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RESUMEN

Introduccion: la resistencia antimicrobiana constituye uno de los mayores
problemas que afronta la salud publica mundial. La aparicién de cepas resistentes
no solo de origen clinico sino también ambiental agrava la situaciéon. Entre los
microorganismos que presentan esta caracteristica se destaca la especie bacteriana
Escherichia coli debido a su doble papel como indicador de contaminacién fecal y
como patégeno.

Objetivos: aislar e identificar hasta especie aislamientos de Escherichia coli a partir
de muestras de agua procedentes de rios contaminados de La Habana y determinar
la susceptibilidad antimicrobiana in vitro de estos aislados.

Métodos: se estudiaron 113 aislamientos de bacterias coliformes aislados de 10
estaciones de muestreo ubicadas en la zona urbana de los rios capitalinos
Almendares, Quibd y Luyané en el periodo comprendido de febrero de 2008 hasta
junio de 2010. La identificacién de los aislados, la determinacién de la
susceptibilidad antimicrobiana y la busqueda de B-lactamasas de espectro
extendido se realiz6 mediante el método automatizado VITEK.

Resultados: se identificaron 113 cepas ambientales de Escherichia coli. Se
demostré que 23 % de los aislamientos resultaron resistentes al menos a uno de
los antimicrobianos evaluados. Los mayores porcentajes de resistencia se
observaron frente a ampicilina, sulfametoxazol-trimetropin y ciprofloxacina.
Conclusiones: la presencia de aislados de E. coli con multirresistencia
antimicrobiana en estos rios indica claramente el riesgo biolégico que implica el uso
de sus aguas.

Palabras clave: Escherichia coli, susceptibilidad antimicrobiana, ecosistemas
acuéticos.
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ABSTRACT

Introduction: antimicrobial resistance is one of the biggest problems facing global
public health. The emergence of resistant clinical and environmental strains
worsens the situation. Among the microorganisms with antimicrobial resistance,
Escherichia coli species stands out due to its dual role as fecal contamination
indicator and pathogen.

Objectives: to isolate and identify Escherichia coli isolates from water samples
from polluted rivers located in La Habana, and to determine their antimicrobial in
vitro susceptibility.

Methods: one hundred thirteen isolates of coliform bacteria isolated from 10
sampling stations in the capital” s urban areas near Almendares, Quibu and Luyané
rivers were studied in the period of February 2008 to June 2010. The identification
of isolates, the determination of antimicrobial susceptibility and the search for
extended-spectrum B-lactamase were all performed using VITEK automated
method.

Results: one hundred thirteen environmental strains of Escherichia coli were
identified. It showed that 23 % of the isolates were resistant to at least one of the
tested antimicrobials. The highest percentages of resistance were observed to
ampicilline, sulfamethoxazole-trimethoprim and ciprofloxacin.

Conclusions: the presence of E. coli isolates with multiple antimicrobial resistances
in these rivers clearly indicates the biological risk involving the use of their waters.

Key words: Escherichia coli, antimicrobial susceptibility, aquatic ecosystems.

INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana plantea una amenaza grave y cada vez mayor para la
salud publica, e involucra cada dia nuevas especies bacterianas y nuevos
mecanismos de resistencia. El uso excesivo y con frecuencia empirico de los
antimicrobianos para el tratamiento de diferentes situaciones clinicas provoca
modificaciones de la ecologia bacteriana y el surgimiento de microorganismos
resistentes a estos compuestos. Las bacterias gramnegativas constituyen uno de
los principales grupos bacterianos entre los que se observa un incremento de la
resistencia antimicrobiana.*?

Escherichia coli es causa frecuente de diferentes infecciones bacterianas comunes
como es el caso de las del tracto urinario, bacteriemias y diarreas. También es un
importante agente etiol6gico de meningitis neonatal y neumonias.®*

Esta especie es una de las bacterias mas representativas de la microbiota del
intestino humano y animal. Su presencia se emplea como un indicador de calidad
para el agua y los alimentos, ademas de que algunos de sus tipos son importantes
patégenos causantes de diarreas en humanos (E. coli enteropatdégenas, E. coli
enterotoxigénicas, E. coli enteroinvasivas, E. coli enterohemorragicas, E. coli
enteroagregativas y E. coli de adherencia difusa).®

En los dltimos afios se observa un aumento de la resistencia de esta especie frente
a los principales antibidticos de uso clinico como ampicilina, sulfametoxazol/tri-
metoprim, ciprofloxacina, tetraciclina y estreptomicina, tanto en cepas de origen
clinico, animal como ambiental.®”’
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La Organizacion Mundial de la Salud ha lanzado multiples llamados sobre la
importancia de promover y adoptar estrategias en la prevenciéon y el control de las
infecciones por esta especie bacteriana.?

En las dltimas décadas el ascenso de la circulacién de cepas de E. coli ambientales
y sobre todo en el medio acuéatico, asi como el incremento de infecciones
intestinales y extraintestinales asociadas a esta bacteria suscita un interés creciente
por establecer el riesgo que representa para la salud publica y conocer las
caracteristicas de la resistencia antimicrobiana de aislados ambientales de esta
especie.?®

Por lo antes expuesto y por la importancia que reviste a nivel nacional e
internacional la vigilancia microbioldgica y epidemioldgica de esta especie, asi como
la diseminacién de cepas resistentes a los agentes antimicrobianos, el propésito del
presente trabajo fue separar e identificar hasta especie aislamientos de Escherichia
coli a partir de muestras de agua procedentes de rios contaminados de La Habana y
determinar la susceptibilidad antimicrobiana in vitro de estos aislados.

METODOS
Microorganismos

Se estudiaron 113 aislados de bacterias coliformes colectados de 10 estaciones de
muestreo ubicadas en la zona urbana de los rios capitalinos Almendares, Quibu y
Luyand en el periodo comprendido entre febrero de 2008 y junio de 2010.

Los aislamientos se sembraron por agotamiento en placas de agar Mac Conkey
(MERCK) y a partir de cultivos puros se procedi6 a la confirmacion fisiologica y
bioquimica de la especie. Para la determinacion del género y la especie de las
bacterias coliformes aisladas se empleé el sistema automatizado VITEK
(bioMérieux), con tarjetas GNI (gram negative identification, por sus siglas en
inglés). Estos aislamientos forman parte de la coleccion bacteriana del Laboratorio
de Ecosistemas Acuaticos del Departamento de Microbiologia y Virologia de la
Facultad de Biologia de la Universidad de La Habana.

Determinacion de la susceptibilidad a agentes antimicrobianos

La susceptibilidad de las cepas frente a los antimicrobianos se determiné por el
sistema automatizado VITEK (bioMérieux), con tarjetas GNS-147 V 4649 (gram
negative susceptibility, bioMérieux). Los antimicrobianos contenidos en la tarjeta
utilizada fueron: amikacina (AK, 32 ug/mL), ampicilina (AMP, 32 ug/mL),
aztreonam (ATM, 32 ug/mL), cefazolina (KZ, 64 pg/mL), cefepime (EFE, 16 pg/mL),
ceftazidima (CAZ, 64 ug/mL), ceftriazona (CFT, 128 pg/mL), ciprofloxacina (CIP,
4 ng/mL), ertapenem (ET, 2 ug/mL), gentamicina (CN, 8 pug/mL), imipenem
(IMI, 8 pg/mL), levofloxacina (LV, 8 pg/mL), nitrofurantoina (NT, 32 pg/mL),
piperacilina/tazobactan (TZP, 64/4 pg/mL), sulfametoxazol-trimetropim (SXT, 8/152
(160) ng/mL). Ademas, la tarjeta incluye 4 pocillos para la determinacién de
B-lactamasas de espectro extendido (ESBL).

Para la inoculacién de las tarjetas se preparé una suspension del microorganismo a
partir de un cultivo fresco (18 h). La biomasa bacteriana se resuspendié en soluciéon
salina estéril (0,45 %) para obtener una concentracion correspondiente al tubo 1 de
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la escala de Mac Farland. Aproximadamente 2 mL de esta suspension bacteriana se
cargan automaticamente en la tarjeta utilizando el sistema VITEK (software versiéon
1.02)

Se consideraron aislados multirresistentes (MR) a los aislamientos resistentes a 3
antimicrobianos o mas.

Determinacioén del indice de resistencia multiple a agentes antimicrobianos

El indice de resistencia multiple a agentes antimicrobianos (IRMA) correspondiente
a cada aislado se calcul6 segun la ecuacién de Krumperman (1983), dividiendo el
numero de antibidticos para los cuales el aislado fue resistente entre el niumero
total de antimicrobianos evaluados.*®

RESULTADOS

En 100 % de los aislamientos se logré la identificacion hasta especie y correspondieron
a Escherichia coli.

Tabla 1. Susceptibilidad antimicrobiana in witro de 113 aislamientos de Escherichia coll
de ecosistemas dulceacuicolas de La Habana

Categoria
Antimicrobianos Fesistente Resistencia intermedia Susceptble
Mo, de cepas 24 Mo, de cepas % Mo, de cepas %

AMP 17 15 ] ] =l a] 84,9
SHT 13 11,5 ] ] 100 28,5
CIP 11 9,7 ] ] 102 Q0,3
LY 10 2,8 1 0,9 10z Q0,32
TZP 2 1,8 2 1,8 109 Q6,5
CHM 3 2,7 1 0,9 109 96,5
k2 4 3,5 ] ] 109 Q6,5
MT 2 1,82 1 o,9 110 a7,3
AT 3 2,7 1 0,9 109 Q6,5
ChAZ ] ] 1 o,9 112 09,1
CFT ] ] 1 0,9 112 99,1
ET ] - ] ] 113 100
EFE ] - ] ] 113 100
Il ] - ] ] 113 100
Ak ] - ] ] 113 100

&MP: ampicilling, S¥T: sulfametoxazol-trimetoprin, CIP: ciprofloxacina, LY levofloxacina,
TZP: piperacilinaftazobactan, CH: gentamicina, KZ: cefazolina, MNT: nitrofurantoing, &TM: aztreonamn,
CAaZ: ceftazidima, CFT: ceftriazona, ET: ertapenem, EFE: cefepime, IMI: imipenem, A amikacina.,

Los estudios de la susceptibilidad antimicrobiana en las cepas de Escherichia coli
aisladas demostraron que 23 % de las cepas evaluadas fueron resistentes al menos
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a uno de los 15 antimicrobianos utilizados. Ninguna cepa resulto resistente a todos
los antimicrobianos probados y 13 cepas (11,5 %) mostraron resistencia frente a 3
antibiéticos o0 mas (multirresistentes). EI mayor nimero de aislados mostré
resistencia frente a ampicilina. Se identificaron valores de resistencia intermedia
frente a los antibidticos aztreonam, levofloxacina, gentamicina,
piperacilina/tazobactan, nitrofurantoina, ceftazidima y ceftriazona (tabla 1).

Ninguna cepa resulté susceptible a menos de 3 antimicrobianos, con 77 % de cepas
susceptibles.

Se obtuvieron 16 patrones de resistencia, entre ellos 9 expresaron MR. Los patrones
de resistencia mas frecuentes fueron: SXT, AMP/SXT y AMP/CIP/LV con 4 cepas
(3,5 %), seguido del patréon AMP/CIP/LV/NT con 2 (1,8 %), el resto estuvo
integrado por una sola cepa. Los indices IRMA oscilaron entre los valores 0,06 y
0,46 (tabla 2). Una de las cepas evaluadas resultd positiva para el ensayo de p-
-lactamasas de espectro extendido.

Tabla 2. Patrones de resistencia de las cepas ambientales de Escherichia coli evaluadas

Mo. de Indice oat 4 tonci Mo. de Total
antimicrobianos IRMA, ALroNes de resistencia cepas ota

SHT 4

1 0,06 5
CM 1
AMP-KZ 1
CIP-LY 1

2 0,13 AMP-SXT 4 a
CH-5xT 1
ATM-TZP 1
AMP-CIP-LY 4

3 0,2 AMP- TZP-CHN 1 =]
ATM-CFT- TZP 1
AMP-CIP-LY-MT 2
AMP-CIP-LY-5SKT 1

4 0,26 5
AMP-KZ-LV-SXT 1
AMP-CIP- TZP-5XT 1

5 0,33 AMP-CIP-LYW-SxT-KZ 1 1

- 0,46 .&MF‘—CIP—LVESTM—KE—CFT— 1 1

AMP: ampicilling, S&T: sulfametoxazol:trimetoprin, CIP: ciprofloxacina, Ly levofloxacina,
TZP: piperacilinaftazobactan, CH: gentamicina, KZ: cefazolina, MT: nitrofurantoina, &TM: aztreonam,
CAZ7: ceftazidima, CFT: ceftriazona, ET: ertapenem, EFE: cefepime, IMIL: imipenem, &K: amikacina,

DISCUSION

Los ecosistemas evaluados estan sometidos a un proceso antrépico acelerado y en
sus aguas se vierten residuales de origen doméstico, industrial y agricola, lo cual ha
influido de manera negativa en la calidad de sus aguas.'*™® Ademas las
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escorrentias que se producen durante el periodo lluvioso arrastran las heces de
animales que viven en las riveras de estos rios. El conjunto de estos eventos
explica la presencia de la especie E. coli aislada en el presente estudio, uno de los
mas importantes indicadores de contaminacion fecal de las aguas.™ En
investigaciones previas realizadas por Chiroles y otros,'® asi como Larrea y otros*®
en el rio Almendares, que es uno de los ecosistemas evaluados, se evidencio
también la presencia de E. coli, que implicé la especie bacteriana mas frecuente
aislada. Resultados similares a los obtenidos en esta investigacion se describieron
en Uganda,'’ en un estudio realizado en ecosistemas acuaticos contaminados de
ese pais africano.

La resistencia a los antimicrobianos observada en el presente trabajo fue baja (23 %)
al compararla con investigaciones similares realizadas en ecosistemas
dulceacuicolas de otras partes del mundo; 60 % por Harakeh y otros en la India 'y
90 % por Zambrano y otros en Venezuela.*®*° La no concordancia de los
porcentajes obtenidos podria deberse a las diferencias de las politicas trazadas para
la prescripcién y el control de los antibidticos en cada pais en donde se llevaron a
cabo las investigaciones. En Cuba, desde 1998, mediante el Programa Nacional de
Medicamentos se desarrollan estrategias para promover la prescripcion y el uso
racional de los farmacos, con énfasis en algunos grupos terapéuticos, donde se
destacan por su importancia los antimicrobianos.*

Generalmente, la mayor parte de los aislados de E. coli muestran resistencia frente
a un gran numero de antibidticos, entre los que se incluyen los a-lactamicos. La
resistencia encontrada frente a la ampicilina, el sulfametoxazol-trimetropin y la
ciprofloxacina coinciden con los obtenidos por Zambrano y otros. Sin embargo, no
coinciden con los resultados de Ram y otros, Chandran y otros, Junco y otros, en
investigaciones realizadas en la India y La Habana, donde se informaron elevados
niveles de resistencia frente a estos antimicrobianos, por encima de 80 %.%%?° En
Cuba, estos antibidticos se indican con mucha frecuencia en las consultas de
atencién primaria de salud, debido a la eficacia que tienen en el tratamiento de
multiples procesos infecciosos, asi como por su disponibilidad y bajo costo en las
farmacias, lo cual favorece la aparicién de resistencia frente a estos
antimicrobianos.’ Sin embargo, la venta de medicamentos es por prescripcion
médica y en el caso especifico de los antimicrobianos, al formular una receta
médica se requiere definir en el recetario el diagnéstico que motivoé la prescripcion.
Ademas, se trazan politicas de uso de antimicrobianos de forma empirica para los
problemas de salud mas frecuentes en el nivel primario de atencion, lo cual
favorece que la resistencia antimicrobiana no alcance niveles tan elevados como en
otros paises del mundo.*

Para el resto de los antibiéticos evaluados, los porcentajes de resistencia se
encontraron por debajo de 10 %, lo que no representa una alarma. En diversas
investigaciones clinicas se maneja el criterio de que cuando se reportan valores de
resistencia por debajo de 10 o 15 %, como es el caso de este estudio para todos los
antimicrobianos evaluados, estos pueden continuar formando parte de los que se
sugieren para el uso clinico.?* Por lo tanto, la situacién de resistencia en los
ecosistemas dulceacuicolas capitalinos no es tan critica como la que se presenta en
otros ecosistemas del mundo, donde los valores de resistencia se encuentran por
encima de 50 %. Sin embargo, la emergencia de resistencia y el decrecimiento en
los niveles de susceptibilidad (resistencia intermedia) son fendmenos que cada vez
se observan con mayor frecuencia en aislamientos ambientales, especialmente en
ecosistemas acuaticos impactados por la contaminacion. Los valores de resistencia
intermedia observada en este estudio entre los aislamientos de E. coli aisladas de
las muestras de agua no fueron elevados en cuanto a nimero, pero se observé este
fenémeno en 7 de los 15 antibidticos probados, es decir para casi 50 % de los
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antimicrobianos evaluados, lo que sin duda constituye una alerta, porque
favoreceria el incremento de bacterias resistentes en este tipo de ambiente.

Las enzimas del tipo BLEE constituyen uno de los principales mecanismos de
resistencia con los que cuentan los microorganismos.?* Aunque en el presente
estudio una sola cepa resulté positiva a la produccidon de estas enzimas, las cepas
que manifestaron resistencia intermedia se consideran microorganismos con una
gran posibilidad de producir BLEE. Este resultado sugiere que la existencia de
determinados clones de este enteropatégeno puedan estar circulando e
interrelacionandose en el medio acuatico, lo cual favoreceria la aparicién de
aislados resistentes a los betalactamicos.

Los porcentajes de aislamientos de E.coli MR en el presente estudio fueron menores
que los obtenidos por Ram et al (2009) y Chandran et al (2008), quienes
reportaron valores de MR de 46,7 y 95 % en cepas de E. coli aisladas de rios de la
India respectivamente. Sin embargo, la no concordancia de esos valores podria
estar dada por la situaciéon que se presenta en la India y en otros paises
subdesarrollados con relaciéon al uso de los antimicrobianos en la medicina. En estos
paises cada vez hay mas medicamentos disponibles en las clinicas privadas y las
farmacias que en los hospitales publicos y en muchos casos se venden sin
prescripcién médica alguna. #°

Los indices IRMA individuales obtenidos en este estudio oscilaron entre valores de
0,06 a 0,46, lo cual indica que la resistencia no es un problema grave en las
bacterias aisladas de estos ecosistemas. Sin embargo, 7 cepas presentaron valores
por encima de 0,25, eso indica que quiza provengan de fuentes de contaminacion
de alto riesgo. A pesar de que los valores de los indices IRMA registrados en este
estudio en su mayoria no fueron alarmantes, la presencia en las aguas de estos rios
de cepas multirresistentes, sefiala la importancia de realizar monitoreos continuos
de estos ecosistemas y la imposibilidad de utilizar sus aguas para cualquier
actividad.

Es primordial destacar que el agua de estos rios se utiliza por la poblacién que vive
en sus cercanias para el riego de vegetales y otros cultivos, asi como para la bebida
y la elaboracion de los alimentos de animales de corral o mascotas. También se
emplea en la realizacion de actividades recreativas, como paseos en botes en la
zona del puente de la calle 23 (Gran Parque Metropolitano de La Habana) y para la
natacion en diferentes zonas del rio, sobre todo por parte de los jovenes, a pesar
de que sus aguas no cumplen con los parametros de calidad microbiolégica
establecida en la Norma Cubana 22 para lugares de bafio en costas y en masas de
aguas interiores. Por lo tanto, el uso de estas aguas implica un riesgo higiénico-
-sanitario para todas las personas que de forma directa o indirecta emplean las
aguas en diferentes actividades, teniendo en cuenta que en estas aguas se pueden
encontrar bacterias con caracteristicas patogénicas.?®

Los resultados de este trabajo permiten percibir que los rios evaluados estan
altamente afectados por la contaminacién, con E. coli como la especie bacteriana
predominante en sus aguas. La presencia de asentamientos poblacionales con poca
0 ninguna conexioén al sistema de alcantarillado y que vierten sus desechos
directamente a las aguas de estos rios de forma continua, asi como la actividad
econdmica que tiene lugar en numerosas fabricas préximas al rio, contribuyen a
que los niveles de este microorganismo se mantengan altos, asi como a favorecer
la presencia de otras bacterias coliformes que afectan la calidad microbiolégica de
esas aguas. Por otra parte, la existencia de cepas de E. coli con resistencia
antimicrobiana frente a diferentes antibidticos empleados en la terapéutica
constituye un problema desde el punto de vista clinico, porque limita la
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disponibilidad de antibidticos para el manejo terapéutico, en un futuro, de
enfermedades causadas por estas cepas. La supervivencia de cepas resistentes
simultaneamente a mas de 3 antimicrobianos en las aguas de los rios evaluados
lleva a la conclusion de que el concepto, asi como las normas de calidad de aguas,
deben de ser reevaluados, y sefialan la necesidad de establecer nuevos controles y
parametros para la determinacion de la calidad del agua y no basarse solo en los
indicadores bacteriolégicos tradicionales.**

La presencia de cepas de E. coli con multirresistencia en las aguas de estos rios
indica claramente el riesgo biolégico implicado en su uso.
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