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Antimicrobial resistance within serogroups of Shigellaeisolates in the city of Quito Ecuador

Abstract

The pathotype Shigellae includes bacillus from the speSi@axneri, S. sonnei, S. boydii

ands. dysenteriae which are causatives of the disease known as bacillary dysentery or shi-
gellosis. The pathogenicity of the genus is characterized by the presence of high antibiotic
resistance. The aim of this study was to identify the species and antimicrobial susceptibi-
lity in clinical isolates of Shigellae. We analyzed 79 isolates obtained from Zurita & Zurita
Laboratorios and Vozandes Hospital in the city of Quito. Three species were obtained by se-
rotyping, using polyclonal antisera. flexneri (n=50; 63,29 %)S. sonnei (n=23; 29,11 %),

ands. boydii (n=6; 7,59 %). The antimicrobial susceptibility was analyzed using the Kirby
Bauer method and recommendations from the “Clinical and Laboratory Standards Institu-
te” (CLSI). Most of the isolates showed resistance to tetracyclin@g; 96,20 %), ampi-

cillin %n:75; 94,94 %), trimethoprim/sulfamethoxazole=(68; 86,08 %) and chloramphe-
nicol (n=67; 84,81 %).

The results showed the incidence of multidrug resistance to antibiotics commonly used for
treating shigellosis, and the presence of three species of Shigellae.

Keywords. Antibiotics, bacillary dysentery, Shigellae.

Resumen

El patotipo Shigellae comprende bacilos de las especi@sneri, S. sonnei, S. boydii 'y

S. dysenteriae, causantes de la enfermedad conocida como disenteria bacilar o shigelosis.
La patogenicidad del género se caracteriza por la presencia de una alta multirresistencia
a antibidticos. El objetivo de este estudio fue identificar las especies y la sensibilidad a
antimicrobianos en aislados clinicos de Shigellae. Se analizaron 79 aislados obtenidos de
Zurita & Zurita Laboratorios y del Hospital Vozandes en la ciudad de Quito. Mediante se-
rotipaje, con el uso de antisueros policlonales, se obtuvieron 3 espggiesreri (n=50;

63,29 %),S. sonnei (n=23; 29,11 %),38. boydii (n=6; 7,59 %). La sensibilidad antimicro-

biana se analiz6 siguiendo el método de Kirby- Bauer y las recomendaciones del “Clinical
and Laboratory Standards Institute” (CLSI). La mayoria de las cepas mostraron resisten-
cia a tetraciclinaf=76; 96,20 %), ampicilina=75; 94,94 %), trimetoprim/sulfametoxazol
(n=68; 86,08 %) y cloranfenicohE67; 84,81 %). Los resultados obtenidos demostraron la
incidencia de multirresistencia a antibiéticos cominmente utilizados para el tratamiento de
shigelosis, y la presencia de 3 especies de Shigellae.

Palabras Clave.Antibitticos, disenteria bacilar, Shigellae.

Introduccién ta en caracteristicas bioquimicas y antigénicas, en base
a ellas se describen cuatro especisgelia dysente-
El patotipo Shigellae comprende bacilos Gram negati- i@e, Serogrupo AiShigella flexneri, serogrupo B Shi-
vos de 0,3 a um didmetro y de 1 a @m de longitud,  gella boydii, serogrupo C; yshigella sonnei, Serogrupo
no méviles, no formadores de esporas, anaerobios facul-D; todos éstos causantes disenteria bacilar, aunque con
tativos, pertenecientes a la familterobacteriaceae diferente gravedad/[1:-3].
y causantes de la enfermedad conocida como shigelosis
o disenteria bacilar [1]. Su identificacién se fundamen- La transmision de estas bacterias se produce principal-
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mente por ruta fecal-oral directa o indirecta en luga-
res que se caracterizan por una higiene deficiente, como
guarderias o centros carcelarios, existiendo también un
alto indice de contagio en personas que realizan viajes a
paises en vias de desarrollo, produciéndose el sindrom
diarreico de los viajeros|[4].

Alrededor del mundo la enfermedades diarreicas son
consideradas un problema de salud publica, especial-
mente en paises en vias de desarrollo donde se estim
gue causan alrededor de 165 millones de casos y 1.1

millén de muertes por afibl[4]. En el Ecuador se han re-
gistrado 516 567 casos hasta el 2007 y un total de 32
675 casos en el 2009 [5].

B

A

Figura 1: Prueba de aglutinacion de sueros ershigella spp. A.

. . s . . Prueba negativa. No se observa aglutinacion. B. Prueba positiva.
La resistencia a antibioticos en las especies del patotipo se observa la aglutinacion del suero con la bacteria.

Shigellae ha ido aumentando lo que ha limitado el tra-
tamiento y el uso de antimicrobianos como ampicilina ; )
y trimetoprim/sulfametoxazdl[6] 7]. Esta resistencia ha trol negativo, una gota de cloruro de sodio al 0,85%y
sido adquirida debido al indiscriminado uso de antibio- & cepaEscherichia coli ATCC 25922.

ticos y la trasfer_encia horizontal _de genes [7]. AC’[L,Ia|- Sensibilidad a antimicrobianos

mente se recomienda ciprofloxacina como primera linea

de tratamiento para pacientes con diarrea con sangre, in-Se utiliz6 el método de difusion con dis¢ol[11] en agar
diferentemente de su edad, debido a que este antibiéticoMuller-Hinton (Difco’ ) siguiendo las recomendacio-

es eficiente, seguro y de bajo costo [8]. nes del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

[12]

El objetivo de este andlisis fue identificar las especies de

los aislados de Shigellae mediante el uso de sueros po-L0s antibiéticos utilizados se indican para la utilizacion
livalente y determinar la sensibilidad a antimicrobianos €n bacterias enteropatdgenas causantes de sindrome dia-
de éstos, para asi definir la poblacién analizada y for- rreico. Estos son: acido nalidixico (3@), tetraciclina
mular datos que informen sobre el posible tratamiento (30 1g), nitrofurantoina (30Q.g), ampicilina (10.g),

de shigelosis en Quito- Ecuador. ceftazidima (3Q.9), ceftriaxona (3Q.g), ciprofloxacina

(5 19), cloranfenicol (3Q:g), trimetoprim/sulfametoxazol
(23,75/1,25u9), azitromicina (15¢9). Todos los an-
tibidticos utilizados fueron de la marca BB-BBL. Los
puntos de corte para cada antibiético fueron estableci-
dos segun las recomendaciones del CLSlI [14] gara

79 asilados clinicos de Shigellae fueron colectados pro- terobacteriaceae tomandose la medida en milimetros,
gresivamente en Zurita & Zurita Laboratorios y en el siendo resistente, intermedio y sensible respectivamen-
Hospital Vozandes en Quito desde el afio 2005 hasta elte (Tabla 1). Se utilizé como control las cepas ATCEC

afio 2010. Shigella sonnei 25931,Shigella boydii (1) 9207 yShi-

gella flexneri (2b) 12022.

boydii (1) 9207; yS. flexneri (2b) 12022; y, como con-

Materiales y Métodos

Obtencion y almacenamiento de aislados

Los aislados fueron mantenidos en congelacién aG80
y -20°C en una solucion de caldo Infusién Cerebro Co-

. . Punto de corte en milimetros
Antimicrobiano

razén (BHI) y 30 % de glicerol estéril. Actualmente se Resistente Intermedio _ Sensible
conservan en la Coleccion Bacteriana Quito Catolica, Acido nalidixico <13 14-18 >19
CB-QCA del Laboratorio de Microbiologiaen la Escue- ~ Ampicilina <13 14-16 =17
la de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad éé'fttrgzr?éﬁ:‘: zﬁ igg ig
Catdlica del Ecuador. Coftriaxona <13 1420 So1
Identificacion seroldgica de aislados clinicos de Shi- Ciprofloxacina <15 16-20 >21
gellae Cloranfenicol <12 13-17 >18
Nitroflurantoina <14 15-16 >17
La identificacién de serotipos del patotipo Shigellae fue  Tetraciclina <11 12-14 >15
realizada utilizando la técnica de aglutinacién en lamina ~ Trimetoprim/ <10 11-15 ~16

sulfametoxazol

[9], siguiendo las recomendaciones del fabricante [10].
Los aislados fueron enfrentados con cuatro antisueros Tabla 1: Puntos de corte para los diferentes antibioticos ulizados
policlonales comerciales DifcShigella Antisera Poly: en el andlisis de la sensibilidad a antimicrobianos en Shigellae.
Grupo A,S. dysenteriae, serotipos 1-7; Grupo B, flex-
neri, serotipos 1-6; Grupo G, boydii, serotipos 1-7;y,
Grupo D,S. sonnei, serotipos | y II. Se utiliz6 como con-
troles positivos las cepas ATC@!: S. sonnei 25931;S.

Analisis estadistico

El analisis porcentual de los resultados se realiz6 em-
pleando Microsoft Office Excel 201052010 Micro-
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La relacion entre cada especie y la resistencia a anti-
bidticos se observa en los anexos 1, 2 y 3. Existe alta
heterogeneidad en los patrones de resistencia al relacio-
narlos con las especies con una concentracion superior
de casos d§. flexneri multirresistentes en relacion a las
otras especies.

Disusion

Las enfermedades diarreicas a nivel mundial han sido
atribuidas a diferentes agentes entéricos infecciosos, sien-
do uno de los mas comunes las bacterias del potipo Shi-
gellae [1]. Mundialmente se producen dos mil millones
de caso de diarrea cada afio; a nivel de Latinoamérica
y el Ecuador las enfermedades diarreicas agudas (EDA)
son la segunda causa de morbilidad en la poblacién en
general, y de mortalidad en nifilos menores de 5 afios y
adultos mayores [13, 14]. Siendo las EDA un problema
de salud a nivel mundial, la capacitacion en identifica-
cion y determinacién de la sensibilidad a antibiéticos en

Figura 2: Difusién con disco realizada en muestras deshige-
lla spp. Antibiograma con discos de sensibilidad de antibiéticos

recomendados para el tratamiento deShigella spp. TE: Tetra- enfermedades entéricas es imprescindible para determi-
ciclina; F/M: Nitrofurantoina; CRO: Ceftriaxona; SXT: Trime- nar acciones epidemiolégicas [13].

toprim/sulfametoxazol; NA: Acido nalidixico; AM: Ampicilina; . . .

CAZ: Ceftazidima; C: Cloranfenicol; CIP: Ciprofloxacina; AZM: La shigelosis generalmente es transmitida por contacto
Azitromicina. directo fecal-oral o por la ingestion de comida o agua

contaminada [1]. Existen, ademas vectores de la enfer-
medad como moscas y cucarachas en las zonas donde
Para el estudio de los resultados obtenidos tanto en se-2 €liminacion de excretas es abiettal [15]. En este es-
rotipaje como en resistencia a antimicrobianos, se utili- tudio €l 59,76 % de aislados fueron obtenidos a partir
z6 el método estadistico de andlisis de correspondenciasi® muestras de heces fecales. El porcentaje obtenido de
multiples (MCA); empleando el programa estadistico Muestras de secrecion vaginal (18,29 %) es considerado
informatico “Statistical Package for the Social Scien- COMO unaimportante causa de vulvo vaginitis en paises
ces” (SPSS) version 12.,0. en vias de desarrollb [15].

Entre los marcadores fenotipicos, las serotipificacién es
el método de mayor agudeza para la determinacién de
serotipos del patotipo Shigellae [16]. Este método per-
Por medio del método de aglutinacién en lamina (Fig. mite reali;ar estudios de vigilancia que determinfen la
1) se obtuvo la identificacién de las especies del género Prevalencia de serogrupos y serovariedades en diferen-
Shigella obteniéndose aislados positivos para casa espe-€S Z0Nnas geograficas, ya sea en estudios de brotes o de

soft Corporation).

Resultados

cie: Shigella flexneri (n=50; 63,29 %) Shigella sonnei casos esporadicds [16]. En este estudio el método de se-
(n=23; 29,11 %) Shigella boydii (n=6; 7,59 %), yShi- roagrupacion tuvo un excelente resultado obteniéndose
gella dysenteriae (n=0; 0,00 %) (Tabla 2). las especies. flexneri, S. sonnei 'y S. boydii. No se han

descubierto o reportado hasta la fecha cepaS de-
Analizando integramente al género, se observd las si- senteriae en el EcuadoriﬂS] y en este estudio tampoco
guientes resistencias: tetracicline={6; 96,20 %), am- se aislaron.
picilina (n=75; 94,94 %), trimetoprim/ sulfametoxazol
(n=68; 86,08 %), cloranfenicohE67; 84,81 %), azitro-
micina (z=12; 15,19 %), acido nalidixica£8; 10,13 %),
nitrofurantoina¢=5; 6,33 %), ceftriaxonaf=1; 1,27 %),

Estudios referentes a la identificacion de especies den-
tro del patotipo Shigellae han determinado que en paises
en vias de desarrollo la circulacion de ciertas ersﬁ%ecies se
. . - encuentrarelacionada con el nivel socioecondémido [15].
mprofloxacma;(l:l; 1,27 %), y ceftazidima«=0; 0,00 %) S. flexneri €s conocida por ser predominante en paises
(Figs. 2, 3). en vias de desarrollo§ sonnei en paises industrializa-

Individualmente, cada especie present6 diferentes resis-d0s [1/4]. Estudios recientes han indicado fugnnei

tencias las cuales estan especificadas en la Tabla 3.  €St& superando a las poblacionesdéexneri en paises
como Tailandia, Korea del Sur y Taiwan [17, 18]. En

Se realiz6 una clasificacién segun patrones especificosla presente investigacion se observo que la especie mas
de resistencia antimicrobiana mostrada durante el ana-comun resultd ses. flexneri, seguido poiS. sonnei y

lisis. Los patrones de resistencia fueron divididos en 16 S. boydii y finalmente no se report6 presenciaiéy-
categorias representadas por nimeros romanos (I-XVI) senteriae. Estos datos son revalidados con estudios en
(Tabla 4). Latinoamérica, especialmente en Brasil, Uruguay, Cuba
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Total de
Cddigo de congelacion PUCE - . Especie identificada de aislados por
CB-QCA Origen de muestra Shigellae Total especie y
porcentaje
3337, 3338, 3343, 3344, 3350,
3351, 3361, 3363, 3367, 3375,
3378, 3380, 3385, 3400, 3402, Heces Shigella flexneri 22
3403, 3404, 3413, 3414, 3415,
3416, 3417
3345, 3348, 3352, 3354, 3356, n=50;
3360, 3365, 3370, 3377, 3379, . . . . 63,29 %
3381 3382, 3383, 3384, 3386, Secrecién Vaginal Shigella flexneri 17
3389, 3418
3340, 3341, 3349, 3372, 3376,
3388, 3390, 3391, 3392, 3393, No determinado Shigella flexneri 11
3396
3339, 3342, 3347, 3355, 3357,
3358, 3359, 3371, 3373, 3374, Heces Shicell . 19
3387, 3395, 3397, 3401, 3407, igesta sonnet
3408, 3409, 3411, 3412 n=23;
29,11%
3353 Secrecién vaginal Shigella sonnei 1
3369, 3394, 3410 No determinado Shigella sonnei 3
3362, 3366, 3368, 3399, 3405, . .. n=6;
3406 Heces Shigella boydii 6 7.59%

Tabla 2: Identificacién de aislados por serotipaje siguiend@l método de aglutinaciéon en lamina. Relaciéon origen de muestra con especie
identificada de Shigellae.

Antibiéticos

Identificacion

Trimetoprim/Sulfametoxazol

3 ©
P £ S - c
serologica %< S © g 5 9 © w
= 8 g E § 8 © £ £
c £ = o x o @ =
c s ER & € 5 8
8 S S S E8 &% 8
5 E N o o £& 2 £ 3
<< <« € O O 0O 0O Z2
S. flexneri(n=50) 5 46 3 0 1 2 45 2 47 41
S.sonnei(n=23) 3 23 8 0 0O 0 21 2 23 22
S. boydii (n= 6) 0O 6 1 0 0 0 1 1 6 5

Tabla 3: Resistencia antimicrobiana mostrada por las diferates especies de Shigellae. Relacion nimero de especies con resistencia a anti-
bidtico.

y Argentina donde la informacion para la prevalenciade aislados pudiera deberse a que la resistencia esta siendo
estas especies d@igella son similares [19-22]. mediada por plasmidos, con la excepcion para quinolo-

nas y azitromicina, y ademas por integrones o transpo-

Durante afios las enfermedades diarreicas como la shi-goneg que estén incorporados al cromosoma bacteriano
gelosis han sido asistidas con el uso de antibidticos co- 23]

mo trimetoprim /sulfametoxazol, ampicilina, ciproflo-

xacinay azitromicing [22]; sin embargo, la aparicién de Estudios competentes relacionados a la resistencia a an-
aislados multirresistentes ha limitado el tratamientoy ha timicrobianos en el patotipo Shigellae en paises de Lati-
incrementado la prevalencia de la enfermedad [24]. La noamérica como Brasil, Chile, Cuba, Argentina, y Uru-
diversidad de fenotipos de resistencia mostrados por los guay reportan una alta resistencia a los antibiéticos tri-
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Figura 3: Resistencia a antibiéticos ershigella spp. A: Resistencia a trimetoprim/sulfametoxasol B: Resistencia a tetraciclina. C: Resisten-
cia a ampicilina. D: Resistencia a cloranfenicol.

Fenotipos Especies Total de cepas
de Patrén S. S. S. y
resistencia flexneri sonnei boydii  porcentaje
I FIM, Te, CIP, C, NA, CRO, AM, SXT, AZM 1 n=1;1,27%
Il Te, C, NA, AM, SXT, AZM 2 n=2;2,53%
Il Te, C, NA, AM, AZM 3 n=3;3,79%
\ Te, C, AM, SXT, AZM 4 1 n=5;6,33%
Y FIM, Te, C, AM, SXT 1 1 n=2;2,53%
VI Te, C, AM, SXT 32 13 n=45; 56,96 %
Vi Te, NA, AM, SXT 1 1 n=2;2,53%
VI FIM, Te, AM, SXT 1 1 n=2;2,53%
IX Te, AM, SXT 1 3 n=4; 5,06 %
X Te, C, SXT 2 n=2;2,53%
Xl C, AM, SXT 1 n=1;1,27%
Xl Te, C, AM 5 1 n=6; 7,59 %
Xl Te, AM 1 n=1;1,27%
A\ Te, AZM 1 n=1;1,27%
XV AM 1 n=1;1,27%
XVI No presenta resistencia 1 n=1;1,27%

Tabla 4: Patrones de resistencia antimicrobiana mostrados @ los aislados de Shigellae. F/M, Nitrofurantoina; Te, Tetraciclina;
CIP, Ciprofloxacina; CAZ, Ceftazidima; CRO, Ceftriaxona; C, Cloranfenicol; NA, Acidonalidixico; AM, Ampicilina; SXT, Trimeto-
prim/Sulfametoxazol; AZM, Azitromicina.

met&grim/sulfametoxazol, cloranfenicoly ampicilihal[19, triaxona y ciprofloxacina se ha mantenida [28].

lsﬂ' Elbl?%] Mientras ?ue para p_altses como Ca.nfr’ll_da’En este estudio se observé una alta resistencia a tetraci-
(tantega_ ? n l[|_261\75eprepolrza uréa redS|sdenC||a alan;gg:(')'n?clina, cloranfenicol, ampicilina y trimetoprim/ sulfame-

goigam%mg . dara cual or desde e ar|10 _bﬁ toxazol lo que concuerda con los datos reportados a ni-
. senha et_ec/ta I(]zuna mu t|rrIeS||stenc;|a a OIS antibio- 6| mundial y especialmente en Latinoamérica y Ecua-

t'fi.os trlmetop.n:n su .ametgxazo ’IC oran %r_wll'goéammf- dor [28]. La resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol

cilina y tetraciclina; sin embargo, la sensibilidad a cet- 5 micilina ha sido atribuida a plasmidos trasferibles
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con pesos moleculares de 94,5 a 120 |kb [20], por lo
gue puede ser explicada por el intercambio de material
genético entre cepas, ademas cierta resistencia se debe
a la presion selectiva pues la combinacion de trimeto-
prim/sulfametoxazol ha sido muy utilizada para el tra-
tamiento de shigelosis [19].

documentos/webinec/Estadisticas_Sociales/Camas_
Egresos_Hospitalarios/ Publicaciones-Cam_FEgre
Host/Anuario_Camas_Egresos_Hospitalarios 2012.

pdf .

Seidlein, L.; Kim, D. R.; Ali, M.; Lee, H.; Wang, X.
Y.; Thiem, V. D.; Canh, D. G.; Chaicumpa, W.; Agtini,
M. D.; Hossain, A.; Bhutta, Z. A.; Mason, C.; Setha-
butr, O.; Talukder, K.; Nair, G. B.; Dee, J. L.; Kotloff,
K.; Clemens, J. 2006. “A multicentre study &figella
diarrhoea in six Asian countries: disease burden, clini-
cal manifestations, and microbiology?LoS Medicine,
3(9): 1556-1569.

[6]

Debido a la alta multirresistencia a antibidticos de pri-
mera linea presente en Shigellae se considera indica-
do el uso de cefalosporinas de tercera generacion como
ceftazidima y ceftriaxona para lactantes que requieren
hospitalizacién debido a la gravedad del cuadro clinico
[29]. En adultos y nifios menores de 5 afios esta indica-
da la ciprofloxacina como droga de primera eleccion, y
la azitromicina esté indicada para los nifios que no re-
quieren hospitalizacion/[3, 80].

[7] Gu, B.; Cao, Y.; Pan, S.; Zhuang, L.; Yu, R.; Peng, Z.;
Qian, H.; Wei, Y.; Zhao, L.; Liu, X.; Tong, M. 2012.
“Comparison of the prevalence and changing gesistance
to nalidixic acid and ciprofloxacin d$higella between
Europe-America and Asia-Africa from 1998 to 2009".

International Journal of Antimicrobial Agents, 40: 9-17.

En resumen, este estudio demostré la presencia de tres
especies del patotipo Shigellae con mayor prevalencia
desS. flexneri, lo cual concuerda con estudios realizados
en Latinoamérica. Ademas se determino la sensibilidad
a antimicrobianos presentandose el género como mul-
tirresistente a los antibiéticos utilizados como primera
linea de tratamiento.

Centers for Disease Control and Prevention. CDC.
2014. “Health Information for International Travel
2014". Oxford University Press: New York.

(8]

[9] Edwards, P.; Edwing, W. 1972. “Identification Bfite-

robacteriaceae”. Burgers Publ. Co.: Minneapolis.
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