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RESUMEN

Las enfermedades diarreicas agudas constituyen una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en paises en via de desarrollo. Ocurre con mayor frecuencia
en edades extremas de la vida, siendo la Escherichia coli (E.coli) uno de los agentes
enteropatdgenos bacterianos que con mayor frecuencia provoca diarreas. Este
enteropatdgeno actualmente esta desarrollando resistencia a diferentes familias de
antimicrobianos. Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal en el periodo
de mayo 2009 a mayo del 2010, con el objetivo de confirmar el diagnéstico de los
aislamientos de E. coli entéricas, determinar los fenotipos de susceptibilidad
antimicrobiana de los aislamientos confirmados, asi como definir los patrones de
multirresistencia de E. coli entéricos estudiados. Se confirm6 el 83.6% de los
aislamientos como E. coli. Se mostré buena sensibilidad para la ceftriaxona
(94,85%) amikacina (92,78%) piperacilina—tazobactan y nitrofurantoina, estos con
(95,88%). Se obtuvieron niveles elevados de resistencia a ampicilina (39,18%),
tetraciclina (32,99%), acido nalidixico (29,9%) y ciprofloxacina (28,87%). Se
observaron 13 patrones de multirresistencia que comprometian 26 aislamientos. La
mayoria de los aislamientos fueron confirmados como E. coli, pero todavia persisten
dificultades en la identificacion a nivel de laboratorio de microbiologia de asistencia,
por lo que es necesario perfeccionar el trabajo de la red. E. coli entérica muestra
una alta resistencia a los betalactamicos, quinolonas y tetraciclina. Sin embargo los
betalactamicos con inhibidores de betalactamasas, nitrofurantoina, cefalosporinas
de tercera generacién y aminoglucosidos constituyen alternativas para el tratamiento
de esta enterobacteria. Se observa un incremento de la multirresistencia de los

aislamientos estudiados lo que constituye una alerta para el SNS.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas agudas (EDA) constituyen una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en los paises en desarrollo (1,2). Son frecuentes
en las edades extremas de la vida, comprendidas entre 6 meses y 2 afios de edad,
debido a la inmadurez inmunolégica que estos presentan (3) y en aquellos mayores
de 65 afos, por su estado de salud comprometido. También incluye a pacientes
inmunodeprimidos como por ejemplo los casos infectados por el virus de

Inmunodeficiencia humana (VIH).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que anualmente ocurren entre
750 y 1 000 millones de episodios diarreicos y cerca de 5 millones mueren por esta
causa. En Cuba, la morbilidad para el afio 2013 fue de 625 936 atenciones médicas
(4). En los Estados Unidos se estima que se producen entre 211 y 300 millones de

episodios anuales y 6 000 defunciones por EDA (5).

Escherichia coli es una de las principales bacterias causantes de EDA (6,7), aunque
existe un subregistro en el reporte de casos a nivel internacional, producido por la
no diferenciacion entre los aislamientos de E. coli de la microbiota normal y aquellas
patdgenas. Dicho microorganismo coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento y forma parte de la microbiota habitual. De acuerdo al
mecanismo de patogenicidad, el cuadro clinico y la epidemiologia, las cepas de E.
coli causantes de diarreas se pueden clasificar en seis patotipos o categorias: E. coli
enterotoxigénica (ECET), E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli enteroinvasiva
(ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli productora de la toxina Shiga
(ECTS), entre la que se incluye a E. coli enterohemorragica (ECEH) y por ultimo E.
coli entero adherente (ECEAD), entre las que se encuentran las de adherencia

localizada y de adherencia difusa (7).



El mal uso y el abuso de los antimicrobianos por parte del hombre han traido
consigo la aparicion y aumento cada vez mayor de microorganismos resistentes a
los antimicrobianos (8,9). La disminucion de la susceptibilidad de las bacterias a las
drogas antimicrobianas es un proceso dinamico que se ha ido modificando con el
transcurso del tiempo, provocando un efecto social negativo. En el caso de E. coli es
una de las especies bacterianas que ha desarrollado mas rapidamente resistencia a
distintos grupos o familias de antimicrobianos, en especial las aisladas de

infecciones extraintestinales (10).

A partir de los afos 40, fecha en que salen al mercado los primeros antibidticos, se
reporta el fendmeno de resistencia, que incluye a las drogas de reciente produccion.
En la actualidad toda la humanidad sufre las negativas consecuencias de este

fendmeno que afecta tanto a Cuba como a otros paises del mundo (10,11).

A pesar del caracter autolimitado de las diarreas provocadas por E. coli, resulta de
importancia mantener una vigilancia estrecha de su susceptibilidad a los diferentes
antimicrobianos de uso clinico (12). El presente estudio brinda una herramienta a los
clinicos y otros médicos de asistencia, que necesiten aplicar una terapia
antimicrobiana efectiva en pacientes aquejados de estas infecciones, en particular

los individuos con estado de salud comprometido.



OBJETIVOS

1. Confirmar el diagnéstico de los aislamientos de Escherichia coli entéricas,

mediante métodos convencionales.

2. Determinar los fenotipos de resistencia antimicrobiana de los aislamientos

confirmados como Escherichia coli entéricas.

3. Definir patrones de multirresistencia en aislamientos de Escherichia coli

entéricas y seleccionar los de mayor relevancia.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Escherichia coli: Aspectos generales

Escherichia fue descrita originalmente por el pediatra y profesor aleman Theodore
Escherich en 1885 y bautizada en su honor en 1919 como Bacterium coli commune,
hoy renombrada como Escherichia coli. Algunas cepas de E. coli poseen diversos
grados de patogenicidad, lo que llevo a profundizar en los mecanismos relacionados

con la virulencia en los pacientes afectados (13).

Esta bacteria comenzé a estudiarse con mayor exhaustividad a partir de la primera
mitad del siglo XX y es considerada la especie de vida libre mas estudiada del
planeta (13,14). E. coli esta ampliamente distribuida en el tubo digestivo del hombre
y de los animales de sangre caliente y conjuntamente con otras bacterias aerobias y

anaerobias forma parte de la microbiota intestinal (15).

Escherichia coli es un microorganismo aerobio y anaerobio facultativo, gramnegativo
y en forma de bacilos rectos. Puede presentarse de forma aislada o en pares y tener
capsula o no. Es capaz de incorporar material genético exdgeno. Coloniza el tracto
gastrointestinal a las pocas horas de vida del recién nacido y establece con el
hospedero, en condiciones naturales, una relacién estable de mutuo beneficio (16).
Puede comportarse como un patégeno capaz de causar infeccion severa cuando
adquiere elementos de virulencia (17,18) o cuando se desplaza de su habitat
normal, lo que provoca una enfermedad endégena en los pacientes debilitados o en
aquellos que presentan una alteracion de la pared intestinal. Las infecciones

entéricas provocadas por E. coli no son causadas por las cepas que habitan



normalmente el intestino, sino por aquellas especialmente patdogenas en esta

localizacion (12, 13).

2.1.1 Clasificacion taxondmica:

Reino: Procarionte

Division Il: Bacterias

Secciodn 5: Bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos

Orden: Enterobacterias

Familia: Enterobacteriaceae

Tribu: Escherichiae

Género: Escherichia

Especie: Escherichia coli



2.1.2 Principales caracteristicas fenotipicas de E. coli

Tabla 1. Principales caracteristicas fenotipicas de E. coli en diferentes sustratos
bioquimicos

Morfologia y tincién Bacilos Gram (-
Movilidad (+) Peritricos
Relacion con el O, Aerobios — Anaerobios Facultativos
Requerimientos nutricionales No exigentes
Medio OF I+
Catalasa
Oxidasa
Nitratos a nitritos
Glucosa (o AG
Lactosa (+) AG
Arabinosa 6 AG
RM
" 3
KCN
Citrato ()
Acetato (P
Ureasa C-)
H2S ()
Fenilalanina ()
Indol M3
Lisina decarboxilasa (+)

(+) = amplia mayoria de cepas positivas

VP: Voges Proskauer; H2S: sulfuro de hidrogeno RM: Rojo Metilo. KCN: Cianuro de

potasio.

2.1.3 Caracteristicas antigénicas de E. coli

Segun el esquema de clasificacidon propuesto por Kauffman en el afio 1947 y
teniendo en cuenta las modificaciones aceptadas en la actualidad, las cepas de E.
coli se clasifican en funcion de sus perfiles antigénicos de superficie, los cuales

incluyen 3 antigenos diferentes: O (somatico), H (flagelar) y K (capsular) (19).

Este esquema es actualizado constantemente y hasta el afno 2002 se conocian 176

antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K) (18). El antigeno O
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grupo-especifico se encuentra en la capa de lipopolisacaridos (LPS), mientras que
el antigeno H tiene naturaleza proteica (18). El antigeno capsular K es un
polisacarido. Existen 3 variedades del antigeno K (A), K (B) y K (L). Unicamente K
(B) y K (L) se inactivan por calentamiento a 100° C durante 1 hora, mientras que
para inactivar K (A), se requiere de una temperatura de 121° C durante 2 horas y

media (18).

Escherichia coli productora de diarreas puede causar cuadros clinicos leves,
evolucionar a la diarrea persistente o provocar complicaciones, que pueden llevar a
la muerte del paciente (20). Teniendo en cuenta el mecanismo de patogenicidad y el
cuadro clinico al que se encuentran asociadas, las cepas de E. coli causantes de

diarrea se pueden clasificar en seis patotipos o categorias (6,21,22,23):

1. E. coli enterotoxigénica (ECET)
2. E. coli enteropatégena (ECEP)
3. E. coli enteroinvasiva (ECEI)

4. E. coli de adherencia (ECEAd)

5. E. coli enteroagregativa (ECEAQ)

o

E. coli productora de toxina Shiga (STEC siglas en Inglés), semejante a la

toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae tipo I.

2.1.4 Principales caracteristicas de los patotipos de E. coli

2.1.41 ECET

Coloniza el intestino delgado, posee fimbrias que le permiten adherirse firmemente y

suministrar la toxina al epitelio. Producen 2 enterotoxinas, una termolabil (TL) y otra



termoestable (TE), o ambas a la vez. La toxina TL esta relacionada de forma

funcional, inmunoldgica y estructural con la toxina del colera.

2.1.4.2 ECEP

No produce enterotoxinas ni invade las células epiteliales. Su principal factor de
virulencia es la adherencia y la esfacelacién que provocan en el borde en cepillo del
enterocito. Se adhiere al epitelio intestinal mediante una proteina denominada
intimina y forma un pedestal con la consecuente pérdida de la microvellosidad.
Favorece el sobrecrecimiento bacteriano, lo cual puede ser un factor condicionante
para la persistencia del episodio diarreico (24).La destruccion de las
microvellosidades también puede condicionar la persistencia del episodio diarreico

agudo (25).

2.1.4.3 ECEI

Coloniza el colon. Las propiedades de colonizar, invadir y destruir los enterocitos del
colon se codifican genéticamente en el ADN cromosomal y por plasmidos. Elabora
una citotoxina que se presenta con mayor intensidad en un medio bajo en hierro. Se
adhiere al epitelio intestinal y causa muerte celular y una rapida respuesta
inflamatoria. Se comporta como Shigella en cuanto a su capacidad de invadir el

epitelio intestinal, pero no produce toxina Shiga.

2.1.44 STEC y ECEH

Se adhiere a las células endoteliales y produce lesiones de union estrecha y
borramiento del borde en cepillo del enterocito, principalmente en el colon. En
algunos estudios se reportan lesiones basicamente al nivel de las placas de Peyer y
no toda la superficie de extension de la mucosa. Produce 2 tipos principales de
toxinas: una es esencialmente idéntica a la toxina Shiga de S. dysenteriae tipo |,
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denominada antiguamente Verotoxina 1 (VT-1); la otra se denomina Verotoxina 2
(VT-2). Estas toxinas producen inhibicidon de la sintesis proteica y muerte celular sin
invasién del enterocito. Este patotipo constituye la primera causa del sindrome
hemolitico urémico (SHU) en la nifiez (nifios menores de 5 anos de edad) y una de
las principales causas de insuficiencia renal aguda (IRA), fendmeno
trombocitopénico trombdético y la anemia hemolitica. Los serogrupos mas
comunmente aislados son: 0157, 026, O111, O145 y en combinacién con los
antigenos flagelares (H7, H11 y H32) conforman los serotipos mas representativos

de la categoria (26,27, 28).

2.1.4.5 ECEAd: ECAD y ECAL.

Coloniza el colon. Produce toxina termolabil y termoestable pero se desconoce el
papel que desempefia en la patogenia. También se le denomina E. coli

enteroaglutinante.

Es necesario destacar que las cepas de ECET, ECEP y de adherencia difusa
producen diarreas acuosas, en tanto que las cepas de ECEl y STEC/ECEH
producen diarrea con sangre. No obstante, algunos estudios concluyen que el
cuadro clinico no resulta lo suficientemente caracteristico como para realizar un

diagnéstico especifico (29).

En los ultimos veinte anos, STEC/ECEH ha sido reconocido por la OMS como un
agente emergente y zoonodtico en determinadas regiones, en donde causa
enfermedad gastrointestinal grave, con riesgo de complicaciones que ponen en
peligro la vida de los pacientes afectados. Las cepas STEC pertenecen a un amplio
rango de serotipos y han sido asociadas a diarreas con sangre o sin ella, colitis

hemorragica (CH) y SUH (27). Superado el periodo de aproximadamente 10 dias,



cerca del 10% de los pacientes evolucionan a SUH, que se caracteriza por producir
tres entidades nosoldgicas: anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y
falla renal aguda, pero puede afectar también al sistema nervioso central, pancreas,
pulmones y corazén. Los serotipos de STEC que causan enfermedad severa en el
hombre pertenecen al grupo denominado ECEH (28,29). Este microorganismo es de
gran interés para la OMS, razén por la que se ha establecido un programa continuo
de vigilancia sanitaria, para controlar aquellos alimentos que representan riesgos

para la salud (30).

2.1.5 Epidemiologia

La incidencia real de EDA causada por E. coli en el mundo es desconocida, ya que
no todos los laboratorios pueden realizar la identificacion definitiva de los patotipos
de este microorganismo. ECET es la causa mas comun de la diarrea del viajero.
ECEP y ECEIl infectan principalmente a los nifios menores de 2 afios en los paises
en vias de desarrollo. ECEP provoca diarreas en el recién nacido y es también
causa de diarrea persistente en pacientes con antecedentes de enfermedades

cronicas y debilitantes (31).

Los primeros reportes de EDA por ECEH aparecen en la década del 80, causando
casos esporadicos y brotes epidémicos en paises desarrollados. El serotipo mas
frecuente en EE.UU, Europa y Japoén fue el O157:H7, que es el prototipo de la
categoria ECEH, caracterizada por la produccion de la toxina Shiga (22) .El periodo
de incubacién oscila entre 12 y 72 h, su transmision ocurre mientras dure la

formacion de colonias en las heces (32).
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El hombre constituye el principal reservorio para casi todos los patotipos
reconocidos de E. coli (33). Como la generalidad de las EDA, la transmision es fecal
- oral, a través del agua y alimentos contaminados. Resulta necesario destacar la
importancia de la transmision de persona a persona, en especial en lugares
hacinados, como hogares y centros de atencion de nifios y ancianos, prisiones, etc.
Como E. coli puede habitar en el intestino del ganado vacuno saludable, la carne del
animal pudiera contaminarse durante el proceso de sacrificio, por contacto con
restos fecales. La colitis hemorragica producida por E. coli O157:H7 ha estado
relacionada con la ingestion de hamburguesas contaminadas donde se han
comprobado fallos en el proceso de produccién, control de calidad, distribucion y
adecuada coccion de este producto de alta demanda en la poblacion (32). Las
bacterias presentes en las ubres de las vacas o en los equipos de ordefio pueden
asimismo contaminar la leche cruda y sus derivados, principalmente los quesos

(33).

2.2 Antimicrobianos

El desarrollo de la terapia antimicrobiana para la cura de las enfermedades
infecciosas constituye uno de los mayores logros de la ciencia y la técnica moderna,
lo que ha permitido modificar favorablemente el panorama de la morbilidad y la

mortalidad por estas enfermedades en muchos paises del mundo (34).

La era contemporanea de la terapéutica antimicrobiana se inicia en 1934 con la
descripcion por Dogmak de la efectividad de la primera sulfonamida en el

tratamiento de las infecciones experimentales por estreptococos (35).

Los antimicrobianos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de

microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos) o sintetizados por métodos de
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laboratorio. Estos suprimen el crecimiento de microorganismos patdégenos y pueden
eventualmente destruirlos. Estos compuestos difieren marcadamente en sus
propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas, asi como en su mecanismo de

accion y espectro antimicrobiano (38,39).

2.2.1 Actividad anti-infecciosa de los antimicrobianos:

El desarrollo de la farmacoterapia anti-infecciosa tiene su origen en la obra de
Pasteur, Koch y Erhlich. Sus hitos fundamentales han sido las sulfamidas y la
penicilina, quienes crearon las bases cientificas para el desarrollo de nuevos

antimicrobianos.

La actividad de un agente anti-infeccioso esta definida por su espectro
antibacteriano, es decir, el conjunto de microorganismos patégenos que se ven

afectados por las concentraciones del antimicrobiano sin causarle toxicidad (38)

Los agentes antimicrobianos se comportan de manera diversa (Ver tabla 2):

e Como bactericidas: producen la muerte de los microorganismos responsables

del proceso infeccioso.

e Como bacteriostaticos: inhiben el crecimiento bacteriano aunque el
microorganismo permanece viable, de forma que, una vez suspendido el
antibiotico, puede recuperarse y volver a multiplicarse. La eliminacién de las

bacterias exige el concurso de las defensas del organismo infectado.

Tabla 2. Grupos de antimicrobianos con accion bactericida / bacteriostatico.

BACTERICIDAS BACTERIOSTATICOS

Penicilinas Tetraciclinas
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Cefalosporinas Eritromicina

Aminoglucdsidos Sulfonamidas
Rifampicina Novobiocina
Quinolonas Cloranfenicol

Monobactamicos

Polimixinas

El hecho de que un agente sea bactericida o bacteriostatico, depende
principalmente de su mecanismo de accién y por lo tanto, de su estructura, pero
contribuyen también otros factores, tanto por parte del antimicrobiano como por
parte del germen: concentracidén alcanzada en el sitio de infeccion, tipo de germen,
tamafo del inéculo, tiempo de accion y fase de crecimiento de la bacteria; por
ejemplo, los B-lactdmicos solo son bactericidas en la fase de crecimiento activo de
la bacteria, mientras que las polimixinas son bactericidas en cualquier fase. El
concepto de bactericida o bacteriostatico no es, sin embargo, algo definitivo que
caracterice a un determinado antibiético, puesto que un antibiético bacteriostatico
por su mecanismo de accion puede comportarse como bactericida en determinadas

condiciones favorables; esto ocurre, por ejemplo, con los macrolidos.

Desde el punto de vista clinico, se considera que una bacteria:

e Es sensible a un antimicrobiano, cuando las infecciones causadas por ella y
tratadas con las dosis habituales del antimicrobiano responden

satisfactoriamente.

e Es resistente cuando las infecciones que provocan no logran un resultado

terapéutico favorable con las dosis maximas.

13



e Es moderadamente sensible cuando se necesita incrementar la dosis
terapéutica habitual para conseguir su eliminacién. El ejemplo de mayor
interés terapéutico en la actualidad es el Streptococcus pneumoniae y su

sensibilidad a la penicilina (40).

Hay grupos bacterianos que no son afectados por un antimicrobiano, bien porque
carecen del sitio de accién del antimicrobiano o porque es inaccesible. Esta
situacion se define como resistencia natural o intrinseca. Es una propiedad
especifica de las bacterias y su aparicion es anterior al uso de los antimicrobianos.
En el caso de la resistencia natural, todas las bacterias de la misma especie
resultan resistentes al antimicrobiano en cuestion y eso les permite tener ventajas
competitivas con respecto a otras cepas y pueden sobrevivir en caso de que se

emplee esa droga (41, 42).

2.2.2 Resistencia adquirida.

Los primeros casos de resistencia adquirida se detectaron poco tiempo después de
iniciarse el empleo de las sulfonamidas y los antibidticos. Su aparicion es una
consecuencia de la capacidad de las bacterias, como todos los seres vivos, de
evolucionar y adaptarse al medio en que habitan. Desde la aparicion de las primeras
cepas resistentes, la introduccion de nuevos antimicrobianos es correspondida con

la aparicion de bacterias resistentes (43, 44)

La aparicion de cepas resistentes puede ocurrir localmente en una determinada
especie y en una regidon geografica determinada. Sin embargo, la capacidad
bacteriana para compartir su informacién genética acaba diseminando la resistencia
a otros géneros y la movilidad actual de la poblacion humana se encarga de
diseminar las cepas resistentes por el planeta (46, 47)
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La resistencia cruzada ocurre cuando aparece resistencia simultanea a varios
antimicrobianos de un mismo grupo que poseen estructura similar (resistencia
cruzada homodloga) o antimicrobianos que tienen un mecanismo de accion parecido
(resistencia cruzada heteréloga) o bien comparten el mismo sistema de transporte.
La resistencia cruzada entre dos antimicrobianos puede ser reciproca, si la

resistencia a uno entrafa la resistencia a otro (43).

La inmensa mayoria de los antimicrobianos utilizados en la practica clinica actuan
sobre diferentes bacterias, y a su vez numerosas bacterias son afectadas por
diferentes antimicrobianos. Sin embargo, la autoadministracién de antimicrobianos,,
la facilidad al acceso sin prescripcion médica y su uso inapropiado y excesivo son
las principales condicionantes de la resistencia bacteriana que sumadas a las
condiciones sanitarias deficientes y el hacinamiento, permiten su rapida
diseminacion en regiones pobres de los paises en desarrollo (44, 45). Segun
estadisticas a nivel mundial, se consumen cada afio alrededor de 3 millones de
libras de antimicrobianos por los humanos y 30 millones de libras por los animales.
Esto ha traido como consecuencia, la creciente resistencia en microorganismos
patdgenos, en especial en paises en vias de desarrollo, donde los antimicrobianos
alternativos no estan muy comercializados o resultan muy caros (47,48,49). La
resistencia bacteriana es un fendmeno bastante complejo que esta determinado por
varios factores, implica un cambio genético en las bacterias y alcanza proporciones
alarmantes que afectan drasticamente la ecologia microbiana, humana y animal

(43,50).

El uso irracional de los antimicrobianos y la falta de conocimiento de los
mecanismos de resistencia de las bacterias, han llevado a una disminucion

acentuada de las opciones terapéuticas en los hospitales y en la comunidad. Debido
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a la no creacién de nuevos antibidticos capaces de vencer estos mecanismos de
resistencia, el desarrollo de campafias educativas y protocolos encaminados a
orientar su adecuado uso, es muy importante para preservar los antimicrobianos con

los que contamos (44).

En el caso especifico del tratamiento de las infecciones entéricas, la resistencia
antimicrobiana constituye un problema creciente, en especial en los paises en
desarrollo, debido al mayor numero de casos de EDA y el uso de antimicrobianos
que no son prescritos por el médico. Entre los bacilos gramnegativos que causan
diarrea, los mecanismos de resistencia bacteriana mas comunes son: la inhibicién
enzimatica, las alteraciones de la membrana de la bacteria y la alteracion de sitios
blanco como los ribosomas, los precursores de la pared y las enzimas. Existen
varios cambios genéticos que pueden presentarse en la evolucion microbiana: una
mutacién puntual que ocurre en un par de bases, un segundo cambio que resultaria
en un re-arreglo del material genético en grandes segmentos de ADN en un solo
evento, y finalmente, un tercer cambio que involucraria la adquisicion de ADN

extrafo transportado por plasmidos, bacteriéfagos o transposones (44, 45).

Estos cambios permiten a la bacteria adquirir un niumero ilimitado de mecanismos
de resistencia. Una vez que aparece, un gen de resistencia puede diseminarse a
otras bacterias por transformacion, transduccion, conjugacién o transposicion.
Asimismo algunas clonas seleccionadas pueden proliferar en la flora de pacientes

que reciben antimicrobianos (51, 52).

Escherichia coli presenta resistencia intrinseca a los antibidticos betalactamicos.
Hasta finales de los afos 70, su caracteristica era un patron uniforme de
sensibilidad; sin embargo, la utilizacion masiva de antimicrobianos ha provocado un

aumento en su resistencia a nivel mundial. En los ultimos afios, se ha observado un
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aumento de la resistencia de esta especie a las principales drogas de uso clinico
para el tratamiento de las infecciones por E. coli como la ampicilina,
sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina, tetraciclina y estreptomicina, tanto en
cepas de origen humano y animal como en las aisladas del ambiente, agua y suelos

(53).

23 API20 E

El sistema comercial de identificacion bioquimico API20E (BioMerieux, Francia) se
emplea en la identificacion de microorganismos de la familia Enterobacteriaceae, asi
como de otros bacilos gram-negativos. La galeria consta de 20 microtubos que
contienen medios deshidratados. Las pruebas se inoculan con una suspension
bacteriana; el crecimiento de los microorganismos produce cambios de color en el
medio, ya sea directamente o tras la adicion de reactivos. La lectura de este sistema
sigue las mismas pautas que las establecidas para el sistema comercial APl 20 NE.
Tras 18-24 horas de incubacion a 35-37 °C debe hacerse la lectura de la galeria
segun la tabla de lectura. Se anotan primero las reacciones espontaneas; si la
glucosa resulta positiva y/o 3 o mas pruebas son positivas se procede a afadir los
reactivos correspondientes a las pruebas que los requieran. Si la prueba de glucosa
resulta negativa y el numero de pruebas positivos es menor o igual a 2, se
recomienda realizar una prueba de oxidacién-fermentacion (OF) para comprobar el
metabolismo de la glucosa del microorganismo, se siembra en agar MacConkey y
se verifica la movilidad. A continuacion, se incuba la galeria durante 24 horas mas y
se revelan las pruebas que lo necesitan, realizando finalmente la lectura de la

galeria (Anexo 3) (54).
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2.4 Beta-lactamasas de espectro extendido, BLEE

Las BLEE han sido reportadas en multiples especies de bacterias Gram negativas,
en especial Klebsiella spp y E. coli. Estas enzimas confieren resistencia a las
oximinocefalosporinas (como las cefalosporinas de tercera generacién), el
aztreonam, las penicilinas y las cefalosporinas de espectro reducido. Por otro lado,
son incapaces de hidrolizar cefamicinas (cefoxitina y cefotetéan) y carbapenémicos
Las BLEE son inhibidas por el acido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam, lo
que las diferencia de las B-lactamasas tipo AmpC. Se han descrito varias familias de
BLEE, siendo TEM, SHV y CTX-M las mas prevalentes (58). La mayoria de las
BLEE se han originado por mutaciones espontaneas de B-lactamasas de espectro
reducido, por cambios en los aminoacidos en su sitio activo, lo que les ha permitido
ampliar su capacidad hidrolitica. En la practica la deteccion de cualquier infeccion
provocada por una bacteria productora de BLEE debe llevar al clinico a considerarla
como resistente a las cefalosporinas de amplio espectro y a los monobactamicos

(55, 56).

Usualmente, las BLEE tipo TEM y SHV hidrolizan a ceftazidima con mayor eficiencia
que a ceftriaxona o cefotaxima, mientras que CTX-M usualmente hidroliza
cefotaxima y ceftriaxona mas rapidamente que a ceftazidima; de esta manera, los
laboratorios que evaluan la susceptibilidad a ceftazidima o ceftriaxona solamente,
podrian no detectar estas BLEE. Esto obliga a todos los laboratorio de microbiologia
a estudiar simultaneamente la sensibilidad a ceftazidima y ceftriaxona (cefotaxima)
para detectar cualquiera de estas BLEE. La CTX-M también hidroliza cefepima con
gran eficiencia. Otras familias de BLEE son PER, VEB-1 y BES-1, las cuales son

menos prevalentes en el mundo que las previamente descritas (57).
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Una caracteristica importante de las BLEE, es que son mediadas por plasmidos, lo
cual les confiere una increible capacidad de diseminacion entre diferentes especies.
Ademas, en el mismo plasmido que porta los genes de BLEE, pueden encontrarse
genes que codifican resistencia para aminoglucésidos, tetraciclinas vy
trimetoprim/sulfametoxazol, lo cual puede contribuir a la resistencia a multiples
antimicrobianos. La resistencia concomitante a quinolonas es multifactorial y
depende de alteraciones en la topoisomerasa, las bombas de expulsién y algunas

proteinas mediadas por plasmidos (58).

Las infecciones intestinales, respiratorias y del tracto urinario causadas por
bacterias resistentes y multirresistentes constituyen un problema de salud creciente
en la comunidad y contribuyen al incremento de la morbilidad y la mortalidad por
enfermedades infecciosas en nifios y adultos. Entre los agentes que mas se
destacan se encuentra E. coli. El incremento en la actualidad de la resistencia a los
antimicrobianos dentro de las categorias de E. coli refleja la importancia de realizar
estudios de laboratorio para medir la susceptibilidad a los antimicrobianos, con la

finalidad de prescribir el antimicrobiano mas adecuado (58, 59).

El laboratorio juega un importante papel a la hora de reportar casos de resistencia
que se presenten contra los farmacos que se estan aplicando en determinado
momento en el hospital, ya que permite la deteccion precoz de cepas resistentes
que pueden controlarse con oportunos cambios en los antibiéticos autorizados para
uso en la institucion. El otro rol fundamental del laboratorio, es tipificar los gérmenes
en el menor tiempo posible, dando ademas su perfil de susceptibilidad para pasar
de la terapia empirica a la especifica con el antibiético indicado para el germen
identificado. El antibiético debe elegirse teniendo en cuenta que sea no solo

especifico, también debe buscarse un farmaco econdémico, pasar de administracion
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intravenosa a via oral en el menor tiempo posible y en los casos que sea factible

pasar a un esquema con mayores dosis y menor frecuencia de administracion.
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3. MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Enterobacterias Patdégenas del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” (LNR/EP/IPK), en el periodo comprendido entre mayo 2009 y mayo de 2010.
Se estudiaron 121 aislamientos con diagnéstico presuntivo de E. coli recuperados
de igual numero de pacientes con EDA y que procedian de los 15 Centros
Provinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM) del pais y el

municipio especial Isla de la Juventud.

Para la confirmacion diagndstica y la verificacidon de la viabilidad de los aislamientos
se establecié un flujograma de trabajo representado en el anexo 1. Los aislamientos
se recibieron en medio de conservacion y transporte Pasteur (Anexo 2). Se realizé
la siembra primaria en caldo cerebro-corazén (Biolife) durante 18-24 horas a 37°C.
Una vez observado el crecimiento se procedié a la siembra en el medio selectivo y
diferencial de agar MacConkey (Biolife), bajo las mismas condiciones de incubacion.
Confirmado en la lectura de las placas el crecimiento de colonias fermentadoras de
lactosa se seleccionaron y sembraron en los medios de identificacion primaria de
agar Hierro de Kligler (Biolife), y agar de Hierro y Lisina (Biolife), que son utilizados
para la diferenciacion de microorganismos entéricos. Visualizada la imagen
compatible con E. coli en el Kligler y el LIA se realizd la siembra en cuia agar
cerebro corazon para llevar a cabo las pruebas de oxidasa por el método de Kovacs
y la confirmacion bioquimica por el sistema comercial Api-20E de Biomerieux, que
permite la identificacion de enterobacterias y otros bacilos Gramnegativos no
exigentes. La incubacion de la galeria de pruebas se realizd6 bajo las mismas

condiciones descritas anteriormente.
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Tras la confirmacién final de E. coli, se procedi6 a realizar las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana por el método de difusién con discos o Kirby-Bauer
(63). Finalmente se efectud la conservacion de los aislamientos en medio caldo
triptona soya con glicerol al 15%, a la temperatura de -20°C, para llevar a cabo

estudios posteriores.

3.1 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Se realiz6 mediante el método de difusion con discos o Kirby-Bauer, acorde al
Manual de Operaciones y Procedimientos del LNR/EP/IPK y del Comité
Internacional de Normas de Laboratorio Clinico (CLSI, por sus siglas en inglés) de
los EUA Para comprobar la calidad de esta prueba y garantizar que los parametros
se mantuvieran dentro de los rangos establecidos (verificar estado de los discos de
sensibilidad) se emplearon las siguientes cepas ATCC de referencia internacional
(60):

e Enterococcus faecalis ATCC 33186

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

e Escherichia coli ATCC 25922

e Escherichia coli ATCC 35218

e Staphylococcus aureus ATCC 25923

Para desarrollar las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, se empled el medio

de agar Mueller-Hinton (Biolife) y 12 antimicrobianos que recomienda el CLSI para
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el tratamiento de las infecciones por E. coli entéricas en pacientes con varias

condiciones de salud (Tabla 3) (60).

Tabla 3. Agentes antimicrobianos utilizados, su concentracion en el disco y las

categorias para la interpretaciéon de los resultados.CLSI 2013

. Diametros en mm
Agentes antimicrobianos Concentracion para definir categorias
en el disco
R I S
Ampicilina (AMP) 10 ug <13 | 14-16 | 217
Ceftriaxona (CRO) 30 ug <13 | 14-20 | 221
Gentamicina (CN) 10 ug <12 | 13-14 | =215
Ciprofloxacina (CIP) 5 ug <15 [ 16-20 | =221
Tetraciclina (TE) 30 ug <14 | 15-18 | 219
Acido Nalidixico (NA) 30 g <13 | 14-18 | 219
Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) | 1.25/23.75 ug <10 | 11-15 | =216
Cloranfenicol (C) 30 pg 12 | 1317 | 218
Cefotaxima (CTX) 30 g <26 | 23-25 | =222
Amikacina (AK) 30 ug <14 | 15-16 | 217
Nitrofurantoina (F) 300 pg <14 | 1516 | 217
Piperacilina-tazobactan (TZP) 10 ug <17 | 18-20 | =221

R: resistente I: Susceptibilidad intermedia, S (sensible).

Para realizar la prueba de susceptibilidad antimicrobiana el indculo bacteriano se

transfirié a un tubo con 5ml de caldo Mueller-Hinton (Biolife), y se ajusté la densidad
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bacteriana segun el patrén de turbidez 0.5 de la escala de Mac Farland (McF). Se
embebid un hisopo estéril en la suspension bacteriana recientemente preparada (no
mas de 15 minutos). A continuacion se realizé la siembra del in6culo bacteriano en
la superficie del medio de agar Mueller Hinton (Biolife), con estrias en tres
direcciones girando la placa alrededor de 60 grados cada vez, para garantizar una
inoculacion uniforme y luego se presiond el hisopo en el borde de la placa. Se
dejaron secar las placas por 15 min. Se colocaron los discos antimicrobianos con
pinza estéril, presionandolos sobre la superficie del agar. Las placas se incubaron a
37°C en aerobiosis de 16-18 horas. En nuestro estudio se utilizaron placas de Petri
de 100 x 13 mm, por lo que se colocaron no mas de 6 discos de antimicrobianos por
cada placa. Finalmente la lectura de las zonas de inhibicion se realizé6 segun los
criterios del CLSI y los resultados se expresaron segun categoria interpretativa en

sensibles (S), sensibilidad intermedia (1) y resistentes (R) (63).

Definicion de multirresistencia: Se consideran aislamientos multirresistentes

aquellos que presentan resistencia a tres o mas familias de antimicrobianos (64).

24



97
(83.6%)

E.coli

1 9 Otras enterobacterias
Citrobacter spp.

( 1 6%) 5 E cloacae

K. pneumoniae
':4%) Mo viables

Figura1. Distribucion del numero y porcentaje de aislamientos confirmados como
E. coli, otras especies de enterobacterias y no viables. Mayo 2009 - mayo
2010. IPK

El mayor porcentaje de los aislamientos confirmados pertenecié a E. coli entérico
con un 83,6%, esto favorece que el laboratorio de referencia cuente con una
representacion de aislamientos de todo el pais, los que pueden utilizarse para
generar estudios de caracterizacion microbioldgica. Sin embargo debe sefalarse
que aun persisten dificultades en la identificacion de E. coli entéricos en la red de
laboratorios de microbiologia y en los CPHEM del pais, lo que impacta de forma
negativa en el sistema Nacional de Salud (SNS). Esta dificultad en la identificacion
de E. coli entérica en la red nacional de laboratorios no es nueva, como fue
reportado por Mendoza (78), 2012, aunque refieren un mayor porcentaje de
dificultades diagndsticas. Las causas fundamentales que pueden influir en estos

resultados radican en que los laboratorios de microbiologia de asistencia no cuentan
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con los reactivos para identificar presuntivamente los patotipos de E. coli, asi como

la falta de experiencia de los laboratoristas (59,61).

4.1 Resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

El estudio de susceptibilidad antimicrobiana demostré que el 74.22% (72/97), de los
aislamientos evaluados resultaron resistentes al menos a uno de los 12
antimicrobianos utilizados. Ningun aislamiento se mostro resistente a todos los
antimicrobianos. Se obtuvieron 36 fenotipos de resistencia, 23 aislamientos fueron

resistentes a un antimicrobiano y 13 a dos antimicrobianos (datos no mostrados).

Los resultados de la susceptibilidad a 12 antimicrobianos en E. coli entéricas se

muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de la susceptibilidad a 12 antimicrobianos de los aislamientos

de E. coli entéricas. Mayo 2009 — Mayo 2010. IPK.

Sensible Intermedio Resistente

Antibidticos No % No % No %
CN 86 88,66 4 4,12 7 7,22
C 87 89,69 2 2,06 8 8,25
CRO 92 94,85 - - 5 5,15
CTX 72 74,23 18 18,56 7 7,22
CIP 63 64,95 6 6,19 28 28,87

AK 90 92,78 7 7,22 - -
AMP 52 53,61 7 7,22 38 39,18
SXT 75 77,32 1 1,03 21 21,65
F 93 95,88 2 2,06 2 2,06
NA 58 59,79 10 10,31 29 29,90
TZP 93 95,88 3 3,09 1 1,03
TE 64 65,98 1 1,03 32 32,99

Los porcentajes de resistencia mas elevados se obtuvieron frente a: ampicilina
(39,18%), tetraciclina (32,99%), acido nalidixico (29,90%) y ciprofloxacina (28,87%)

(Figura 2 y Tabla 4).
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Figura 2. Porcentaje de resistencia de los aislamientos de E. coli entéricos, frente a
12 antimicrobianos. Mayo 2009-Mayo 2010 .IPK

Estudios de la susceptibilidad antimicrobiana en E. coli aisladas de pacientes con
EDA, realizados anteriormente en el pais, reportan porcentajes de 100% de
resistencia a la ampicilina, Aguila et al, 2007(59) y Bernedo, 2008 (61). Los elevados
porcentajes obtenidos en ambos trabajos son el resultado del amplio y excesivo uso
de este antimicrobiano por la poblacién cubana, lo que provocd el aumento de la
presion selectiva y la consecuente expresion de mecanismos de resistencia a este

antimicrobiano.

Como resultado de los estudios anteriores, se recomendd desde hace varios afios
en el pais el no uso de la ampicilina para el tratamiento de las infecciones por E. coli
entéricas y otros enteropatégenos productores de EDA (59), observandose en estos
momentos una disminucion en los porcentajes de resistencia a esta droga. Por su
parte Romeu et al, en 2012 (53) obtiene un 42.3 % de resistencia a la ampicilina en

E. coli aisladas de fuentes hidroacuiferas en Cuba. Estudios realizados por autores
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extranjeros también obtienen altos porcentajes de resistencia para ampicilina, como
es el caso de Aibinu et al, 2004 en Lagos, Nigeria (62), quien reporta un 100% de

resistencia en E. coli entéricas.

En tanto, en 2005, Nguyen et al, en Viet-nam (63), también reporta una elevada
resistencia (86,4%) a la ampicilina en aislamientos de E. coli de nifos con diarreas

en Vietnam.

En la actualidad se ha constatado una disminucion considerable del uso de la
ampicilina y el trimetoprim-sulfametoxazol, primero por el vertiginoso aumento de
resistencia en décadas anteriores y por el advenimiento de nuevos antimicrobianos
mas eficaces para la resolucién de procesos infecciosos. Esto ha facilitado la
disminucion significativa del uso y por consiguiente de la presion selectiva que
existia globalmente con estos antimicrobianos, trayendo como consecuencia un
menor porcentaje de resistencia en trabajos recientes (comunicacién personal Dr

Adalberto Aguila. Instituto Pedro Kouri, mayo 2014)

En el estudio actual, se reporté un 32,99% de resistencia a la tetraciclina, el que
supera al reportado por Bernedo (27.91%) en Cuba, en aislamientos de E. coli
diarrogénicos (61). La diferencia entre ambos trabajos consiste en que Bernedo lo
realiza con 43 aislamientos pertenecientes al patotipo de ECEH y el presente
estudio se realizd con 97 aislamientos de E. coli entéricas, en donde no se definen
los patotipos involucrados. En otro trabajo realizado por Lazo et al 2008 en 39
aislamientos de E. coli procedentes de cerdos con diarreas se reportd un 84,6% de

resistencia a la tetraciclina (64).

Si comparamos nuestro resultado de resistencia a la tetraciclina con el de estos
autores nacionales, resulta variable. Sin embargo, habria que tomarse en
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consideracion que los aislamientos de E. coli de ambos estudios proceden de
fuentes diferentes. Es posible que estemos ante la evidencia de un fenémeno que
consiste en la transferencia de mecanismos de resistencia desde las bacterias de la
flora microbiana de animales, los que constituyen alimentos basicos en la dieta de
los humanos, que por el mecanismo genético de conjugacién transfieren dicha
resistencia a los microorganismos de la flora normal del hombre sano y de los
pacientes con procesos infecciosos, como lo reporta Seiffert et al (65), lo que genera

bacterias resistentes a este y otros antimicrobianos.

En el escenario internacional, también se reporta el incremento de la resistencia de
los aislamientos de E. coli a la tetraciclina. Kang Hy et al, 2005 refieren una
resistencia del 82,6% y detectan determinados integrones en aislamientos
realizados en humanos y animales, en Corea (66). Yang H et al, 2004 en China
refieren un 98% de resistencia a este antimicrobiano en aislamientos recuperados
de pollos y cerdos enfermos, ambos porcentajes son superiores a los obtenidos en

nuestro estudio (67)

Tetraciclina no esta en la lista de los principales antibiéticos utilizados para el
tratamiento de las enterocolitis bacterianas, sin embargo, la resistencia observada
en nuestro estudio pudiera deberse a que esta droga es de eleccion en el
tratamiento de las infecciones protozoarias intestinales y las principales infecciones
de transmisién sexual. La tetraciclina asimismo representa el tratamiento de
eleccion de importantes enfermedades emergentes como leptospirosis y colera

(Aguila, datos no publicados 2013).

Las quinolonas tienen excelente actividad in vitro frente a los principales

enteropatdgenos bacterianos, por lo que inicialmente se supuso que la resistencia a
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estas drogas seria extremadamente rara. Sin embargo, se ha producido un
incremento notable de bacterias Gramnegativas resistentes a las quinolonas, como
consecuencia de la combinacion de varios mecanismos de resistencia, entre ellos
se destaca las mutaciones cromosémicas en sitios (gyrA y parC) dianas
bacterianas, donde actuaria el antimicrobiano, ejerciendo su accién bactericida

(68,69).

En nuestro estudio el porcentaje de resistencia para el acido nalidixico obtenido en
aislamientos de E. coli fue de 29,90%, inferior al reportado por Cabrera et al, 2007
en Cuba y Srinivasan et al, 2007, en la India, con cifras de 84% y 86,1%

respectivamente. (70,71)

En el caso de Bernedo, en 2008 obtuvo un 11.6% de resistencia al acido nalidixico
en la poblacion cubana (61). Se observa claramente que los resultados de nuestro
trabajo marcan la tendencia al aumento de la resistencia del citado antimicrobiano
en nuestro pais, asi como también se observa este hecho en otros trabajos
realizados en enteropatdégenos bacterianos, los que reportan el aumento de la

resistencia al acido nalidixico.

Un estudio realizado en Espana en el 2008 con aislamientos de E. coli, mostré la
tendencia global y progresiva al aumento de la resistencia a ciprofloxacina entre los
anos 2002-2007; el porcentaje de resistencia segun afio fue de: 2002 (22.9%), 2003
(21.6%), 2004 (23.7%), 2005 (24.8%), 2006 (30.2%) y 2007 (30.5%) (72). En
nuestra investigacion se obtuvo un porcentaje de resistencia para ciprofloxacina de

28.87%, inferior al porcentaje del estudio en Espafia en los afios 2006 y 2007.

Las quinolonas fluoradas son ampliamente usadas en el tratamiento de infecciones
por gérmenes gramnegativos. En Cuba en la actualidad la ciprofloxacina es la
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fluoroquinolona que con mayor frecuencia se utiliza en los procesos infecciosos
agudos tanto respiratorios como intestinales. ( comunicacion personal Dr. Adalberto

Aguila. Instituto Pedro Kouri, mayo 2014)

El incremento del uso terapéutico pudiera estar influyendo en el incremento gradual

de aislamientos resistentes a esta familia de medicamentos.

En un estudio realizado por Muifioz et al, 2006, en Instituciones de Salud de Cuba
en aislamientos de E. coli procedentes de pacientes con sepsis urinaria se obtuvo
un 18,5 % de resistencia a la ciprofloxacina (73). Por otra parte Espinosa et al, 2006
realizaron una investigacién en aislamientos de E. coli en el Hospital Hermanos
Ameijeiras, obteniendo 71 % de resistencia en los pacientes en sala y un 85% en
unidades de cuidados intensivos. Suarez (75), en un estudio realizado con pacientes
hospitalizados graves reporta un 39.3 % de resistencia en las cepas de E. coli

aisladas.

El porcentaje de resistencia a este antimicrobiano en nuestro trabajo es menor a los
que reportan Espinosa (74) y Suarez (75), lo que pudiera estar relacionado con el
hecho que los aislamientos de E. coli entéricos son procedentes principalmente de
la comunidad y los aislamientos estudiados por estos autores proceden de
infecciones intrahospitalarias, los que siempre han reportado mayores porcentajes

de resistencia antimicrobiana.

La resistencia a la ciprofloxacina constituye un alerta para el area clinica y de
asistencia porque se trata de un antimicrobiano de muy buen espectro de accion
que ademas puede ser administrado tanto por via oral como por via parenteral,

segun posibilidad y estado del paciente.

32



El aumento de la resistencia antimicrobiana, entre otras causas puede deberse al
uso indiscriminado, la automedicacion, el acceso facil a los antimicrobianos Ia
ausencia de regulaciones nacionales para adquirirlos en los lugares de expendios
(farmacias), asi como la prescripcidon por motivos de complacencia (43, 44).
También se ha implicado en esta elevada tasa de resistencias, la ingesta de
pequenas dosis de antimicrobianos dentro de la cadena alimentaria por consumo de

carne procedente de animales alimentados y/o tratados con mezcla de

antimicrobianos.

Teniendo en cuenta la presién selectiva que ejerce el elevado consumo de
antimicrobianos 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 (45, 46)

Resulta también necesario tomar las medidas necesarias para el control de la
resistencia bacteriana, implicando a todos los que hacen uso de los antimicrobianos,

incluyendo sobre todo el sector veterinario.

4. 2 Multirresistencia

Desde finales del siglo XX, asistimos a un incremento importante de la resistencia
bacteriana a diferentes familias de antimicrobianos utilizados en la practica clinica.
La multirresistencia que inicialmente se observaba en los hospitales, ha traspasado
las barreras de los nosocomios y en la actualidad resulta frecuente el aislamiento de
estos microorganismos en el ambito extrahospitalario. En los ultimos afos, se han
producido cambios en la epidemiologia de la resistencia a los antimicrobianos. Por
una parte, se produce el transito de patdégenos hospitalarios a centros socio-

sanitarios, lo que convierte a estos centros en reservorio de estos microorganismos.
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Por otra parte, han aparecido algunas bacterias multirresistentes de adquisicion
comunitaria, como E. coli productora de betalactamasas de espectro extendido. En
general, la multirresistencia se debe a la adquisicion de varios mecanismos de
resistencia, aunque en algunas ocasiones un mismo mecanismo de resistencia

puede afectar a antimicrobianos de diferentes familias (resistencia pleiotropica)

El fenotipo salvaje de E. coli presenta elevada sensibilidad a la mayoria de los
tratamientos antimicrobianos disponibles, aunque en las dos ultimas décadas
estamos asistiendo a un aumento de las infecciones producidas por E. coli
multirresistentes. Esto ha provocado fracasos en los tratamientos empiricos de
estas infecciones, por lo que resulta necesario el conocimiento de los datos de la

sensibilidad antimicrobiana para poder adecuar los tratamientos.

En el actual estudio se detectaron trece patrones de multirresistencia constituidos
desde tres a siete familias de antimicrobianos. Los patrones mas frecuentes
resultaron el 2, 4, 7, 8 y 9, los que estuvieron conformados por los siguientes
antimicrobianos: patrén 2 (CIP-NA, AMP, STX), patrén 4 (AMP, STX, TE), patron 7
(CIP-NA, AMP, STX, TE, C), patron 8 (CIP-NA, AMP, STX, TE) y patron 9 (CIP-NA,
AMP, TE) (Tabla 5). Romeu et al, 2012, realiz6 una investigaciéon de la
susceptibilidad antimicrobiana en Cuba en 108 aislamientos de E. coli de
ecosistemas dulceacuicolas, obtiene 9 patrones de multirresistencia con
combinaciones de 3, 4, 5y 7 antimicrobianos (53) En otro estudio también realizado
en Cuba por Bernedo, 2008, en 43 aislamientos de E. coli en menores de 5 afios,
reporta 12 patrones de multirresistencia con combinaciones de 3, 4, 5, 6 y 7

antimicrobianos (61).
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Tabla 5. Descripcion de los patrones de multirresistencia antimicrobiana y su
relacion con el numero de aislamientos. Mayo 2009 — Mayo 2010 .IPK.

Numero de . , Cantidad de
patrones de Patrones d.e .I\/Iultn_’re3|sten0|a aislamientos
Multirresistencia antimicrobiana multirresistentes
1 CIP-NA, CRO-CTX, CN, AMP 2
2 CIP-NA, AMP, STX 3
3 CIP-NA, CN, AMP, STX, TE,C 2
4 AMP, STX, TE 3
5 CIP-NA, CRO-CTX, CN, AMP, STX 1
6 CIP-NA, CRO-CTX, CN, AMP, STX, TE, C 1
7 CIP-NA, AMP, STX, TE, C 4
8 CIP-NA, AMP, STX, TE 3
9 CIP-NA, AMP, TE 3
10 CRO-CTX, F, C 1
11 CIP-NA, CRO-CTX, AMP, STX 1
12 CIP-NA, CN, AMP, STX 1
13 CRO-CTX, AMP, STX, TE 1

4.3 Susceptibilidad intermedia

Los porcentajes de susceptibilidad intermedia de los aislamientos de E. coli
entéricos en el actual trabajo se encuentran por debajo del 20% La cefotaxima,
cefalosporina de tercera generacion registré el mayor porcentaje, 18,56%. Esto
obliga a realizar un seguimiento de la evolucion de la sensibilidad a este
antimicrobiano de importancia para el tratamiento de las EDA producidas por
enteropatdgenos entéricos, en especial las que producen disenteria como Shigella y
Salmonella (59,61). El resto de los antimicrobianos probados en nuestra

investigacién mostraron porcentajes de susceptibilidad intermedia por debajo del
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10%. Aunque no se trata de porcentajes elevados, los patrones de sensibilidad a

estas drogas también deberan ser objeto de vigilancia sistematica en el futuro.

N
o

18,56
18
5 16
g
5 14
=
3 12 10,31
S 10
=
= 722 722
o 8 6,19
5 @ 4,12
A .
-
ES 2,06 I 2.06 3,09 |
2 1,03 l ;
§ H e = B =
CN C CROCTX CIP AK AMP SXT F TzZP TE NA

Antimicrobianos

Figura 3. Porcentajes de sensibilidad intermedia en aislamientos de
E. coli entéricas, frente a 12 antimicrobianos. Mayo
2009 — Mayo 2010. IPK.

4.4 Sensibilidad

En el presente estudio, los aislamientos de E. coli entéricos mostraron un 26,80%
(25/97) de sensibilidad a los 12 antimicrobianos probados. En un trabajo realizado
por Gonzalez et al 2008, en aislamientos de E. coli de pacientes hospitalizados con
infeccién urinaria, se obtienen mayores porcentajes de sensibilidad para la
amikacina (93,49%) y para la nitrofurantoina (88,60%) (76). En nuestra
investigacién, los porcentajes de sensibilidad son similares a los obtenidos por
Gonzalez para la amikacina y superiores en el caso de la nitrofurantoina. El resto de
los antimicrobianos que se probaron en ambos estudios resultaron mas sensibles en
la investigacion actual que en el estudio realizado por Gonzalez et al 2008. Los
porcentajes de sensibilidad obtenidos por los aislamientos de E. coli entéricos

36



procedentes de la comunidad, de forma general son mayores, que aquellos que se
obtienen en aislamientos intrahospitalarios, lo que ha sido demostrado en otras
investigaciones (76). En un trabajo realizado por Bernedo et al 2008 en nuestro
pais, con aislamientos de nifos que presentaban diarreas agudas, se obtienen altos
porcentajes de sensibilidad a la gentamicina (97,67%) y a la ciprofloxacina (93,02%)
(61). En el actual estudio los aislamientos mostraron porcentajes menores de
sensibilidad a estos mismos antimicrobianos. En una investigacion desarrollada por
Gbémez et al 2010, en aislamientos de E. coli procedentes de nifios de la comunidad
que presentaban infecciones urinarias, se reporta un 97,2% de sensibilidad a la
amikacina, 80,5% a ceftriaxona y para la nitrofurantoina un 75% (76). En la presente
investigacion, los aislamientos mostraron porcentajes de sensibilidad inferiores a los
obtenidos por Gémez et al 2010 (77), para la amikacina, pero fueron superiores en

el caso de ceftriaxona y nitrofurantoina (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos de E. coli
entéricas frente a los 12 antimicrobianos. Mayo 2009 — Mayo 2010. IPK.
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En el actual estudio los aislamientos obtuvieron altos porcentajes de sensibilidad
para la piperacilina con tazobactan (TZP) (95,88%) siendo uno de los
antimicrobianos que mejores resultados registraron. Esta droga es de amplio
espectro y aunque no es utilizada comunmente para el tratamiento de las enteritis
bacterianas, se considera importante conocer el comportamiento de los aislamientos
de E. coli entéricos, como una alternativa en el tratamiento de los pacientes con
estado de salud comprometido, que no resuelvan con los tratamientos

convencionales.
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5. CONCLUSIONES

1.

A pesar de que la mayoria de los aislamientos fueron confirmados como E. coli,
todavia persisten dificultades en la identificacion a nivel de los laboratorios de
microbiologia de las provincias, siendo necesario perfeccionar el trabajo en

estos.

Escherichia coli entérica mostré una elevada resistencia a los betalactamicos,
quinolonas y tetraciclina y una alta sensibilidad a los betalactamicos con
inhibidores de betalactamasas, nitrofurantoina, cefalosporinas de tercera
generacion y aminoglucosidos, por lo que constituyen alternativas para el

tratamiento de las infecciones por esta enterobacteria.

Se observo un incremento de la multirresistencia de los aislamientos de E. coli
entéricos estudiados, lo que representa una alerta para el sistema nacional de

salud.
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6. RECOMENDACIONES

1. Continuar la vigilancia de la susceptibilidad antimicrobiana de E. coli entérica
para mantener actualizado al sistema nacional de salud sobre las terapias
antimicrobianas mas recomendadas en el tratamiento de las infecciones

causadas por este enteropatégeno.

2. Realizar estudios moleculares para relacionar los fenotipos resistentes y

multirresistentes con los patotipos de E. coli entéricas.
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ANEXOS



Anexo 1. Flujograma de Trabajo.
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Anexo 2. Medio de conservacién (Milieux it Reactifs de Laboratorire Pasteur,

1978).
Composicion g/
Extracto de carne 5
Peptona 10
NaCl 5
Agar 10
pH 74-175

Preparacién: Disolver los ingredientes en agua destilada, ajustar pH, calentar
hasta su total disolucion, distribuir 4ml en tubos de 13x100, esterilizar a 121°C

durante 15 minutos.

Inoculacién: A partir de un cultivo puro de AHK de 24 horas inocular con el asa

puncionando varias veces hasta el fondo.




Anexo 3. Pruebas API-20E

Procedimiento: A partir de una colonia bien aislada del microorganismo, hacer
una suspension en 5 mL de solucidén salina (1% de NaCl) o 5 mL de agua estéril
Llenar la cupula de los pocillos CIT, VP, GEL con la suspension de bacterias.
Cubrir con parafina las cupulas de los pocillos ADH, LDC, ODC, URE, H2S para
obtener anaerobiosis.

Poner la tira en su propia camara humeda de incubacion. Previamente poner
agua en los alvéolos de la camara para proporcionar una atmésfera humeda
durante la incubacion.

Incubar a 37 °C durante 18-24 h.

Tras la incubacién se anotan los resultados inmediatos, es decir, los que no
requieren ser revelados.

Determinadas pruebas requieren ser reveladas, para el revelado se tienen que
tener en cuenta dos criterios:

Si la glucosa da negativo y los tests positivos son dos o menos de dos, no hay
que anadir reactivos. Cuando esto ocurre se hacen otros tipos de APl como el
APl 20NE, API OF, el API M o el API 10S para ver determinados metabolismos

especiales.

« Sila glucosa es positiva y/o tres o mas tests son positivos se revelan los test
que requieren reactivos:

TDA: Anhadir una gota de FeClz 10 %.

V: Anadir una gota del reactivo 1 (KOH al 40%) y una gota del reactivo 2 (C2 Hs
OH).

IND: Anadir una gota de reactivo de Kovacs o de Dimetilamino-cinamaldehido.
Oxidasa: Anadir una gota del reactivo (tetrafenilendiamina) recién preparado.

La identificacion se realiza a partir de la base (V 4.1)



e Con la ayuda del Catalogo Analitico:
- Localizar el perfil numérico en la lista de los perfiles.
e Con la ayuda del software de identificacién apiweb™:

- Introducir manualmente mediante el teclado el perfil numérico de 7 cifras.
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