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RESUMEN

Antecedente: La resistencia a antibioticos es un problema mundial importante, siendo los nifios los
mas afectados. El objetivo de este estudio fue determinar la resistencia a los antibi6ticos en cepas
comensales aisladas de muestras de heces de nifios sanos que viven en comunidades rurales de la
Selva y los Andes peruanos.

Métodos: Estudio de cohortes de 93 nifios sanos menores de 14 meses de Moyobamba (52 nifios) y
Urubamba (41 nifios) seguidos durante 6 meses. Se obtuvo un subgrupo de cepas de E. coli
comensales a partir de muestras de heces recogidas al inicio y cada 3 meses. La resistencia a los
antibioticos se determin6 usando el método de difusién de disco para antibidticos comunes.
Resultados: Ambas comunidades mostraron patrones similares de resistencia a los antibioticos. Se
analizaron un total de 179 cepas de E. coli; los mayores indices de resistencia fueron para
cotrimoxazol (49.1%), ampicilina (48%), &cido nalidixico (31.8%) y azitromicina (15.6%). Durante
los 6 meses de observacion, se encontré un aumento en la resistencia del 11.6% para el acido
nalidixico y del 6.4% para el cotrimoxazol. En general, el 34% de las muestras fueron resistentes a
multiples farmacos; ninguna cepa tenia betalactamasas de espectro extendido (BLEE).
Conclusiones: Este estudio respalda hallazgos previos de resistencia a multiples farmacos en cepas
comensales en comunidades rurales, y destaca el aumento en las tasas de resistencia en un corto
periodo de tiempo en los lactantes. Recomendamos mas estudios de cohortes en poblaciones méas
grandes, con un seguimiento mas prolongado para confirmar estos hallazgos importantes.
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ABSTRACT

Introduction: Antibiotic resistance is an increasingly significant worldwide problem and children
are the most affected age group. The aim of this study was to determine antibiotic resistance in
commensal strains isolated from stool samples of healthy children living in rural communities of

the jungle and Andes of Peru.



Methods: Cohort study of 93 healthy children under 14 months of age from Moyobamba (52
children) and Urubamba (41 children) followed for 6 months. A subgroup of commensal E. coli
strains were obtained from stool samples collected at baseline and every 3 months. Antibiotic
resistance was determined using the disc diffusion method for commonly used antibiotics.

Results: Both communities showed similar patterns of antibiotic resistance. A total of 179 E. coli
strains were analyzed; the highest resistance rates were for cotrimoxazole (49.1%), ampicillin
(48%), nalidixic acid (31.8%) and azithromycin (15.6%). Over the 6-month observation period we
observed an increase in resistance of 11.6% for nalidixic acid and 6.4% for cotrimoxazole. Overall,
34% of the samples were multidrug-resistant; none had an extended spectrum betalactamase
(ESBL) strain.

Conclusions: This study supports previous findings of multi-drug resistance in commensal strains in
rural communities in Peru, and highlights the increase in resistance rates over time in infants in the
same community. We recommend further cohort studies in larger populations and with a longer
follow up to confirm these important findings.

Keywords: Escherichia coli, commensal bacteria, antibiotic resistance, Peru

INTRODUCCION

La resistencia a los antibi6ticos es un problema mundial cada vez mas importante. El uso de nuevos
antibidticos en el campo clinico conlleva a la generacion de cepas resistentes, 1o que a su vez limita
las opciones terapéuticas disponibles para las distintas patologias infecciosas. (1) Las infecciones
entéricas bacterianas tienen un impacto muy significativo en la poblacion humana, afectando
principalmente a los nifios de paises en desarrollo donde hay una alta prevalencia de malnutricion y
hacinamiento. (2) Siendo ellos los principales propagadores de la infeccion dentro de las
poblaciones, juegan un papel esencial en el desarrollo de la resistencia endémica general. (3)
Ademas, debido a la aparicion y propagacion de organismos resistentes, las infecciones bacterianas

se han vuelto mas costosas y dificiles de tratar. (4)



Escherichia coli, una bacteria comensal del tracto intestinal, es uno de los agentes patdgenos mas
frecuentemente involucrados en las infecciones humanas. Los patdgenos entéricos con frecuencia
adquieren resistencia cuando estan expuestos a la flora normal resistente. (5,6) Es util analizar los
patrones de resistencia en las cepas comensales de E. coli encontrada en el tracto intestinal pues es
donde se da la mayor parte de transmision de genes entre diferentes bacterias. Es por esto, que esta
bacteria constituye un reservorio de genes de resistencia y es una herramienta valida para evaluar el
impacto del uso general de antibidticos en una poblacion. (3,7,8,9) En relacion a los antibiéticos
mas utilizados, un estudio en una zona periurbana de Lima refiere que las penicilinas, los

macrolidos y las cefalosporinas fueron los més usados en la consulta médica. (10)

Este estudio se centra en medir la resistencia a los antibidticos en cepas comensales de E. coli
aisladas de nifios sanos que viven en comunidades rurales de dos regiones del Peri (Moyobamba
ubicado en la Selva y Urubamba en la Sierra). (11) Existen estudios previos que mostraron altas
tasas de resistencia a los antibidticos en las cepas comensales de E. coli en nifios de Moyobamba.
(12) Sin embargo, es importante tener datos actualizados, ya que permitiran demostrar como las
tasas de resistencia cambian en el tiempo. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar la
frecuencia de resistencia a los antimicrobianos en las cepas comensales de E. coli de nifios en dos
comunidades rurales en el Per( y determinar si hay un aumento en las tasas de resistencia en el

tiempo en los mismos nifios.

MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

Este estudio es una cohorte prospectiva en el que se analizd a un subgrupo de muestras de un
proyecto mas extenso sobre Enteropatias y Nutricion llevado a cabo en el 2015 en la Sierra y Selva
del Per0. ElI muestreo fue realizado por conveniencia. La poblacion estudiada es una cohorte de 93

nifios sanos entre las edades de 6 y 13 meses, de las comunidades rurales de Yucay, Huayllabamba



y Ccotohuincho en Urubamba, y Yantalo y Calzada, en Moyobamba. Los criterios de inclusion
fueron los siguientes: ser nifio o nifia con edad entre los 6 a 13 meses, provenientes de Urubamba y
Moyobamba y que los padres hayan aceptado y firmado el consentimiento informado. Se
excluyeron a los nifios que presentaran desnutricion en el momento del enrolamiento, que tuviesen
una enfermedad cronica que interfiriera con el crecimiento, incluyendo alergias, que los padres se
rehGsen a participar o no accedieran a firmar el consentimiento informado y que existieran
limitaciones previsibles sobre la adherencia al seguimiento planificado del nifio. Los nifios fueron

seguidos durante un total de 6 meses, desde diciembre de 2014 hasta junio de 2015. (11)

E.coli comensal se definié como una cepa de E. coli aislada de una muestra de materia fecal de un
nifio sano sin diarrea o ningln otro sintoma gastrointestinal, que se haya sometido previamente a un
estudio de PCR en tiempo real para genes de virulencia y se haya encontrado negativo para todos
los genes de E.coli diarrogénicas (DEC). Esta es una técnica validada utilizada desde 2005 por el
Laboratorio de Enfermedades Entéricas y Nutricion del Instituto de Medicina Tropical de la

Universidad Cayetano Heredia en Lima, Peru. (13)

Coleccion de muestras

Las muestras de heces fueron recolectadas cada 2 semanas y ademas dentro de las 48 horas de cada
episodio diarreico. Este estudio utilizé solo las muestras no diarreicas (control asintomatico) que se
recolectaron cuando el nifio no presentara diarrea durante al menos 1 semana. Las muestras
incluidas en este estudio fueron las muestras iniciales, obtenidas en la primera semana de
recoleccion del primer mes, muestras obtenidas 3 meses después del inicio del estudio £+ 15 dias y
muestras obtenidas 6 meses después del inicio del estudio + 15 dias, siendo esta la ultima

recoleccion de muestras. En total, se analizaron 179 cepas de E.coli comensal aisladas.

Procedimientos y técnicas

Las peptonas que se utilizaron en este estudio se recibieron como colonias aisladas de cepas de E.

coli comensal. Se aislaron inicialmente 5 colonias de las muestras de cada nifio y se les realizé un



PCR a tiempo real para genes de virulencia de E. coli diarrogénica. Se utiliz6 solo una colonia de E.
coli identificada como comensal por muestra de cada nifio. Cada colonia se uso para determinar la
resistencia a los antibiéticos a través del método de difusion de disco, con previa confirmacion de
las mismas mediante métodos bioquimicos. Se usaron los siguientes antibidticos: amoxicilina-acido
clavulanico (AMC), ampicilina (AMP), azitromicina (AZM), cefotaxima (CTX), cefoxitina (FOX),
ceftriaxona (CRO), cefuroxima (CXM), ciprofloxacina (CIP), gentamicina (CN), imipenem (IPM),

acido nalidixico (NAL), nitrofurantoina (NIT) y cotrimoxazol (SXT).

Los microorganismos se reportaron como sensibles, intermedios o resistentes a cada antibidtico
utilizado, de acuerdo a las medidas establecidas en el manual M100-S25 Performance Standards for

Antimicrobial Susceptibility Testing. (14)

En los casos en los que se encontro resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, se realizé el
método de doble disco para la identificacion de cepas productoras de betalactamasas de espectro

extendido (BLEE) fenotipicamente.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de las caracteristicas de la poblacion, en el caso de las variables continuas se
utilizé la media y desviacion estandar y en el caso de las variables categoricas se describié con

porcentajes.

Se determind el porcentaje de resistencia para cada tipo de antibiotico en la zona de Moyobamba y
Urubamba. Ademas, se compard la resistencia antibiética entre Urubamba y Moyobamba para cada
antibidtico, utilizando Chi cuadrado. Un valor de p<0.05 se consideré estadisticamente

significativo.

Aspectos éticos

El estudio inicial contd con consentimiento informado por parte de los padres y fue aprobado por el

Comité de Etica del Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad de Texas en Houston y de la



Universidad Peruana Cayetano Heredia. El presente estudio contd con la aprobacién del Comité de

Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

RESULTADOS

De los 93 nifios que participaron en el estudio, 52 eran de Moyobamba y 41 eran de Urubamba. En
cuanto a la educacién, Moyobamba tuvo una tasa més baja de madres graduadas de secundaria
(21,2% frente a 47,1%) y una mayor tasa de madres que no habian recibido ninguna educacion
formal (15,4% frente a 2,9%). Ademas, los nifios en Moyobamba tenian menos acceso a sistemas de
alcantarillado doméstico. La Unica diferencia estadisticamente significativa (p <0.05) entre las dos
comunidades fueron el numero de familias que tenian animales dentro de la casa (Moyobamba:

45.8%, Urubamba: 5.9%). (Tabla 1)

De las 179 muestras analizadas, se recogieron 86 de ellas al inicio del estudio, 59 a los 3 meses y 34
a los 6 meses. Se encontraron altos niveles de resistencia a cotrimoxazol (49%), ampicilina (48%),
acido nalidixico (32%) y azitromicina (15%). Los niveles de resistencia para el resto de los
antibioticos fueron inferiores al 10%. Ademas, se encontrd que el 11% de las muestras mostraron
niveles intermedios de resistencia al acido nalidixico, lo que resulta hasta en un 43% de muestras
con algun grado de resistencia al mismo. No se encontraron diferencias significativas entre los

patrones de resistencia en cada comunidad. (Tabla 2)

Excepto por la ampicilina, todos los demas antibidticos mostraron una mayor tasa de resistencia a lo
largo del tiempo, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas. La principal
diferencia fue para el acido nalidixico (38,4% versus 50%) y amoxicilina-acido clavulanico (8,2%

versus 26,5%). (Figura 1)

Asimismo, hubo un numero importante de nifios cuya resistencia a diferentes antibidticos cambio
en el tiempo. En total, 22 de 59 muestras con datos pareados disponibles que se reportaron al inicio

como sensibles, se reportan mas tarde como resistentes al cotrimoxazol, 19 resistentes al acido
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nalidixico, 17 a la ampicilina y 15 a la azitromicina. Hubo un nimero menor de muestras que

cambiaron de sensible a intermedio, e intermedio a resistente.

Adicionalmente, el 34% de las muestras se clasificaron como multidrogo-resistentes, definidas
como resistentes a tres 0 mas familias de antibioticos. Aunque se encontré 3.9% de resistencia a
ceftriaxona, ninguna de ellas cumplid los criterios para clasificarse como portadoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) fenotipicamente. Sin embargo, hubo 1 muestra en la
que si se identifico 1 cepa productora de betalactamasas tipo AmpC mediante métodos fenotipicos.
Se encontraron varios patrones de resistencia a los antibidticos, dentro de los cuales el mas comin
fue ampicilina-cotrimoxazol-acido nalidixico, presente en el 23% de todas las cepas, y ampicilina-
cotrimoxazol-azitromicina, presente en el 11% de todas las cepas. (Tabla 3) Se encontr6 ademas 1

cepa resistente a imipenem, proveniente de Urubamba.

De los 52 nifios incluidos en el estudio que vivian en Moyobamba, solo 6 recibieron antibiéticos
durante el estudio y 2 recibieron antiparasitarios. Hubo solo 1 caso en el que la exposicién a un
antibidtico especifico estuvo asociado con el desarrollo de resistencia, el resto de los datos es

insuficiente para el anélisis.

DISCUSION

En este estudio, se encontro altas tasas de resistencia a varios antibiéticos comunmente prescritos en
el nivel de atencion primaria. Las tasas mas altas se encontraron para cotrimoxazol (49.1%),
ampicilina (48%), &cido nalidixico (31.8%) y azitromicina (15.6%). Estos resultados fueron
consistentes con los patrones de resistencia encontrados en otros estudios realizados en
comunidades rurales de Per y Bolivia por Bartoloni et al. hace 10 afios, en los que se encontrd la
mayor resistencia para cotrimoxazol (94%) y ampicilina (95%). Aunque estas tasas son
significativamente maés altas, se observo un valor similar para el acido nalidixico (35%). (12) La

diferencia entre estos resultados probablemente pueda explicarse por el método utilizado para el



analisis de muestras; Bartoloni et al. (2006) utilizaron un método rapido de placa directa en el que
se aplicaron los discos de antibidtico directamente en la placa sembrada sin aislamiento previo de la
bacteria. Por otro lado, el presente estudio analiza una sola cepa aislada de cada muestra obtenida,
siendo este el método convencional; sin embargo, estudios como el de Bartoloni et al. al realizar
plagqueo directo, obtienen una mejor representacion de la flora bacteriana intestinal de cada
paciente. Por otro lado, Bryce et al. reportaron en un metanalisis una prevalencia de resistencia de
37.6% a ampicilina y 28.6% a cotrimoxazol obtenida de un conjunto de datos de diversos paises,

de manera similar a lo encontrado en este estudio. (3) Finalmente Mosquito et al. (2012) en un
estudio de cepas comensales de E. coli realizado en Per(, encontrd la mayor resistencia para

ampicilina (85%), acido nalidixico (68%) y cotrimoxazol (60%).(15)

Se debe hacer énfasis en la tasa de resistencia significativa encontrada para el acido nalidixico,
considerando que este es un marcador de resistencia a las quinolonas, para las cuales se han
reportado altas tasas de resistencia en el Pert, como en el estudio de Montafiez et al. quienes
encontraron datos de resistencia a ciprofloxacino entre 31% y 69.8% en E.coli causantes de
infecciones del tracto urinario a lo largo de los afios. (16) Ademas, en el estudio de Mosquito et al.
las cepas comensales mostraron tasas de resistencia significativamente mayores a quinolonas que
las cepas con genes de virulencia para DEC. Estos antibi6ticos se usan comdnmente en infecciones
bacterianas gastrointestinales, del tracto urinario e incluso respiratorio; sin embargo, la mayoria de
las infecciones que se observan en nifios menores de 2 afios se deben a etiologias virales. Esta
informacion deberia generar dudas sobre la prescripcion adecuada de antibidticos, que es un

problema comin y un elemento clave en la generacion de resistencia.

Los resultados también mostraron un aumento de las tasas de resistencia en el tiempo para casi
todos los antibidticos (Figura 1). Aunque los datos obtenidos no fueron estadisticamente
significativos, existe una clara tendencia ascendente, que podria analizarse en estudios futuros con
una poblacion mas grande. Esto podria explicarse principalmente por la exposicion a antibidticos en
otros miembros de la familia, en los alimentos y el agua, y la transmisién de genes entre las
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bacterias en el tracto gastrointestinal, debido a que en el presente estudio no pudimos correlacionar

el uso de antibidticos directamente en los nifios con el desarrollo de cepas resistentes. (3)

Otro hallazgo importante fue el porcentaje de cepas multidrogo-resistentes (34%). El patrén mas
comun encontrado entre las bacterias multidrogo-resistentes fue acido nalidixico - ampicilina -
cotrimoxazol (NAL-AMP-SXT), antibi6ticos que todavia se usan empiricamente en el tratamiento
de infecciones comunes. Este hallazgo coincide con lo descrito por Ochoa et al. quienes
encontraron el patron de ampicilina-cotrimoxazol en un porcentaje similar en cepas de E. coli
diarrogénicas en nifios menores de un afio en Lima. (17) Estos hallazgos reflejan la magnitud del
problema encontrado con la resistencia a los antibidticos en las comunidades rurales, asi como la
necesidad de la vigilancia de las prescripciones de antibioticos por parte de los profesionales de la
salud y del comportamiento comdn de la automedicacién. (10) No se encontraron cepas productoras
de BLEE mediante métodos fenotipicos, aunque si se encontro cierta resistencia a ceftriaxona. No
obstante, en el estudio realizado por Riveros et al. encontraron 87% de BLEE en estas cepas,
usando el método de placa directa en las mismas muestras. (18). Por otro lado, se encontré una cepa
resistente a carbapenems en Urubamba, lo cual podria marcar una condicion emergente que deberia

ser estudiada en futuros estudios.

La principal fortaleza de este estudio fue el aislamiento e identificacion de cada cepa de E. coli
previa al analisis de resistencia. Al hacer esto, se identificaron otras bacterias comensales, como
Klebsiella sp. La heterogeneidad de las bacterias en las muestras de heces podria alterar las tasas de
resistencia encontradas en el estudio de placa directa, como en el llevado a cabo por Bartoloni, et al.
(9,12) Otra fortaleza fue la recoleccion de muestras 6 meses después en los mismos nifios. Aunque
nuestro tamafio de muestra fue relativamente pequefio, es de gran interés encontrar tasas de

resistencia crecientes en un periodo de observacion tan corto.

Sin embargo, hubo algunas limitaciones importantes. En primer lugar, el tamafio de la muestra fue
relativamente pequefio, lo que probablemente explica la falta de significacion estadistica de los

resultados. Ademas, el método utilizado para el analisis de muestras fue diferente al empleado en
11



estudios previos en los que se encontraron mayores tasas de resistencia, asi como mayores tasas de
BLEE, lo que podria considerarse una limitacion para el método convencional, ya que este solo
analiza una colonia aislada de cada paciente y por lo tanto podria no representar la flora intestinal
de los mismos. Ademas, se encontré una cepa resistente a imipenem, y no se repitio el andlisis de

resistencia para confirmar este hallazgo importante.

CONCLUSIONES

En conclusion, este estudio respalda hallazgos previos de resistencia en cepas comensales en
comunidades rurales en el Perd, especialmente con respecto a patrones de resistencia, aumento en

las tasas de resistencia a lo largo del tiempo y el hallazgo de cepas resistentes a multiples farmacos.

Recomendamos el desarrollo de més estudios que evallUen los cambios en la resistencia a lo largo
del tiempo en poblaciones méas grandes ya que encontramos una tendencia sorprendentemente
ascendente durante un corto periodo de 6 meses en nuestro estudio. Finalmente, recomendamos
realizar estudios comparando el uso del método de plaqueo directo con el método convencional de

difusion de disco como herramientas para determinar las tasas de resistencia a nivel poblacional.
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TABLA 1. Caracteristicas socio demograficas de la poblacién de estudio al momento del
enrolamiento

Caracteristicas Moyobamba  Urubamba* Todos los nifios
(N=52) (N=41) (N=93)
n (%) n (%) n (%)

Sexo masculino 30 (57.7) 25 (61.0) 55 (53.4)

Edad (Meses)

6-9 28 (53.8) 31 (75.6) 59 (57.3)
10-13 24 (46.2) 10 (24.4) 34 (33.0)
Edad media £ SD (Meses) 94+24 8717 91+21
Lactancia materna (Cualquier duracion) 52 (100.0) 34/34 86/86 (100.0)*
(100.0)*
Lactancia materna exclusiva por 6 meses 30 (57.7) 17 (63.0) 49 (59.5)
Edad media del inicio de alimentos 5.8+1.2 58+0.8 58+£1.0

solidos + SD (Meses)
Edad media de las madres £ SD (Afios) 27.2+6.7 26.8 £ 6.6 27.0 £ 6.6

Educacién materna

Ninguna 8 (15.4) 1(2.9) 9 (10.4)
Primaria 25 (48.0) 11 (32.4) 36 (41.9)
Secundaria 11 (21.2) 16 (47.1) 27 (31.4)
Estudio técnico o universitario 8 (15.4) 6 (17.6) 14 (16.3)
Abastecimiento de agua corriente en casa 52 (100.0) 34/34 86/86 (100.0)*
(100.0)*
Alcantarillado doméstico 26 (54.2) 29 (85.3) 55 (67.1)
Agua hervida previa al consumo 46 (93.9) 27 (100.0) 73 (96.1)
Animales que viven dentro de la casa 22 (45.8) 2 (5.9 24 (29.3)

* Datos no disponibles para todos los nifios
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TABLA 2. Tasa de resistencia encontrada en Moyobamba y Urubamba

Antibidtico Moyobamba Urubamba (n=80) Todos los nifios
(n=99) n (%) (n=179)
n (%) n (%)
Cotrimoxazol 44 (44.4) 44 (55.0) 88 (49.1)
Ampicilina 47 (47.5) 39 (48.8) 86 (48.0)
Acido nalidixico 27 (27.3) 30 (37.5) 57 (31.8)
Azitromicina 17 (17.2) 11 (13.8) 28 (15.6)
Ciprofloxacina 8(8.1) 5 (6.3) 13 (7.3)
Amoxicilina- Acido Clavulanico 7(6.1) 2 (2.5) 9 (5.0)
Cefuroxima 8 (6.1) 1(1.3) 9 (5.0)
Cefotaxima 6 (6.1) 1(1.3) 7 (3.9)
Ceftriaxona 6 (6.1) 1(1.3) 7 (3.9)
Gentamicina 2 (2.0) 4 (5.0 6 (3.4)
Nitrofurantoina 3(3.0) 0 3(1.7)
Imipenem 0 1(1.3) 1(0.6)
Cefoxitina 1(1.0) 0 1 (0.6)
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TABLA 3. Patrones de Resistencia a multiples farmacos (n=179)

No. de patron Patron de resistencia a antibioticos No. de cepas Porcentaje (%)

| AMP-SXT-NAL 41 22.9

I AMP-SXT-AZM 20 11.2

1l AMP-SXT-AMC 18 10.0

v AMP-SXT-CIP 13 7.2

V AMP-SXT-NAL-CIP 13 7.2

VI AMP-SXT-NAL-AMC 13 7.2

\l AMP-SXT-NAL-AZM 12 6.7
Resistencia a dos antibidticos 39 21.8
Resistencia a solo un antibidtico 29 16.2

Pan-susceptible 46 25.7




FIGURA 1. Tasa de resistencia encontrada al inicio y a los 6 meses del estudio

60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

% Cepas resistentes

55.8 52.9
441 465
38.4)

128147

AMP SXT NAL AZM

26.5

8.2 7088 59 59

H W =
AMC CIP CXM

B Al Inicio O 6 meses

*Numero de cepas analizadas al inicio = 86; a los 6 meses = 34

19



