para los aislamientos obtenidos en el grupo control (15,3% y 57,8%

respectivamente)®®.

4.2 Resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de los
aislamientos confirmados como E. coli diarrogénicas.

La susceptibilidad antimicrobiana es considerada como la primera prueba de
aproximacion a la prediccion de la eficacia clinica de los antibidticos. Segun la OMS
constituye un método “in vitro” de supervision de la resistencia, el método fenotipico
empleado en la presente investigacion fue el método de difusion en agar propuesto por

Kirby-Bauer en 1966. La susceptibilidad antimicrobiana constituye, ademas, una
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herramienta util para la conducta antimicrobiana a seguir y en el caso especifico donde

el clinico perciba fallo terapéutico, desarrollar nuevas estrategias de tratamiento.

El tratamiento de ECD como causa de diarrea ha sufrido cambios con el cursar del
tiempo, debido a la aparicion de cepas resistentes y multirresistentes que han ido
agotando la disponibilidad de antibidticos eficaces; antibidticos como ampicilina,
sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclina y acido nalidixico que en décadas atras
formaron parte de la primera linea de eleccién en el tratamiento en la disolucion de
estas infecciones, ya que eran antibidtico que se administraban por via oral, eran bien
tolerados y poco costosa su producciéon, se ha limitado su uso en la actualidad, en
primer lugar por los elevados porcentajes de resistencia mostrado, presentando
resistencia universal, y en segundo Ilugar por el advenimiento de nuevos
antimicrobianos, mas eficaces y con expectro de acciéon mas amplio®®. De esta forma
se empezaron a utilizar en el tratamiento de estas infecciones ciprofloxacino, una
guinolona fluorada de segunda generacion, pero el reporte de cepas resistentes a esta
droga ha dado paso al uso de cefalosporinas de tercera generacion como cefotaxima y
ceftriaxona. En nuestros dias dado a que el mundo se encuentra hiperconectado, la
diseminacibn de los genes de resistencia que codifican para mecanismos de
resistencia y cuya expresion son los diferentes fenotipos de resistencia y
multirresistencia que muestran las bacterias, este fendmeno toma dimensiones
mundiales y se ha convertido en una crisis global. Por supuesto ECD no escapa a este
fendmeno, reportandose cepas resistentes a cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion y a otras familias de antimicrobianos que constituyen la reserva para el
tratamiento de cepas extremadamente resistentes (XDR) como carbapenémicos®? y

mas recientemente en el 2014 la aparicion de cepas resistente a la colistina**9",

Los resultados de la prueba de susceptibilidad del actual estudio se muestran en el
gréfico 2. En el actual estudio se encontraron elevados porcentajes de resistencia para
ampicilina 100%, tetraciclina 33,14%, cefotaxima 25,84%, acido nalidixico 25,28% y

sulfametoxazol/trimetoprim 24,71%.
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Segun criterios de expertos internacionales en el tema de resistencia antimicrobiana,
aquellos antimicrobianos que muestren porcentajes de resistencia por encima del 20%,
no deben ser recomendados para el tratamiento empirico de infecciones entéricas
causadas por ECD, por tanto teniendo en cuenta los altos porcentajes mostrados por
ampicilina, tetraciclina, acido nalidixico y sulfametoxazol/trimetoprim no se recomienda
Su uso en la terapia antimicrobiana de cuadros diarreicos agudos causados por ECD,
en los casos que por decision clinica se decida imponer tratamiento antimicrobiano.
Consideramos que estos datos pueden ser utiles a los clinicos a modo de
actualizacion terapéutica, sobre todo ante la problematica de imponer una terapia

antimicrobiana empirica a un paciente que la requiera®®®.

100

M Sensible

Porcentaje de Resistencia

M Intermedio

[ Resistente

Gréfico. 2. Susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de ECD frente a los antimicrobianos evaluados
en el presente estudio realizado en el LNR/EDA/IPK durante 2016.

Los elevados porcentajes de resistencia observado en el estudio pudiesen deberse al
uso excesivo de estos antibidticos en el tratamiento de las enfermedades infecciosas,
por la presién selectiva que han ejercido estos antimicrobianos*’®. En Cuba, pais con
pocos recursos, el uso de estos antibidticos, al ser menos costosos garantizaban la
disponibilidad de los mismos y la accesibilidad a la poblacion, asi ampicilina,
sulfametoxazol/trimetoprim, acido nalidixico, drogas que se administran por via oral,

formaron parte de las drogas de primera linea de eleccién para el tratamiento de
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enfermedades infecciosas, no solo infecciones entéricas, sino también fueron utilizados

en el tratamiento de infecciones urinarias, respiratorias y de tejidos blandos (piel).

En el caso particular de la tetraciclina, a pesar de no ser utilizada para el tratamiento
de infecciones en nifilos menores de doce afos, por provocar el sindrome de “diente
manchado”, constituy6 una alternativa en el tratamiento de las infecciones entéricas en
pacientes alérgicos a las penicilinas (ampicilina) y a las sulfas. Este antimicrobiano
también se utiliza en el tratamiento de las enfermedades de transmision sexual
causadas por Clamydia spp. y Micoplasma spp., también se utiliza en el tratamiento de
infecciones causada por Leptospira spp., ademas esta droga es utilizada en veterinaria,

principalmente en el tratamiento de infecciones en aves.

En Cuba, a pesar de que existen regulaciones que limitan el expendio liberado de estos
antibidticos en las farmacias y se encuentra implementada una politica de uso racional
y de los antimicrobianos tanto en el area clinica como en veterinaria factores como: la
automedicacion en la poblacion y la alta prescripcion por complacencia, donde priman
las relaciones interpersonales han contribuido al aumento de la resistencia en estos
antibioticos. El problema se recrudece en otras partes del mundo donde no existen
regulaciones para la venta, ni una politica centralizada que norme el uso adecuado y
racional de los antibidticos, su utilizacion sin control en la industria de alimentos de
crecimiento para animales, que en determinados paises constituye un renglén de alto
ingreso econdmico, utilizan toneladas de antibiéticos como suplementos en piensos de
engorde para animales y se emplean como profilacticos en acuicultura y la
agricultura®®. Constituyendo estos alimentos, asi como sus carnes y derivados,
reservorios de bacterias que alberguen genes que codifican para mecanismos de
resistencia, que pueden propiciar la expresion de los diferentes fenotipos de
resistencia. Mediante la transferencia horizontal o lateral de genes por medio de
elementos moviles (plasmidos, integrones y bacteriéfagos) se pueden transferir a
través de la conjugacion fragmentos de ADN entre bacterias de la misma especie o de
especies diferentes que potencian la diseminacion de estos mecanismos de

resistencia®?,
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Los elevados porcentajes de resistencia obtenidos en el actual estudio son similares a

los resultados encontrados, en dos estudios precedentes de  susceptibilidad
(201) y

Diaz-Garcia, 2014 en los mismos se reportan porcentajes de resistencia superiores al

antimicrobiana realizados anteriormente en Cuba por Rodriguez- Pérez, 2014

80% para ampicilina, 35% para tetraciclina, 30% para &cido nalidixico®®?, resultando
particularmente mayor el porcentaje de resistencia en estos trabajos para el

sulfametoxazol/trimetoprim 40%.

La alta resistencia exhibida por ECD a diversos antimicrobianos como los citados
anteriormente han sido reportado varios paises en via de desarrollo, en América Latina,
en un estudio de susceptibilidad, frecuencia y patotipos de ECD en nifios con y sin
diarreas, realizada en Per( por Ochoa, et al., 2011V, se reportaron elevados
porcentajes de resistencia al ampicilina (85%), sulfametoxazol/trimetoprim (79%),
tetraciclina (65%) y acido nalidixico (28%). En otro estudio, este en el continente
asiatico, especificamente en el sudeste de China, realizado por Wang, et al., 2014, en
un estudio de prevalencia y susceptibilidad antimicrobiana de ECD en nifios menores
de cinco afios®®®, se reportaron elevados porcentaje de resistencia para ampicilina
(81,8%), los porcentajes de resistencia encontrados en este trabajo son practicamente
el doble para tetraciclina (61,3%) y aproximadamente el triple de
sulfametoxazol/trimetoprim (72,0%) comparados con los obtenidos en nuestra
investigacion y respecto a las dos investigaciones realizadas anteriormente en Cuba,
como se conoce la resistencia antimicrobiana en el sudeste asiatico es critica, por la
influencia de diversos factores.

Relacionado con la cefotaxima, en el reciente estudio encontramos elevados porcentaje
de resistencia (25,84%), se trata de una cefalosporina de tercera generacion que se
utiliza en el tratamiento de infecciones respiratorias, urinarias y entéricas. El hecho de
esta droga tener en el pais, uso exclusivo en el ambito hospitalario y ser una droga
controlada y de reciente manejo en el area clinica, es de destacar el encontrar, un
aumento del porcentaje de resistencia de manera significativa en tan breve tiempo*°®,
El porcentaje de resistencia a este antimicrobiano en el presente estudio es mayor al

que reporta Hernandez, 20149 (7,22%) en un estudio precedente de susceptibilidad,
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lo que pudiera estar condicionado por la extension del uso de este antibiotico en el area
intrahospitalaria; mostrando clara tendencia al aumento de la resistencia a este
antimicrobiano, por lo que se considera, alertar al Programa Nacional de Enfermedades
de Transmisién Digestiva de estos resultados.

En un estudio realizado por Wang et al., 2014 en China, donde se determind la
prevalencia y resistencia de ECD en nifios menores de cinco afios con gastroenteritis
reportaron elevado porcentaje de resistencia a cefotaxima (72,9%). Similar resultado al
anterior fue reportado por Paniagua-Contreras et al., 2015, en un estudio de E. coli
aisladas de pacientes con infeccion urinaria adquirida en la comunidad en México, al
encontrar 72,7% de resistencia para la cefotaxima®®®®.

Den Reijer, et al., 2016 en un estudio realizado en Holanda determiné la presencia de
131 E. coli MDR entre pacientes hospitalizados y de la comunidad, report6 elevados
porcentaje de resistencia para cefotaxima en ambos grupos de pacientes 74% y 64%

respectivamente®®®.

En otro sentido, los antimicrobianos que en el actual estudio mostraron bajo perfil de
resistencia y elevados porcentajes de sensibilidad antimicrobiana fueron: ciprofloxacino
(82,54%), ceftriaxona (84,83%), gentamicina (91,01%), amikacina (94,38%),
cloranfenicol (96,62%), y nitrofurantoina (100%) por lo que podrian considerarse
alternativas validas para el tratamiento empirico de infecciones causadas por ECD si se
decide imponer tratamiento.

Los resultados de sensibilidad encontrados en este estudio son similares a los
reportados por Defrancesco et al., 2017, en un estudio donde se determind la presencia
de BLEE en ECD aisladas en nifios que vivian en zona rural en Surafrica, mostrando
altos porcentajes de sensibilidad para ciprofloxacino, amikacina y gentamicina de 100%
y en el caso de ceftriaxona 97% de sensibilidad®®®, estos resultados especificos de
este estudio en particular, pueden ser debido a la escasa exposicién de estos nifios a
estos antibidticos. Estas antimicrobianos se administran por via parenteral y son mas
costosos, por ende, menos accesibles dadas las condiciones socioecondmicas en las

gue viven estas personas.
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Similares resultados fueron también reportados por Chavez et al., 2012, en el cual
identificaron bacterias resistentes a los antibioticos en infecciones asociadas a la
atencion de la salud en un hospital de mediana complejidad en Colombia, encontrando
100% de sensibilidad para amikacina y para ceftriaxona®®.

Con respecto a la nitrofurantoina el elevado porcentaje de sensibilidad (100%)
mostrado frente ECD llamd la atencidon en este estudio ya que no se trata de un
antimicrobiano de reciente uso, similares resultados fueron los encontrados por Betran
et al.,, 2015, en un estudio de evaluacion de la resistencia de E. coli en infeccion
urinaria adquirida en la comunidad en Espafa, en el cual el porcentaje de sensibilidad
para la nitrofurantoina (96,72%, 97,19% y 96,81%) se mantuvo estable en los tres
afos de estudio analizados (2011, 2012 y 2013 respectivamente), esta estabilidad en el
porcentaje de sensibilidad pudo deberse a que este antimicrobiano se emplea muy
poco por su potencial toxicidad pulmonar, a pesar de su probada efectividad en el
tratamiento de las infecciones urinarias®®.

Teniendo en cuenta la presion selectiva que ejerce el elevado consumo de antibiéticos
en nuestro entorno, es necesario actualizar los datos relativos a los patrones de
resistencia bacteriana, ya que éstos pueden variar entre distintas zonas e incluso en
una misma area geografica con el paso del tiempo. Finalmente, seria necesario tomar
las medidas oportunas para el control de la resistencia bacteriana, implicando a todos
los que hacen uso de los antibiéticos, incluyendo sobre todo el sector veterinario,
donde el uso racional y responsable de los mismos es desmedido. Ademas es
importante mantener la supervision de la resistencia de los antimicrobianos y continuar
con el control del uso de los mismos mediante el uso racional y responsable de estas
drogas bajo la supervision de la politica de uso éptimo de los antimicrobianos que se

lleva a cabo en las instituciones de asistencia en el pais.

4.3 Frecuenciay distribucion de patotipos de ECD identificados por mPCR.

La PCR es una técnica que por su alta sensibilidad y especificidad permite distinguir los
factores de virulencias en aislamientos de ECD vy diferéncialos de E. coli pertenecientes

a la microbiota normal del intestino. Esta herramienta de gran importancia, posibilita
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alcanzar un diagndstico de certeza que permite conocer la realidad epidemioldgica de
las EDA. Las E. coli causantes de diarrea se cuentan entre los agentes etiol0gicos
bacterianos mas frecuentemente asociados a esta entidad, hecho que confirman los
resultados de la presente investigacion, en la cual de los 178 aislamientos con
diagnostico presuntivo de ECD, estudiados durante el periodo definido, 127
aislamientos (71,34 %) presentaron uno o mas de los once genes de virulencia que lo
clasifican como patotipos de ECD.

La frecuencia de los patotipos de ECD (71,34 %) encontrada en este estudio fue
elevada con respecto a otros estudios realizados en paises del continente como en
Venezuela por Hannaoui et al., 2010%°” con un 19%, Ochoa et al., 2011®Yen Pert con
un 35,1%, Canizalez et al.,2016"°% en México con un 23% y Weiler et al., 2017, en el
Paraguay con un 13%®. Este resultado puede deberse al rango etario que se analiza
en cada estudio, en el presente estudio se analiza la poblacién en general, mientras en
el resto de los estudios anteriormente mencionados, las subpoblaciones estudiadas
correspondieron a nifilos menores de cinco afos. Se destaca la mayor presentacion de
ECD en nifios de uno a tres afos, que disminuye a partir de los nueve afos, lo que
coincide con los estudios de Canizalez et al., 2016. Ademas, esta enfermedad es mas
frecuente durante los primeros dos afos de vida, lo cual refleja un patron que combina
el declive de los niveles de anticuerpos maternos, la pérdida de inmunidad activa en el
infante y la introduccion de microorganismos por falta de higiene, los alimentos y el

agua contaminada con bacterias fecales”.

La distribucion de patotipos encontrados con algin gen de virulencia, en este estudio
fue (de n=127) la siguiente: EPEC 92 (51,68%), seguida de EAEC 14 (7,86%), EHEC
12 (6,74%) mientras que ETEC y EIEC se identificaron en menor frecuencia 5 (2,80%)
y 1 (0,56%) respectivamente, no encontramos ningun aislamiento que presentara
solamente el gen que tipifica para el patotipo DAEC. En el estudio la aparicion de
hibridos constituyé un importante hallazgo, se encontraron hibridos 2 (1,12%) que
mostraron combinacion de EHEC/EAEC y un hibrido 1 (0,56%), representado por la
combinacion de EHEC/DAEC. (Ver grafico 3). En los anexos #4 y #5, se muestran

algunos resultados de la corrida electroforética de los productos de mPCR-1 y mPCR-2
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Por otro lado, encontramos que 51 de los aislamientos (28,65%) fueron no identificados
(NI) como patotipos por medio de la mPCR utilizada. Los aislamientos NI pudieran
pertenecer al grupo de E. coli comensal los que no presentan factores de virulencia por
lo que no son patdgenos, en este caso el cuadro diarreico pudiera estar causado por
otros patdégenos entéricos como Rotavirus y otras bacterias entéricas como
Campylobacter spp. y Yersinia spp., cuyos diagnésticos microbiolégicos no se realizan
frecuentemente en los laboratorios de microbiologia clinica. Por otra parte pudieran
formar parte del patotipo IAEC (E. coli con Adherencia invasiva), este patotipo se
asocia con la enfermedad de Crohn, cuyos genes que codifican para sus factores de
virulencia no se incluyen en ninguna de las mPCR utilizadas y por ultimo pudieran ser
miembro de EAEC (patotipo mas heterogéneo dentro de ECD) del que no se buscaron |

los cinco genes principales que definen a este patotipo por no contar con los primers.

Distribucion de ECD
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Gréfico 3. Distribucion y frecuencia de patotipos de E. coli diarrogénicas.

ECD (n=127) NI(n=51), NI: No identificados por mPCR.
Los resultados encontrados en el presente estudio referidos a la distribucion y

frecuencia de los patotipos, son similares en cuanto a patotipo predominante, pero
difieren a la vez en cuanto a la distribucion de los restantes patotipos y en cuanto a la
frecuencia reportadas por otros estudios como el de Hannaoui et al., 2010, en
Venezuela en el que la mayor frecuencia de patotipos fue EPEC, ETEC y EAEC, y los
resultados reportados por Tobias et al., 2015, en Israel donde exhibieron el siguiente

orden: EPEC, EAEC y ETEC®®) aunque seria bueno aclarar que en estos dos
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estudios comentados las muestras fueron mucho menores, n=32 y n=59
respectivamente, que el numero de aislamientos estudiados en la actual investigacion.
Evidentemente se obtuvo un predominio del patotipo EPEC 92 (51,68%), mucho mayor
que lo reportado por Hannaoui et al., 2010,en un estudio realizado en Venezuela
donde el 10,65% de los aislamiento de ECD correspondieron a EPEC como patotipo
predominante®®”. Por lo contrario en un estudio realizado por Varela et al., 2015 en
Uruguay reportdé que EPEC (65%) fue el patotipo predominante, acotando que la
poblaciéon estudiada fueron nifios mayores de cinco afios con alto nivel
socioeconémico. EPEC es de gran importancia a nivel clinico como causa de
gastroenteritis principalmente en menores de dos afios que representan la poblacion
infantil con mayor susceptibilidad, reportando la mayor prevalencia particularmente, en
lactantes menores de seis meses“?. La frecuencia disminuye con la edad y los adultos
rara vez adquieren infecciones por EPEC, salvo condiciones excepcionales®®?.

El segundo patotipo mas frecuente encontrado en este estudio fue EAEC (7,86%), este
patotipo en la Ultima década ha presentado un cambio en el comportamiento
epidemiologico y en la mayoria de los estudios revisados del 2010 a la fecha se
encuentra en primer o0 segundo lugar en cuanto a frecuencia de aislamiento entre
ECD; estudios realizados por Wang et al., 2013, en China, Rivero et al., 2015, en Peru
y Canata et al., 2016 en Paraguay encontraron que el patotipo predominante en sus
estudios fue EAEC con 37,8%, 15,1% y 40, 42% respectivamente®". Este cambio de
comportamiento pudiese deberse a cambios en los habitos alimentarios y la forma de
elaboracion de los alimentos ya que en la actualidad la tendencia al consumo de
comidas rapidas y pre-elaboradas (comida chatarra) ha aumentado. Estas comidas son
potencialmente contaminadas con bacterias fecales y EAEC tiene como principal via
de transmision el agua y los alimentos contaminados, aunque las manos también
pueden ser via de transmision, sobre todo para los recién nacidos® ",

El tercer patotipo més frecuente encontrado en este estudio fue EHEC (1,12%), este
resultado merece especial atencion ya que este patotipo emergente y zoondtico,
considerado de lo mas importante patégenos entéricos de transmision alimentaria entre
ECD. Presenta como principal factor de virulencia, la produccién de toxina Shiga o

verotoxinas; estas toxinas estan asociadas a complicaciones como CH y SUH en los
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pacientes cuyo proceso gastroentérico esta causado por el serotipo O157:H7 u otro
serogrupos non-0157 (026, 045, 0145 entre otros). Por esta razén la OMS y OPS
llaman a la vigilancia de este virotipo a nivel mundial porque es imprescindible su
diagndstico oportuno, ya que no existe tratamiento especifico ni vacuna, pero ademas
no se puede tratar con antibiéticos de accion bactericidas porque acelera la aparicion
de complicaciones como las mencionadas anteriormente®'?.

En este estudio la cantidad de aislamientos (n=12) que correspondieron con el EHEC
es tres veces mayor que lo reportado por Canata et al., 2016, en el cual encontraron
gue 4 de los aislamientos eran portadores de genes codificadores de toxina Shiga. Lo
anterior justifica la busqueda y deteccidn de estos patdégenos entéricos en coprocultivos
y la utilizacion de métodos de biologia molecular para arribar a un correcto diagndéstico
etiolégico que permita comprender mejor la epidemiologia de estos patégenos y
contribuir al diagnostico oportuno y a la implementacion de medidas sanitarias de
prevencion y control.

Aunque, dentro de los resultados de este estudio, la frecuencia de ETEC fue baja
2,80%, este patotipo se encuentra dentro de los patotipos que conjuntamente con
EAEC y EPEC a nivel mundial se aislan con mayor frecuencia dentro de los casos de
diarrea agudas. En un estudio reciente realizado por Weiler et al., 2017 en nifios con
sindrome diarreico agudo en Paraguay, encontré que el patotipo predominante fue
ETEC, mientras que en otro estudio realizado en Meéxico por Patzi-Vargas, et al.,
201559 el patotipo ETEC ocupé un tercer lugar en frecuencia con un 21%. En una
revision reciente se reportd que para la OPS, los patotipos de EPEC y ETEC son la
siguiente prioridad luego de Rotavirus, por las tasas de mortalidad que registran como

productores de diarrea’”

. Este patotipo es reportado internacionalmente como la
principal causa de diarrea del viajero, caracterizada por ser acuosa, profusa y
abundantes de tipo colérica fundamentalmente en nifios menores de seis meses y dos
afos de edad.

EIEC con una frecuencia del 0,56% correspondié con el patotipo de mas baja
identificacion dentro de los aislados de CED estudiados, estos resultados coinciden con
otros estudios encontrados donde ocupan por lo general el quinto o sexto lugar en

cuanto a frecuencia; Ochoa et al., 2011, reporté una frecuencia de 0,6% para EIEC,
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mostrando baja frecuencia de aislamientos en su estudio®®. En este mismo sentido,
Patzi-Vargas et al., 2015 encontré que este patotipo fue el de menor frecuencia en su
estudio 0,4%. EIEC causando diarreas acuosas y disentéricas en seres humanos. Se
debe acotar que los genes amplificados por mPRC-2 en el presente estudio (ipaH y
virF), son genes que ademas los puede portar el género Shigella, debido a que ambos
patégenos presentan caracteristicas bioguimicas y genéticas similares. Sin embargo, el
aislamiento portador de estos genes de virulencia en este estudio fue Acetato (+) y
MUG (+). La prueba MUG adquiere mayor relevancia en la caracterizacion de EIEC,
dado que E. coli a excepcion del serotipo 0157:H7, utiliza la enzima 4-
metilumbelilferona-D-glucoronido, mostrando la fluorescencia tipica ante la luz
ultravioleta, que permitié la identificacion rapida del género Escherichia®®?.

Otro resultado importante en el estudio actual fue el hallazgo de hibridos, se
encontraron dos para una frecuencia de 1,12% los cuales mostraron la combinacion de
genes de EHEC/EAEC y solo uno con combinacion de genes tipicos de EHEC/DAEC
con una frecuencia de 0,56%. Este resultado es importante porque muestra aiun mas la
importancia de la identificacion genotipica de estos enteropatégenos mediante el uso
de PCR, ya no solo para la identificacion de los seis patotipos especificos sino que
mediante la técnica molecular se puede demostrar también la presencia de hibridos,
demostrando la plasticidad genética de E. coli, indicativa de una continua transferencia
horizontal de genes inter-especie y ademas permite conocer el comportamiento
epidemiologico dentro de ECD.

Este tipo de hallazgo, sobre la deteccion de ECD hibridos, son reportados también por
otros autores como lo reportado por Patzi-Vargas et al., 2015, en México y Weiler et al.,

2017, en Paraguay.

4.4 Patotipos de ECD y su relacion con la multirresistencia

Desde finales del siglo XX asistimos a un incremento de resistencias a los
antimicrobianos utilizados en la practica clinica. La multirresistencia ha traspasado las
barreras hospitalarias y es frecuente el aislamiento de estos microorganismos en el
ambito extrahospitalario. En los udltimos afios, se han producido cambios en la
epidemiologia de la resistencia a los antimicrobianos. Por una parte, se produce el
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transito de patégenos hospitalarios a centros sociosanitarios, lo que convierte a estos
centros en reservorio de estos microorganismos. Por otra parte, han aparecido algunas
bacterias multirresistentes, como patdgenos de adquisicion comunitaria (Ej., E. coli
productora de betalactamasas de espectro extendido). En general, la expresion del
fenotipo de multirresistencia se debe a la adquisicion de genes que codifican para
varios mecanismos de resistencia, aunque en algunas ocasiones so6lo uno puede

afectar a antimicrobianos de diferentes familias (resistencia pleiotropica’®®.

El estudio de susceptibilidad demostré que en los aislamientos (n=178) evaluados se
encontrd que el 100% mostraban resistencia al menos a un antimicrobiano. Se obtuvo
gue el 11,23% de los aislamientos resultd resistente a dos antimicrobianos, mientras
gue los aislamientos resistentes a tres antibioticos en conjunto representan el 10,11%
del total de aislados estudiados. Ademas, se hallé que el 3,37% de los aislamientos
resultaron resistentes a cuatro antibioticos y que el 6,74% resultd ser resistente a cinco
antimicrobianos. Se comprobd que eran resistentes a seis antibioticos el 2,24% de los
aislamientos, el 2,80% resultaron resistentes a siete antimicrobianos y de igual manera

2,80% resultaron resistentes a ocho.

Dentro de los aislamientos de ECD se encontraron 53 aislamientos con fenotipo de
MDR para un 41,73%. La mayor frecuencia de aislamientos con fenotipos de MDR se
encontré en EPEC con el 32,28%, seguido de EAEC con 3,93% y ETEC con 3,14%.
Un resultado a destacar es la frecuencia de aislamientos con fenotipos de MDR
encontrado en los aislamientos no identificados que fue de 11,81%. No se pudieron
comparar los porcentajes de aislamientos con fenotipos de MDR entre EPEC y el resto
de los patotipos por el pequefio tamafio de muestra de los mismos y la comparacion se
estableci6 entre EPEC y los aislamientos no identificados, en cuya comparacion
haciendo uso de estadistico Ji cuadrado encontramos que no habia diferencia
significativa, porque p>0,005, lo que se traduce que el hecho de portar un gen
especifico que codifique para un determinado factor de virulencia no parece

condicionar la tenencia de un fenotipo de MDR. Ver Tabla 4.1 y anexo #6.
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Se debe acotar que la comparacion de los porcentajes de aislamientos con fenotipo de
MDR entre EPEC y el grupo de los aislados NI, parte de que estos aislamientos formen
parte de E. coli comensales. En la literatura se reporta que E. coli comensales aisladas
demuestras de heces tanto de humanos, animales y en agua superficiales, podrian
estar actuando como reservorio de genes de resistencia antibidtica, realzando el uso
extendido y el impacto de consumo de antimicrobiano en la comunidad, mostrando el
riesgo potencial de la pérdida de estos farmacos en el area clinica. Por ello, el analisis
de los niveles de resistencia a antimicrobianos en cepas de E. coli comensales es un
modelo valido para estimar el impacto del uso general de antimicrobianos en un area
especifica y una aproximacion adecuada para predecir la evolucion de la resistencia en

la comunidad.

Tabla 4.1. Fenotipo de multirresistencia antimicrobiana de patotipos de ECD identificados en LNR-EDA-

IPK en el periodo enero-diciembre 2016.

. Patotipos de ECD
Resist Total

Categoria No. NI
Aislm. n=127 EHEC/ EHEC/
EPEC EAEC EHEC ETEC EHEC
EAEC DAEC

Susceptible 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 57 38 6 9 1 1 1 1 31
Resistente
2 17 13 3 1 0 0 0 0 5
3* 19 11 3 0 4 0 1 0 3
4 6 6 0 0 0 0 0 0 3
5* 12 10 2 0 0 0 0 0 2
6 4 4 0 0 0 0 0 0 5
MDR 7 6 5 0 1 0 0 0 0 2
8 6 5 0 1 0 0 0 0 0
Total 53 ALl =5 5 2 4 0 1 0 s ==
MDR (41,73) (32,28) (3,93) (@1,57) (3,149 (0,78) (29,41)

En el presente trabajo se encontraron 39 patrones de MDR y el patron predominante
correspondié a AMP/SXT/T, concentrandose la mayor cantidad de patrones de MDR en
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el patotipo EPEC que constituyo el patotipo predominante en el estudio. La distribucion
de fenotipos de MDR en el patotipo predominante, podrian estar reflejando los
antibidticos mas usados, la extension de los mecanismos de resistencia que se
diseminan por transferencia horizontal de genes y ademas la frecuencia de la infeccion

de este patotipo en la poblacion.

Tabla 4.2. Patrones de multirresistencia antimicrobiana mas frecuentes encontrados
entre los aislados de ECD, en el LNR/EDA/IPK. Periodo enero-diciembre 2016.

N de N° de aislamientos de ECD
antibiticos Patrones de MR EPEC |EAEC [EHEC |ETEC NI
AMP/CTX/T 2 1 1
’ AMP/SXT/T 3 1 1 2
5 AMP/CRO/CTX/CIPINA 4
7 AMP/CRO/CTXICIPINAISXTIT | 3 1
8 AMP/CRO/CTX/CNICIP/NA/SXT/T| 2 1
Total 14 2 3 2 2

En un trabajo previo realizado por Hernandez, 2014“°% en Cuba, detectd 13 patrones
de MDR que agruparon 26 aislamientos (26,80%) y cuyo patron predominante también
fue AMP/SXT/T, de forma similar fueron los resultados reportados por Alikhani et al.,
2013®7 y por Canizalez et al., 20167 en los cuales el patrén predominante coincidi6
con AMP/SXT/T. Estos resultados indican la resistencia universal que muestran las

ECD a estos antimicrobianos.

Se debe considerar, que las infecciones causadas por aislamientos MDR pudiesen
estar asociadas a mayores tasas de morbilidad y mortalidad por las complicaciones del
tratamiento y el incremento de la virulencia porque en los elementos moviles
transferibles pueden coexistir genes de virulencia con genes de resistencia durante el

la transferencia horizontal ya que los antibiéticos no solo matan a las bacterias
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sensibles y seleccionan a las resistentes, sino que también influencian directamente los

mecanismos de variacibn genética (mutacion, recombinacién, transposicion,
intercambio de genes).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

+«+ Si por decision clinica se decide imponer tratamiento antimicrobiano a pacientes
con diarreas causadas por E. coli diarrogénicas, la ceftriaxona, ciprofloxacino,
amikacina, gentamicina, cloranfenicol y nitrofurantoina se consideran de eleccion
por el bajo porcentaje de resistencia antimicrobiana y por otra parte no
considerar el uso de ampicilina, tetraciclina, acido nalidixico, sulfametoxazol-

trimetoprim ni cefotaxima, por el alto porcentaje de resistencia que registraron.

+ La deteccién de un numero creciente de aislamientos del virotipo emergente de
Escherichia coli enterohemorragica y el hallazgo de virotipos hibridos, constituye
valiosa informacion desde el punto de vista clinico-epidemiolégico.

+ El hecho de portar uno o varios genes de virulencia, que definen los patotipos de
Escherichia coli diarrogénica, no parece estar asociado a la multirresistencia
antimicrobiana.
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CAPITULO VI. RECOMENDACIONES

% Alertar al Programa Nacional de ETD del MINSAP, sobre los resultados de
susceptibilidad antimicrobiana obtenidos en el estudio para lograr el uso 6ptimo

y eficiente del tratamiento en pacientes que requieran terapia antimicrobiana.

% Introducir los métodos fenotipicos y moleculares en el LNR/EDA/IPK para la
identificacion y confirmacion de mecanismos de resistencia antimicrobiana en los

aislamientos de Escherichia coli diarrogénicas.
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ANEXOS

Anexo #1: Flujograma para la identificacion fenotipica de E. coli.

‘ Aislamientos con diagnosticopresuntivo de E. coli diarrogénicasprocedentes de los CPHEM,
_ en el periodoenero-diciembre, 2016 n=198
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Anexo #2: Tabla 1: Discos de antibidticos para evaluar la susceptibilidad de los

aislados y sus respectivos puntos de cortes segun las normas del CLSI, 2016.

Familia de

antimicrobianos

Agentes antimicrobianos

Concentracion

en el disco(ug)

Diametros en mm para
definir categorias

R I S

Aminopenicilinas Ampicilina (AMP) 10 ug <13 14-16 | =17
Cefalosporinas Ceftriaxona (CRO) 30 ug <13 14-20 | =21

Cefotaxima (CTX) 30 ug <26 23-25 | 222
Aminoglucoésidos Gentamicina (CN) 10 pg <12 13-14 | =15

Amikacina (AK) 30 ug <14 15-16 | =17
Quinolonas Ciprofloxacina (CIP) 5 ug <15 16-20 | =21

Acido Nalidixico (NA) 30 ug <13 14-18 | =19
Tetraciclina Tetraciclina (T) 30 ug <14 15-18 | =19
Sulfamidas/ Trimetoprim-

Diaminopirimidinas

sulfametoxazol (STX)

1.25/23.75 g

<10 11-15 | =16

Anfenicoles

Cloramfenicol (C)

30 ug

<12 13-17 | =218

Nitrofuranos

Nitrofurantoina (F)

300 ug

<14 15-16 | =217
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Anexo #3: Flujograma para la identificacion genotipica de ECD.

Aislamientos de E. coli conservados en CTS glicerol 15% J
n=178

Extraccion del ADN

por ebulliciéon 100 °c
durante 10 min
(Bertin et al, 2001)

J

Deteccion de genes
de virulencia
especifico por PCR
multiple a punto final
(Gomez-Duarte, 2009)

PCR MULTIPE-1: ]< ﬂ >L PCR-2 MULTIPLE: ]

EPEC, EHEC, EAEC ETEC, EIEC, ADEC
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Anexo #4: Resultados de la corrida electroforética mPCR-1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19 20 21

eae9l7 pb EPEC cae 917 PB

VT 518 PB

Aspu282 pb

AggR 254 pb

EAEC

Figura: Corrida electroforética donde se aprecian los productos amplificados
correspondientes a la mPCR-1. En el carril 1: patron de peso molecular 100pb, carril 2: cepa E.
coli DH5 a control (-), carril 3 cepa EHEC, carril 4EAEC, carril 5 EPEC, carril 6 EAEC, carriles
del 7 al 13 aislamientos negativos, carril 14 patrén de peso molecular 100pb, Carril 15 aislado
negativo, carril 16 EAEC, carriles negativos del 17 al 20 y carril 21EHEC.



Anexo #5: Resultados de la corrida electroforética mPCR-2.
EleC

933 pblpaH
_—
618 pb virF S—

218 pb LT

147 pb ST

Figura: Corrida electroforética donde se aprecian los productos amplificados
correspondientes a la mPCR-2. En el carril 1: patron de peso molecular 100pb,
carril 2: cepa E. coli DH5 a control (-), carril 3 control de reactivo, carril 4ETEC,

carril 5 aislamiento negativo, carril 6 EIEC, carriles 7 y 8 aislamientos negativos.
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Anexo #6 Tablas de contingencia: Tablas 2x2 simples.

Tipo de estudio : Transversal
Nivel de confianza: 95,0%

Tabla
Enfermos
Expuestos 48
No expuestos 14
Total 62
Prevalencia de la enfermedad
En expuestos
En no expuestos
Razén de prevalencias
(Katz)
Prevalencia de exposicion
En enfermos
En no enfermos
Razén de prevalencias
(Katz)
OR 1C(95,0%)
1,605787 0,787939 3,272524
0,793298 3,244415

Prueba Ji-cuadrado de asociacion

Sin correccioén
Correccio6n de Yates

Prueba exacta de Fisher

Unilateral
Bilateral

Sanos Total
79 127
37 51

116 178
Estimacion
0,377953
0,274510
1,376828
Estimacion
0,774194
0,681034
1,136791
(WoolT)
(Cornfield)

Estadistico

1C(95,0%)
0,836050 2,267393
1C(95,0%)
0,946444 1,365419
Valor p
0,1903
0,2561
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