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RESUMEN

Introduccioén: la re-emergencia de cdlera en Haiti establecié un nuevo reservorio
para el incremento de la séptima pandemia. Esto provocé su diseminacion a
Republica Dominicana y a otros paises de la regiéon del Caribe, como Cuba y México.
Objetivo: estudiar la susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de Vibrio
cholerae 01, serotipo Ogawa, biotipo El Tor aisladas de pacientes durante el evento
epidemioldgico de colera ocurrido en Cuba entre junio de 2012 y agosto de 2013.
Métodos: se realizo el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro en 144
aislamientos de V. cholerae, mediante el método de Bauer-Kirby frente a nueve
antimicrobianos: ampicilina, sulfonamida, trimetoprim/sulfametoxazol,
cloranfenicol, tetraciclina, doxiciclina, azitromicina, ciprofloxacina y gentamicina,
segun las normas del Instituto de Estandares de Laboratorio Clinico de los Estados
Unidos de América.

Resultados: el total de los aislamientos resultaron resistentes al trimetoprim-
sulfametoxazol; el 98,7 % lo fue a la sulfonamida y el 90,3 % a la ampicilina. Se
obtuvieron valores de sensibilidad intermedia para ciprofloxacina (30,6 %) y
cloranfenicol (27,1 %). Se apreciaron niveles de sensibilidad superior al 92 % a los
antimicrobianos de primera linea en el tratamiento de la enfermedad (doxiciclina,
tetraciclina y azitromicina), asi como también a la gentamicina. No se observaron
cepas multirresistentes.

Conclusiones: los datos aportados por este trabajo demuestran la efectividad in
vitro de los antimicrobianos utilizados en el tratamiento la enfermedad diarreica
aguda causada por V. cholerae en Cuba.

Palabras clave: Vibrio cholerae O1; susceptibilidad antimicrobiana; resistencia
antimicrobiana; vigilancia.
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ABSTRACT

Introduction: Re-emergence of cholera in Haiti created a new reservoir for the
increase of the seventh pandemic. This resulted in its spread to the Dominican
Republic and other Caribbean countries, such as Cuba and Mexico.

Objectives: Study the antimicrobial susceptibility of isolates of Vibrio cholerae O1,
Ogawa serotype, El Tor biotype, obtained from patients during the cholera
epidemiological event occurring in Cuba from June 2012 to August 2013.

Methods: A study was conducted of 144 V. cholerae isolates using the Bauer-Kirby
method to determine in vitro susceptibility to nine antimicrobials: ampicillin,
sulfonamide, trimethoprim/sulfamethoxazole, chloramphenicol, tetracycline,
doxycycline, azithromycin, ciprofloxacin and gentamicin, in compliance with
standards from the U.S. Clinical and Laboratory Standards Institute.

Results: All isolates were resistant to trimethoprim/sulfamethoxazole; 98.7 % to
sulfonamide and 90.3 % to ampicillin. Intermediate sensitivity values were obtained
for ciprofloxacin (30.6 %) and chloramphenicol (27.1 %). Sensitivity levels above
92 % were found for first-line antimicrobials (doxycycline, tetracycline and
azithromycin), as well as gentamicin. Multi-drug resistant strains were not found.
Conclusions: Results reveal the effectiveness in vitro of the antimicrobials used in
Cuba to treat acute diarrheal disease caused by V. cholerae.

Key words: Vibrio cholerae O1; antimicrobial susceptibility; antimicrobial
resistance; surveillance.

INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas agudas son un problema de salud mundial. Estas
constituyen la tercera causa de muerte en nifios menores de cinco afios en paises
del tercer mundo.*? Ejemplo de ello fue la séptima pandemia de célera causada por
Vibrio cholerae serogrupo O1, biotipo El Tor. Este patégeno ocasiona mas de dos
millones y medio de casos de diarrea aguda y mas de 200 000 muertes por afio en
el mundo, lo que resulta un reto para las autoridades de Salud Publica de paises
industrializados y en vias de desarrollo.® Debido a la severidad del cuadro clinico
que produce, durante mucho tiempo el estudio de las especies del género Vibrio se
focaliz6 en los serogrupos asociados al célera, V. cholerae O1 y 0139.4

La reposicion de liquidos es de vital importancia en el tratamiento de célera. Sin
embargo, se recomienda la terapia antimicrobiana, pues el uso de antibidticos en
los casos severos reduce el volumen y la duracién de las diarreas.> El tratamiento
de eleccién en los adultos son las tetraciclinas, en tanto en nifios menores de dos
anos y en las embarazadas, se sugiere la azitromicina. Las fluoroquinolonas,
especialmente la ciprofloxacina, se recomiendan como agentes alternativos.%”

La re-emergencia de colera en Haiti establecié un nuevo reservorio para el
incremento de la séptima pandemia de esta enfermedad que provoc6 su
diseminaciéon a Republica Dominicana y a otros paises de la regiéon del Caribe, como
Cuba y México.?
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La resistencia entre los patdgenos entéricos puede ser transmitida rapidamente
entre ellos. El constante monitoreo de los patrones de susceptibilidad in vitro a los
antimicrobianos es valido como guia para el tratamiento empirico, como método de
tipificacion e indicador de la diseminacion de la resistencia.®

Por la importancia que reviste a nivel nacional e internacional la vigilancia
microbioldgica y epidemiolégica de los microorganismos pertenecientes al género
Vibrio, asi como la emergencia y diseminacion de aislamientos resistentes a los
agentes antimicrobianos se realizo el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana en
aislamientos de V. cholerae O1 aisladas de muestras clinicas en Cuba.

METODOS

Se estudiaron 144 aislamientos de V. cholerae O1 recibidos en el Laboratorio
Nacional de Referencia de Enteropatégenos Bacterianos, Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri (LNR-EB-IPK), provenientes de los brotes ocurridos en Granma
y La Habana entre junio de 2012 y enero de 2013. Todos los aislamientos fueron
recuperados de heces de pacientes con coélera y se encontraban conservados en el
medio “Pasteur” para enterobacterias en la coleccion del LNR-EB-IPK.°

Para la confirmacion de género se realizaron las pruebas bioquimicas y todos los
aislamientos se sometieron a las pruebas de tolerancia al cloruro de sodio y la
utilizacion de la sacarosa para su identificacion en especies. Se realizaron ademas,
las pruebas serolégicas mediante el método de aglutinacion en laminas con los
antisueros: polivalente V. cholerae O1, monovalentes Ogawa e Inaba y V. cholerae
0139.10

Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad de los aislamientos se determiné frente a los agentes
antimicrobianos de eleccién (ampicilina (AMP) (10 ug), sulfonamida (SSS) (300 ug),
trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) (1,25/23,75 pg), cloranfenicol (CHL) (30 pg),
tetraciclina (TE) (30 pg), doxiciclina (DXT) (30 pg), segun el documento M45_A2
del afio 2010!! y para los antimicrobianos alternativos (ciprofloxacina (CIP) (5ug),
azitromicina (AZM) (15 pg) y gentamicina (CN) (10 pg)) se utilizé el documento
M100S24E,*? excepto para azitromicina para la cual los criterios de susceptibilidad
fueron adaptados de los criterios recomendados para el estudio de aislamientos de
Staphylococcus spp. segun el documento M45_A2. Se utilizé el método de difusion
en agar (Kirby-Bauer) como recomienda el CLSI de 2014.13

Como cepas controles se utilizaron: Escherichia coli ATCC 25922; Escherichia coli
ATCC 35218; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; Staphylococcus aureus ATCC
25923.12

Procesamiento estadistico

Los datos se almacenaron en Microsoft Office Excel y se procesaron en el paquete
de programas EPIDAT 3.1, version 6,04.14
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RESULTADOS

Los 144 aislamientos de pacientes con coélera pertenecientes al cepario del LNR-EB-
-IPK fueron confirmados como V. cholerae O1, serotipo Ogawa.

Andlisis de la susceptibilidad antimicrobiana

En la tabla se observa la distribucidon en las categorias de: sensibles, susceptibilidad
intermedia y resistente de los aislamientos de V. cholerae frente a los
antimicrobianos investigados.

Los aislamientos mostraron valores de resistencia por encima del 90 % frente al
trimetoprim-sulfametoxazol, la sulfonamida y la ampicilina. En el 30,6 % y el 27,1 %
se encontro sensibilidad intermedia a la ciprofloxacina y el cloranfenicol. Se
apreciaron niveles de sensibilidad superior al 92 % a la azitromicina, doxiciclina,
gentamicina y tetraciclina. No se observaron cepas multirresistentes.

Tabla. Susceptibilidad in vitro de aislamientos cubanos de V. cholerae 01
a los antimicrobianos mediante el método Bauer-Kirby

Aislamientos

Antimicrobianos Sensible Intermedio Resistente
Mo. %o Mo. ) MNo. %o
Ampicilina 1 0,7 13 9.0 130 Q0,3
Sulfonamida 0 0 2 1,3 142 98,7
Caulfametoxszol | O | 0 | 0 0 | 144 | 100
Cloranfenicol 106 73,6 39 27,1 2 1,3
Tetraciclina 133 92,4 1 0,7 10 6,9
Doxiciclina 141 98 2 1,3 1 0,7
Azitromicina 143 99,3 0 0 1 0,7
Ciprofloxacina 100 69,4 44 30,6 0 0
Gentamicina 139 96,5 0 0 8 5.5

DISCUSION

La caracterizacion microbiolégica mediante los métodos fenotipicos permite
identificar los aislamientos de casos esporadicos y los causantes de brotes, tal como
lo muestran reportes internacionales. Estos evidencian que V. cholerae O1, biotipo
El Tor, causa la mayoria de los brotes, mientras que el 0139, que se identificd por
vez primera en Bangladesh en 1992 y esta confinado al Asia Suroriental.516

En las Américas, como en el resto del mundo, la resistencia a los antimicrobianos
plantea una amenaza grave y cada vez mayor para la salud publica.'” Los estudios
de susceptibilidad antimicrobiana in vitro del género Vibrio estan focalizados
principalmente en V. cholerae O1/no-01 V parahaemolyticus y V. vulnificus. De
forma general, estos microorganismos son sensibles a los aminoglucésidos, el
cloranfenicol, el &cido nalidixico y las fluoroquinolonas, pero se comportan como
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resistentes a la ampicilina. La sensibilidad al trimetoprim—sulfametoxazol y a la
tetraciclina es variable.®

Las normas para el tratamiento de esta enfermedad contempla el empleo de la
doxiciclina y tetraciclina como drogas de eleccidon y como alternativos, la
furazolidona, el trimetoprim/sulfametoxazol, la ciprofloxacina y la azitromicina. El
monitoreo de los patrones de resistencia in vitro a los antimicrobianos son validos
como guia para el tratamiento empirico, como método de tipaje, y como indicador
de la diseminacion de plasmidos que portan esta caracteristica.'® El tltimo brote de
célera reportado en Cuba data de 1867,1°2° desde entonces esta enfermedad dej6
de constituir un problema de salud para el pais. No obstante, las autoridades
sanitarias mantuvieron estricta vigilancia sobre la introduccion del agente causal en
la isla. Esto permitio realizar un diagnéstico oportuno de los brotes epidémicos
ocurridos a partir de junio de 2012, y realizar los estudios de caracterizacion
microbioldgica que incluye la susceptibilidad in vitro a los antimicrobianos.

Los porcentajes de susceptibilidad y resistencia obtenidos en este trabajo son
similares a los publicados en Haiti entre el 2010 y 2011, y en Nigeria en el afio
2010 al estudiar cepas de V. cholerae O1 causantes de brotes y casos
esporadicos.”?t

En el presente trabajo se obtuvieron valores de resistencia superiores al 90 % para
ampicilina, sulfonamidas y trimetoprim-sulfametoxazol.

Estudios realizados en la India en aislamientos de V. cholerae aislados de pacientes
con diarreas obtienen 55,5 % de aislamientos resistentes a ampicilina.?? Sin
embargo, investigaciones efectuadas en Haiti, obtienen 100 % de sensibilidad para
este antimicrobiano.?3

En Cuba, en relacion a la resistencia frente a las sulfamidas, en 2006, se publican valores
de 23,4 % de resistencia a sulfonamida y 16,3 % a trimetropim-sulfametoxazol,?*
y en 2008 se obtienen en cepas de V. cholerae no-01, aisladas de pacientes con
EDA, 11,1 y 44,9 % de resistencia respectivamente.?>

Como se demostro en el presente estudio las tetraciclinas presentaron un mayor
porcentaje de sensibilidad. Resultado similar publican Bravo y otros., en Cuba en un
periodo de 10 afios (1996 -2005) donde 98 % de los aislamientos de V. cholerae
no-01, no-139 son sensibles.® Por otra parte investigaciones llevadas a cabo en
Irdn en 2014 obtienen 100 % de sensibilidad a este medicamento.?®

Estudios realizados en el LNR-EB-IPK durante 10 afios de la vigilancia
antimicrobiana en el género Vibrio, ha permitido conocer en el pais la circulacion de
aislamientos de V. cholerae no-O1 con dos patrones de resistencia diferentes (AMP-,
SXT-, SSS ) y (TE", SXT", SSS7), no observandose la circulacién de cepas
multirresistentes.® El resultado de la susceptibilidad antimicrobiana de V. cholerae
01 de la presente investigacion, ha demostrado que no circulan hasta el momento
cepas de V. cholerae O1 multirresistentes, lo que esta acorde con los estudios antes
mencionados.

Los datos aportados por este trabajo demuestran la efectividad in vitro de los
antimicrobianos utilizados en el tratamiento la enfermedad diarreica aguda causada
por V. cholerae en Cuba.

Es necesario mantener una vigilancia estricta de la susceptibilidad antimicrobiana
en este microorganismo, para detectar cambios en los patrones de resistencia en
las cepas circulantes en las diferentes provincias y regiones del pais y para sugerir
a las autoridades sanitarias los posibles cambios en la politica de uso de los
antimicrobianos.?”
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