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RESUMEN

El principal objetivo de este estudio fue evaluar la distribucion de las cepas de
Escherichia coli resistentes a los antibidticos en comunidades remotas de la provincia de
Esmeraldas, Ecuador. Por otra parte, se propuso valorar la influencia de las vias de
comunicacion en el aparecimiento de resistencia a los antibidticos en estas comunidades.
Los antibidticos que se utilizaron en el estudio fueron: ampicilina, trimetoprim-
sulfametoxazol, cloranfenicol, tetraciclina, gentamicina y cefotaxima. Se aislaron
colonias fermentadoras de lactosa de 358 muestras de materia fecal de individuos sanos
y enfermos (con diarrea) en 21 comunidades de Esmeraldas. De estos aislamientos,
doscientos ochenta y ocho, fueron Escherichia coli, las cuales fueron analizadas mediante
la técnica de difusion en disco para determinar la sensibilidad a los antibioticos. Para la
tipificacion molecular de las cepas resistentes, se utilizd la técnica denominada
Enterobacteria-repetitive-intergenic-consensus basada en la reaccion en cadena de la
polimerasa (ERIC-PCR). Ciento dieciocho cepas de Escherichia coli (41%) fueron
resistentes a al menos uno de los siete antibidticos mencionados anteriormente. La
resistencia a los antimicrobianos de las cepas de E. coli fue distribuida de la siguiente
manera: ampicilina (28.15%), trimetoprim-sulfametoxazol (25.3%), cloranfenicol (6.6%),
tetraciclina (33.7%), ciprofloxacino (1%), gentamicina (0%) y cefotaxima (0%). El
analisis de ERIC-PCR de los aislados indicaron que las cepas de Escherichia coli
resistentes a los antibioticos circularon entre las comunidades. Por otra parte, la
construccion de la principal via de acceso a la zona, parece haber influido de alguna
manera en la transmision de cepas resistentes en los antibioticos en las comunidades
estudiadas.

Estadisticamente, no se encontrd correlacion entre la distancia de las comunidades a
Borbon (principal centro comercial de la regién), ni de las comunidades a la principal via
de comunicacion, con la frecuencia de resistencia a los antibioticos en las comunidades.

Palabras clave: Escherichia coli, Resistencia a los antibiéticos, Antibiéticos, ERIC-
PCR, Comunidades



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the distribution of Escherichia coli resistant to
antibiotics in remote communities of Esmeraldas, a province of Ecuador. On the other
hand, it was proposed to assess the influence of roads on the appearance of antibiotic
resistant bacteria in these communities. The antibiotics tested were: ampicillin,
trimethoprim-sulfamethoxazole, chloramphenicol, tetracycline, ciprofloxacin, gentamicin
and cefotaxime. Three hundred fifty eight lactose fermenters were isolated from fecal
samples from healthy and non healthy (with diarrhhoea) persons in 21 villages in
Esmeraldas. Two hundred and eighty eight of these isolates were E. coli, which were
examined for antibiotic susceptibility using a disk diffusion assay. For molecular typing
of resistant strains, Enterobacterial-repetitive-intergenic-consensus based on Polymerase
chain reaction PCR (ERIC-PCR), was used. A hundred eighteen samples (41%) were
resistant to at least one of seven antibiotics. Antimicrobial resistances of E. coli were
distributed as follows: ampicillin (28.15%), trimethoprim-sulfamethoxazole (25.3%),
chloramphenicol (6.6%), tetracycline (33.7%), ciprofloxacin (1%), gentamicin (0%) and
cefotaxime (0%). ERIC-PCR analysis of the isolates indicated that antibiotic resistant
strains of Escherichia coli were circulating among communities. On the other hand, the
new road's construction may play an important role in transmission of resistant strains in
these communities

Neither distance of communities to Borbon (the commercial center of the region) nor
distance from communities to the road were correlated statistically with frequency of
antibiotic resistance of communities.

Keywords: Distribution, Escherichia coli, Antibiotics, Antibiotic resistance, ERIC-PCR,
Communities
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PARTE |

1. ANTECEDENTESY SIGNIFICANCIA

1.1 Causas de la diseminacion de la resistencia bacteriana a los

antibioticos.

El desarrollo y la transmision de la resistencia a los antibidticos es de origen
multifactorial e incluye relaciones entre el agente antibacteriano, las bacterias, el
hospedador y la localizacién geografica®*?; sin embargo, los principales factores que
promueven este problema comprenden: el uso innecesario, inadecuado y en grandes
cantidades de los agentes antibacterianos, tanto en medicina, como en agricultura,

ganaderfa y otras areas como la acuacultura;***4%

estos puntos seran analizados con
mayor detenimiento mas adelante. Entre los factores relacionados con el huésped, cabe
mencionar: el tipo de bacteria que causa la infeccion, la habilidad del antimicrobiano para
alcanzar el sitio de infeccion en las concentraciones terapéuticas adecuadas, el
mecanismo de accién del antibiotico, la flora normal del huésped, el medioambiente y el
estado inmunolégico del individuo.>****% por otro lado, el uso de antimicrobianos
ejerce una presion selectiva que afecta, tanto al medioambiente que nos rodea, como al

individuo que vive dentro de este ecosistema.>®®

Es importante resaltar, que el abuso en el uso de antibidticos durante los dltimos afios
ha creado las condiciones necesarias para la propagacion de genes de resistencia entre las
bacterias.'**"*** Algunos estudios sugieren, que existe una relacién cuantitativa entre la
frecuencia de resistencia y el volumen de antibidtico usado, puesto que, antes de que se
empezaran a emplear grandes cantidades de los mismos, las poblaciones bacterianas se
mantenfan bastante sensibles®®; de manera que, el uso de antibi6ticos promoveria la
remocion de cepas sensibles por las resistentes ya seleccionadas, a este proceso se le
conoce con el nombre de “presién de seleccion”.>324"*%%7 sin embargo, si se toma en
cuenta que la transmision de resistencia es un proceso dinamico, el volumen de droga no

estaria directamente relacionado con el incremento de resistencia; por ejemplo, si el uso



del antibidtico llega a su fin, se esperaria que los niveles de resistencia declinen
notablemente, pero no sucede de esta manera, pues se mantienen.>* Se debe también
tomar en cuenta, que el incremento de la resistencia esta relacionado con el tiempo de
uso de la droga;**®" asi por ejemplo, después de un largo tratamiento con antibiéticos, la
flora intestinal y la de la piel que en un comienzo era sensible a los antibioticos,
empezara a ser colonizada por cepas que son resistentes, tanto al antibidtico utilizado,
como a otros con estructura diferente; es decir, los antibidticos no s6lo generan
resistencia en bacterias patdgenas, sino también en la flora normal de los individuos o

de los pacientes.'2324

Cuando un fenotipo resistente se ha sido adquirido, las cepas resistentes son capaces de
producir una epidemia por medio de la diseminacion de los clones resistentes o de genes
de resistencia capturados.®*® Los microorganismos resistentes son capaces de colonizar
un gran numero de huéspedes, por lo tanto, un huésped puede transferir su resistencia a
otros de igual o diferente especie, y especialmente, a aquellos que no han sido tratados
con antibidticos, originando de esta forma una epidemia que se expandira a diferentes
localizaciones geograficas.2**3%%4" | as cepas resistentes aparecen muy rapido en el
medio circundante y en el huésped, sin embargo, la pérdida de genes de resistencia toma
un tiempo mas largo, adn, en ausencia del antibi6tico que ejerce una presién selectiva.®**
Se puede decir, por lo tanto, que la influencia del uso de antibioticos sobre las bacterias
sensibles y resistentes es compleja, puesto que, las cepas resistentes no sélo afectan a los
individuos que los consumen, sino también a aquéllos que no lo hacen, produciéndose
por lo tanto, una elevacion en su namero y, los individuos, en reservorios de genes de
resistencia (ver Grafico 3), lo cual produce un peligroso desequilibrio ecolégico en el

medioambiente que nos rodea.***%’

Desde el punto de vista ecologico, la cantidad de individuos que consumen un
antibidtico en un lugar y en un momento determinado, promueve la seleccion de
resistencia y los efectos que ello conlleva, por lo tanto, no sélo el antibi6tico crea la
resistencia, sino también la cantidad de individuos que lo reciben contribuyen a la
emergencia de la resistencia bacteriana, por lo que, no es lo mismo dar una dosis de

antibidtico a una persona o animal que proporcionar la misma dosis a un numero mayor



de individuos.**** A este mecanismo de seleccionar resistencia, se le conoce con el
nombre de “densidad de seleccion”, e involucra a la cantidad de antibiotico que se aplica
a un namero geograficamente definido de individuos definidos. En este proceso, cada
individuo se convierte en una maquina de seleccionar bacterias resistentes que luego

seran parte del medioambiente.*

En el caso de las enterobacterias patdgenas y no patogenas, la diseminacion de los clones
de resistencia entre humanos ocurre principalmente a través de la ruta fecal oral y de los
alimentos, especialmente de origen animal.””*® La flora fecal constituye un reservorio
importante de genes de resistencia, los cuales pueden ser transferidos a otros
microorganismos virulentos, dentro de la misma especie y entre diferentes especies.**"
Las bacterias Gram-negativas y otros microorganismos son capaces de desarrollar
eficientes mecanismos, los cuales les permiten evadir los efectos tdxicos que produce el

ataque de los antibiéticos.?”"

1.2 Resistencia debido al mal uso de antibidticos en clinica.

En relacion al uso de antibioticos, existen diferentes elementos que han promovido la
proliferacion de cepas resistentes, entre éstos es importante mencionar: i) el grave

problema de la automedicacion,?*%*°

el cual en paises como Ecuador ocurre con
frecuencia, debido principalmente, a las malas politicas de salud, que no tienen las
suficientes regulaciones con respecto al expendio de farmacos de uso delicado, los cuales
pueden ser adquiridos sin prescripcion alguna en farmacias y droguerias. Por otro lado,
los problemas culturales, sociales y econdémicos que aquejan a la poblacion, no le
permiten tener acceso en muchos casos ni siquiera a las atenciones primarias de salud
(centros y subcentros de salud), y por consiguiente, influyen en esta practica.2®24%°® por
otra parte, muchos pacientes no contindan con la terapia antimicrobiana, tan pronto
experimentan mejoria en su sintomatologia, sin completar el tratamiento prescrito por el
médico, ocasionando problemas de reinfeccion, lo cual facilita la seleccion de bacterias
resistentes.”® En 1998, los Institutos de Medicina del Ecuador reportaron que
aproximadamente el 50 % de los antibioticos prescritos fueron entregados a los pacientes

sin ninguna indicacion; ii) la administracién de antibiéticos en dosis subterapéuticas;*®



iii) la interrupcion repentina del tratamiento; y iv) la prescripcion inapropiada de los
antimicrobianos (antibidticos) por parte del personal médico, que en muchas ocasiones
receta antibidticos para el tratamiento de infecciones, que en la mayoria de los casos son
causadas por virus y no por bacterias, como ocurre por ejemplo en aquéllas de tipo

respiratorio: resfriados comunes, bronquitis, faringitis, sinusitis y otitis media?>234%>3

0
como sucede en el caso de algunas infecciones gastrointestinales, especialmente en
aquellas no complicadas, causadas por Shigella, Escherichia coli, Campylobacter, en
donde la infeccion se autolimita, sin embargo, se suele prescribir terapia
antibacteriana;’%'°?* es decir, la falta de precision en el diagndstico contribuye a esta
mala practica médica. Es importante sefialar también, que muchos médicos aducen que el
exagerado e indiscriminado uso de antibioticos en sus prescripciones, se debe en muchas
ocasiones a la presion que sobre ellos ejercen los pacientes. En todo caso, cabe destacar,
que una terapia antimicrobiana adecuada y racional es importante para acortar los
procesos infecciosos, para reducir su riesgo de transmision y para disminuir las tasas de

resistencia.>>®

1.3 Resistencia debido al uso de antibioticos en agricultura

La diseminacion de cepas resistentes a los antibidticos, tal como se describid
anteriormente, se debe también en gran parte, al uso indiscriminado de antibidticos en
varias formas de agricultura, ganaderia y acuacultura, pues se los suele utilizar como
promotores o estimuladores de crecimiento en animales (aproximadamente el 90% de los
antibidticos que se utilizan en agricultura, son administrados como promotores de
crecimiento), como agentes terapéuticos y muchas veces en dosis subterapéuticas, lo cual
favorece la seleccion de bacterias resistentes, que a su vez, se transfieren a poblaciones
humanas mediante el consumo de alimentos, haciéndolas mas susceptibles de infecciones
de dificil tratamiento.'%"**® Este hecho se debe, principalmente, a que las mismas cepas
resistentes que colonizan el tracto gastrointestinal de los animales utilizados para la
produccion de alimentos, se han encontrado tanto en sus criadores, como en las
poblaciones que los consumen®?’ dando como resultado, el emergente problema
epidemioldgico que enfrenta el campo de la salud en la actualidad (Grafico No 1). Los

primeros en adquirir las cepas resistentes de los animales son sus cuidadores que



permanecen en constante contacto con éstos y con sus heces fecales.* Es importante
recalcar, que el tracto gastrointestinal de animales contiene una cantidad elevada de
microorganismos comensales, muchos de los cuales viven en mutualismo, en él, también
existen diferentes clones de especies como Escherichia coli,”® considerada como la
principal bacteria transportadora de mudltiple resistencia en la flora fecal, tanto de

humanos como de animales.*

Gréfico No. 1: Uso de antibidticos en agricultura y ganaderia y transmision de

resistencia.
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Las bacterias resistentes en animales se mueven en el medioambiente como sefialan las flechas en el grafico

hasta llegar a los seres humanos (Ref: George Khachatourians 1999)

La utilizacién de antibidticos en agricultura también afecta a plantas, suelos, aguas
residuales y rios, donde se los ha encontrado en bajas concentraciones. Algunos rios
llegan a ciudades, en donde sus aguas son previamente tratadas para el consumo humano,

sin embargo, a pesar del tratamiento realizado, las trazas de antibioticos que los



contaminan se mantienen.>?’ Otra razén para que la diseminacién de resistencia suceda
es que, cuando los antibidticos son administrados al ganado, las bacterias sensibles
mueren por su causa, mientras que las resistentes sobreviven Yy se reproducen, de modo
que, se producen varias generaciones de ellas (Gréafico 2) , las cuales se pueden diseminar
por transmisién clonal, como sucede en el caso del Enterococcus. 2% Los antibi6ticos
también son empleados en plantas, se los utiliza para el tratamiento de enfermedades o
infecciones bacterianas que afectan su crecimiento y posterior cosecha, sin embargo, se
ha observado que las bacterias que causan estas infecciones adquieren rapidamente

resistencia a los bactericidas usados para su tratamiento.?®

Grafico No. 2: Diseminacion de las cepas resistentes a los antibioticos y balance entre

bacterias sensibles y resistentes.
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En presencia del antibiético se seleccionan las cepas resistentes que son transmitidas a las siguientes

generaciones (Ref: George Khachatourians 1999).



Varios microoganismos han sido causantes de brotes epidémicos a partir de alimentos
contaminados, cabe mencionar entre ellos a Salmonella, Campylobacter, Listeria, y
algunas cepas de Escherichia coli (E. coli O157 H:7), éstos se propagaron inicialmente
en animales y luego infectaron a seres humanos a través de la cadena alimenticia.?”*
Otra bacteria que ha sido transmitida a humanos a través de la cadena alimenticia es el
Enterococcus,”’ es importante acotar, sin embargo, que a pesar de que este
microorganismo no constituye un patégeno importante para animales, en humanos es
causa de serias infecciones del tracto urinario, del endocardio y de serias e importantes
infecciones nosocomiales, esta bacteria ha sido la fuente de cepas resistentes a la
vancomicina, ademas se conoce que presenta con frecuencia resistencia a maultiples
antibiéticos, tales  como: penicilinas, cefalosporinas, lincosamidas vy
aminoglucésidos.*>® Entre los antibiéticos que se utilizan con mayor frecuencia en
agricultura y ganaderia se puede mencionar a la tetraciclina (responsable importante de
la seleccion de cepas resistentes), eritromicina, bacitracina, tilosina espiramicina,
virginiamicina (el uso de estos cuatro antibioticos fue prohibido en 1999) y avoparcina
entre otros, este Ultimo, estd asociado con el aparecimiento de cepas de Enterococcus
resistentes a la vancomicina,® lo cual constituye un desastre de gran magnitud en el
campo de la salud publica, pues segun Christopher Walsh (News Feature, Nature 2004
Harvard) “ si las cepas comienzan a ser resistentes a la vancomicina, ellas se haran
resistentes a todos los antibi6ticos.* Es importante sefialar, que el uso de avoparcina fue
prohibida tanto en Estados Unidos y Canada como en algunos paises de Europa, debido

principalmente a su poder carcinogénico.?”®

1.4 Resistencia bacteriana en comunidades

Reservorios importantes de genes de resistencia, también constituyen las comunidades
hospitalarias, donde existen las condiciones ideales para la diseminacion de resistencia a
los antibioticos, debido principalmente, al elevado nimero de antibidticos que se utilizan
para el tratamiento de diverso tipo de infecciones severas que afectan a pacientes

inmuno-comprometidos y a los que se encuentran en las salas de terapia intensiva.®*®



Aunque se conoce que las poblaciones hospitalarias estan generalmente colonizadas por
cepas resistentes, el estudio realizado por Calva et al. demostré que los nifios saludables
fueron colonizados e infectados con bacterias resistentes a los antibidticos y que éstas
continuaron siendo diseminadas por largo tiempo, ain después de haber concluido la
terapia antimicrobiana.” La colonizacién y posterior infeccién de los pacientes
hospitalizados suele ocurrir en pocos dias e inclusive en menos tiempo; y la transmision
de cepas resistentes se produce por la contaminacion ambiental y por causa de los propios
trabajadores de la salud que portan cepas resistentes.>* Otras condiciones o factores de
riesgo que favorecen la prevalencia de resistencia bacteriana en hospitales son: las
combinaciones de antibidticos, el nimero de individuos que reciben las drogas, la
densidad poblacional, la hospitalizacion prolongada, el uso de procedimientos invasivos y

el uso de antibidticos inyectables.****% Es

importante mencionar ademas, que en los
hospitales las bacterias entéricas, que son responsables por el incremento de infecciones
en las unidades de terapia intensiva, son la principal fuente de la resistencia a multiples
antibidticos.>*

Otros reservorios de cepas resistentes a los antibioticos que favorecen la diseminacion
de las mismas, constituyen: los grupos grandes de personas o poblaciones, las prisiones,
las guarderias, los orfanatos y asilos de ancianos, pues en estos lugares, con frecuencia se
suelen utilizar altas cantidades de antibioticos debido principalmente, a que son
poblaciones susceptibles a enfermedades infecto-contagiosas que en muchas ocasiones
se encuentran hacinadas bajo pobres condiciones sanitarias;**** de manera que, los
portadores que han adquirido las cepas resistentes, usualmente las diseminan en otros
grupos poblacionales o comunidades a través de rutas de transmision normales.*®>%®’ Por
ejemplo, existe una alta frecuencia de cepas de E. coli resistentes al trimetoprim
(sulfametoxazol) entre los nifios que asisten a guarderias.*® Cabe destacar en este punto,
que la presencia de resistencia combinada a trimetoprim y ampicilina y/o piperacilina
constituye el inicio del desarrollo progresivo de resistencia a [-lactdmicos,
aminoglucésidos, cefalosporinas y ciprofloxaxino;®® esta resistencia se encuentra
asociada fuertemente a la presencia de integrones, lo cual le permite a la bacteria
capturar cassettes adicionales de resistencia en un orden determinado y no al azar.** En

general, los nifios son los méas vulnerables en la adquisicion de bacterias resistentes, y a



su vez, ellos las distribuyen dentro del habitat familiar, de modo que, la transmision intra-

familiar también contribuye con la diseminacién de clones con resistencia.*-*°

La abundancia de los clones de resistencia especificos en poblaciones naturales puede
estar ligada a la virulencia que podrian presentar estos clones.®*® Existen varios
mecanismos comunes implicados en estos dos fendmenos, tal es el caso de los patdgenos
intracelulares, pues su internalizacion puede ser causada por la liberacion de citoquinas
inflamatorias que a su vez producen dafios titulares a través de respuestas necréticas y
apoptéticas.®® Se conoce también que la localizacién intracelular puede provocar
modificaciones en las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), que son el blanco de accion
de los antibidticos beta lactdmicos, como también en el metabolismo del peptidoglucano,
el cual se ve directamente afectado por el medioambiente; por ejemplo, la capa de
peptidoglucano de Salmonella se afecta considerablemente por el crecimiento intracelular
de la bacteria.** Se considera, que estos cambios metabélicos podrian alterar la actividad
de los estos antibidticos, los cuales actlan evitando el crecimiento de las bacterias
durante la infeccién, por consiguiente, la localizacion intracelular le permitiria a la
bacteria adquirir el fenotipo resistente, es decir, algunos antibiéticos podrian seleccionar
clones intracelulares.®*® Es necesario sefialar sin embargo, que en su mayoria los
antibidticos no penetran en la célula. Cuando los antibidticos son activamente
acumulados por las células humanas, las bacterias intracelulares estarian en capacidad de
incrementar el efecto de los antibi6ticos en contra de las bacterias patdgenas.®® En
algunos casos, las bacterias se mueven de una célula a otra, casi sin tener contacto con el
medio extracelular, evitando de esta manera el ataque del sistema inmune, tanto como el
contacto con los antibiéticos que no penetran a las células de mamiferos.®® Otro ejemplo
de virulencia y resistencia, esta relacionado con la formacion de capas bacterianas
(biofilm: comunidades bacterianas adheridas a superficies).***® Los biofilms bacterianos
son encontrados con frecuencia en enfermedades persistentes o cronicas (Fibrosis
quistica, causada por Pseudomonas aeruginosa) y en el caso de infecciones asociadas a
catéteres, protesis y otros cuerpos extrafios.***? Se conoce que el desarrollo de resistencia
bacteriana a los antibioticos en los biofilm es de aproximadamente mil veces 0 mas, que
lo que sucede con las bacteria plancténicas.®***%? Sin embargo, atn se desconocen las

causas exactas de este mecanismo. Durante los Ultimos afios, un mecanismo relacionado



con genes de resistencia asociados a virulencia bacteriana, lo constituyen los sistemas de
bombeo (eflujo) que presentan las cepas multirresistentes (MDR).3*% Al parecer, los
sistemas MDR se encuentran distribuidos ampliamente en la mayoria de bacterias, y si
bien es cierto, en un comienzo se pensaba que sblo estaban relacionados con la
resistencia a los antibioticos, actualmente, se conoce que estan involucrados con la
virulencia de las bacterias patdgenas, estos determinantes MDR son capaces de bombear
compuestos involucrados con la defensa del huésped, tienen un papel importante en la
sefializacion intercelular -quorum sensing-, que desencadena la transcripcion de varios
genes- Yy, tanto la resistencia bacteriana como la virulencia pueden estar ligadas a un

mismo gen.>*3

Se debe tomar en cuenta ademas, que los organismos resistentes pueden estar presentes
en grupos de individuos y de animales que no han estado en contacto con antibidticos, lo
que puede ser debido a la densidad de seleccion en determinada localizacién
geogréfica.®®” Un factor de riesgo relevante en la emergencia de la resistencia, lo
constituyen las infecciones cruzadas, ya que, los microorganismos se pueden contagiar de

una persona a otra, entre animales y entre plantas.™

En las comunidades el problema de la resistencia a los antibioticos se ve influenciado por
los portadores de genes de resistencia, que los adquieren principalmente en medio-

ambientes hospitalarios 2°

y en otros grupos de individuos que son parte de los factores
de riesgo para la seleccion y posterior diseminacién de cepas resistentes; como
consecuencia, se producirda un impacto en la prevalencia de la resistencia a los
antibidticos. Por otro lado, el aparecimiento de cepas resistentes en comunidades alejadas
de las zonas urbanas se asocia usualmente, al incremento de la frecuencia de las terapias
de antibidticos, al incremento de viajes entre los pobladores que se movilizan intra e

inter-comunidades,®>>®’

al aumento del comercio internacional de alimentos y al
aumento de viajeros extranjeros. En el caso de las comunidades remotas y rurales son
importantes factores de riesgo, el libre expendio de los farmacos en las farmacias, la falta
en muchas ocasiones de personal médico, las malas condiciones sanitarias y de higiene
que enfrentan estas poblaciones, la falta de agua potable y la falta de programas con

esquemas para uso de antibidticos estandarizados para la cura de enfermedades



infecciosas;*®® sin embargo, como se mencioné previamente, hay estudios que han

demostrado que las cepas resistentes son capaces de colonizar a individuos que no toman
antibidticos o que no han estado en contacto con otros individuos que albergan cepas
resistentes.”® La transmision intrafamiliar de clones de resistencia también afecta a las
comunidades, pues ésta suele ocurrir en jovenes y nifios que han sido o no tratados con
antibiéticos.”® La presencia de un simple clon resistente introducido en una comunidad,
puede cambiar de manera dréstica la prevalencia de la resistencia bacteriana.**"™ Un
estudio realizado en Nepal indicé las comunidades urbanas son fuentes importantes de
flora resistente a los antibioticos y ésta a su vez, se propagara hacia las comunidades
rurales.®” Seguin Calva J.et.al., la flora fecal constituye una fuente importante de bacteria
resistentes que se diseminan a través de individuos saludables hacia las comunidades.” En
definitiva, la presion selectiva que ejerce el uso de antibioticos, parece ser la fuerza que

maneja la resistencia en las comunidades rurales.>®

2. Mecanismos genéticos de resistencia bacteriana

El abuso y la mala utilizacién de los antibioticos durante las Gltimas 5 décadas han dado
lugar a un cambio en la estructura de las comunidades bacterianas, produciéndose
poblaciones bacterianas resistentes a los antibiticos que han ganado una ventaja
selectiva frente a las bacterias sensibles.>® Por lo tanto, la evolucién de la resistencia a los
antibidticos es una respuesta logica frente a la fuerte presion selectiva que ejercen los
agentes antibacterianos. De manera que, la administracion de los antibidticos promueve
la evolucion de organismos resistentes con una poderosa ventaja Darwiniana y no
Darviniana; por ejemplo, solo pocas cepas de E. coli resistentes al trimetoprim se
encuentran presentes por gramo de materia fecal inicialmente, sin embargo, su nimero se
incrementa drasticamente después del tratamiento con trimetoprim.** Para que una
bacteria llegue a ser resistente se requiere del ensamblaje de varios genes que trabajen en
conjunto para crear el fenotipo resistente, de ahi que, los mecanismos genéticos y

bioquimicos que intervienen en la formacién de este fenotipo son altamente complejos.*



La resistencia bacteriana puede ser natural o propia de la biologia bacteriana, asi por

ejemplo, Escherichia coli tiene una resistencia inherente a la vancomicina; o adquirida, es

decir, que habiendo sido sensible se convirtié en resistente a los antibidticos, fendmeno

que estaria asociado con la adquisicion de ADN extrafio o a la acumulacion de

mutaciones en el genoma bacteriano.?**® Basados en estos procesos, existen varios

mecanismos moleculares y bioldgicos mediante los cuales las bacterias comienzan a ser

resistentes a los antibioticos y se diseminan a otras de la misma o de diferente especie:

2.1

Resistencia debida a mutaciones:

La acumulacion de mutaciones en secuencias especificas en un mismo o en
diferentes genes dard como resultado cepas resistentes o multirresistentes a los
antibiéticos.®*®*%°3 Estos procesos suelen ocurrir al azar a una tasa de 1 nucleétido
por gen, cada 10° — 10° divisiones celulares en poblaciones normales.?*® Una
simple mutacion puntual es capaz de causar resistencia, sin que por esta razon se
altere la viabilidad de la bacteria y su patogenicidad.®® Sin embargo, en muchas
ocasiones, como consecuencia de las mutaciones los genes bacterianos 0 sus
reguladores pueden ser parcialmente modificados dando como resultado a
mutantes resistentes, los cuales pueden ser seleccionados por la presion que
provoca el uso de antibiéticos.?’ El proceso mutacional se puede ver reforzado
con los procesos de recombinacion, que también juegan un rol importante en la
evolucion de cepas resistentes a los antibiéticos.>* Un ejemplo que involucra a
estos dos mecanismos, lo constituyen las -lactamasas que confieren resistencia a
los antibiéticos B-lactdmicos de espectro extendido.*® Estas enzimas se producen
por mutaciones puntuales en los genes de beta lactamasa que afectan a un reducido
numero de antibioticos beta lactamicos. Estas mutaciones permiten que las nuevas
enzimas hidrolizen a los antibidticos B-lactamicos de espectro extendido
provocando su inactividad; de éstas, son muy conocidas las enzimas TEM y SHV,
las cuales se han encontrado ampliamente distribuidas en diferentes géneros de
enterobacterias, principalmente en E. coli y Klebsiella pneumoniae, sin embargo,

también se las encuentra en Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae y



Neisseria gonorrhoeae.® En el caso de la resistencia de Mycobacterium
tuberculosis a multiples drogas antituberculosas, se conoce que son las mutaciones
los mecanismos que generan dicha resistencia.?> Al contrario de lo que sucede en
otras bacterias, la resistencia de M. tuberculosis parece estar asociada
exclusivamente a mutaciones espontaneas producidas en el cromosoma
bacteriano, debido a la alta tasa a la que esta bacteria se multiplica dentro de las

cavidades pulmonares.®*

2.2 Transferencia horizontal de genes de resistencia

Es importante recalcar que la transferencia de genes de resistencia a los
antibidticos entre bacterias ha jugado un rol importante con graves implicaciones
en el campo de la salud. EIl fenotipo resistente suele ser codificado por genes
bacterianos localizados en el ADN cromosomal o plasmidico.® Una vez que los
genes de resistencia se han adquirido, éstos pueden movilizarse a otras cepas
mediante la transferencia horizontal y vertical de genes.® Cabe aclarar en este
punto, brevemente, los conceptos de evolucién vertical y horizontal; se denomina
evolucidn vertical (transferencia de genes a sus descendientes) a aquella que es
manejada por los principios de seleccion natural, es decir, cuando una mutacién
espontanea (que produce resistencia al antibidtico) ocurre en el cromosoma
bacteriano, la resistencia estard presente en todos los descendientes.”” En
presencia de los antibioticos, las bacterias sensibles mueren, mientras que los
mutantes resistentes sobreviven, se reproducen y de distribuyen en las
poblaciones (ver Gréfico No. 2).*" Por otra parte, la evolucién horizontal esta
relacionada con la adquisicién de genes de resistencia entre organismos de la
misma especie o de diferente especie.®3**° La transferencia horizontal de genes en
las comunidades microbianas es un hecho relevante en la emergencia de nuevas
funciones y especies, de manera que, se considera que el “fenémeno de la
resistencia bacteriana” es quiza un ejemplo sorprendente del impacto que ha

tenido la transferencia horizontal de material genético en el mundo microbiano.>



2.2.1

2.2.2

Muchas bacterias han desarrollado resistencia mediante los procesos de seleccién
y mutacion, y luego donan estos genes a otras bacterias a través de elementos de
intercambio genético como son: plasmidos autotransferibles, ADN desnudo,
bacteri6fagos, transposones Yy cassettes genéticos (integrones).***®*° La
transferencia de estos elementos extracromosomales entre diferentes bacterias
puede ocurrir mediante mecanismos de conjugacion, transformacion 'y
transduccion.”®* Mientras algunos mecanismos de transferencia horizontal de
genes se limitan a especies cercanas, otros, como la transformacion, suelen ocurrir

entre bacterias de diferente género y especie.?’

A continuacion se hara una breve descripcion de los elementos de intercambio

génico y de los mecanismos de la transferencia de genes entre bacterias.
Plasmidos:

Se consideran los principales vectores en la diseminacion de genes de resistencia
y de determinantes de virulencia en las diversas poblaciones bacterianas.*® Estos
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y pueden conferir

813 Intervienen en los mecanismos de

resistencia a varios antibiéticos a la vez.
conjugacion, por lo que se los denomina plasmidos conjugativos, pues participan
en la transferencia de genes en varios medio-ambientes, se caracterizan ademas
por ser altamente promiscuos.®™® En la actualidad se conoce que la transferencia
plasmidica es mejorada por eficientes donadores bacterianos llamados “brokers”,
los cuales se encargan de transferir plasmidos a alta frecuencia a células

receptoras de diferente especie o género.?

Transposones:

Son elementos moviles que tienen un rol muy importante en la diseminacion de
genes de resistencia y al igual que los plasmidos, también movilizan

determinantes de virulencia.®* Los transposones son segmentos de ADN que se



2.2.3
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pueden movilizar de un lado a otro en el genoma bacteriano,™® la mayoria de
estos elementos mdviles en bacterias se transponen directamente como ADN.
Estos segmentos de ADN (conocidos también como secuencias de insercion) que
se transponen, generalmente se encuentran flanqueados por secuencias o
repeticiones invertidas, las cuales son reconocidas por una proteina llamada
transposasa que facilita la movilizacion del transposén dentro del genoma
bacteriano.?® Los transposones bacterianos méas comunes son los genes de
resistencia a los antibidticos y se puede decir que la adquisicion del fenotipo
resistente ocurre con frecuencia durante los procesos evolutivos de los

transposones.*®

Fagos:

Son elementos que infectan diferentes especies bacterianas con determinantes de
virulencia y mediante el proceso de transduccién promueven la resistencia a los
antibidticos en bacterias; por su capacidad de interactuar con bacterias, se les

conoce con el nombre de bacteriéfagos.*

Integrones:

Si bien es cierto, es muy conocido el importante papel que juegan en la resistencia
y multirresistencia a los antibioticos los plasmidos y transposones, durante los
altimos afios ha surgido un nuevo elemento en el proceso evolutivo de
resistencia, denominado integréon. Los integrones son elementos naturales, o
mosaicos compuestos de secuencias de fagos y transposones que han sido
involucrados en la diseminacion de genes de resistencia mediante transferencia
horizontal.*”** Tienen la capacidad de adquirir e intercambiar segmentos de ADN
exogeno conocidos como cassettes de genes (marcos de lectura abiertos), los
cuales son capaces de integrarse a nuevos genes provenientes de diferentes
fuentes y expresar genes de resistencia a los antibi6ticos.”2**3’ Los integrones

participan en un sistema de recombinacion especifica, por lo tanto, contienen



sitios especificos de integracion para los genes de resistencia,?* (Gréfico 3) se los
considera ademas, como la principal fuente de multirresistencia en las bacterias
Gram-negativas, aunque también se los ha encontrado en bacterias Gram
positivas.**" Por otro lado, los integrones se pueden encontrar formados por
determinantes de virulencia.** La diseminacion de los integrones se realiza a

través de plasmidos y transposones.

Gréfico No. 3: Estructura de un integron.
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Los integrones estan formados por un gen de integrasa seguido de un sitio primario
de recombinacion att (cuadro plomo) y varios cassettes cada uno de los cuales
incluye un gen y un sitio de recombinacién de 59 bp (cuadros blancos). La
transcripcion es controlada por un promotor fuerte P, mientras que la integrasa se
transcribe por accion de un promotor Pint. (Ref 36. Martinez-Baquero 2002).

Los mecanismos a través de los cuales las bacterias intercambian genes en la naturaleza
son: conjugacién, transduccion y transformacion (Grafico No. 5). La conjugacion se
produce entre dos células y la transferencia unidireccional del material genético se realiza
por medio de una estructura conocida como pili sexual desde la célula donadora hacia la
receptora.’® Este mecanismo se considera como el mas importante dentro la transferencia
horizontal de genes. Durante el proceso de transduccion, un bacteriofago transfiere
genes a las bacterias receptoras.®® En la transformacién, el ADN es adquirido
directamente desde el medioambiente (exdgeno) y luego se recombina dando lugar a un

nuevo fenotipo (recombinante), tanto las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas son



capaces de capturar el ADN extrafio e incorporarlo a su genoma mediante la expresion de
un pili o de proteinas que se asemejan a esta estructura, es de esta forma como también se
adquieren los genes resistencia a los antibioticos.** En definitiva, la transferencia de
ADN de una bacteria a otra es un hecho de suma importancia en la evolucion del mundo
microbiano, y en el campo de la medicina, puesto que, este mecanismo es el
responsable de la diseminacion de determinantes de resistencia entre las diferentes

especies bacterianas.

Grafico No. 5: Mecanismos genéticos de la diseminacion de la resistencia.
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Los genes de resistencia se diseminan a través de varios elementos: plasmidos, transposones, bacteriéfagos,
ADN desnudos e integrones. (Ref: Stuart Levy & Bonnie Marshall. 2004)

3. Mecanismos bioldgicos de la resistencia bacteriana

La eficacia de los antibidticos para el tratamiento de infecciones bacterianas, depende
principalmente del mecanismo de toxicidad selectiva, es decir, de la capacidad que tiene

del antibiotico para atacar estructuras bacterianas sin causar dafio, o sélo causar pocos



efectos adversos sobre las células del huésped infectado.® Para realizar una terapia
antibacteriana, como ya se habia mencionando antes, se deben tomar en consideracién
los siguientes criterios: factores relacionados con el huésped y el farmaco, sitio de la
infeccion, efectos secundarios que puede causar el antibidtico, y la identificacion del
microorganismo que promueve la infeccién.>#%3*

En el caso de la resistencia bacteriana, la actividad del antibidtico trata de ser bloqueada a
través del mecanismo de resistencia creado por el microorganismo, de modo que es muy
importante conocer los mecanismos de accion de los antibioticos y los procesos por
medio de las cuales las bacterias acttan en contra de los mismos. Los antibidticos tienen
actividad bactericida (matan a los microorganismos) y/o bacteriostatica (inhiben el
crecimiento de los microorganismos).®® El espectro de accién de los antimicrobianos
puede ir de reducido a amplio, esto se refiere a la cantidad de especies bacterianas que
pueden ser afectados por los antibidticos. En la actualidad, para atacar nuevos blancos de
accion en las bacterias, se estan creando nuevas drogas con moléculas sintéticas con
amplio espectro y potencia.®® Con estas medidas, la medicina y la industria farmacéutica
pretenden frenar de alguna manera las estrategias de resistencia que las astutas e
inteligentes bacterias crean para protegerse de cualquier molécula quimica que vaya
dirigida en contra ellas. Los principales centros de ataque en las bacterias por parte de los
antibioticos son: la pared celular bacteriana, las proteinas y el ADN. (Gréfico No. 6).

Gréafico No. 6: Blancos de accién de los antibiéticos.
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Los agentes antibacterianos actlian sobre la pared celular, proteinas y ADN bacteriano (Ref. C.Walsh
2000).

Los antibidticos que acttan sobre la pared celular lo hacen inhibiendo la sintesis de
peptidoglucano, el momento en que se forman los enlaces cruzados de la pared celular
por accién catalitica de transpeptidasas y transglicosilasas.?® El grupo de antibiéticos que
tiene accion sobre la biosintesis de la pared celular son los beta-lactamicos (penicilinas y
cefalosporinas). Los antibacterianos también actlan sobre la sintesis de proteinas a nivel
de la estructura ribosomal de las bacterias, se incluyen en este grupo: aminoglucésidos,
tetraciclinas, macrolidos, oxazolidinonas, y por ultimo, tenemos a los farmacos que
interrumpen la replicacion del ADN, dentro de este grupo se encuentran las

fluoroquinolonas, trimetoprim- sulfametoxazol y metronidazol.*2°

Los principales mecanismos por medio de los cuales las bacterias combaten a los

antibi6ticos (Grafico No. 7) son:?%?>3%

% Inactivacion enzimatica del antibidtico: Los antibidticos son destruidos por

enzimas que son producidas por las bacterias, por ejemplo: Las B-lactamasas



destruyen a penicilinas y cefalosporinas por hidrélisis del anillo beta-lactamico.
Las esterasas hidrolizan a los aminoglucosidos.

% Impermeabilidad de la pared celular: Se produce por modificacién de las porinas
de la membrana externa de las bacterias Gram negativas. Ejemplo, se impide el
ingreso de B lactamicos, quinolonas y otros antibidticos. (Se relaciona con
mecanismos intrinsecos de resistencia en algunas especies bacterianas). En
muchas bacterias, este mecanismo, constituye parte de los mecanismos de
resistencia intrinsecos que pueden presentar frente al ataque de los antibioticos

+«+ Modificacion quimica del blanco sobre el cual actua el antibiotico. Ejemplos de
este mecanismo son las alteraciones producidas en las subunidades 30S y 50S del
ribosoma bacteriano que median en la resistencia a los aminoglucésidos,
macrolidos y cloranfenicol. Los cambios producidos en las proteinas ligadoras de
penicilina (PBP) promueven la resistencia a los antibioticos beta-lactdmicos. La
resistencia a la penicilina entre los Streptococcus pneumoniae se relacionan con
los cambios en la PBP.

¢ Expulsion del antibiético por un mecanismo de transporte activo (eflujo). Este
mecanismo se encuentra en la mayoria de las bacterias, asi por ejemplo, esta
presente en bacterias como Pseudomonas, E. coli. Las tetraciclinas se encuentran

entre los antibidticos que son expulsados por este sistema.

Grafico No. 7: Mecanismos bioquimicos de resistencia a los antibioticos.
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En la gréfica se observan los principales mecanismos por medio de los cuales las bacterias impiden el
ataque de los antibidticos. (Ref: Stuart Levy & Bonnie Marshall. 2004)

4. Resistencia a los antibidticos en Enterobacterias

Los problemas de resistencia a multiples antibidticos se detectaron por primera vez en
enterobacterias, como E. coli, Salmonella y Shigella.! Muchas bacterias entéricas, como
Enterobacter, Klebsiella, y otras no entéricas, como Pseudomonas aeruginosa Yy
Acinetobacter baumanii son la causa de infecciones nosocomiales que producen
importantes brotes epidémicos en la poblacion hospitalaria debido a la presencia de
multiples genes de resistencia a diferentes antibiéticos.® La mayorfa de los patdgenos
entéricos comparten la presencia de multiples genes de resistencia a los antibi6ticos®’ y su
diseminacion en una poblacion se encuentra relacionada a elementos de ADN, como
plasmidos y transposones los cuales se han asociado a elementos denominados
integrones.***® Los integrones se encuentran ampliamente distribuidos en enterobacterias

18,47

y pseudomanales, tanto en muestras clinicas, como en las comunidades. Por otro

lado, multiples mutaciones pueden ser acumuladas en una sola bacteria, de manera que,



esto daré lugar a la formacién de cepas con resistencia maltiple.® La diseminacién de un
unico clon predominante en las diferentes poblaciones, también favorece la resistencia a
maultiples antibidticos en enterobacterias. Segun el estudio realizado por Leverstein M.
et.al., laadquisicion de multiples genes de resistencia es mediada por integrones y, no es
un proceso que ocurre al azar, asi lo demuestran los modelos de resistencia que se
observan en E. coli, Proteus mirabilis y especies de Klebsiella, pues estos son casi
idénticos, por consiguiente, estas especies tendrian los mismos mecanismos de

adquisicion de maltiples genes de resistencia.*®

Escherichia coli es considerada como la enterobacteria mas importante de la flora
intestinal de humanos y animales, sin embargo, a pesar de pertenecer a la flora comensal
del tracto gastrointestinal, puede ser causante de enfermedades en el tracto
gastrointestinal, en el tracto urinario y sistema nervioso central en huespedes
inmunocomprometidos.® Las cepas que producen problemas diarreicos han sido
clasificadas en diferentes categorias: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica,
(EHEC), enteroinvasiva (EIEC) y enteroagregativa (EAEC).>**" Este grupo de bacterias
patogenas constituye la principal causa de diarrea en la poblacion infantil en el

mundo.3*%®

La flora fecal tanto de humanos como de animales, representa un gran potencial de genes
de resistencia a los antibioticos, asi como también, es el lugar donde se produce una
importante transferencia de genes de resistencia entre la flora comensal o no patogénica y
los microorganismos patégenos,** ademas, los genes de resistencia se diseminan entre
diferentes organismos de las mismas o diferentes especies." Algunas de estas cepas
resistentes pueden haber sido originadas por el consumo de alimentos previamente
tratados con antibi6ticos.”® La gran cantidad de E. coli existente, hace que éstas se
conviertan en los principales medios de transporte de genes de resistencia entre las
poblaciones humanas, animales y el medioambiente.?** La alta prevalencia de cepas de
E. coli resistentes encontrada en la flora normal es usada como indicador de resistencia a
los antibiéticos en las comunidades.” Se conoce ademas, que los mismos clones

resistentes a multiples antibioticos en la flora fecal son los que producen las epidemias de



infecciones de vias urinarias en diferentes comunidades,?>3%°°

asi por ejemplo, el mismo
clon de E. coli O15:K52:H1 caus6 un brote epidémico de cistitis, pielonefritis y

septicemia en Londres (1987) y en Barcelona (1988).%°

Con el fin de explicar la forma de como la infeccion de vias urinarias causada por E. coli
puede provenir de cepas que se encuentran en el intestino de humanos, se han
promulgado dos teorias: La teoria de la prevalencia, la cual sostiene que cepas fecales
numéricamente dominantes de E. coli son las que probablemente infectan el tracto
urinario; y, la teoria de la patogenicidad especial, que sostiene que un grupo especial de
la microflora intestinal que expresa marcadores de virulencia especificos es el que con
mayor probabilidad causa las infecciones de vias urinarias.”’ Los estudios realizados por
Schlager et al., con el fin de investigar la diversidad clonal de E. coli que coloniza tanto
el tracto gastrointestinal como el tracto urinario cuando ocurre una infeccion, sostienen
que hay una media de 2 a 3 clones de E. coli por muestra de heces fecales, mientras que,
el promedio de duracion de estos clones en las muestras de heces fecales es de 1.6
semanas.”’ De tal manera que, un clon dominante podia ser encontrado en un alto
porcentaje (93 %) en las muestras de heces analizadas.”” Cuando los clones dominantes
estaban presentes en heces fecales, también podian estar presentes en la periuretra y como
consecuencia, causar una infeccion de vias urinarias.” Estos resultados han servido de
soporte para la realizacion de estudios de clonalidad de E. coli en los intestinos de
humanos y animales sanos (ej. grupos clonales de resistencia). Segun Manges A.R et al.,
un solo grupo clonal de E. coli puede contribuir en el incremento de resistencia en los

aislados de E. coli de pacientes con infeccion de vias urinarias.*

5. Uso de técnicas moleculares para identificacién de clones

Varias técnicas moleculares han sido importantes en el esclarecimiento de las vias de
transmision que son esenciales en la diseminacion de patdgenos resistentes. Berge et.al
usaron electroforesis de campo pulsado (PFGE) para demostrar la rapida transmisién de
cepas multiresistentes de Salmonella Newport a través de los Estados Unidos en un

periodo de 14 afios.* Su estudio mostré un alto grado de correlacién entre algunos



modelos de sensibilidad a los antibioticos y el fingerprinting (huella digital) basado en el
ADN de las cepas. Otros estudios han demostrado la evidencia de que algunas
resistencias son clonales.! Por ejemplo, varios estudios descubrieron un diseminacién
significativa de un simple grupo clonal (grupo clonal A) de E. coli responsable de las
resistencia al Trimetoprim-sulfametoxazol (38-51%) en California, Michigan, vy
Minnesota.®® Otros estudios, también han encontrado grupos de casos de similar tipo

genético, asi por ejemplo, cepas de Staphyloccocus aureus resistente a la meticilina.*?

En el presente estudio se utilizaron cepas de Escherichia coli, aisladas a partir de
muestras de pacientes con y sin diarrea en la poblacion de Borbdn, las cuales fueron
sujetas a pruebas de sensibilidad antibidtica (Kirby-Bauer) y ERIC-PCR (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus- basados en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
para generar fingerprintings gendémicos a partir de ADN de E. coli. La distribucion de las
secuencias repetitivas en enterobacterias, proporciona informacién acerca de similitudes
genéticas de las cepas bacterianas.*®*® La técnica molecular empleada sirvié para
identificar los clusters (agrupamientos) de las diferentes cepas resistentes y de esta

manera ver como se movilizaron dentro de la poblacién analizada.



CIRCULACION DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI
RESISTENTES A LOS ANTIBIOTICOS EN COMUNIDADES
REMOTAS DE LA PROVINCIA DE ESMERALDAS

Il PARTE

6. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios la tasa de resistencia bacteriana a los antibidticos se ha
incrementado de manera alarmante, por lo que, este hecho se ha convertido en un serio
problema de salud publica en areas urbanas, peri-urbanas, rurales y en el mundo
entero.”'®# La pérdida de efectividad de los antibiéticos frente a las bacterias comenzé
casi desde la introduccion de la penicilina. Las primeras cepas resistentes a los
antibidticos aparecieron en los hospitales, lugares en donde se hace uso de la mayoria de
antibiéticos.”® Un ejemplo de ello, constituye la resistencia que presentd el
Staphylococcus aureus, uno de los primeros patégenos nosocomiales.’01®2%°7 | 4
determinacion de la sensibilidad y resistencia a los antimicrobianos de las bacterias
aisladas a partir de muestras clinicas es de vital importancia para el control y tratamiento
de pacientes infectados™®, sin embargo, la réapida evolucién de mecanismos de resistencia,

ha limitado la eficacia de estos agentes terapéuticos'®'’

, Y, por consiguiente, el
tratamiento de las enfermedades infecciosas se ha hecho cada vez mas dificil y costoso.
Como consecuencia de la gran epidemia de cepas resistentes, se ha producido un aumento
importante en las tasas de morbi-mortalidad, un riesgo incrementado de efectos
colaterales y en los costos de los cuidados de salud; esto sucede principalmente, en

pacientes hospitalizados.'*#%%%

La resistencia a los antimicrobianos ha dado lugar a la introduccion de una avalancha de
nuevas familias de antibidticos y nuevas generaciones de las mismas, que son utilizadas

de manera irracional y que contribuyen a la formacién de cepas multirresistentes.*® Son



estas cepas, las responsables del incremento en el nimero de infecciones en las unidades
de cuidados intensivos en hospitales, guarderias y otras comunidades.> Se conoce que
cada afo se producen millones de agentes antimicrobianos, de los cuales,
aproximadamente el 60 % son consumidos por humanos, y el 40 % restante es utilizado

en agricultura,>*®

sin embargo, segin A.E van den Bogaard et.al, en Holanda el consumo
de antibioticos en animales es mucho mas alto (300.000 Kg) que lo que sucede en
humanos (80.000 Kg).>* Se estima ademas, que el impacto econémico de la resistencia
bacteriana es de alrededor de cientos de millones de dolares cada afio, y depende del
nimero de muertes ocasionadas.>” Sin embargo, a pesar del incremento en la frecuencia
de la resistencia a los antibidticos existentes, la produccion de nuevos antimicrobianos ha
disminuido durante los Gltimos afios,®” tal como lo demuestra el Anexo No. 1, debido
principalmente, a que las poderosas industrias farmacéuticas que manejan el mercado de
fabricacion de medicamentos, encuentran mas rentable producir farmacos para
tratamientos de larga duracion y para enfermedades cronicas, que para tratamientos
cortos causados por infecciones bacterianas, ademas, el costo para produccién de nuevos
antimicrobianos es bastante elevado y toma un largo tiempo desarrollarlos para sacarlas
finalmente al mercado.'®*" El problema se agrava més en las regiones de mayor pobreza
en el mundo, en donde, la escasez de estos farmacos es aun mayor de lo que sucede en los

paises ricos, aunque el problema de resistencia sigue siendo el mismo en ambos casos.*’

En resumen, la alarma frente a las cepas resistentes es generalizada, puesto que , muchos
de los antibidticos a los cuales se tenia acceso hace algunos afos atras ya no son Utiles en
la actualidad, y, enfermedades tan graves como la tuberculosis, la meningitis, la
neumonia hoy en dia son muy dificiles de tratar. Es importante mencionar ademas, que
uno de los problemas de mayor gravedad en la actualidad son las cepas de
Staphylococcus resistentes a la vancomicina, ya que este antibidtico constituia la Gltima
alternativa para el tratamiento de Staphylococcus resistentes a la meticilina.****° Otros
microorganismos comunes, tales como: enterobacterias, Enterococcus, Pseudomonas,
Streptococccus pneumoniae, tienen el gran problema de presentar resistencia a multiples

antibioticos.’



El incremento en la frecuencia de la resistencia a los antibidticos se debe en gran medida,
a una combinacion de diferentes causas como son: caracteristicas de las bacterias,
presiones selectivas debidas al uso de antibidticos, aspectos politicos y socioecondémicos
de una poblacién, factores genéticos bacterianos y cambios demograficos.>®*° Si bien, el
uso de antibioticos en los seres humanos y en animales es considerado como el principal
factor en la emergencia de la resistencia a los antibidticos, se debe considerar, la
presencia de otros reservorios para las bacterias resistentes y genes de resistencia, asi
como, factores del huésped que lo predisponen a problemas infecciosos, y, por otra
parte, las dinamicas de transmision que promueven la diseminacion de las cepas

resistentes en las comunidades.®

En el Ecuador, si bien, ha sido documentada una alta prevalencia de cepas entéricas
resistentes a los antibidticos en centros urbanos, especialmente a los antibidticos de
primera linea, como lo demuestra un estudio reciente de prevalencia realizado en 13
hospitales de Quito, tal como lo indica la tabla No 1 (Anexo No. 2), sin embargo, la
prevalencia sobre resistencia bacteriana en areas rurales permanece desconocida. Por otro
lado, y en vista de que, la resistencia a los antimicrobianos es un gran problema que
continta incrementandose dia a dia en el Ecuador, al igual que en todo el mundo,
comprender las dindmicas de la emergencia, mantenimiento y los factores involucrados
en la diseminacion de cepas resistentes a los antibioticos en comunidades es de vital
importancia para intervenciones efectivas y es uno de los motivos para el desarrollo de

esta tesis.

Las vias de comunicacidn, entre comunidades, entre ciudades, entre pueblos cercanos y
lejanos, constituyen un factor muy importante en la circulacion y establecimiento de
bacterias resistentes en comunidades remotas.®*"*® El principal objetivo de este proyecto
de tesis fue estudiar la circulacion de genotipos de Escherichia coli resistentes a los
antibidticos en 21 comunidades remotas de la provincia de Esmeraldas, que tienen un
distinto grado de acceso al sistema vial ecuatoriano. Se propuso ademas, evaluar la
influencia de la nueva carretera en la diseminacion de cepas resistentes. Esta

investigacion forma parte de un importante proyecto de Ecologia de Desarrollo Sociedad



y Salud (ECODESS) que lleva a cabo la Universidad de California, Berkeley, y la
Universidad San Francisco de Quito, en la regién Noroccidental de la provincia de

Esmeraldas, en el Ecuador.

7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Poblacién en estudio y datos demograficos:

El presente estudio fue realizado en el cantén Eloy Alfaro de la provincia de Esmeraldas
(Ecuador). EIl area de estudio se encuentra localizada en la costa Noroccidental de la
provincia de Esmeraldas, tiene una extensién de 3.200 km? y una poblacién de
aproximadamente 20.000 habitantes (este dato representa el 5% de la poblacién de
Esmeraldas que tiene aproximadamente 390.000 habitantes). Dos importantes grupos
étnicos habitan la zona, los Afroecuatorianos (Negros) y Chachis. Aproximadamente, el
80% de la poblacién son negros que viven en comunidades y se asientan a lo largo de tres
rios: Cayapas, Santiago y Onzole. ElI 20% restante corresponde a indios Chachis. Los
Chachis, generalmente viven en las &reas més remotas a lo largo de estos rios. Los dos
grupos viven en areas geograficamente segregadas. La poblacion Chachi no fue tomada
en cuenta en este estudio, debido a que ellos no hablan espafiol. El canton Eloy Alfaro
esta formado por 12 parroquias y 150 comunidades, de éstas fueron seleccionadas para el
estudio 21 comunidades. Se tomaron en cuenta para esta seleccion tres variables: 1)
Tiempo de transporte desde Borbon; 2) El costo de transporte desde Borbén, y; 3)
Tamario de la poblacion de las comunidades. Borbon, es una poblacion considerada como
el principal centro comercial de la region y se encuentra localizada en la confluencia de
los principales rios, Cayapas y Santiago. EI mapa correspondiente a la region en estudio
fue creado usando una combinacion de mapas topograficos existentes e informacion

proporcionada por el Global Positioning System (GPS) (Ver Anexo No. 3). La edad



promedio de la poblacion fue de 16.6 afios. La distribucidn de la poblaciéon por género

fue de: 52% género masculino y 48% genero femenino.

7.1.1 Diseno del estudio: El disefio original del estudio es de casos y controles, sin
embargo, para establecer la prevalencia de resistencia a los antibidticos, se realiz6 un

disefio de corte transversal en pacientes con o sin diarrea.

7.2 Recoleccidn y procesamiento de las muestras

Un total de 358 muestras de heces fecales fueron recolectadas durante el lapso de un afio
(Julio del 2003 a Julio del 2004) en las 21 comunidades del canton Eloy Alfaro. Los
especimenes fueron colocados en contenedores limpios (bolsas plasticas) segun las
instrucciones recibidas por el equipo de trabajo del proyecto de Ecologia y de Desarrollo
Sociedad y Salud (ECODESS). Una pequefia porcion de cada muestra fue tomada con
hisopo e introducida en un tubo de Cary-Blair (medio de transporte), a continuacion las
muestras fueron trasladadas al laboratorio ubicado en la zona para ser sembradas en
placas de agar MacConkey para el posterior aislamiento de las bacterias entéricas. En el
laboratorio de microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito se tomaron las
colonias lactosa positivas y se sembraron en agar Chromocult™ (Merck) para
confirmarlas como Escherichia coli por la produccion de MUG (4-metil-umbeliferil-p-
glucorinidasa). Doscientos ochenta y ocho muestras tuvieron actividad de p-

glucorinidasa, por lo tanto, fueron consideradas como Escherichia coli.

7.3 Analisis de resistencia a los antibioticos

Las prueba de sensibilidad a los antibioticos fue realizada a todos los aislados de E. coli
y fue determinada por el método de difusion en disco, o técnica de Kirby-Bauer usando
agar Mueller-Hinton (Becton Dickinson), de acuerdo a las especificaciones del National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2001). Los discos de antibidticos
utilizados en el estudio fueron: ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol, cloranfenicol,

gentamicina, tetraciclina, cefotaxima y ciprofloxacino. Escherichia coli ATCC 25922



(American Type Culture Collection) fue utilizada como cepa de control de calidad. Se
midié los diametros de los halos de inhibicion de cada antibidtico y los aislados fueron

reportados como sensibles, intermedios y resistentes (NCCLS, 2001).

7.4 Fingerprinting genomico de las cepas de E. coli por ERIC-PCR

7.4.1 Liberaciéon del ADN:

Cada wuno de los aislamientos de E. coli resistentes a uno o mas de los antibidticos
empleados en el estudio, se cultivd en placas de agar nutritivo a 37°C durante 24 horas.
Se resuspendio el cultivo bacteriano en 5 ml de agua destilada estéril. Se tomo6 1 ml de la
suspension bacteriana y se centrifugd por 2 minutos a 12.000 rpm. Se resuspendio el
pellet (sedimento) en 100 pl de agua destilada estéril y se lo hirvio durante 10 minutos en
bafio Maria. Se centrifugd por 10 minutos y el sobrenadante fue utilizado como fuente de
ADN.

7.4.2 Amplificacion de ADN

El ensayo de fingerprinting (huellas digitales) por ERIC-PCR (enterobacterial-repetitive-
intergenic-consensus sequences-PCR), fue realizado utilizando 2 pmol de primer ERIC2
(5'-aag-taa-gtg-act-ggg-gtg-agc-g -3'), 1ul del sobrenadante (ADN) de la muestra para un
volumen final de reaccion de 25 pl. Para la amplificacion se utilizo6 Ready To Go PCR
Beads™ (Amersham-Pharmacia Biothech Estados Unidos). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 2 minutos iniciales de denaturaciéon a 94°C, seguido
de 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 60°C, 4 minutos a 72°C y 1 minuto de

extension final a 72°C.

7.4.3 Electroforesis y andlisis de los geles



A los fragmentos de PCR se los separd por electroforesis en gel de agarosa al 1% y
fueron tefiidos con bromuro de etidio. Se us6 como marcador de tamafio un ladder de 1
kb (Invitrogen). La secuencia del primer y el protocolo de amplificacion fueron
proporcionados por Lee W. Riley (Universidad de Berkeley). Los productos
amplificados por ERIC-PCR fueron visualizados por transiluminacién ultravioleta. Los
perfiles electroforéticos fueron analizados con el programa Kodak 1D Image Analysis
SoftwareTM, Eastman Kodak Company. Los dendrogramas obtenidos a partir de los
pesos moleculares de cada banda fueron construidos con el programa estadistico
NTSYSpc Version 2.11f Copyright © 1986-2002 Applied Biostatistics Inc. La
construccion de los clusters (agrupamientos) fue realizado con el método UPGMA
(unweighted-pair-group method with arithmetic linkages) y los porcentajes de similitud
entre los modelos fueron calculados con el coeficiente Dice de diversidad.

7.5 Andlisis estadistico

Se realizaron estadisticas descriptivas tales como frecuencias y porcentajes. Con el fin de
observar si existe relacion directa entre las distancias de las comunidades estudiadas y el
porcentaje de resistencia a los antibidticos encontrado en ellas, se realiz6 el analisis
estadistico de correlacion utilizando el programa estadistico SPSS 12.0 for windows
(Tablas 6 y 7). Para tal efecto se midi6 las distancias en Km desde cada comunidad a
Borbon (principal centro comercial de la zona en estudio) ubicado en la principal via de
comunicacion del area, y a dos puntos mas de la carretera, es decir, de cada comunidad a
la comunidad de San Agustin (comunidad No. 3, se encuentra en la carretera) y de cada
comunidad al punto mas cercano de la carretera, estas dos Ultimas mediciones se las

realiz en milimetros en el mapa de la zona en estudio (Anexo No. 3).



8. RESULTADOS

Se analizaron un total de 358 muestras de heces de los habitantes del canton Eloy Alfaro,
provincia de Esmeraldas (Ecuador), de las cuales se aislé enterobacterias fermentadoras
de lactosa, para determinar los patrones de resistencia a antibiéticos y su distribucién. De
estos aislamientos, 288 (80.44%) correspondieron a Escherichia coli (con actividad de
B-glucoronidasa o chromocult positivas), 59 cepas (16.46%) no fueron E. coli
(chromocult negativas), 10 cepas (2.8%) estaban muertas y una fue identificada como
Klebsiella oxytoca (0.3%) (Gréfico No. 7).
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Grafico No. 7: Analisis de 358 cultivos bacterianos aislados de muestras de heces de pobladores del

cantén Eloy Alfaro, Provincia de Esmeraldas, Ecuador. El grupo de cepas chromocult positivas
corresponden a Escherichia coli (288 cepas). A este grupo se realizaron las pruebas de sensibilidad a los
antibidticos.

Se realizaron las pruebas de sensibilidad a los 288 aislados de E. coli, de éstos, 118 cepas
(41.0%) presentaron resistencias a los diferentes antibioticos utilizados: ampicilina,
trimetoprim-sulfametoxazol, cloramfenicol, tetraciclina, gentamicina, ciprofloxacino y

cefotaxima; y, las 170 (59%) cepas restantes no presentaron resistencia alguna a los



antibioticos empleados. Se debe aclarar que tres cepas resistentes (1.0%) se perdieron
cuando se iba a confirmar la sensibilidad al disco de tetraciclina. (Grafico No. 8).

” 59.0% O Sensible
O Resistente

Grafico No. 8: Porcentaje de sensibilidad y resistencia que presentan las 288 cepas de Escherichia coli.

El 41.0% de un total de 288 cepas de E. coli fueron resistentes a los antibidticos utilizados en el estudio y el

59% fueron sensibles. El 41 % corresponde a 118 cepas resistentes..

Diferentes patrones de sensibilidad se establecieron después de medir los halos de
sensibilidad (sensible, resistente e intermedio) de los 288 aislamientos de E. coli. El
namero de cepas sensibles y resistentes a los siguientes antibidticos - ampicilina,
trimetoprim-sulfametoxazol, cloranfenicol, tetraciclina, ciprofloxacino, gentamicina y
cefotaxima - se encuentran detallados en la tabla No. 1. S6lo se encontraron 2 cepas con
sensibilidad intermedia al ciprofloxacino. El porcentaje de resistencia a cada antibiotico
fue el siguiente: tetraciclina (33.7%), ampicilina (28.1), trimetoprim-sulfametoxazol
(25.3), cloranfenicol (6.6%), ciprofloxacino (1%), tal como lo muestra la tabla No. 2. En
el caso del ciprofloxacino, se tomaron en cuenta tanto la cepa resistente como las dos con
sensibilidad intermedia para sacar el porcentaje de resistencia. Para efecto de los

siguientes calculos s6lo se tomaran en cuenta las 115 cepas que presentaron resistencia a



los 7 antibidticos usados (las 3 restantes se perdieron). En cuanto a cefotaxima y
gentamicina, se observo que todas las cepas de Escherichia coli fueron sensibles a estos

antibioticos.

Tabla No. 1: Sensibilidad y Resistencia de los 288 aislados de Escherichia coli a cada

unos de los siete antibidticos empleados en el presente estudio.

%
Antibidticos | Sensible | Resistente | Intermedio | Resistencia
N=288
Ampicilina
207 81 0 28.1
Trimtoprim-
215 73 0 25.3
sulfametoxazol
Cloranfenicol
269 19 0 6.6
Ciprofloxacino
285 1 2 1.0
Tetraciclina
191 97 0 33.7
Gentamicina
288 0 0 0
Cefotaxima
288 0 0 0

Los antibidticos frente a los cuales se encontré mayor ndmero de resistencias son Ampicilina, trimetoprim-

sulfametoxazol y tetraciclina. N=288

En el presente estudio se establecieron diferentes grupos de resistencia, asi: 39 cepas
(33.9%) de las 115 presentaron resistencia a tres antibi6ticos: ampicilina, trimetoprim-
sulfametoxazol y tetraciclina; 18 cepas (15.65%) presentaron resistencia a tetraciclina, 13
cepas (11.3%) presentaron resistencia a ampicilina y tetraciclina; 11 cepas (9.56)
presentaron resistencia a ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol, cloranfenicol vy

tetraciclina; 10 cepas (8.7%) presentaron resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol y



tetraciclina, 6 cepas (5.22%) presentaron resistencia a Ampicilina, trimetoprim-
sulfametoxazol, cloranfenicol, ciprofloxacino y tetraciclina. Se puede ver claramente que
el grupo que presenta mayor nimero de cepas resistentes es el que corresponde a
ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, a este le sigue en numero de
resistencias, el grupo que corresponde a ampicilina y tetraciclina; ademas, se observa un
alto porcentaje de cepas que presentan resistencia a las tetraciclinas.

Tabla No. 2: Distribucion de los trece fenotipos resistentes de E. coli encontrados en el

estudio.

Grupo de antibioticos No. cepas r:/;i:tirr)]atl:s

Amp, TMP-SMX, Clo, Cip,Te 2 1.74
Amp, TMP-SMX, Clo,Te 11 9.56
Amp, TMP-SMX,Te 39 339
Amp, TMP-SMX,Clo 2 1.74
Amp,Clo, Te 3 2.61
TMP-SMX,Te 10 8.7

Amp, TMP-SMX 4 3.48
Amp,Te 13 11.3
Amp, Clo 1 0.87
Cip,Te 1 0.87
TMP-SMX 5 4.35
Amp 6 5.22
Te 18 15.65

El grupo que presenta el mayor porcentaje de resistencia corresponde a Ampicilina, trimetoprim-
sulfametoxazol y tetraciclina (33.9%) seguido del grupo correspondiente a la tetraciclina (15.65%). Veinte
y nueve cepas fueron resistentes a un solo antibiético y 86 fueron resistentes a mas de un antibiético Amp:
ampicilina; TMP-SMX: trimetoprim-sulfametoxazol; Clo: cloranfenicol; Te: tetraciclina; Cip:

ciprofloxacino. Total de cepas resistentes en el estudio = 115

Se cuantificaron las muestras recibidas por cada comunidad, con el fin de conocer el
nimero de muestras tomadas, el nUmero de muestras que presentaba resistencia a los
antibioticos y el porcentaje de resistencia en cada una de las comunidades del estudio.
Los resultados obtenidos se pueden observar en la tabla No. 3. La poblacion del grupo de

estudio (21 comunidades del cantén Eloy Alfaro) fue sometida a un censo para establecer



el nimero de individuos (residentes) y el nimero de casas por cada comunidad. Los datos
arrojados por el censo realizado indicaron que el tamafio de la muestra era de 4,212
residentes los cuales fueron censados en 1085 casas. El nimero de residentes se
encontraba distribuido de manera desigual en las 21 comunidades y aproximadamente el
50% de ellos formaban parte de las cuatro principales y mas grandes comunidades, esto
es: Coldn Eloy con 19.6% del total de habitantes, Santo Domingo con 11.2%, Timbiré
con 11.0% y Telembi con 6.7%. Los mayores porcentajes de resistencia se presentaron en
San Augustin (67.6%), Wimbi (62.5%), Paya de Oro (58.3%) y Timbiré (53.8%) De la
comunidad Tangaré, no se tomaron muestras, por lo tanto, no tenemos el dato de

resistencia tal como lo demuestra la Tabla 3.

Tabla No. 3: Comparacion del tamafio de las comunidades, el nimero de cepas

resistentes a los antibidticos en cada comunidad y el porcentaje de resistencia.

Tamaiio | No. Casas Total de % de
No. de
de la por muestras cepas
. . ) cepas .
Comunidad poblacion | comunidad tomadas ) resistentes
Resistentes

vs % vs % vs % n=115

San Miguel (21) 122 (3) 23 (2 13 (10.7) 7 53.8(5.7)
Trinidad (20) 98 (2 18 (2) 3(3.1) 1 33.3(1)
Telembi (19) 281 (7) 68 (6) 39(13.9) 16 41.0(5.7)

El Rosario (18) 112 (3) 22 (2 7(6.3) 0 0.0(0)
Sto. Domingo (17) | 471 (11) | 109 (10) 39(8.3) 11 28.2(2.3)

Arenales (16) 144 (3) 46 (4) 3(2.2) 0 0.0(0)
Vaquerita (14) 24 (1) 6 (1) 6(25) 1 16.7(4.2)
Las Cruces (13) 101 (2) 24 (2) 10(9.9) 3 30.0(3)
Naranjal (12) 61 (1) 17 (2) 11(18) 3 27.3(5)
Playa de Oro (11) 230 (6) 59 (5) 12(5.2) 7 58.3(3)
Guayabal (10) 128 (3) 38 @) 2(1.6) 1 50.0(0.8)
Wimbi (9) 316 (8) 90 (8) 16(5.1) 10 62.5(3.2)
Roca Fuerte (8) 146 (4) 39 @) 20(13.7) 4 20.0(2.7)

La Pefia (7) 99 (2 22 (2 1(2) 0 0.0(0)

Quinto Piso (6) 63 (2 17 (2) 3(4.8) 0 0.0(0)
Colén Eloy (5) 824 (20) | 210 (19) 27(3.3) 10 37.0(1.2)




Timbiré (4) 463 (11) | 137 (13) 13(2.8) 7 53.8(1.5)
San Agustin (3) 277 (7) 72 (7) 34(12.3) 23 67.6(8)
La Loma (2) 121 (3) 31 (3 23(19) 9 39.1(7.4)
Ranchito (1) 49 (1) 9 (1) 6(12.2) 2 33.3(4.1)
Tangaré (15) 82 (2 28 (3) 0(0) 0 0.0(0)
Total 4212 1085 288 115

La poblacion esta distribuida en 21 comunidades y el 50% de sus residentes habitan en cuatro grandes
comunidades: Colén Eloy (19.6%), Santo Domingo (11.2%), Timbiré (11.0%) y Telembi (6.7%). Los
mayores porcentajes de resistencia fueron encontrados en San Agustin (67,6%), Wimbi (62.5%), Playa de
Oro (58.3%) y Timbiré (53.8%). De la comunidad Tangaré, no se tomaron muestras, por lo tanto, no

tenemos el dato de resistencia en esta comunidad.

Basados en los porcentajes de resistencia encontrados en cada una de las comunidades
analizadas en el presente estudio, se determind el porcentaje de resistencia que presentaba
cada antibiotico frente al nimero total de cepas resistentes hallados en las comunidades
en estudio, de manera que, los datos obtenidos se encuentran detallados en la tabla No. 4.
Las comunidades en las cuales el nimero de muestras tomadas fue mayor, corresponden
a Telembi (19), Sto Domingo (17), Colon Eloy (5) y San Agustin (3) marcadas con
asterisco en la tabla. Las comunidades que presentan mayor nimero de resistencias son
las mismas ya mencionadas y se adiciona al grupo la comunidad Wimbi (9). Los
antibidticos frente a los cuales se presenta alta resistencia son ampicilina (Amp),
trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX) y tetraciclina (Te), en la tabla 4 se encuentran
en detalle, Gnicamente las comunidades en las que se tomd el mayor nimero de muestras
y en las que se encontré el mayor niUmero de cepas resistentes, las comunidades que en

las cuales hay baja resistencia y bajo nimero de muestras no estan descritas en la Tabla 4.

Tabla No. 4: Relacién entre el nimero de muestras tomadas en cada comunidad y el

porcentaje de cada antibidtico con respecto al total de cepas resistentes.

) n=muestras | n=Cepas TMP- )
Comunidades ) Amp Te Clo Cip Ge | Ctx
tomadas resistentes SMX
21 13 7 57.1 | 85.7 | 85.7 | 143 0 0 0

19* 39* 16* 68.8 | 68.8 | 93.8 | 18.8 0 0 0




17* 39* 11* 60 50 90 20 0 0 0
11 12 7 100 714 | 714 | 428 0 0 0
9 16 10* 778 | 778 100 | 222 | 111 0 0
8 20 4 50 25 25 0 0 0 0
5% 27* 10* 70 60 80 10 0 0 0
4 13 7 428 | 14.3 100 0 0 0 0
3* 34* 23* 826 | 826 | 783 | 174 4.3 0 0
2 9 9 60 50 80 20 0 0 0

La comunidad 3 presenta el mayor nimero de cepas resistentes frente al resto de comunidades descritas en
la tabla. Las comunidades que presentaban bajo nimero de muestras y bajo nimero de cepas resistentes no
se encuentran detalladas en la presente tabla. Las comunidades marcadas con asterisco representan a
aquéllas en las que se tomd mayor nimero de muestras.

Segun el andlisis estadistico de correlacion, no se observa significancia (p<0.05) entre las
distancias obtenidas y el porcentaje de resistencia encontrado, los valores de p obtenidos
son superiores a 0.05. Ver las tablas No. 5 y 6. Sin embargo, cuando se realizaron los
analisis de regresién con las variables dependiente (porcentaje de resistencia) e
independiente (porcentaje de muestras), se encontré que la proporcion de muestras
tomadas en las comunidades si presentd una relacion estadisticamente significativo de
0.027 (p<0.05), es decir que a mayor numero de muestras tenemos mayor resistencia. Ver
las tablas 5y 7.

Tabla No. 5 Relacion entre los porcentajes de muestras resistentes y las distancias de

cada comunidad.

) ) ) ) Distancias
% % ] ] Distancias | Distancias
) Distancias ala
Comunidades | muestras | muestras a Borbon | aS. Agustin
) Km Carretera
tomadas | resistentes mm mm
mm

21 10.7 53 78.4 1215 104.0 76.0




19* 6.4 5.7 60.6 100.0 82.0 61.0
17* 8.3 2.3 50.1 104.0 99.5 73.0
11 5.2 3.0 45.8 103.0 735 56.0
9 5.0 3.2 54.6 90.0 61.0 46.0
8 137 2.7 39.2 62.5 35.0 23.0
5 3.0 1.2 16.8 38.0 9.0 6.0
4 2.8 15 26.8 64.0 37.0 27.0
3* 12.3 8.3 125 29.0 0.0 0.0
2 19 7.4 7.0 15.0 38.5 15.0

No se observa correlacion entre las distancias (en km y en mm) y la resistencia a los antibiéticos, mas bien
existe correlacion entre el porcentaje de muestras tomado y el porcentaje de resistencia. Los asteriscos

indican que esas son las comunidades donde mayor nimero de muestras se tomo.
Tabla No. 6: Correlacion entre los porcentajes de resistencia a los antibidticos
encontrados y las distancias de las comunidades a Borbon, a San Agustin y a la carretera.

Coeficientes

Coeficientes no Coeficientes .
Modelo . ; t Sig.
estandarizados estandarizados
B Std. Beta
Error
1 (Constante) 5.001 4.600 1.087 327

o . .
% resistencia 475 215 1.008 | 2212 .078
Borbon (mm) 128 126 -1.891 | -1.014 357




San Agustin

-.409 .325 -5.947 | -1.257 .264

Carretera (mm)

.687 .554 7.722 1.241 270

En la tabla no se observa correlacion entre el porcentaje de resistencia a los antibiéticos y
las distancias a Borbon, San Agustin y al punto mas cercano de la carretera desde cada u-
na de las comunidades de las comunidades sefialadas, en estos casos, los valores de p son:
0.357 (Borbon), 0.264 (San Agustin) y 0.270 (Carretera). La significancia estadistica se es

tablece cuando p<0.05. Los resultados de la tabla fueron calculados con el programa esta-
distico SPSS 12.0 for windows

Variable dependiente: % de resistencia
B: Coeficientes no estandarizados
Beta: Coeficientes estandarizados

t: distribucion

Tabla No. 7: Correlacion entre el porcentaje de resistencia a los antibiéticos encontrados
y el porcentaje de muestras.

Coeficientes
Coeficientes no Coeficientes .
Modelo t Sig.
estandarizados | estandarizados
Std.
B Beta
Error
1 (Constante) 1238 | 1.199 1.032 332
% de resistencia 327|120 692 2.714 027




En la tabla, se establece correlacion entre el porcentaje de resistencia a los antibi6ticos
y el porcentaje de muestras tomadas, p = 0.027. La significancia estadistica se estable-
ce cuando p<0.05. Los resultados de la tabla fueron calculados con el programa estadis
tico SPSS 12.0 for windows.

Variable dependiente: % de resistencia
B: coeficientes no estandarizados
Beta: Coeficientes estandarizados

t: distribucion

El analisis de tipificacion molecular realizado por ERIC-PCR (Enterobacterial repetitive
intergenic consensus — PCR) fue llevado a cabo en los 115 aislados de E. coli. Los
resultados de ERIC-PCR fueron obtenidos a partir de los 13 patrones de resistencia
establecidos en los tests de sensibilidad a los antibioticos (Kirby-Bauer). Los patrones
electroforéticos (fingerprintings) obtenidos de las muestras de ADN de las cepas de
E.coli resistentes a ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol y tetraciclina, principal grupo
de resistencia (33.9%) en el estudio, mostraron diferentes nimero de bandas con
diferentes pesos moleculares. Se establecieron dos grupos dentro de este fenotipo. El
dendrograma obtenido a partir del modelo de ERIC-PCR correspondiente al fenotipo
resistente a ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol y tetraciclina (grupol), deja
visualizar claramente 3 clusters (agrupamientos): el cluster A incluye dos cepas clonales
en los aislados de las comunidades 21 y 4; el cluster B tiene dos cepas clonales en los
aislados de las comunidades 11y 5; y en el C no se encuentran grupos clonales. El
porcentaje de similitud entre los clusters es de 74%. En el segundo grupo del mismo
fenotipo se observan tres clusters; tanto el B como el C presentan cepas clonales en las
comunidades 17, 2 y 19. En el cluster A no se identifican clones. El porcentaje de
similitud entre estos clusters es de aproximadamente el 89%. Los patrones
electroforéticos de las cepas resistentes a la tetraciclina dan como resultado un
dendrograma que muestra la presencia de dos principales clusters, en el A se encuentran
dos cepas clonales en las comunidades 3 y 9, mientras tanto, en el cluster B no se
encuentra ningun grupo clonal. El porcentaje de similitud entre clusters es del 62%. Los
patrones obtenidos del fenotipo resistente a ampicilina y tetraclina produjeron un

dendrograma en el cual se visualiza la presencia de un cluster importante, el A, en este se



observan cepas clonales en las comunidades 3 y 9; en el B no se encuentran clones. El
porcentaje de similitud en este grupo es del 81 %. En cuanto a los patrones establecidos
en el grupo que presenta resistencia a la tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxazol,
también se encuentran dos clusters, en el A se observan cepas clonales en las
comunidades 21 y 9, entretanto, en el cluster B no se observa ningn grupo clonal. El
porcentaje de similitud en este caso es de aproximadamente el 54 %. Los patrones
electroforéticos establecidos a partir de los aislados resistentes a ampicilina, tetraciclina,
cloranfenicol y trimetoprim-sulfametoxazol, muestran dos clusters, en el A se puede ver
la presencia dos cepas clonales aisladas en la misma comunidad, es decir, en la
comunidad 11, mientras que en el cluster B no se visualizan grupos clonales. El
porcentaje de similitud en este grupo de cepas resistentes es del 54%. Los patrones
electroforéticos correspondientes al grupo resistente a la ampicilina produjeron un
dendrograma en el que se observan dos clusters, el A, presenta cepas clonales aisladas de
las comunidades 11 y 14 y de las comunidades 11 y 10; en el cluster B no visualizan
cepas clonales; y el porcentaje de similitud en este grupo es del 27%. En el caso de la
resistencia al trimetoprim-sulfametoxazol, el mismo clon se observa en 4 de las 5
comunidades donde se encuentra este fenotipo de resistencia, estos 4 clones estan
agrupados en el cluster A. El porcentaje de similitud entre los dos grupos es del 11%, sin
embargo, las cuatro cepas clonales (cluster A) es del 100% EI dendrograma producido a
partir del fenotipo resistente a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazol establece dos
clusters, en el A, se pueden observar cepas clonales en las comunidades 3 y 17. El
porcentaje de similitud de los dos clusters es del 20 % EI dendrograma relacionado con
los aislados que presentan resistencia a ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina, tiene dos
clusters, el B presenta dos clones en las comunidades 17 y 2, el cluster A no presenta
ningun grupo clonal. En este caso no se observa similitud entre los dos clusters (0%). El
dendrograma  que representa al fenotipo resistente ampicilina, cloranfenicol,
trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina y ciprofloxacino presenta dos grupos clonales
aislados en las comunidades 9 y 3. En este grupo, cabe resaltar, solo se tomaron dos
muestras y las dos cepas aisladas fueron clonales (Ver Anexo No. 4: Dendrogramas y

Anexo No. 5: Electroforesis).






9. DISCUSION

Estudios de prevalencia de resistencia a los antibioticos han demostrado que la
resistencia puede estar relacionada, con cambios demograficos.®” El tamafio de las
poblaciones, las migraciones poblacionales, los viajes y el contacto entre individuos que
habitan en comunidades aislados con aquellos de las grandes urbes o con aquellos que
estuvieron hospitalizados, ha promovido el auge de cepas resistentes®*®*. En el presente
estudio, llevado a cabo en el canton Eloy Alfaro, localizado en la provincia de
Esmeraldas, Ecuador, poblacion relativamente aislada de las areas urbanas; las 21
comunidades analizadas tienen poco grado de conectividad vial entre si, sin embargo, la
construccién de la principal via de acceso en la zona, parece haber influido de alguna
manera en el aumento de resistencia a los antibioticos, tal como lo demuestran los datos
obtenidos en este trabajo. En el estudio se emplearon cepas de Escherichia coli,
(importante comensal del tracto gastrointestinal) obtenidas de materia fecal de personas
sanas Yy enfermas (con diarrea). Es importante destacar, que éste es el primer estudio de
resistencia a los antibioticos en Escherichia coli realizado en comunidades remotas del
Ecuador. Por este hecho, no hay datos de otros estudios en condiciones similares con los

que se pueda realizar un analisis comparativo de esta problematica.

Con el fin de determinar la sensibilidad a los antibioticos, se utilizd la técnica de difusion
en disco (Kirby-Bauer). Los resultados obtenidos en este trabajo, demuestran una alta
prevalencia (41%) de cepas de Escherichia coli resistente a los antibi6ticos (ampicilina,
trimetoprim-sulfametoxazol, cloranfenicol, tetraciclina, ciprofloxacino, gentamicina y
cefotaxima) en las 21 comunidades del canton Eloy-Alfaro. Un alto nivel de resistencia
fue encontrado con respecto a la tetraciclina (37.7%), nivel que tiene similitud con lo que
se describe en otros estudios de resistencia (Marilyn Roberts, 2005), pues aunque el uso
de tetraciclinas ha disminuido considerablemente en la actualidad, la fuerte presion
selectiva ejercida por el gran consumo de esta droga desde su aparecimiento, incremento
de manera alarmante los niveles de resistencia, de manera que, ain hoy, despues de que

la presion selectiva se ha reducido, se mantienen altas tasas de resistencia a la tetraciclina



debido a la estabilizacion de mdltiples genes de resistencia y a la diseminacion de
multiples clones de resistencia en las poblaciones bacterianas.”® Sin  embargo, es
importante sefialar, que si bien el uso de esta droga en humanos ha disminuido, el uso en
veterinaria como promotor de crecimiento y en terapéutica todavia es muy alto. Se debe
también resaltar, que un factor que incide en el amplio uso de tetraciclinas en la
actualidad, es su bajo costo. Los niveles de resistencia a la ampicilina (28.1%) y al
trimetoprim-sulfametoxazol (25.3%) entre las cepas de E. coli también fueron altos, en
comparacion con el resto de antibidticos empleados. Cabe mencionar que, la resistencia
al trimetoprim-sulfametoxazol, muy comuin en comunidades, esta frecuentemente

asociada con la resistencia a multiples antibioticos, entre los cuales tenemos a

ampicilinas, aminoglucésidos, cefalosporinas, cloranfenicol y tetraciclinas, ¥ 'y
generalmente, se asocia a la presencia de elementos moviles llamados integrones, los
18,47

cuales se distribuyen ampliamente en enterobacterias y en bacterias pseudomonales.
Este mecanismo de resistencia le permite a la bacteria capturar cassettes de resistencia
adicionales, en un orden determinado y no al azar.*’ Con respecto a la quinolona
(ciprofloxacino), aunque s6lo alcanzd un bajisimo nivel de resistencia (1%) en el
estudio, es importante indicar que la resistencia cromosomal a este grupo de agentes
antibacterianos es facilmente transferible,®® por lo que, la experiencia en otros paises
demuestra que la resistencia se ha incrementado notablemente debido a la presion
selectiva ejercida por el exagerado uso de estos antibidticos.”® La resistencia a las
quinolonas en el Ecuador tal como lo demuestra el Anexo No 2 ha aumentado de manera
considerable en los ultimos afios. En todo caso, tanto cefotaxima (0%) como gentamicina
(0%) y cefotaxima (0%) parecen ser los antimicrobianos mas activos contra E. coli. Se
establecieron ademas en este estudio, grupos de resistencia con diferentes combinaciones
de antibidticos (varios fenotipos de resistencia), y el grupo frente al cual se presentd la
mayor prevalencia de resistencia fue el que corresponde a la ampicilina, trimetoprim-
sulfametoxazol y tetraciclina (33.9%), lo cual no hace mas que corroborar, lo que se

menciond anteriormente en cuanto a la resistencia de estos tres antibidticos.

Numerosos métodos de tipificacion molecular han sido desarrollados en la actualidad,

estos procedimientos son de gran importancia en la investigacion del origen de las cepas,



relacion clonal y epidemiologia. Aunque PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) es la
técnica considerada como Gold Standard en el campo de la tipificacion molecular por su
alto poder discriminatorio y por su alta reproducibilidad, la utilidad de ERIC-PCR ha sido
demostrada ampliamente en la deteccidén epidemioldgica de cepas de Escherichia coli
resistentes a los antibidticos, ademas, constituye una técnica facil y de bajo costo en
relacion con PFGE. En el presente trabajo, empleamos el método ERIC-PCR, con el fin
de investigar variabilidad genética y evaluar relacion clonal en las cepas de E. coli
resistentes a los antibidticos, sin embargo, hay que tomar en cuenta, que la
electroforesis de campo pulsado constituye el método de eleccion para la tipificacion
molecular de cepas de E. coli. Se produjeron varios modelos de fingerprintings, de
acuerdo a los patrones de resistencia previamente establecidos por los tests de
sensibilidad realizados a los aislados de E. coli. A partir de los perfiles electroforéticos,
se construyeron dendrogramas mediante el uso del sistema UPGMA (Unweighted-pair-
group method with arithmetic linkages), y los porcentajes de similitud entre los modelos
fueron calculados con el uso del coeficiente Dice de diversidad. Los resultados obtenidos
de este andlisis indican que la diseminacion de cepas resistentes a los antibidticos en estas
comunidades es de origen clonal. Si bien es cierto, en los patrones electroforéticos se
observa variabilidad en el nimero de bandas que tiene cada muestra, los dendrogramas
dejan visualizar con claridad la presencia de grupos clonales en los trece fenotipos de
resistencia obtenidos en este estudio. Es importante sefialar que, en el caso de los aislados
resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol, se observa el mismo clon distribuido en cuatro
de las cinco comunidades en donde de encontré este fenotipo de resistencia. Con
respecto, al dendrograma correspondiente al grupo de cepas resistentes a ampicilina,
tetraciclina, cloranfenicol y trimetoprim-sulfametoxazol, se pudo visualizar en el cluster
A la presencia de dos cepas clonales dentro de la misma comunidad (11), es decir, con
este resultado se estaria validando la metodologia empleada en este trabajo. Por otro lado,
es preciso destacar ademas, que las cepas clonales mas frecuentes en el presente estudio,
constituyen aquellas aisladas en las comunidades 3y 9, por lo que se podria deducir, que
existiria una estrecha relacion entre estas dos comunidades, debido posiblemente a un

mayor nimero de acercamientos interpersonales.



Los hallazgos de este estudio, sugieren que al parecer la alta prevalencia de cepas de
Escherichia coli resistentes a los antibidticos estaria probablemente influenciada por la
presencia de la nueva carretera en la zona, pues se observé que la comunidad 3, que se
encuentra atravesada por esta via, constituye el principal reservorio de cepas resistentes a
los antibidticos, ya que en esta poblacion, se encuentran distribuidos los trece fenotipos
de resistencia reportados en este trabajo. Ademas esta comunidad tiene una conexién
cercana a Borbdn, poblacion considerada como el principal centro de la region, y es el
lugar donde se encuentra el hospital de referencia de la zona de estudio. Al parecer la
comunidad 3 es un centro importante de llegada y salida de individuos que migran desde
y hacia el resto de comunidades (20 comunidades), basicamente, a través vias de
comunicaciones fluviales. Cabe mencionar, que las migraciones poblacionales en el area
de estudio son constantes, de manera que, en la comunidad 3 se podrian producir
encuentros continuos de individuos que viajan de una comunidad a otra, y posiblemente,
estos serian los causantes de la diseminacion de cepas resistentes en las 21 comunidades
del cantén Eloy Alfaro. Por otro lado, se evalu6 estadisticamente la correlacion entre las
distancias de cada una de las comunidades a la nueva y principal via de acceso, y no se
encontré correlacion alguna, es decir, aparentemente, en este estudio, la distancia
pareceria no ser el factor de riesgo que promueva la diseminacion de cepas resistentes a
los antibioticos, tal como se describe en otros estudios. En resumen, la distribucion de
resistencia a los diferentes antibidticos empleados en el estudio, coincide con lo que se
esperaba y con lo que se reporta en otros estudios similares,®” es decir, se encontraron
altas frecuencias de resistencia a los antibioticos méas antiguos: tetraciclina, ampicilina y
trimetoprim-sulfa y bajas frecuencia a los nuevos, lo que indicaria, que estas
comunidades podrian tener mayor acceso a las drogas viejas que a las nuevas, las cuales
son empleadas con mayor frecuencia en zonas urbanas. Por otra parte, el amplio uso de
los antibioticos en animales es un factor de gran relevancia en la diseminacion de cepas
resistentes. En todo caso, los resultados de este estudio son consistentes con aquéllos que
demuestran la problemaética de la resistencia a los antibidticos frente a la presion selectiva
ejercida por su exagerado uso. Por otro lado, los resultados obtenidos también soportan

la hipotesis de que no sélo el uso de antibioticos influye en el incremento de la



resistencia, sino también, los cambios demograficos y los bajos costos de los

antimicrobianos.

En cuanto a limitaciones de este estudio, se debe hacer mencidn al célculo del tamafio de
la muestra, el cual no fue realizado de acuerdo a los pardmetros estadisticos establecidos,
pues en algunas comunidades se tomaron muestras de casi toda la poblacion, mientras
que en otras casi no se tomaron muestras; la comunidad 15 por ejemplo, no aporta datos
en cuanto a resistencia, puesto que, no hubo muestras que puedan representar a esta
comunidad. Por otro lado, se hizo un muestreo de caracter no probabilistico debido a que
la intencion de esta investigacion fue tener un conocimiento inicial o preliminar de lo
que sucedia en una poblacion remota de la provincia de Esmeraldas, Ecuador; con
respecto a la gran problematica que implica la resistencia bacteriana frente a los
antibidticos. El hecho de que sea una muestra no probabilistica, podria introducir sesgo
en el estudio y limitaria su validez interna, ya que lo encontrado podria no ser
representativo de toda la region. Otro factor que podria limitar los resultados, es la
reproducibilidad entre laboratorios de la técnica molecular (ERIC-PCR) empleada.
Durante el desarrollo de este trabajo se presentaron algunos problemas con los controles
positivos y negativos utilizados, al parecer se produjo algun tipo de contaminacion de las
muestras durante la realizacion de la PCR. En general, estas técnicas pueden presentar
problemas metodoldgicos relacionados con la PCR y de contaminacion de las muestras
durante el proceso de preamplificacion. Para evitar problemas con las técnicas
moleculares, se sugiere previamente al analisis, realizar una validacion en el laboratorio
de los métodos que se van a emplear, de esta manera, se estarian evitando problemas con
respecto a la reproducibilidad de las técnicas. En algunos casos, es aconsejable tener un
software para el andlisis de los patrones electroforéticos de ADN, pues éstos suelen ser
dificiles de interpretar visualmente. Los criterios utilizados para interpretar los patrones
de bandas en este estudio, excluyeron a aquella que eran demasiado tenues. Cabe indicar,
que la lectura visual de las bandas también puede producir sesgos en la reproducibilidad
de las técnicas. En todo caso, se recomienda utilizar la técnica de PFGE, para confirmar

los patrones electroforéticos (fingerpringtings) obtenidos mediante ERIC-PCR.
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ANEXOS

ANEXO No 1

Graéfico No. 1: Disminucién en el nimero de nuevos agentes antimicrobianos.
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Se puede apreciar en la grafica que durante los afios 2003-2004 la cantidad de nuevos antimicrobianos en

el mercado ha disminuido considerablemente. (Ref: Carl Nathan. Nature Publishing Group. 2004)

ANEXO No 2




Tabla No. 7: Porcentaje de resistencia en enterobacterias encontrada en 13 hospitals de
Quito en el afio 2001. (PAHO 2002)

Bacterias

Ampicilina
Cefotaxima
Ciprofloxacino
Choramfenicol
Gentamicina
Trimetoprim
sulfametoxazol
Nitrofurantoina
Cefoperazona
Ceftazidima
Amikacina

Shigella flexneri 88 0

o
~
N
o

78 nr nr nr nr

Shigella sonnei 85 |o | o les |0 92 nr nro|nr nr

Escherichia coli 720 13 (33 |nr |nr 54 nr 53 11 nr

Enterobacter cloacae [ nr |29 |34 | nr |53 37 nr nr 45 22

Klebsiella
pneumoniae nr | nr (13 | nr |40 38 nr 58 nr 33

La resistencia a los antibidticos entre patdgenos entéricos aislados de varios hospitales de Quito,
mostré una alta prevalencia de resistencia a la ampicilina, cloranfenicol, gentamicina, trimetoprim-
sulfametoxazol y otros antibidticos

nr = Datos no reportados



ANEXO No 3

Mapa No. 1: Region en estudio

Mapa de las 21 comunidades estudiadas en el canton Eloy Alfaro, provincia de

Esmeraldas y la principal via de acceso en la zona.
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ANEXO No. 5
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