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GLOSARIO DE TERMINOS

AK: Amikacina

AMP: Ampicilina

ATCC: Coleccion de Cepas Americanas
BLEE: Betalactamasa de espectro extendido
C: Cloranfenicol

CIP: Ciprofloxacina

CN: Gentamicina

CPHEM: Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia
CRO: Ceftriaxone

CSLI: Clinical and Laboratory Standards Institute
ECD: E. coli diarrogénicos.

ECAD: E. coli con adherencia difusa
ECEAgg. E. coli enteroagregativa

ECEA: E. coli enteroadherente

ECEH: E. coli enterohemorragica

ECEP: E. coli enteropatogénica

ECET: E. coli enterotoxigénica

ECST: E. coli productora de Shiga toxina
EDA: Enfermedades Diarreicas Agudas
EIEC: E. coli enteroinvasiva

FOX: Cefoxitina

IPK: Instituto Pedro Kouri



IRA: Insuficiencia Renal Aguda

LNR/EDA/IPK: Laboratorio Nacional de Referencia de Enfermedades Dia-
rreicas Agudas, Instituto Pedro Kouri.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

SNS: Sistema Nacional de Salud

SUH: Sindrome Urémico Hemolitico

SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol

TE: Termoestable

TL: Termolabil
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Resumen

La enfermedad diarreica aguda (EDA) continda siendo uno de los problemas
de salud publica mas serios en los paises en desarrollo y es la segunda
mayor causa de muerte en menores de cinco afios. Entre las principales
causas se encuentra Escherichia coli diarrogénicos (ECD), que se ha
clasificado con base a criterios clinicos, epidemiol6gicos y moleculares en
seis grupos o patotipos. En el presente trabajo se definieron los aislados que
pertenecian al género y especie Escherichia coli (E. coli), asi como los
fenotipos de resistencia antimicrobiana y los patotipos de ECD entre los
aislados con diagndstico presuntivo, todos procedentes de las tres regiones
del pais, en el periodo comprendido desde enero 2019 a marzo 2020. El
estudio de susceptibilidad antimicrobiana se realiz6 mediante el método de
difusibn en agar y los patotipos se determinaron por la utilizacion de
marcadores fenotipicos. La distribucion de patotipos encontrados, en el
estudio fue de (n=302) distribuyéndose como sigue: Escherichia coli
enterotoxigénica 170 (56.3%), Escherichia coli enteropatogénica 105
(34,7%) y Escherichia coli enterohemorragica 27 (8,9%). Todos los
aislamientos fueron resistentes al menos a un antimicrobiano. El 13,2%
(40/302) mostré fenotipo de multirresistencia y el patron predominante fue
cloranfenicol-ampicilina-tetraciclina. Este estudio demuestra lo factible y
practico del uso de marcadores fenotipicos, por haber evidenciado que E.
coli enterotoxigénico continia predominando entre los patotipos de ECD, con
mayor porcentaje entre los nifios menores de cinco afios. Por otra parte el
conocimiento de los fenotipos de resistencia y multirresistencia
antimicrobiana, empodera a nuestros especialistas, pediatras vy
epidemidlogos a conducir mejor la terapéutica antimicrobiana al poder contar
con ceftriazona, ciprofloxacina, azitromicina, amikacina, trimetoprim-
sulfametoxazol y meropenem como arsenal, con muy buena sensibilidad
antimicrobiana y por el contrario, no utilizar en pacientes con ECD,
ampicilina y cloranfenicol, por el alto porcentaje de resistencia

antimicrobiana.



Introduccion
Las enterobacterias constituyen la agrupacion mas extensa y heterogénea

de bacilos gramnegativos de importancia médica, constituyen el mayor
componente de la flora intestinal y a la vez son pocos frecuentes en otros
sitios del organismo; una parte de ellos se asocian a enfermedad, mientras
gue otros como Escherichia coli (E. coli), Klebsiella pneumoniae y Proteus
mirabilis son parte de la microbiota intestinal y pueden ocasionar infecciones

oportunistas. (1)

En 1895 un médico y pediatra Aleman el Dr. Theodor Escherich describe por
primera vez la especie bacteriana E. coli, denomindndola Bacterium coli,
aunque fue descrito mas tarde bajo mdultiples sindnimos por otros
investigadores, el nombre no se reconocid completamente hasta 1954.
Posteriormente, Kauffmann y luego Orskov detallan su composicién
antigénica. Mas adelante, Edwards y Ewing definen el comportamiento
metabdlico de esta especie. Se trata de un bacilo moévil gramnegativo,
oxidasa negativa y fermentador de carbohidratos, perteneciente a la familia

Enterobacteriaceae. (2,3)

E. coli coloniza el intestino en pocas horas posteriores al nacimiento,
formando parte importante de la microbiota que reside en el colon humano,
estableciendo una relacion simbidtica con el individuo para toda la vida,
pueden transmitirse directamente de persona a persona, de animal a
persona o indirectamente, a través del agua o los alimentos contaminados. A
pesar de que la mayoria de las cepas de E. coli sean comensales, en
individuos inmunodeprimidos o cuando las barreras gastrointestinales son
violadas, cepas no patogénicas de E coli pueden causar infeccion, por
consiguiente, algunas cepas causan infecciones intestinales y también

enfermedades extraintestinales. (3, 4,5)

Para que las E. coli presentes en el ambiente, puedan causar infeccion
intestinal son necesarias tres caracteristicas: ser capaz de entrar en el
intestino promovido por la ingestion de agua y alimentos contaminados,

permanecer en el ambiente y tener la habilidad para alterar las funciones
I —
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celulares normales de este d6rgano. A las cepas capaces de producir

enfermedad diarreica se les denomin6 ECD. (5,6)

De acuerdo a los factores de virulencia y patogenicidad, se clasifica en seis
patotipos: E. coli enteropatdgénica (ECEP), enterotoxigénica (ECET),
enteroinvasiva (ECEI), enterohemorrdgica (ECEH) o productora de Shiga
toxina (STEC), enteroagregativa (ECEAgQ) y E. coli enteroadherente (ECEA)
con dos variantes, de adherencia difusa (ECAD) y de adherencia localizada
(ECAL). (6, 7,8)

Los patotipos de E. coli poseen cualidades que les permiten producir
infecciones entéricas y sus complicaciones (diarreas secretorias, disenteria,
colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico) o extra intestinales
(infecciones del tracto urinario, septicemias, meningitis, peritonitis,
infecciones pulmonares y de heridas quirdrgicas) tanto en el hombre como
en los animales. Aunque resultan innumerables los estudios realizados en
torno a los factores que determinan esta patogenicidad, la diferenciacion
entre aislados de microbiota normal y los patotipos de E. coli, representan un
gran dilema a la hora de realizar la identificacion del agente productor del
proceso diarreico, sobre todo en un laboratorio de microbiologia clinica
donde no se cuenta con variadas herramientas para distinguir ECD de E. coli

de microbiota normal. (8)

Se estima que las EDA constituyen entre el 60 y el 80% del motivo de
consultas pediatricas en los servicios de salud en América Latina.
Anualmente se producen 1 700 millones de casos de diarreas infantiles en el
planeta, con un saldo de 52 500 nifios que fallecen cada afio por EDA. En
los paises en vias de desarrollo las muertes en menores de cinco afios
ascienden a 3,2 millones de vidas. El Instituto de Medicina de la Academia
Nacional de Ciencias de Estados Unidos estima que ECD provocan 630
millones de casos de diarreas en el mundo y aproximadamente 775 mil
muertes al afo, la poblacion infantil del tercer mundo resulta la méas afectada
con un riesgo quince veces mas alto de morir por esta causa. (8,9)

I ——
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Los diferentes patotipos de ECD presentan factores de virulencia que
definen la patogenia, las manifestaciones clinicas, la epidemiologia y el
tratamiento. Mediante la identificacion fenotipica, molecular y la
determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana, es posible conocer los
fenotipos de resistencia y multirresistencia antimicrobiana de los patotipos
que con mayor frecuencia causan casos esporadicos y brotes de diarrea.
Cuando es imprescindible imponer tratamiento, conocer los patrones de
resistencia antimicrobiana permite a los clinicos una mejor seleccion del

tratamiento empirico. (10,11)

La determinacion de los serogrupos o serotipos sobre la base del método de
serotipificacion en la actualidad no es suficiente para determinar un patotipo
diarrogénico, porque se ha evidenciado que muchos factores de virulencia
son codificados por vectores genéticos, transmitiéndose entre los aislados
independientemente de los serogrupos 0 serotipos, por esta razon es

necesario el uso de la biologia molecular para su confirmacién. (12, 13,14)

Los antimicrobianos son los farmacos que se utilizan para combatir las
infecciones por agentes biologicos, a la pérdida de su efecto antibacteriano
se le denomina resistencia antimicrobiana por alteraciones que se producen
en los sitios activos de las bacterias, la adquisicion de elementos mdviles
(plasmidos, fagos) o la produccion de enzimas que conducen a una
disminucién o la pérdida de la sensibilidad frente a los antimicrobianos, son

multiples los mecanismos que describen el fenémeno. (15)

La resistencia a los antimicrobianos, constituye un problema de extrema
importancia para la salud en la actualidad, la misma esta relacionada muy
estrechamente con el uso inapropiado de los antimicrobianos. Como
consecuencia se produjo un aumento significativo de la resistencia en
algunas de las principales bacterias patdégenas que afectan a los seres
humanos, lo que genera una amenaza a la salud publica y la salud individual

de las personas. (16,17)
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Las bacterias presentan un patron de resistencia natural que hay que tener
presente. En bacilos gramnegativos y especificamente en E. coli, la
resistencia a betalactamicos se puede producir por varios mecanismos,
resultando la produccién de betalactamasas de espectro extendido (BLEE),
el mas importante. Los genes que codifican estas enzimas se encuentran en
los cromosomas o pldsmidos y se producen de manera constitutiva o
inducible. (17,18)

Por la importancia que reviste ECD como causa de EDA, en el presente
trabajo se confirmaran los patotipos que inciden mas en la poblacion del
estudio actual, los identificados se le determinardn los fenotipos de
resistencia y multirresistencia antimicrobiana. El estudio se realizara a partir
de aislamientos procedentes de las 15 provincias del pais y del municipio

especial Isla de la Juventud.

Los resultados permitiran implementar un tratamiento antimicrobiano de
primera linea o la definicion de alternativas. Por tanto, el objetivo sera la
determinacién de los patotipos de ECD que mas inciden y los fenotipos de

resistencia antimicrobiana expresados por los patotipos predominantes.

En la mayoria de los paises no existe una vigilancia sistematica de patotipos
de E. coli responsables de enfermedades diarreicas en el hombre, ni todos
logran determinar los patotipos y estudiar el fenomeno de la resistencia y
multirresistencia antimicrobiana, por lo que se considera que existe un alto
sub- registro de ECD. Cuba no esta exenta de esta situacion, sélo se cuenta
con Informacién disponible a partir de estudios puntuales conducidos en el
LNR/EDA/IPK. Con la presente investigacion se pretende dar continuidad a
esta vigilancia y conocer los principales patotipos circulantes en el periodo
de estudio y establecer los perfiles de susceptibilidad a antimicrobianos, con
el fin de brindar datos que generen un mayor conocimiento a los médicos

tratantes y la comunidad cientifica en general.
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Objetivos

1. Describir los patotipos de aislados de Escherichia coli responsables
de enfermedades diarreicas agudas en Cuba (enero 2019 — marzo
2020).

2. Comprobar que la susceptibilidad a los antimicrobianos demostrada
para los aislados diarrogénicos de Escherichia coli en Cuba durante el
periodo de estudio, afianza la aplicacion de la estrategia de tratamien-

to empirico recomendada.
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ll. MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas generales de Escherichia coli

La especie la constituyen bacilos gramnegativos, oxidasa negativos con un
tamafio promedio de 1,1-1,5 un de ancho y 2,0-6,0 un de largo. En los
medios de cultivos solidos, las unidades formadoras de colonias (UFC)
presentan un aspecto rugoso o liso, pueden existir colonias intermedias y
mucoides. Las colonias rugosas tienen un aspecto aspero y contornos
irregulares, mientras que las lisas son convexas, brillantes de bordes

regulares. (19)

De acuerdo a su requerimiento de oxigeno son anaerobios facultativos y
pueden ser moviles por la presencia de flagelos peritricos o no mdéviles. La
bacteria también se caracteriza por sus propiedades biogquimicas; positivas
para la reaccion de indol, lisina, motilidad y negativa para los test de urea e

hidrogeno y la utilizacién del citrato. (20,21)

Es una bacteria mesofila, debido a que su desarrollo éptimo se encuentra
entre los 35-43°C, temperatura corporal de los animales de sangre caliente,
y su temperatura limite de crecimiento se sitla alrededor de los 37°c. La
actividad del agua y el pH también influyen en la proliferacion de esta
bacteria, las condiciones Optimas para estos parametros son de 7,2 y 0,99
respectivamente. El desarrollo de E. coli se detiene a pH inferior a 3,8 y

superiores a 9,5. (21)

2.1.1 Clasificacion taxondmica

Reino: Procarionte

Dominio: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Enterobacteriales

I ——
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Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: Escherichia coli

2.1.2 Fisiologia de E. coli

E. coli reduce los nitratos a nitritos; presenta ambos tipos de metabolismo,
respiratorio y fermentativo permitiéndole crecer tanto en presencia como en
ausencia de oxigeno. En condiciones anaerdbicas se desarrolla por via
fermentativa produciendo las clasicas combinaciones de acidos y gas como
productos finales. Sin embargo, también puede desarrollarse utilizando
amoniaco, amonio fumarato como aceptor final de electrones de la cadena

respiratoria. (22)

E. coli fermenta lactosa y no producen SHz, en particular la mayoria de las
cepas de ECEI no fermentan lactosa por tanto la precaucién se debe tener
en cuenta cuando se utiliza este diagndstico para diferenciar con el género
de Shigella, también puede fermentar una variabilidad de sustratos:
alcoholes como D-manitol, D-sorbitol y carbohidratos como D-sorbosa, L-
arabinosa, maltosa, D-xylosa, 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). Su crecimiento es 6ptimo a 37°C en condiciones aerobias con un

tiempo de duplicacion aproximado de 20 minutos. (22)

E. coli produce gran cantidad de acido y gas a partir de la fermentacién de
los hidratos de carbono (prueba del rojo demetilo positiva) y no utiliza la via
que produce acetilo-metil-carbinol (acetoina) (prueba de Voges-Proskauer
negativa). De modo habitual utiliza el acetato de sodio como Unica fuente de
carbono; no ocurre lo mismo con el citrato de sodio (agar citrato de Simmons
negativo) y no es capaz de hidrolizar la urea. La mayoria de las cepas
producen indol, desdoblamiento del triptéfano y descarboxilan la lisina. (22)

I ——
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2.1.3 Estructura antigénica

Kauffman White en el afio 1944 propone un esquema para la clasificacion de
E. coli basada en las variedades de los antigenos O (somético), H (flagelar)
y K (capsular). Asi las cepas pueden clasificarse también 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
0157:H7, por tanto cada patotipo contiene muchos serotipos y algunos
pueden pertenecer a mas de un patotipo (ej. O26:H11 puede ser ECEP o
ECEH dependiendo de los genes de virulencia que estén presentes), por tal
razon la serotipificacion muchas veces no ofrece identificacion definitiva de
los patotipos, s6lo un pequefio subconjunto de combinaciones O: H estan

asociados con la enfermedad. (23,24)

Esta forma de clasificacion serologica facilita la diferenciacion entre cepas
virulentas e inocuas y permite la deteccion de brotes. La determinacion de
los antigenos O y H se realizan por técnicas de aglutinacion en laminas,
mientras que la identificacion del antigeno K es recomendable que se realice
por la técnica de contra inmunoelectroforesis. Los métodos moleculares
como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR: por sus siglas en inglés)
de genes implicados en la biogénesis del antigeno O y del gen fliC para el
antigeno H, se pueden utilizar para identificar el serotipo. Actualmente se

reconocen 185 antigenos O, 56 H y 60 antigenos K. (24)

2.1.4 Patogenicidad de E. coli

La patogenicidad de E. coli se define por la demostracion de factores de
virulencia y la asociacion de dichos factores con la enfermedad. El
mecanismo por el cual produce la diarrea suele implicar la adherencia de la
bacteria a un receptor glucoproteico y glucolipidico, tras lo que se produce
alguna sustancia nociva que lesiona las células intestinales o que altera su
funcién. (25,26)

Otros estudios realizados muestran que algunas cepas patdogenas derivan

de cepas comensales que han adquirido de forma horizontal fragmentos
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cromosomicos 0 extra-cromosomicos relacionados con virulencia y
resistencia a antibidticos como son: genes de virulencia, islas de
patogenicidad (PAIs) y plasmidos. En la transmision de plasmidos y PAIs se
transfieren multiples genes de una vez. La presencia de estos genes y de
proteinas codificadas por los mismos forma parte esencial del mecanismo de
patogénesis Unico de cada uno de estos tipos de ECD. Los genes de
resistencia si bien no estan implicados en el propio proceso de la infeccion,
si lo estan en el desarrollo de la misma y en el tratamiento utilizado para
combatirla. De acuerdo a la patogenicidad, las cepas de E. coli pueden
clasificarse en tres grandes grupos: comensales, patdgenos intestinales y

patdgenos extraintestinales. (27)

2.1.5 Principales categorias de ECD:

Los patotipos de ECD se han clasificado con base en sus mecanismos de
patogenicidad y patrones de adherencia sobre células epiteliales.
Actualmente la identificacion de los patotipos se hace por medio de la
basqueda de genes asociados a los mecanismos especificos de
patogenicidad o de adherencia. En los paises en vias de desarrollo los
diversos patotipos de ECD provocan infecciones frecuentes en los primeros
afios de vida, responsables del 40% de todos los casos de diarrea en el
mundo. (28)

2.1.5.1 E. coli enteropatogénica (ECEP)

Este patotipo resultdé ser la primera variedad de Escherichia coli
enterovirulenta, productora de diarrea que se identific6 serolégicamente,
esta bacteria presenta como una de sus caracteristicas principales la no
produccion de ninguna toxina, siendo su principal factor de patogenicidad la
adherencia. Este grupo afecta principalmente a nifios entre los seis meses y
dos afios de edad, también puede aislarse en adultos enfermos y sanos. La
forma de transmision de la enfermedad tiene lugar por la via fecal — oral, y
los reservorios pueden ser nifios y adultos con o sin sintomas. Causa de

brotes epidémicos en lugares cerrados como guarderias y hospitales. (28)
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Factores de virulencia y patogenia

Los mecanismos fisiopatolégicos que dan lugar al surgimiento del cuadro
diarreico se relacionan principalmente con la alteracion de la célula intestinal
debido a la lesion de adhesion y borrado (A/E: attaching/effacing, por sus
siglas en inglés) y a la formacion de pedestales. Para el primer mecanismo,
ocurren tres eventos de forma practicamente simultanea:

* Adherencia inicial al enterocito: La bacteria entra en contacto con la
célula mediante un flagelo y el pili tipo IV (BFP: bundle-forming pilus, por sus
siglas en inglés), que tienen como funcion la auto agregacion bacteriana y la
adherencia a la célula mediante la formacion de microcolonias.

* Translocacién de sefiales intracelulares: facilitada por el sistema de
secrecion tipo 3 (T3SS: type Il secretion system), mediante el cual diversas
proteinas efectoras ingresan al enterocito.

Adherencia intima bacteriana: De forma simultanea a la unién de T3SS al
enterocito y a la entrada de las proteinas efectoras a través de los poros, la
bacteria ingresa la proteina Tir (receptor) que facilita la adherencia a la
intimina bacteriana y es indispensable para la formacion del pedestal y la
lesion intestinal. Una vez dentro de la célula hospedera, la cabeza de Tir se
proyecta a la superficie de la membrana del enterocito, donde actia como
receptor para la intimina y para la transmisién de sefiales después de la
interaccién. Esto contribuye al segundo mecanismo de polimerizacion de la

actina y a la formacién de pedestales. (29)

Manifestaciones clinicas:

Abundantes diarreas secretorias con moco, con pérdida significativa de agua
y electrolitos en las heces, afectacion de la mucosa intestinal que conduce al
borramiento del borde en cepillo por vesiculacion de las microvellosidades,
se produce una pérdida de enzimas disacaridasas, lo que conlleva una
alteracion de la absorcion y conduce la produccion de una diarrea secretora,
gue puede estar asociada a fiebre. Aunque la diarrea es autolimitada, esto
depende de la respuesta inmune del hospedero y puede dar lugar a diarrea
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secretora persistente. (29)

Epidemiologia:

Este patotipo causa enfermedad principalmente, en los menores de dos
afnos de edad en todo el mundo. En la actualidad los casos de diarrea por
cepas ECEPa en paises industrializados son pocos frecuentes. Sin
embargo, en el transcurso de los ultimos afios, se han reportado varios
brotes en diferentes paises, principalmente en guarderias y otros centros de
atencion a niflos. EI hombre es considerado como el Unico reservorio de
ECEP. Los alimentos en especial la carne bovina son una fuente importante

de transmision. (29,30)

2.1.5.2 E coli enterotoxigénica (ECET)

Este patotipo es uno de los principales agentes causales de diarrea al cual
se le atribuye la responsabilidad de numerosos casos y muertes en nifios
menores de cinco afios. Se estima que produce mil millones de casos de
diarrea al afio, también afecta a la poblacion adulta, ya que produce diarrea
en viajeros adultos de paises industrializados que visitan zonas endémicas

de ECET, denominada “diarrea del viajero”. (32)

Factores de virulencia y patogenia
Las cepas de ECET poseen dos mecanismos principales de patogenicidad:
adherencia y produccién de toxinas.

e Adherencia: los factores de colonizacion (CFs) se encargan de la
adhesion de las bacterias a receptores de las células epiteliales del
intestino delgado, lo que permite la colonizacion. Estos factores se
relacionan con la movilidad y auto agregacion bacteriana. La bacteria
expresa la EtpA, exoproteina de Adhesion (del inglés, TPS: two-
perner secretion) situada al extremo del flagelo, permitiendo la
adherencia de los CFs a las células epiteliales.

e Toxinas: la secrecion de enterotoxinas termoestables (del inglés, ST:

heat-stable enterotoxin) y enterotoxinas termolabiles (del inglés, LT:
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heat-labile enterotoxin). Existen dos tipos de LT, las LT-l1 estan
directamente asociadas a cepas en humano, cada toxina se divide en
dos subunidades Ay B. ECET secreta, mediante el sistema secretorio
tipo Il, las LT dentro de las vesiculas de la membrana externa y
posteriormente con la ayuda de la subunidad B de LT se una al
gangliosido GM1, que por endocitosis permite que las vesiculas de la
membrana externa ingresen al citoplasma, luego se dirigen al aparato
de Golgi y al reticulo endoplasmico. La subunidad LT-Al presente en
el citosol se une, mediante ribosilacion del ADP, a los nucle6tidos de
guanina, inhibe la actividad de GTPasa y activa la adenilatociclasa, se
produce un aumento del AMPciclico lo que estimula la secrecion de
cloruro y demas electrolitos e impide la absorcidén del intestino y de

esta forma ocasiona diarrea secretora de amplia intensidad (32)

Manifestaciones clinicas

El cuadro clinico que producen estas bacterias resulta similar al que se
observa en el caso del colera, presentando de ocho a doce evacuaciones al
dia por un periodo de cuatro a cinco dias. Las cepas ECET constituyen una
causa importante de diarrea en nifios menores de cinco afios de edad y

resulta una de las causas mas frecuentes de diarrea del viajero. (32)

Epidemiologia.

Se considera a ECET junto con las ECEP vy los rotavirus los patdgenos que
mas frecuentemente causan gastroenteritis infantil, diarrea colérica y diarrea
del viajero en paises con condiciones higiénico sanitarias deficientes. La
temperatura del ambiente, es un factor importante en la incidencia de esta
enfermedad, se estima que la tasa de morbilidad aumenta en un 7% por
cada grado de aumento en la temperatura ambiental que se acompafia con
el crecimiento y proliferacion de las bacterias contaminando agua y
alimentos.

En los paises en via de desarrollo resulta una causa frecuente de diarrea en

lactantes de estos paises, ademas resulta ser la causa mas comudn de
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diarrea en individuos de paises industrializados que viajan a zonas menos
desarrolladas del mundo. Se cree que la razén de que los ECET causen
diarrea principalmente en paises poco desarrollados es que las bacterias
deben ser ingeridas en cantidades elevadas, para llegar a provocar
deshidratacion. Esto es posible cuando las condiciones higiénico sanitarias

son deficientes. (32)

2.1.5.3 E. coli enteroinvasiva ECEI.

La descripcion de este patotipo ocurre por primera vez a principios de 1970,
como una cepa invasora que causaba una diarrea disenteriforme; se
encuentra de manera endémica en muchos de los paises en desarrollo, con
cierta similitud epidemioldgica a la observada en la shigelosis. Se considera
a los animales, especialmente los bovinos, el reservorio mas importante para

esta bacteria. (33)

Factores de virulencia y patogenia

ECEI evade la respuesta inmune ya que penetra con facilidad a las células
epiteliales del colon por medio de adhesinas, con movimiento lateral para
evadir otras células. Al igual que Shigella spp, posee un plasmido de
virulencia pINV que codifica para el T3SS, 25 proteinas (entre ellas OscpB,
VirE, OspG) y los antigenos de invasion de plasmido (Ipa: invasién plasmid

antigens) Ipa A, Ipa B, Ipa C, IpaD, entre otros.

Inicialmente invaden las células M y en una vacuola fagocitica por
transcitosis la bacteria atraviesa la barrera epitelial e invade los macrofagos,
la proteina IpaB lisa la vacuola en el citoplasma e induce apoptosis,
finalmente es liberada. Posteriormente ingresa a las células intestinales
mediante el reconocimiento de los receptores CD y alfabbetal integrina
gracias a ipaB y al complejo IpaBCD bacteriano. Después de la
multiplicacion en el citoplasma, se libera del fagosoma mediante ipgD y se
desplaza lateralmente entre una y otra célula. Para ello VirG, localizada al

extremo de ECEI, promueve la aproximacion de N-WASP y por medio de la
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polimerizacion de actina, se forma el complejo VirG-N-WASP-actina.
Mientras que VirA localizada al otro extremo de la bacteria, favorece la
generacion de protuberancias y permite el traspaso a las células proximales.
En el proceso, la liberacion de IL8 en los enterocitos infectados promueve la
migracion de polimorfonucleares, los que adicionalmente facilitan la entrada,

via luminal, de la bacteria al epitelio. (33)

Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas caracteristicas en personas infectadas por
ECEI, son de un cuadro de disenteria similar al que produce Shigella spp,
con diarrea acuosa, con sangre y moco, dolor abdominal tipo célico. Se han
observados algunos casos donde sélo presentan diarrea, ésta en ocasiones
es indiferenciable de la que produce ECET. (33)

Epidemiologia

Se asocia a brotes relacionados con la ingestién de alimentos contaminados
y mas esporadicamente ser causa de cuadros aislados de diarrea. EI modo
mas probable de su transmision es el de persona a persona. Afecta a
escolares, adolescentes y adultos, y en menor proporcion a lactantes. Su
distribuciéon es mundial, con reporte de brote o casos aislados en paises de
diferentes continentes. La dosis infectante que se requiere es relativamente
alta; se requiere una dosis de 108 de bacterias a nivel experimental para
producir enfermedad en humanos voluntarios. Se considera que en los
paises desarrollados la incidencia es baja, pero con presentacion de brotes

ocasionales asociados al consumo de alimentos. (33,34)

2.1.5.4 E. coli enterohemorragica ECEH o productora de toxina Shiga
(ECST)

Destaca como un patdgeno emergente involucrado en cuadros de
intoxicaciones alimentarias, causante de diarrea y severas enfermedades en
el hombre, como la colitis hemorragica (CH) y el Sindrome Urémico

Hemolitico (SUH). El principal factor de virulencia es la producciéon de las
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verotoxinas (VT1l y VT2) que se encuentran codificadas en fagos
temperados y son responsables de muchas de las caracteristicas
patolégicas y las complicaciones severas que se presenta como
consecuencia de la infeccion por esta bacteria, resaltando el SHU como la
principal causa de insuficiencia renal aguda y la segunda causa de
insuficiencia renal cronica en edades pediétricas. (35)

Factores de virulencia y patogenia

De acuerdo a los conocimientos actuales el proceso patolégico comienza
con la adherencia al enterocito por la fimbria, seguida de adherencia intima y
lesion de la pared del enterocito por produccién de la proteina intimina
codificada por el gen eae y posterior liberacion de verotoxina. Este
mecanismo es similar al presentado por ECEP y comienza con la lesién
celular Adherencia y Esfacelamiento A/E, en el mismo participan tanto genes
cromosomales como plasmidicos que inducen y regulan la expresion de

factores de virulencia de la bacteria. (35)

La produccién de toxina Shiga 1 (Stx1), es basicamente igual a la producida
por Shigella dysenteriae, mientras Shiga 2 (Stx-2) muestra una homologia
del 60%. Estas toxinas constituyen el principal factor de virulencia y son
responsables de las complicaciones intestinales y sistémicas. Los genes que
codifican la produccion de estas toxinas se encuentran en un bacteriéfago
lisogénico, su produccién y liberacién depende de que el fago active su ciclo
litico, esta induccién puede ocurrir luego del dafio del ADN bacteriano ya sea

por agentes toxicos o antimicrobianos. (35)

Manifestaciones clinicas

El cuadro clinico resultante tras la infeccion causa dolor abdominal, diarrea
sanguinolenta y poca fiebre. La infeccion se puede presentar como casos
esporadicos o brotes de diarrea, colitis y SUH y ocasionalmente lesiones en
el sistema nervioso central. STEC O157:H7 es el principal agente etiolégico

del SUH, el mismo se produce entre el 5 y 10 % de los casos,
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aproximadamente, es una de las principales causas de dafio renal en nifios
y se caracteriza por la presencia de anemia hemolitica microangiopética,

insuficiencia renal aguda y trombocitopenia (35, 36)

Epidemiologia

La Organizacion mundial de sanidad Animal considera la ECST como una
zoonosis de origen alimentario que aparece como brotes epidémicos con
una gran explosividad en su presentacidn, sobre todo en paises
desarrollados, por esta razon es el patotipo de E. coli que mas atencion se le
presta en el denominado primer mundo, debido a la asociacién con el SUH.
El principal reservorio son los rumiantes, no obstante, el ganado vacuno
suele ser la fuente mas importante de infecciones humanas. La materia fecal
de estos animales puede contaminar la carne durante el sacrificio en el
matadero, puede ser arrastrada a rios y lagos o fuentes de agua de
consumo, o depositarse en frutas y verduras por el uso de abonos organicos

o por el uso del agua de riego contaminada (36)

Los padecimientos CH, SUH y purpura trombocitopénica se han observado
con mayor frecuencia en paises con climas templados como los Estados
Unidos, Canada y en Argentina se reportd una incidencia de 12 a 14 casos
por cada 100 000 en nifios menores de cinco afos. Los serotipos mas
comunes encontrados son: 026, O111, 0121, 0145 y particularmente
0157:H7, en todo el mundo se reportaron brotes causados por este serotipo.
(36, 37,38)

2.1.5.5 E. coli enteroagregativa (ECEAgQ)

En 1987 describen por primera vez a ECEAgg como un patdgeno emergente
y genéticamente heterogéneo, actualmente se le considera a este patotipo
como un problema de salud publica a nivel mundial. Se les asocia a casos
de diarrea aguda o persistente en nifios y adultos a nivel mundial. Causante
de diarrea acuosa en infantes y nifios de paises desarrollados, relacionado

con retardo del desarrollo en este grupo etario. El nombre de este patotipo
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deriva de la forma de adherencia que presentan en células Hep-2 en cultivo.

De todos los patotipos ECEAgg 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, este procedimiento es
engorroso y complejo, lo que dificultad su implementacién por lo tanto el
diagnoéstico de esta entidad se realiza mediante técnicas moleculares, que
permite la detencion rapida de del grupo heterogéneo de genes de virulencia

presentes en el aislamiento. (39)

Factores de virulencia y patogenicidad

Para este patotipo se consideran tres etapas en la patogenia de la infeccion:
1) Adherencia a la mucosa intestinal mediante fimbrias de adherencia
agregativa u otros factores: presenta plasmido pAA, codifican varios factores
de virulencia en los que se incluyen un regulador AggR, el que se encuentra
en la mayoria de las cepas. Algunos genes regulados por AggR son los
factores necesarios para la expresion del patron AA (AA: aggregative-
adherence) que implica las fimbrias AAF con variantes.

2) Produccién de Enterotoxinas: presenta la enterotoxina 1 (EASTL:
enteroaggregative E. coli heat-stable enterotoxin), que altera el transporte de
iones e induce aumento del GMPc y una variedad de SPATES citotoxicos y
no citotéxicos. Dentro de los SPATES se encuentra la proteasa involucrada
en la colonizacion intestinal (del inglés, Pic: protease involved in intestinal
colonization) y la toxina en plasmido (Pet: plamid-encoded toxin). Pic es una
proteasa que incrementa el numero de células caliciformes y la produccion
de moco que atrapa a las bacterias auto aglutinandolas en el epitelio
intestinal. Pet es una SPATE citotOxica que se une a la espectrina en la
membrana del complejo de Golgi, bloqguea su funcibn y causa el

redondeamiento de la célula. (39)

Manifestaciones clinicas

La infeccidn intestinal producida por ECEAgg se caracteriza por una diarrea
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secretora acuosa con moco, con o sin sangre y dolor abdominal, vémito y
fiebre baja. En un numero considerado de pacientes se presenta lactoferrina
fecal detectable (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 proinflamatorias.
Lo que sugiere que la infeccion puede estar acompafiada de una forma sutil

de inflamacioén de la mucosa. (39)

Epidemiologia

El principal reservorio es el hombre, aunque algunas cepas han sido
identificadas a partir del cerdo y bovinos. Las vias de transmision son,
principalmente, el agua y los alimentos contaminados, aunque las manos
también pueden ser via de transmision, sobre todo para los recién nacidos.
Afecta a nilos menores de dos afios. Se ha descrito como el principal
agente entérico en paciente con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) en Africa, siendo el responsable de hasta el 40% de la diarrea aguda
y hasta el 80% de la diarrea persistente en pacientes con VIH. Ademas, se
reporta como la segunda causa de diarrea del viajero y alta tasa de
excrecion en pacientes asintomaticos. La amenaza a la salud publica por
ECEAgg, hace importante identificar los reservorios animales a partir de los

cuales se podrian originar epidemias o brotes en humanos. (39,40)

2.1.5.6 E. coli Adherente Difusa (ECDA)

Sus cepas expresan adhesinas afimbriales (Afa) y adhesinas fimbriales. Las
mismas 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/Dr ECEA) y la tipica (Afa/Dr ECDA) que tienen
caracteristicas comunes, misma organizacion genética y la union al factor de
aceleracion (hDAF: human decay Accelerating factor). (41)

Factores de virulencia y patogenicidad

Caracteristicas observadas en la patogénesis de ECAD:

v'Unién mediante adhesinas a la mucosa intestinal.
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v'Formacion de colonias tipicas en forma de ladrillos apilados.
v'La produccion de citotoxinas y enterotoxinas.

v'Inflamacion grave de la mucosa.

Las adhesinas se encuentran en la superficie de la membrana externa de la
bacteria, confiriendo el principal mecanismo de patogenicidad. En la tipica
se encuentran Afak-l, Afak-ll, AfaElll, Afag-V, Dr, Er-1l, F1845 y NFA-I, las
cuales son codificadas por los genes afa, dra, daa.

La glicoproteina hDaf, se encuentra distribuida en todas las células de la
sangre, en el epitelio del intestino, trato genitourinario y células endoteliales.
Su funcién es regular la cascada del complemento en el paso de la
convertasa C3 de gran importancia en la interaccion entre el patégeno y las

células del hospedero para favorecer la infeccion. (41)

Se describen dos adhesinas principales de ECAD que permiten la
adherencia al enterocito. Adhesina fimbrial 1845 (F1845) y la adhesina
involucrada en la adherencia difusa (AIDA-I: adhesin involved in diffuse
adherence). La F1845 tiene como receptor hDAF, al originarse esta unién
ocurre un alargamiento de las microvellosidades. Mientras la adhesina AIDA-
| se una a los receptores de membrana del enterocito hDAF o CEACAMG6 se
produce la activacion de la quinasa Src, necesaria para la movilizacion y
organizacion de hDAF alrededor de las bacterias. Se induce elongacion,
dafio de las microvellosidades y reordenamiento de las proteinas en el
citoesqueleto, lo que genera aumento de la permeabilidad del enterocito.
Después de la asociacion Afa/Dr, se activa la MAP quinasa e inducen la
producciébn de IL8 con la consecuente migracion transepitelial de
polimorfonucleares, lo que favorece el dafio de los enterocitos por la sintesis

de citoquinas proinflamatorias como FNT-alfa e IL-1beta (41)

2.2 Resistencia antimicrobiana.
La resistencia bacteriana, representa un importante problema de salud en el
momento actual, constituye uno de los problemas mas importantes a nivel
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mundial, entendiéndose por resistencia al fenébmeno a través del cual una
poblacion microbiana que era sensible a un tratamiento, termina por no ser

susceptible. (42)

La susceptibiidad de las bacterias a los diferentes grupos de
antimicrobianos puede ser evaluada en la actualidad. Se dispone de varios
métodos para determinar el patron fenotipico de susceptibilidad de una
bacteria a los antibiéticos, constituyendo un instrumento valioso para la
terapia con antibioticos, asi como wuna herramienta epidemioldgica

importante para el control de microorganismos resistentes. (42,43)

La OMS recomienda para las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos,
aplicar las técnicas de difusion en disco, el andlisis semiautomatico o manual
de la concentracion inhibitoria minima o la difusion de gradiente
recomendadas por las normas del Clinical and Laboratory Institute Standards
(CLSI, por sus siglas en inglés) o el EUCAST (comité europeo de pruebas de
sensibilidad a los antimicrobianos). La técnica mas comun empleada por la
mayoria de los laboratorios de diagnéstico es la prueba de difusién en agar
simple (método de Kirby-Bauer), donde el microorganismo bajo investigacion
es inoculado en una placa de agar y se expone a un gradiente de difusién
del antibiotico impregnado en un disco de papel de filtro, colocado en la

superficie del agar. (43)

La informacion que se obtiene a partir de las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos es fundamental para la vigilancia de los perfiles de
sensibilidad y la de nuevos patrones de resistencia por el laboratorio, lo cual
permite optimizar la terapia antimicrobiana permitiendo al clinico seleccionar
la droga con mayor sensibilidad para el paciente y con las caracteristicas
farmacocinéticas mas apropiadas. (43)

Desde el punto de vista clinico, se considera que una cepa bacteriana es
sensible (S) a un antibidtico, cuando la infeccion causada por el

microorganismo aislado puede ser tratada apropiadamente con el antibiotico
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a la dosis recomendada, de acuerdo a la gravedad de la infeccién. Sin
embargo, para la prescripcién definitiva del medicamento se tendran en
cuenta algunos factores tales como: biodisponibilidad del antibiotico en el
tejido o sistema afectado, presentacion del medicamento, edad del paciente
condiciones patoldgicas subyacentes entre otras.

Se consideran resistentes (R) cuando la bacteria aislada no es inhibida por el
antibiotico a las concentraciones terapéuticas ideales o la bacteria ha
generado mecanismos de resistencia que evaden la actividad del antibidtico,
por lo tanto, la eficacia clinica no es confiable.

Los intermedios (I), indica que el antibi6tico tiene aplicabilidad clinica en
sitios corporales donde el antibiotico alcance concentraciones terapéuticas
adecuadas, como es el caso de los Betalactamicos y quinolonas en el tracto-

urinario. (43)

2.2.1 Antimicrobianos

Se nombran antimicrobianos a los medicamentos que combaten las
infecciones causadas por las bacterias, son 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. (44)

2.2.2 Resistencia antimicrobiana en E. coli

E. coli presenta resistencia intrinsica a los antibioticos, principalmente a los
betalactamicos, lo cual esta relacionado con su uso masivo e indiscriminado
de los diferentes compuestos antimicrobianos, lo que desencadena un
proceso de seleccion que favorece la creacion, adaptacion y diseminacion
de mecanismos de resistencia antimicrobianos. Hasta finales de los afios 70
y principio de los 80 su caracteristica era un patrén uniforme de sensibilidad;
sin embargo, la errénea utilizaciébn de los antibidéticos ha provocado un

aumento de la resistencia en el mundo. (44,45)
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El aumento de la resistencia de esta especie a los principales antibiéticos de
manejo clinico para el tratamiento de infecciones causadas por las cepas
patégenas de E. coli como la ampicilina (AMP), tetraciclina (T), trimetoprim-
sulfametoxazol (TMP-SMX), ciprofloxacina (CIP) y estreptomicina se ha
reportado tanto en cepas de origen humano, animal y las aisladas del
ambiente, lo que presume grandes inconvenientes en el tratamiento cuando
este es requerido. Este aumento de la resistencia a los antimicrobianos se
debe principalmente a mecanismos moleculares, tales como mutaciones
puntuales a nivel cromosomico o transferencia horizontal de genes a través
de elementos moéviles. E. coli posee diversos mecanismos de defensa a
través de la accion de enzimas como las Betalactamasa, mutaciones en el
ADN, inactivacion enzimatica y la expresion de bombas de expulsién activa

que bombean al antimicrobiano al exterior de la célula. (45)
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio de estudio:

Se realiz6 un estudio observacional, de caracter retrospectivo y de corte
transversal de los aislados recibidos en el laboratorio nacional de referencia
de enfermedades diarreicas agudas del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” (LNR/EDA/IPK) en el periodo comprendido de enero de 2019 a marzo
de 2020. Se estudiaron 327 aislamientos con diagnéstico presuntivo de E.
coli recuperados de igual nimero 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.

3.2 Universo y muestra:

Universo: estuvo conformado por todos los aislados (n=327) con
identificacion presuntiva de ECD de pacientes con procesos diarreicos
agudos, procedentes de 14 Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia
y Microbiologia (CPHEM) y el Municipio Especial Isla de la Juventud
tributados al LNR/EDA/IPK, en el periodo de enero del 2019 a marzo del
2020.

Muestra: conformada por 302 aislamientos viables y no contaminados para
los que se confirmd la identificacion como E. coli y estuvieron disponibles los

datos sociodemograficos.

e Criterios de inclusién: Aislados viables y no contaminados para los
que se confirmé la identificacion como E. coli y estuvieron disponibles

los datos socio-demogréficos.

e Criterios de exclusion: Que no se correspondiera con el género y la
especie de interés, que no fuera viable o estuviera contaminado y que
no se acompafara del modelo de recoleccion de los datos

correspondientes.

I ——
DR. LEONARDO LEDEA FERNANDEZ 23



3.3 Operacionalizacion de las variables.

Objetivo 1. Describir los patotipos de ECD

Region Oriental

Variable Clasificacion Escala Definicion
Patotipos Cualitativa ECEP Segun
ECD nominal ECET resultados de
ECEH los
ECEA marcadores
ECEI fenotipicos
ECDA
Sexo Cualitativa Masculino Segun sexo
nominal Femenino biolégico
dicotomica
Edad Cuantitativa < 5 afios Se tendra en
continua 5-19 afios cuenta la
20 - 39 afios edad en afios
40 - 59 afos cumplidos.
= 60 anos
Lugar de | Cualitativa Region Occidental Lugar donde
procedencia nominal Region Central viven una o

determinadas

personas.

Objetivo 2. Determinar los fenotipos de resistencia y de multirresistencia

Variable Clasificacion | Escala Definicién
RAM Cualitativa Sensible Descrito en
. Intermedio
nominal . control
Resistente
semantico.
MDR Cualitativa Resistencia Descrito en
nominal antimicrobiana(MDR) control
semantico.
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3.4. Control seméantico.

Conceptos utilizados en esta investigacion.

Categorias clinicas de pruebas de susceptibilidad: traduccion de la res-
puesta in vitro de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos, como
factor predictivo de eficacia clinica. (Segun criterios del CLSI)

Escala de clasificacion:

e Sensible (S): Cuando un aislamiento bacteriano se inhibe in vitro por
una concentracion del antimicrobiano que se asocia a una alta proba-
bilidad con el éxito terapéutico

e Intermedio (I): Cuando un aislamiento bacteriano se inhibe in vitro
por una concentracion de un antimicrobiano que se asocia a un efecto
terapéutico incierto.

¢ Resistentes (R): Cuando un aislamiento bacteriano se inhibe in vitro
por una concentracion del antimicrobiano que se asocia a una alta

probabilidad de fracaso terapéutico.

Resistencia antimicrobiana:
e MDR: Multiple Drug-Resistance: se define como la ausencia de
sensibilidad, al menos, a un farmaco en tres o0 mas de las clases de

antibioticos.

3.5 Técnicas y procedimientos de laboratorio.

Se le di6 salida al objetivo numero 1 a través del flujograma de identificacion
fenotipica y el uso de pruebas marcadores fenotipicos recogidos en las
normas y procedimientos de calidad del laboratorio de EDA. Mientras que
para el objetivo niumero dos se empleé el método de difusién en disco (Kirby-
Bauer) siguiendo lo estipulado en las normas del CLSI, del 2022.

3.5.1 Caracteristicas fenotipicas de E. coli.

3.5.1.1 Identificacion por métodos convencionales

Los aislados recibidos se procesaron e identificaron por los procedimientos
del manual de operacibn PNO-A-36-01 del LNR-EDA-IPK, las pruebas
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bioguimicas y criterios de interpretacion, segun lo propuesto por
MacFadding. Los aislados en medios de conservacion para enterobacterias,
fueron sembrados en medio liquido, Caldo Cerebro-Corazén (CCC, BioCen,
Cuba) e incubados durante 18-24 horas a 37 C. Ulteriormente se inocularon
en medios selectivos y diferenciales, agar MacConkey (AMC, Biolife). Luego
se realiz6 la eleccion de 3 a 5 colonias rosadas, brillantes, de bordes lisos y
convexas, tipicas fermentadoras de lactosa, y colonias transllicidas que
indican 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 ulterior

lectura, interpretacién y registro de los resultados.

Una vez visualizada la imagen compatible con E. coli en AHK y el AHL
segun procedimientos propuestos por MacFadding et al., 2003, se realiz6 la
prueba de oxidasa utilizando tiras de Oxidase test strips (Biolife, Italia).
Aquellos que resultaron ser oxidasa negativa se les efectud la identificacion
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), hidrdlisis de la urea (medio base de urea) (BioCen, Cuba),
motilidad (medio motilidad) (BioCen, Cuba) y produccién de indol (medio
Indol) (BioCen, Cuba).

Para el pesquisaje de los patotipos presentes en el estudio se utilizaron los
marcadores fenotipicos de sorbitol y sorbosa en todos los aislados del
estudio. Partiendo del medio de Kligler se tom6 una asada y se inocul6 en
tubos que contenian 3ml de los medios, ambos fueron incubados a 37TC
durante 18-24h para su ulterior lectura, interpretacion y registro de los
resultados. Es valido aclarar que la identificacion por los métodos
convencionales utilizados en la presente investigacion no permite realizar el

diagnéstico de todos los patotipos de ECD.
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3.6 Susceptibilidad antimicrobiana

3.6.1 Pruebas de susceptibilidad de ECD

Para dar salida al segundo objetivo se analizaron los diferentes fenotipos de
susceptibilidad de todos los aislamientos de ECD (302), la evaluacion de la
resistencia bacteriana a los compuestos antimicrobianos se realizé mediante
la técnica de Kirby-Bauer normalizada por el CLSI. En las pruebas se usaron

once compuestos antimicrobianos (46)

Para la validez de los resultados se utilizaron las cepas control E. coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Escherichia coli ATCC
25922 Escherichia coli ATCC 35218 Staphylococcus aureus ATCC 25923
garantizando que los parametros estén dentro de los rangos establecidos
(verificar la carga de los discos de antibi6ticos). EI medio que se utilizo para
la obtencién de colonias aisladas y la posterior realizacion del estudio de
antibiograma fue el agar Mueller-Hinton (Biolife, Italia). Se evaluaron once
antimicrobianos, drogas recomendadas por el CLSI y otras que son utiliza-
das frecuentemente en el tratamiento empirico de infecciones por ECD en
las instituciones de asistencia en nuestro pais. Los discos de antibioticos
evaluados provienen de la casa comercial CPMsas SCIENTIFIC, Italia. La
familia a la que pertenece cada antibittico, las concentraciones o potencia
en el disco y sus respectivos puntos de corte para definir las categorias de:
Sensible (S), Intermedio (I) y Resistente (R) se enlistaron en una tabla (ver
anexo 1). (46)

Para determinar la susceptibilidad antimicrobiana, se transfiri6 una asada a
tubos con caldo de Muller-Hinton, se incubaron en aerobiosis a 37°C durante
24h, luego se transfirio una asada a placas de Muller-Hinton (Biolife, Italia)
procurando obtener colonias aisladas, estas placas se incubaron a 37°C de
18 a 24h. EIl in6culo se preparé 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 Macfarlan. Las placas

de agar Mueller-Hinton, se inocularon estriando la superficie del medio con

I ——
DR. LEONARDO LEDEA FERNANDEZ 27



un hisopo embebido en el inéculo, 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 situaron de
manera aséptica los discos seleccionados, presionandolos suavemente
sobre la superficie del agar. Consecutivamente se incubaron a 37°C en
condiciones de aerobiosis de 16-18 horas. La lectura se realizd midiendo con

Pie de Rey los halos de inhibicién para cada antibidtico.

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 el método de
difusién por disco para Enterobacterias, estipuladas en las normas CLSI de

2022 para cada antimicrobiano evaluado.

3.6.2 Definicién 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 o mas

antimicrobianos de diferentes familias.

3.7 Anadlisis estadistico.

La informacion registrada en los formatos de extraccion de datos se
consolidé en una base de datos en Excel® 2016. Se utilizaron medidas de
estadistica descriptiva como la frecuencia y el porcentaje para el andlisis y la
presentacion de los resultados, haciendo uso del software IBM SPSS
Statistics 21.

3.8 Aspectos éticos.
En la realizacion del estudio se presto atencion al cumplimiento de las
medidas y normas de bioseguridad establecidas para el trabajo y
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manipulacion de aislados y muestras segun los niveles de riesgo biologico
que establece la Comisiébn Nacional de Seguridad Bioloégica en su
Resolucién 38/2006. Los resultados y datos de los pacientes fueron
archivados con caracter confidencial. Para esta investigacion no se demanda
de consentimiento informado, la confirmacion de patotipos y determinacion
de resistencia ya esta incluida en el algoritmo confirmatorio de ECD en
Cuba. Todos los participantes en el estudio recibieron el diagnostico
microbioldgico y los resultados del estudio de susceptibilidad antimicrobiana
del agente etioldgico responsable del proceso diarreico agudo. El estudio fue
revisado y aprobado por el Comité de Etica del IPK. Codigo: CEI-IPK 28-22.
La investigacion forma parte de las tareas del proyecto asociado a programa
del Ministerio de salud publica con titulo: "Influencia de la variabilidad clima-
tica en las enfermedades de transmision digestiva en poblacion pediatrica.”
Cuba, 2021-2022. (Cdodigo 1901070) aprobado por la Comision Cientifica
Especializada de Microbiologia y el Comité de Etica de la Investigacion del
IPK (CEI-IPK 2105001).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento clinico

ECD se considera una causa importante de diarreas en nifios y constituye un
riesgo potencial para la salud de los menores de 5 aflos 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 precisaron los
patotipos de ECD procedentes de los quince CPHEM y del municipio

especial Isla de la Juventud.

En el periodo de estudio fueron recibidas en el LNR/EDA/IPK 327
aislamientos provenientes de las diferentes regiones del pais, con
diagndstico presuntivo de ECD, 302 resultaron utiles al estudio (92,3%) y
como no utiles 25 (7,6%): quedando excluidos del estudio 12 (3,6%) aislados
que resultaron contaminados y 13 (3,9%) 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 Grafico 1.

M No utiles 25

m Utiles 302

Figura 1. Distribucién de los aislados de E. coli diarrogénicos que resultaron Gtiles y no Gtiles
en el presente estudio, enero 2019 a marzo 2020.
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De los aislamientos que resultaron utiles para el estudio, 263 (87%)
coincidieron con el diagnostico presuntivo realizado en su lugar de
procedencia, sin embargo, en 39 (12,9%) de los aislados, se determind un

nuevo diagnostico.

En relacién con los aislamientos no viables el autor considera que perdieron
la capacidad de reproducirse, condicionado tal vez por la exposicion a varios
factores externos, por ejemplo: 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 y otras condiciones
de transportacion que pueden favorecer la desecacion por exposicion a un

ambiente no apropiado.

En el presente estudio, el porcentaje de aislamientos utiles (92,3%) fue
mayor en comparacion con los resultados reportados por Salina, (2017)
Cuba (89,89%) en un estudio realizado en el LNR/EDA/IPK. Los altos
porcentajes de aislamientos Utiles pueden estar dados a la normalizacion de
las buenas practicas de laboratorio implementadas en todos los laboratorios
del pais y a la continua labor de capacitacion dirigida al personal de
laboratorio que realiza el LNR/EDA/IPK con el propésito de elevar su

desemperio profesional. (47).

4.2 Frecuenciay distribucién de patotipos de ECD identificados.

De los 302 aislados de ECD estudiados 187 (61,9%) procedian de la regién
central del pais, la mayoria fue recibida en los dos primeros y el quinto
trimestre del estudio, destacandose las provincias de Ciego de Avila y Villa
Clara como las que mas tributan dentro de esta region. Cabe sefalar que la
provincia de Sancti Spiritus no tributé ningun aislado durante el periodo de
estudio. La region oriental fue la segunda que mas tributdé con 75 (24,8%), la
mayoria de los aislados de esta region se recibieron en el quinto trimestre
del estudio, y la provincia que mas aporté fue Holguin. Finalmente, la region
Occidental fue la que menos tributé con solo 40 (13,2%) aislados, la mayoria

de los mismos se recibieron durante los dos primeros trimestres, la provincia
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que mas aportd de esta region fue Matanzas. En resumen, la mayoria de los
aislados se recibieron en el quinto trimestre del estudio y la regién que mas
tributé fue la central, destacandose las provincias de Ciego de Avila y Villa

Clara. Estos resultados se muestran en la tabla 1. (Ver anexo 3)

La distribucién de patotipos encontrados, en este estudio fue la siguiente:
ECET 170 (56,3%), seguida de ECEP 105 (34,8%) y ECEH 27 (8,9 %). La
distribucion y frecuencia de los patotipos, son similares en cuanto a patotipo
predominante, segun sugiere la revision sistematica de la literatura donde se
reporta a ECET como el patotipo mas frecuente, con una incidencia de
30,4% de los casos de diarrea. Este resultado puede estar en relacion con el
hecho de que este patotipo afecta fundamentalmente a nifios menores de
cinco afos y precisamente este grupo etario es el de mayor representacion
en nuestro estudio (n=183), donde la mayoria de los aislados recibidos
pertenecieron a la region central del pais, donde las provincias que mas
aportaron fueron Ciego de Avila y Villa Clara. Estos resultados se muestran

en la figura 2 y tabla 2 (ver anexo 4)

n=302

100
g0 ECET; 56,3
o
3 ECEP; 34,7
2 60
=
=
2 10 Ay ECEH; 8,9
[=]
o

20 "

0

ECET ECEP ECEH

Patotipos de E. coli

Leyenda : E. coli enteropatégena (ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), E coli
enterohemorragica (ECEH) .

Figura 2. Frecuencia de patotipos de E. coli diarrogénicos estudiados en el LNR/EDA/IPK,
enero 2019 a marzo 2020.

Otros estudios reportan valores de infeccion mas elevados, las diferencias
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de frecuencia podrian deberse a diferentes factores como la poblacién
estudiada, el disefio de estudio o los métodos de diagndstico utilizados. Los
resultados del actual estudio difieren de los encontrados por Roque, 2017 en
Perd donde estudié a nifios menores de cinco afios que ingresaron en un
hospital pediatrico de Lima, por presentar heces diarreicas, determiné 71,4%
de aislados de ECD, de los cuales 72% fueron del tipo ECEP y 28%
correspondian a ECEH. La diferencia entre los estudios pudiera estar
relacionada al hecho de que en nuestro estudio se incluye poblacion general

y del Roque soélo poblacion pediatrica. (48)

Los resultados de la presente investigacion también difieren de los
encontrados por Giugno, 2010 en Argentina en un estudio realizado en
poblacion pediatrica en menores de 15 afios, donde se encontré como
patotipo predominante a ECEP con un porcentaje superior a 80% y donde no
se reporto incidencia de ECET. La diferencia entre los estudios puede estar
en relaciéon con el hecho que el actual estudio incluye poblacién general
mientras el estudio de Giugno solo a poblacion pediatrica y un tamafio de
muestra mayor. (49)

Ademas, los resultados del actual estudio difieren del realizado por Konaté et
al., 2017, en Burkina Faso donde la mayor frecuencia fue para los patotipos:
ECEAgg (48,4%), ECEP (25,8%) y EAEI (12,9%), en contraste encontrd un
menor porcentaje de ECET (3,2). La diferencia entre ambos estudios puede
estar en relacion con la poblacién estudiada, el area geogréfica y los

métodos diagnosticos utilizados. (50)

Los resultados obtenidos en la presente investigacion difieren con lo
reportado por Raghavan et al., 2017 en la India, donde se observé el
siguiente resultado ECEAgg (70,1%), ECEP (19,6%) y ECET (10,3%), el
estudio actual determin6é a ECET como patotipo predominante, lo que difiere
del estudio de Raghavan, donde este patotipo alcanzé un menor porcentaje.
También en la india el estudio realizado por Verma et al., 2019 en un
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hospital pediatrico estudido a niflos que acudieron con cuadros diarreicos
agudos, donde identific6 a ECD en un porcentaje 29% de los casos que
acudieron por diarreas, un 65,5% de ellas fueron ECEP. En este caso
también la diferencia puede estar en relacion con la poblacion estudiada, el

area geogréfica y los métodos diagnésticos utilizados (51,52)

De igual modo nuestros resultados difieren de los encontrados por Zil-e-
Huma et al., 2019 en Pakistan, donde se determiné a ECEAgg como la de
mayor frecuencia (35%), secundada por ECEP (35%) y ECEH con el (8%),
ademas ECET se identifico un 11% de casos de coinfeccion. La diferencia
entre los estudios pudiera estar en relacion con el hecho que el estudio
actual incluye a poblacion general y el estudio realizado por Zil-e-Huma
estudié solamente a nifios menores de cinco afios que acudieron con diarrea
al hospital pediatrico de Quetta en un periodo de siete meses, lo que puede

estar determinando la diferencia entre los estudios. (53)

Finalmente, los resultados observados en el estudio actual son similares a
los encontrados en un meta-analisis realizado por Alizade et al. 2018 en Iran,
donde se incluyeron 73 estudios con 18 068 aislados, se determind que
ECET y ECEP fueron los patotipos de mayor porcentaje presentando un
16% y 11% respectivamente. El estudio incluyé articulos donde se usaron

métodos de diagndstico convencionales y métodos moleculares. (54)

4.3 ECD Yy su relacion con la edad

Por otro lado, al contrastar los patotipos identificados en el presente estudio
con los diferentes grupos etarios se encontré que el patotipo predominante
en todos los grupos fue ECET, secundado de ECEP y ECEH en ese orden
respectivamente. Los tres patotipos se distribuyeron en todos los grupos
etarios, siendo ECET el que mostrd la mayor frecuencia en todos los grupos,
destacandose de manera particular en el grupo etario menores de cinco
afios. La tendencia de este patotipo predominante fue a descender segun

aumenta la edad, lo que corrobora lo planteado en la literatura donde se
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sefiala que este patotipo predomina en los menores de cinco afos. Asi
mismo, sucede con el patotipo ECEP donde también se observé una
tendencia a disminuir segun aumenta la edad. En el caso de ECEH la
distribucion fue mas homogénea, pero la mayor frecuencia también se
observo en el grupo etario menores de cinco afios. Estos resultados se

muestran en el Gréafico 3.
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Leyenda : E. coli enteropatdgena (ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), E coli
enterohemorragica (ECEH) .

Figura 3. Frecuencia de patotipos de E. coli diarrogénicos encontrados y su relacién con la
edad, en el LNR/EDA/IPK, enero 2019 a marzo 2020.

Estos resultados observados en nuestro estudio, son similares al encontrado
por Quesada, 2018 en Cuba, donde también determiné una mayor
frecuencia de los patotipos de ECD, en el grupo etario menores de 5 afios y
donde también predominé ECET. (55)

Algo similar ocurre al comparar los resultados obtenidos en el presente estu-
dio con el realizado por Weiler et al., 2017 en Paraguay donde se estudiaron
1 379 muestras recolectadas de pacientes pediatricos y determiné un mayor
porcentaje (43%) en el grupo etario de uno a tres afios y en segundo lugar
los menores de un afo (19%), el patotipo con mayor predominio fue ECET

con un porcentaje de (34%). La similitud de los resultados de nuestro estudio
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con los de Weiler, debe estar relacionado con el hecho de que en el actual
estudio predomina la poblacion en edad pediétrica, sobre todo en los meno-
res de cinco afos y el estudio de Weiler solamente incluyé a poblacién pe-
diatrica, y como es conocido es en este grupo etario el patotipo que predo-
mina es el ECET. (14)

Un estudio realizado por, Cortés et al., 2002 en México estudié 1 550
muestras de hisopos rectales, que fueron recolectadas de los habitantes del
Valle de Chaco que presentaron problemas gastrointestinales donde se
observé que la infeccion por E. coli alcanzé un mayor porcentaje (76,6%) en
nifos menores de cinco afios, entre el total de 1 188 muestras que
resultaron positivas, el patotipo predominante fue ECET(62,2%), sin
embargo no se encontré asociacion significativa entre la edad y el patotipo
de E. coli involucrado , no obstante el resultado del presente estudio coincide
con el de Cortés et al, en que el grupo etario de mayor porcentaje de

infeccion resulté los menores de cinco afos. (56)

El resultado encontrado por la presente investigacion difiere de los
encontrados por Molina et al, 2021 en La Plata, Argentina en un estudio
realizado en la poblacién pediatrica, donde determin6 como patotipo
predominante a ECEAgg que presentd una frecuencia cercana al 10%.
Mientras que los patotipos ECET, ECEP y ECEH se presentaron en menor
proporcién y soélo en nifios menores de 5 afios. Las diferencias de los
resultados obtenidos en el actual estudio a los publicados por Molina pueden
estar relacionadas, con la poblacién estudiada y los métodos diagndésticos
utilizados. (57)

4.4 ECD Yy su relacion con el sexo.

En relacion con los patotipos encontrados y el género de los pacientes, se
determind que entre ambos sexos no hay diferencia significativa en la pro-
porcion del grupo de ECD involucrado. No se obtuvé un predominio de nin-

guno de los patotipos, los que afectaron tanto a mujeres como hombres con
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51,3 y 48,7 % respectivamente. Estos resultados se muestran en la figura

ndmero 4.

B Femenino B Masculino

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Porcentajes %

Frecuencia Frecuencia Frecuencia

ECET ECEP ECEH Total
Patotipos de ECD

Leyenda : E. coli enteropatégena (ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), E coli
enterohemorragica (ECEH) . E. coli diarrogénicos (ECD).

Figura 4. Frecuencia de patotipos de E. coli diarrogénicos encontrados y su relacion con el
sexo, LNR/EDAV/IPK, enero 2019 a marzo 2020.

4.5 Patotipos y su distribucién espacial.

Al analizar el comportamiento de la incidencia de ECD por las diferentes
regiones dentro del periodo de estudio, se determiné en la regién Occidental
un comportamiento similar de los patotipos ECET y ECEP, no se observo
igual comportamiento en ECEH que solo incidié en la provincia de Pinar del

Rio. En la Isla de la Juventud solo se determiné la presencia de ECEP.

En la regién Central del pais se observdé un comportamiento diferente, los
tres patotipos incidieron en todas las provincias que integran esta region. El
patotipo predominante en la region fue ECET, se destaca la provincia de
Ciego de Avila con el mayor nimero de aislados, donde el mayor porcentaje
lo alcanz6 este patotipo. La segunda mayor frecuencia se observd en la
provincia de Villa Clara donde también predominé el patotipo ECET. Es
preciso aclarar que esta region fue la que mas aislados tributo.

Finalmente, el comportamiento de ECD resulté también similar en la region
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Oriental del pais, donde se determiné una mayor frecuencia para ECET,
secundada por ECEP. En el caso de ECEH los casos se concentraron en las
provincias de Granma y Santiago de Cuba, en esta Ultima soOlo se observé
este patotipo. La provincia de Holguin se destacd con el mayor nimero de
aislados tributados dentro de la region, a diferencia de la provincia de Las
Tunas que fue la que menos aportdé y donde soélo se observd al patotipo

ECEP. Estos resultados se muestran en la figura nimero 5.
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Figura 5. Frecuencia por regiones de los patotipos E. coli diarrogénicos estudiados en el
LNR/EDA/IPK, enero 2019 a marzo 2020.

Los resultados encontrados en la presente investigacién son similares a los
reportados en un estudio realizado por Quesada, 2018 en Cuba donde
observé un predominio de ECET en las tres regiones del pais y la mayor
frecuencia se determind en la region central. La similitud de estos resultados
puede estar dado a que histéricamente la region central tributa el mayor
numero de aislados con diagndstico presuntivo de ECD, lo que puede estar
influyendo en el resultado. (55)

4.6 Resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

La susceptibilidad antimicrobiana constituye una herramienta atil para

determinar la conducta a seguir ante las infecciones bacterianas, sobre todo
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en aquellos casos donde se evidencia una falla en la terapéutica luego de
haber establecido un tratamiento empirico, permite al clinico seleccionar la

terapia mas apropiada para esos casos en particular.

En el actual estudio de la susceptibilidad antimicrobiana en los aislados
evaluados (n=302) se determindé que el 100 % (302/302) de las cepas
evaluadas mostraron resistencia al menos a uno de los 11 antimicrobianos
utilizados. Ningun aislado se mostro resistente a todos los antimicrobianos.
Se obtuvieron 18 fenotipos de resistencia, 244 (80,7%) aislamientos fueron
resistentes a un antimicrobiano y 18 (5,9%) a dos antimicrobianos. Mientras
gue los aislamientos resistentes a tres 0 mas antimicrobianos fueron 40 (13,
2%).Los resultados de la susceptibilidad a 11 antimicrobianos se exponen en

la figura 5.
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Leyenda: AMP: ampicilina, CRO: ceftriazona, MRP: meropenem, CN: gentamicina, AK:
amikacina, CIP ciprofloxacina, TE: tetraciclina, AZM: azitromicina, STX: trimetoprim-
sulfametoxazol, C: cloranfenicol. FOX: cefoxitin.

Figura 5. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de E. coli diarrogénicos evaluados en
el presente estudio, enero 2019 a marzo 2020.

En los resultados de la presente investigacion se determind los mayores
porcentajes de sensibilidad a los antimicrobianos trimetoprim-sulfametoxazol
(100%), amikacina (99,3%), gentamicina (95,4%), ciprofloxacina (98,3%),
meropenem (95,4%), azitromicina (95%) y ceftriazona (96,4%). Ademas, las

cepas presentaron mayor resistencia a los antimicrobianos cloranfenicol y
|
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ampicilina, donde se encontrd los mayores porcentajes de resistencia con
64,6% Yy 44% respectivamente, trascendiendo como los Unicos
antimicrobianos testados con porcentajes de resistencia por encima del 20%.
Los niveles de sensibilidad intermedia en el estudio fueron menores al 2%.
La resistencia que se observd en el presente estudio puede estar
relacionada con la produccion de BLEE, este mecanismo destaca entre los
desarrollados por las bacterias, ademas puede estar involucrada la
presencia de genes que intervienen en la resistencia a antimicrobianos como
es el caso del gen blactx-m. En la actualidad la mayoria de las infecciones

son causadas por cepas con este gen.

Este resultado difiere del encontrado por Hernandez, 2014 en cuba donde se
observd un menor porcentaje de resistencia para ampicilina y para
cloranfenicol con 39,18% y 8,25% respectivamente. La diferencia del
resultado puede estar relacionada a que nuestro estudio utilizé un periodo y

una muestra mayor a los utilizados en la investigacion de Hernandez. (4)

Los altos porcentajes de resistencia de las cepas de ECD a los antibi6ticos
ampicilina y cloranfenicol obtenidos en este estudio coinciden con la alta
frecuencia de resistencia bacteriana a los antimicrobianos que se utilizan con
mayor frecuencia en Costa Rica, segun lo observado por Pérez, 2019 en un
estudio en nifios, donde se determiné el mayor nivel de resistencia para
ampicilina con un porcentaje de 42%. La semejanza en el resultado de los
estudios, puede estar relacionada a que nuestro estudio abarca la poblacion
general, sin embargo, la mayoria de los casos se concentraron en los
menores de 5 afos, lo que puede estar incidiendo en la semejanza del
resultado de ambos estudios. (58)

Ademas, los resultados del presente estudio difieren de lo observado por
Singh et al, 2018 en la India, donde se encontré un mayor porcentaje de
resistencia para ampicilina (92%) y no se encontré resistencia para el
cloranfenicol. La diferencia de los resultados puede estar dada por el hecho

gue en nuestro pais el uso de ampicilina se encuentra restringido, por lo que
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ha disminuido la presion selectiva y como resultado se observan menores

porcentajes de resistencia. (59)

Reyes-Baque et.al, 2021 en Ecuador, realizdé un estudio de corte transversal
en 83 avicultores donde revela un porcentaje del 100 % de resistencia para
gentamicina y meropenem, asi mismo destaca ampicilina con 57,1%. En
nuestro estudio actual se determiné muy bajos porcentajes de resistencia a
los antimicrobianos gentamicina (0,7%) y meropenem (4,7%), lo que difiere
de los resultados que observé Reyes-Baque, sin embargo, no ocurrié asi
para ampicilina, donde se obtuvo un resultado similar. La diferencia entre los
estudios puede estar relacionada al hecho que el actual estudio incluye a la
poblacidén general y el estudio de Reyes-Baque incluydé solo a adultos, los
cuales estaban expuestos a un alto riesgo de infeccion por ECD al estar en
contacto directo con aves que recibian antibiéticos como suplemento alimen-

ticio para promover el crecimiento. (60)

Otro estudio realizado por Yu Zhou et al, 2018 en China se observo un
mayor porcentaje de resistencia a ampicilina (77,8%) y trimetoprim-
sulfametoxazol (64,8%), en el estudio actual se encontraron menores
porcentajes de resistencia a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazol, lo que
difiere de los resultados reportados en el estudio de Yu Zhou et al, la
diferencia de los resultados entre ambas investigaciones pudiera estar
relacionado con el hecho de que la presente investigacion se realizé con

poblacién general y se utilizd una muestra menor. (61)

Los resultados de la presente investigacion resultaron mayores en relacion
a la resistencia para ampicilina y cloranfenicol que los encontrados por Eltai
et al., 2018 en Qatar donde se estudiaron 456 muestras de heces fecales
tomadas a manipuladores de alimentos aparentemente sanos, donde se de-
termind 17,1% de muestras positivas a E. coli, el mayor porcentaje de resis-
tencia se determino en: sulfametoxazol (33,3%), y ampicilina (32.1%), mien-
tras que el menor porcentaje se observo en cloranfenicol (3,9%). Esta dife-

rencia puede estar relacionada con el hecho de que las muestras fueron to-
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madas de manipuladores de alimentos que se encontraban asintomaticos,

ademas procedian de diferentes areas geogréficas. (62)

Finalmente, un estudio realizado por, Gebresilasie et al., 2018 en Etiopia en
menores de cinco afios que presentaron cuadros diarreicos agudos, donde
se identificd E. coli en un 24.1%, se observaron los mayores porcentajes de
resistencia para ampicilina (83,6%), trimetoprim-sulfametoxazol (62,3%) y
cloranfenicol (21,3%). La presente investigacion encontré resultados diferen-
tes al observar menores porcentajes de resistencia para ampicilina y mayo-
res porcentajes para el cloranfenicol, lo que difiere de los resultados encon-
trados por el estudio de Gebresilasie et al. Al igual que en otros estudios la
diferencia puede estar en relacion con la poblacion estudiada y las condicio-

nes socioecondmicas. (63)

En relacién con lo descrito anteriormente es valido sefialar que los elevados
porcentajes de resistencia observados en el estudio actual pudiera estar en
relacionado al uso excesivo de estos antibidticos en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas por la presion selectiva que han ejercido estos
antimicrobianos, como es el caso de la ampicilina que forma parte de las
drogas de primera linea de eleccion para el tratamiento de enfermedades

infecciosas en la mayoria de los paises.

En el caso particular del cloranfenicol, a pesar de no ser utilizado en la
actualidad como antimicrobiano de primera eleccion, por su alto grado de
toxicidad sobre células sanguineas y medula 6sea, en ciertas ocasiones es
usado como antimicrobiano de uso sistémico, como es el caso de la
infeccion por Salmonella typhi o en casos de meningitis bacteriana por:
Enterococcus faecium, Haemofilus influenzae y Neisseria meningitidis.
Ademas, se utiliza en las infecciones oftalmologicas como las conjuntivitis

bacterianas.

Ademas, el cloranfenicol sigue siendo un antimicrobiano utilizado en
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veterinaria para el tratamiento de animales y como promotor del crecimiento,
lo que sugiere una transferencia horizontal de material genético en forma
dindmica en las poblaciones animales desde la etapa de produccion hasta la
elaboracion de productos y subproductos de origen animal para el consumo

humano, lo que entrafia un alto riesgo para la salud humana. (64,65)

4.7 Susceptibilidad antimicrobiana por patotipos.

Al analizar la susceptibilidad antimicrobiana de ECET se encontr6 un total de
136 aislados resistentes a un antimicrobiano y nueve aislados resistentes a
dos antimicrobianos, para un porcentaje de 80% y 5,2% respectivamente,
ademas se observaron 25 aislados que representan un porcentaje de 14,7%
resistentes a tres 0 mas antimicrobianos entre todos los aislados de este
patotipo, los cuales expresaron 11 patrones de multirresistencia donde se
destaco el patron C/AMP/TE con 14 aislados. Los mayores porcentajes de
susceptibilidad se obtuvieron en trimetropim-sulfametoxazol, amikacina y
cefoxitin. El cloranfenicol alcanzé el mayor porcentaje (60%) de resistencia
dentro de los 11 antimicrobianos evaluados, secundado por la
ampicilina(50,5%). Es necesario sefialar que para la tetraciciclina el
porcentaje fue de 11,1%, que si bien no llega a los valores establecidos
para considerar resistencia al antimicrobiano, debe de ser objeto de

observacion y vigilancia por su posible incremento en el tiempo.

ECEP es uno de los principales agentes etiolégicos de la diarrea infantil
aguda y de brotes diarreicos en paises en desarrollo. Basado en la presen-
cia o la ausencia del factor de virulencia EAF se clasifica en ECEP tipica y
ECEP atipica. En la actualidad hay un descenso de los cuadros diarreicos
provocados por la tipica, por el contrario, hay un aumento de la atipica sien-
do un agente importante en la etiologia de la diarrea en estos paises. Se
describe en la literatura el aislamiento de cepas ECEP atipica en diferentes

especies animales, algunas de ellas pertenecen a serogrupos implicados en
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enfermedades en humanos, lo que constituye un riesgo para la salud huma-
na. (66)

En el actual estudio se encontré un total de 90 (85,7%) aislados resistentes a
un antimicrobiano, los resistentes a dos fueron tres (2,8%) y 12 aislados
(11,4%) resultaron resistentes a tres 0 mas antimicrobianos entre todos los
aislados de este patotipo, los cuales expresaron seis patrones de
multirresistencia donde se destaco el patron C/AMP/TE con cinco aislados.
Los antimicrobianos que destacaron con mayor susceptibilidad fueron
amikacina, azitromicina y cefoxitin con un porcentaje de 100% , diferente de
cloranfenicol y ampicilina que mostraron los mayores porcentajes de

resistencia.

ECEH considerado un patdégeno emergente y zoondtico relacionado con di-
versos brotes diarreicos de causa alimentaria, al estar presente en el tracto
intestinal de los animales como flora normal se excreta a través de las heces
y provocando contaminacion del agua y los alimentos, si estos Ultimos no se
elaboran de forma adecuada provocan cuadros de diarrea aguda y colitis
hemorragica. ECEH se destaca entre los restantes patégenos emergentes
de origen alimentario, porque un namero reducido de pacientes infectados
desarrollan el SUH, de gran importancia clinica ya que evoluciona a la insufi-
ciencia renal aguda en los niflos menores de cinco afios principalmente.
(67,68)

ECEH se encontr6 en un total de 18 aislados resistentes a un antimicrobiano
para un porcentaje de 66,6%, a dos antimicrobianos resultaron seis para un
porcentaje 22,2% y a tres o mas antimicrobianos resultaron tres aislados que
representan un porcentaje de 11,1%, entre todos los aislados de este
patotipo, los cuales expresaron un solo patron de multirresistencia
C/AMP/TE. Hay que resaltar que ademas de los antimicrobianos ampicilina y
cloranfenicol que resultaron resistentes se observd en este patotipo
porcentajes superiores al 10% para tetraciclina 'y azitromicina, en el caso de

esta Ultima también se observo suceptibilidad intermedia con un porcentaje
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de 7,4%, lo cual es motivo de preocupacion por la posibilidad real de un
incremento en el tiempo. Estos resultados se ilustran en la tabla 3.

Tabla 3. Susceptibilidad antimicrobiana segun patotipos de ECD, estudiados en el
LNR/EDA/IPK, enero 2019 a marzo2020.

Antimicrobianos Porcentaje deresistencia antimicrobiana
ECET ECEP ECEH

S I R S | R S | R
ampicilina 48,2 12 50,5 65,7 0 34,2 59,3 0 40,7
amikacina 99,4 0 0,5 100 0 0 96,3 0 37
azitromicina 94,7 18 35 100 0 0 778 14,8 74
ceftriazona 94,7 0,6 53 98,1 0 2,9 100 0 11,1

ciprofloxacina 97,1 0 35 100 0 1 100 0 0
cloranfenicol 354 0,6 60 27,6 0 723 37 0 62,9

cefoxitin 97,1 0 239 100 0 0 100 0 0

meropenem 95,3 0 4,7 94,3 0 57 100 0 0

gentamicina 94,3 0 4,7 94,3 0 5,7 100 0 0
tetraciclina 87,6 12 11,1 93,3 0 6,6 88,9 0 11,1

trimetoprim-sulfametoxazol 100 0 0 99 0 0 100 0 0

En este estudio se determind que los tres patotipos identificados presentaron
los mayores porcentajes de resistencia para el cloranfenicol con valores su-
periores al 60% en los tres casos, ademas presentaron resistencia a ampici-
lina, donde el mayor porcentaje fue para ECET con 50,5 %. Estos resultados
difieren de los encontrados por Paniagua 2007, en México, donde se obser-
varon menores porcentajes de resistencia para el cloranfenicol, sin embargo,
se observaron niveles similares para ampicilina. La diferencia entre los es-
tudios puede estar relacionada con el tipo de estudio realizado y el tamafio
de la muestra. La presente investigacion fue de tipo observacional y se utili-

z6 una muestra mayor en un periodo de estudio menor, mientras que la rea-
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lizada por Paniagua utiliza una muestra menor en un periodo de tiempo ma-
yor, ademas el estudio fue realizado en poblacién pediatrica de dos a 12
afios de edad en nifios que acudieron a un hospital por presentar diarreas
agudas y donde se utilizé un grupo de control de nifios sanos, ademas esta
diferencia puede estar relacionada al tratamiento tradicional de la diarrea en
los paises en via de desarrollo, donde el uso y abuso de los antimicrobianos
es una practica comun. En Cuba esta practica es mas restringida, esto pue-
de explicar, el menor porcentaje de multirresistencia que se observé en el

presente estudio. (69)

Los resultados de la actual investigacion también difieren de los encontrados
en otro estudio realizado en México por Solarzano, 2017 en donde se
determinaron menores porcentajes de resistencia para ampicilina y valores
similares para el cloranfenicol, en ECET y ECEP, sin embargo en el caso de
ECEH se observdé un mayor porcentaje de resistencia para ampicilina y un

menor porcentaje para el cloranfenicol. (70)

4.8 Patotipos de ECD y su relacion con la multirresistencia

En las dltimas décadas se ha presentado un importante incremento en la
multiresistencia a nivel mundial. Este incremento ha sido impulsado por dife-
rentes factores que incluyen la prescripcion inapropiada de antimicrobianos,
su uso fuera del sector de la salud y factores intrinsecos de las bacterias.
Cuba no esta ajena a esta problematica, por lo que se hace necesario de-
terminar las causas que guardan relacion con la creciente emergencia y la
diseminacion de bacterias altamente resistentes. En el actual contexto, la
multirresistencia antimicrobiana no sélo entrafia disimiles riesgos para la sa-
lud, ademas conlleva a la afectacion de las producciones de alimentos, po-
niendo en riesgo la subsistencia y la seguridad alimentaria, provocando efec-
tos perjudiciales para la economia, tanto en el ambito nacional como mun-
dial. La OMS esta exhortando a todos los paises a establecer sistemas de
vigilancia y control con el objetivo de detectar de manera precoz la resisten-

cia a los antimicrobianos, estas acciones ayudarian a comprender mejor este
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problema de salud y poder adoptar politicas encaminadas a su prevencion y
control. (71)

El analisis de la multirresistencia en el estudio actual, encontré 40
aislamientos con fenotipo de MDR para un 13,2%. La mayor frecuencia de
aislamientos con fenotipos de MDR se expresé en ECET con 8,2%, seguido
de ECEP con el 3,9% y ECEH con 0,9%. En el actual estudio se obtuvieron
11 patrones de multirresistencia antimicrobiana, que comprometen desde
tres a nueve familias de antimicrobianos. El patron de multirresistencia mas
frecuente resultd: C/AMP/TE con 22 aislados (7,2%). Estos resultados se
muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Descripcion de los patrones de multirresistencia antimicrobiana y su relacién con

los patotipos de E. coli diarrogénicos, estudiados en el LNR/EDA/IPK, enero 2019 a
marzo2020.

Patrones de multirresistencia Patotipos de ECD
ECET ECEP ECEH TOTAL

CRO-AZM-C-AMP-SXT-CN-TE-FOX-MRP 1 1
AZM-C-CIP-CN-FOX-MRP 2 2
C-AMP-TE-CRO 1 1
C-AMP-CIP-TE-FOX 2
C-AMP-CN-TE-CRO 1
C-AMP-CN-TE-MRP 1 1
CRO-C-AMP-TE 1
AZM-C-CN-MRP 1
CRO-CN-MRP 1
C-AMP-TE 14 5 3 22
C-CN-MRP 2 5 6
Total 25 12 3 40

Leyenda: AMP: ampicilina, CRO: ceftriazona, MRO: meropenem, GN: gentamicina, AK:
amikacina, CIP ciprofloxacina, TE: tetraciclina, AZM: azitromicina, STX: trimetoprim-
sulfametoxazol, C: cloranfenicol, FOX: cefoxitin.

Los resultados de la MDR que se observaron en la presente investigacion
difieren de los encontrados en el estudio realizado por Herndndez, 2014 en
Cuba. La presente investigacion encontré un menor niumero de patrones de
multirresistencia, el patron mas frecuente quedd conformado por tres

antimicrobianos y se determind menor porcentaje de MDR. El estudio de
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Hernandez encontré 13 patrones de multirresistencia que comprometian a
26 aislados y de tres a siete familias de antimicrobianos, donde el patron
mas frecuente resultdé el compuesto por AMP-STX-T, ademas se determind
un mayor porcentaje de MDR (32%), la diferencia que se observo entre
ambos estudios puede estar dada a que la poblacién estudiada en la
presente investigacion fue mayor y los antibitticos evaluados no todos estan
incluidos en el estudio realizado por Hernandez, lo que puede explicar las

diferencias encontradas en ambos estudios. (4)

Algo similar ocurre al comparar nuestros resultados con los de Salina, 2017
en Cuba donde se determinaron fenotipos de MDR en un 47,73% y donde
ECEP mostré la mayor frecuencia (32,28%). Los resultados del actual
estudio son menores en porcentaje de MDR al reportado en el estudio
realizado por Salina, esto puede estar relacionado al hecho de que nuestro
estudio fue realizado en un periodo mayor de tiempo, al hecho de que la
poblacién del estudio fue mayor y los medios diagndsticos utilizados en la
investigacion fueron diferentes a los empleados en la investigacion de
Salina. (47)

El estudio realizado por Alzamora et al, 2019 en Peru reportdé un porcentaje
de cepas MDR que alcanzaron un 34% y se encontraron siete patrones de
multirresistencia, el mas comun fue acido nalidixico-ampicilina-cotrimoxazol
(NA-AMP-SXT). La presente investigacién observd un bajo porcentaje de
MDR, lo que difiere del encontrado por Alzamora en su estudio, la diferencia
entre los resultados de ambos estudios, problablemente pueda explicarse
por el tipo de estudio, la diferencia del area geogréafica y a la poblacion
estudiada ya que nosotros utilizamos poblacion general y en la investigacion
realizada por Alzamora, se utilizaron aislados comensales de nifios

sanos.(72)

Del mismo modo el presente estudio difiere de los resultados encontrados

por Abbasi, 2020 en Iran, en un estudio realizado en pacientes en edad
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pedridtica que presentaron cuadros agudos de gastroenterites provocados
por ECD, donde se encontr6 un alto nivel de multirresistencia que alcanzé un
porcentaje de 78,1% de los aislados. La presente investigacion utiliza una
muestra mayor y poblacion general a diferencia del estudio realizado por
Abbasi, que sOlo evaludé poblacion pedriatica y un mayor niumero de
antimicrobianos, lo que puede explicar la diferencia observada entre ambos
estudios. (73)

Las enterobacterias han desarrollado varios mecanismos para resistir la
accion de los antibiéticos, algunos de los cuales pudieran estar influyendo en
los resultados de este estudio. Entre ellos se encuentran modificaciones
estructurales que impiden la llegada del antibiético al punto diana, donde se
incluyen a las bombas de excrecion efflux (BE) las cuales evitan que el
antibiético se incorpore a la célula bacteriana y lo exporte activamente al
medio extracelular, sin permitir que se alcance la molécula diana por el
farmaco, conjuntamente con la disminucion de la permeabilidad de la pared
bacteriana con la pérdida o modificacion de los canales de entrada. Otro
mecanismo pudiera ser la produccibn de enzimas que inactivan a los
antibiéticos, pudiendo provocar ademas modificacion de la proteina diana,

ademas de un cambio de su funcion o produccién de enzimas distintas. (74)

Los resultados del presente estudio permiten aportar datos sobre el
comportamiento de ECD en el pais, brindando informacion acerca de los
patotipos que mas inciden como causa de diarreas agudas en el periodo de
estudio y también sobre la susceptibilidad de estos patégenos a diferentes
antimicrobianos de uso en la practica médica. Con estos resultados
pretendemos fortalecer el conocimiento y orientar mejor el trabajo de los
clinicos, pediatras y epidemibélogos en los centros de asistencia médica
primarias y en unidades de cuidados intensivos. De igual manera, el
monitoreo de la resistencia antimicrobiana debe continuar para alertar los
aumentos que se produzcan con el fin de hacer un mejor uso de los

antimicrobianos.
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V.CONCLUCIONES
» Se evidencia que E. coli enterotoxigénico predomina entre los
patotipos ECD, siendo importante realizar su identificacion clinico-
microbiolégica oportuna para establecer las conductas terapéuticas

adecuadas

» El conocimiento de los patotipos confirmados, su distribucion espacio-
temporal y por grupos etarios, permite establecer la poblacion y los
escenarios en el que debe actuar el Programa Nacional de ETD del
MINSAP.

» En el caso que se decida imponer tratamiento antimicrobiano:
ceftriazona, ciprofloxacina, azitromicina, amikacina, trimetoprim-
sulfametoxazol y meropenem, pudieran considerarse de eleccién por

el bajo porcentaje de resistencia antimicrobiana.
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VI. RECOMENDACIONES
1. Divulgar estos resultados, poniéndolos en conocimiento de las autori-
dades de la direccién del Programa Nacional de ETD del MINSAP,
para que se comunique a los clinicos, pediatras y epidemidlogos a
modo de actualizacion terapéutica.
2. Realizar estudios a nivel molecular que permitan determinar los me-
canismos de resistencia antimicrobiana que poseen los patotipos de

ECD de las cepas del estudio.
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VIII.  ANEXOS

Anexo #1

Algoritmo para la identificacion fenotipica de E. coli.

i_

Enriquecimiento
Caldo cerebro corazén 18-24 h-37°c.

4

Agar MacConkey
18-24 h-37°c

]

AGAR HIERRO Y DOS AZUCARES DE KLIGLER
AGAR HIERRO Y LISINA 18-24 H a 37°c

Escherichia - - + +

! |

Patotipos de S. coli diarrogénicas Susceptibilidad Antimicrobiana
Sorbitol | Sorbosa Kirby-Bauer (CLSI-2021)

ECEH - +

ECET +

ECEP/ECEAgg | + +
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Anexo # 2

Cuadro 1. Agentes antimicrobianos utilizados, su concentracion en el disco y las
categorias para la interpretacion de los resultados.

Agentes antimicrobianos

Concentracién

Diametros en mm para

en definir categorias

el disco S I R
Aminoglucésidos Gentamicina (CN) 215 13-14 <12
oo 10 g <14

Amikacina (AK) 217 15-16
30 pg
Carbapenems Meropem (MRP) 10 ug =23 20-22 <19
Cefalosporinas Ceftriaxona (CRO) 30 pg 223 20-22 <19
Cefoxitin (FOX) 5 ug >26 22-25 <21
Fluoroquinolona Ciprofloxacina (CIP) 30 ug 218 15-17 <14
Penicilinas Ampicilina (AMP) 10 pg 217 14-16 <13
Phenicoles Cloranfenicol (C) 30 pg 218 13-17 <12
Macrélidos Azitromicina (AZM) 15 ug 213 - <12
Sulfas Trimetoprim- 1.25/23.75 ug 216 11-15 <10
sulfametoxazol (SXT)

Tetraciclinas Tetraciclina (TE) 30 pg 215 12-14 <11

R: resistente I: susceptibilidad intermedia S: sensible

Fuente: CLSI 2022
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Anexo # 3

Tabla 1. Descripcién, por regiones del pais y momento del periodo que se recibieron las
muestras de aislados de ECD (n 302) estudiados en el LNR/EDA/IPK, enero 2019 a marzo
2020.

Regiones Provincias Trimestre  Trimestre  Trimestre Trimestre Trimestre Total
1 2 3 4 5

Occidental Pinar del Rio 0 4 2 1 4 11
La Habana 5 0 2 4 0 11
Matanzas 2 10 0 1 0 13
Lalsladela 5 0 0 0 0 5
juventud

Central Cienfuegos 17 11 2 2 0 32
Villa Clara 20 3 7 0 37 67
Ciego de Avila 19 20 11 0 26 76
Camagley 2 2 2 2 4 12

Oriental Las Tunas 0 0 2 0 1 3
Holguin 3 4 5 2 15 29
Granma 0 0 6 2 6 14
Santiago de 10 0 0 0 0 10
Cuba
Guantanamo 0 1 1 5 12 19
Total 83 55 40 19 105 302
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Anexo #4

Tabla 2. Descripcién, por regiones del pais y grupos de edades, de la muestra de
aislados de E. coli diarrogénicos (n 302) estudiados en el LNR/EDA/IPK, enero
2019 a marzo 2020.

Regiones Provincias <5 5a19 20a39 40a59 >60 Total
Occidental Pinar del Rio 9 2 0 0 0 11
n=40 La Habana 5 5 0 1 0 11
Matanzas 11 2 0 0 0 13
LaIsla 4 1 0 0 0 5
Central Cienfuegos 16 8 6 1 0 31
n=187 Villa Clara 36 16 2 11 4 69
Ciego de Avila 66 8 1 1 0 76
Camagliey 6 3 1 0 2 12
Oriental Las Tunas 1 1 1 0 0 3
n=75 Holguin 9 3 3 10 4 29
Granma ] 0 1 3 1 13
Santiago de Cuba 0 1 1 6 2 10
Guantanamo 12 4 2 1 0 19

Total 183 54 18 34 13 302
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