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Resumen

Se evalué el perfil de resistencia a Azitromicina (AZI) en
asilamientos de Shigella spp., aisladas de coprocultivos
durante el periodo Enero 2011 - Mayo 2016 de pacientes
que concurrieron al Hospital de Nifios de la Santisima
Trinidad de la Ciudad de Cérdoba con clinica de gastro-
enteritis. Se determind la CIM a través del método de
dilucién en agar, se analizo su frecuencia, global y por
especie, y se evaluo la resistencia siguiendo los criterios
de interpretacion del CLSI que a la fecha solo propone
puntos de cortes epidemioldgicos (ECV) para distinguir

ESPGHAN: Sociedad Europea de
Gastroenterologia, Hepatologia y
Nutricion Pedidtrica.

EUCAST: European Committeeon
Antimicrobial Susceptibility Testing.
GEA: Gastroenteritis aguda.

PCR: Reaccién en cadena de la
Polimerasa

PMN: Polimorfonucleares.

TMS: Trimetoprima/Sulfametoxazol.

cepas de Shigella spp.“sensibles” de las “resistentes” a AZI.
Se obtuvieron dos aislamientos, uno del afio 2012 y otro
del afo 2016, ambos con valores de CIM>32 ug/ml
considerados fenotipicamente resistentes segun los EVC,
confirmado luego por medio de una PCR que detecta la
presencia del gen mph(A).

La aparicién de cepas resistentes a la AZl en otras partes
del mundo pondera la necesidad de mantener una
correcta vigilancia para esta opcion terapéutica.



Introduccion

La gastroenteritis aguda (GEA) constituye una patologia
frecuente y de alto impacto en la salud publica principal-
mente en paises en desarrollo causando considerables
niveles de morbilidad y mortalidad, siendo una de las diez
principales causa de muerte en el mundo’. La poblacion
infantil es una de las mas vulnerables a esta afeccién y se
estima que para este grupo, las enfermedades diarreicas son
la segunda mayor causa de muerte principalmente en nifos
menores de cinco ahos234.

Si bien existe una gran diversidad de virus, bacterias y
parasitos que pueden causar GEA, Shigella spp.es uno de los
principales agentes etioldgicos que se aisla en nuestro

medio local56. Se trata de un bacilo gram negativo, no movil,

que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que fermenta
la glucosa y que son oxidasa negativos. Serolégicamente se

han reconocido cuatro especies de Shigella en funcion de los

antigenos somaticos (polisacaridos) “O” clasificdndose en los
serogrupos A, B, Cy D: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri,
Shigella sonnei'y Shigella boydii, respectivamente, los cuales
incluyen multiples serotipos.”:8

La infeccién por Shigella se caracteriza por fiebre elevada,
calambres abdominales, tenesmo y diarrea. En la mayoria de
los casos las deposiciones contienen sangre y moco (pus),
con presencia de polimorfonucleares (PMN) visibles en

tincion con Fucsina de la materia fecal, siendo este signo uno

de los mejores predictores para advertir la presencia de un
cuadro de disenteria con invasion y penetracion de la
mucosa del colony a veces del ileon terminal, evidenciado
con una simple tincion en el laboratorio y que permite
orientar sobre la gravedad del cuadro.9.10

Si bien el tratamiento antibiético no siempre esta indicado
por la capacidad de autolimitacion de estos cuadros'?, en
determinadas situaciones es necesaria su utilizacion para
evitar complicaciones, mas alin en pacientes con riesgo
clinico comprobado'2-13,

El uso inadecuado de los antimicrobianos ha provocado con
el tiempo, la aparicion de niveles altos de resistencia a
algunos de ellos. Las cepas de Shigella se han vuelto
progresivamente resistentes a multiples agentes antimicro-
bianos, inicialmente a las sulfonamidas, luego a tetraciclina,
cloranfenicol y posteriormente a ampicilina (AMP) y
trimetoprima/sulfametoxazol (TMS).14.15,16,17

La Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y
Nutricion pediatrica (ESPGHAN) recomienda en su Ultima
actualizacion del anno 2014 el uso de AZI, de la familia de los
macrélidos, como tratamiento empirico via oral para casos
no severos de gastroenteritis por Shigella spp.18

Tomando esta pauta, los profesionales médicos del Hospital
de Nifios de la Santisima Trinidad de la ciudad de Cérdoba
comenzaron a incluir AZI desde el aflo 2014 como antibidti-
co de primera linea via oral , no solo por su efectividad

clinicamente comprobada,’8-19-20-21 sino también para evitar

el uso excesivo de otras opciones, como por ejemplo
cefalosporinas de tercera generacién o fosfomicina, en un
intento de evitar el aumento de los niveles de resistencias
para estas familias de antimicrobianos.

Sin embargo, ya existen publicaciones en distintas partes del

mundo donde se reportan aislamientos de S. sonneiy S.
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flexneri con sensibilidades disminuidas y/o resistentes a
AZ122-23-24¢ incluso se describen casos donde hubo falla de
tratamiento con esta droga2>. La mayoria de los trabajos
refiere a poblacion adulta y a casos de resistencia en
pacientes VIH positivos, mientras que es escasa la
informacién en poblacién pediatrica.

Si bien existen muchos genes que confieren resistencia a
los macrélidos, en gran parte de los casos donde se
observo resistencia a AZl se detectd “mphA’, un gen
plasmidico de resistencia a macrdlidos que codifica una
enzima, la macrélido-2'-fosfotransferasa que inactiva a la
AZly limita su utilidad para el tratamiento de la shigelo-
sis.26,27,28

No hay a la fecha de la redaccién de este trabajo publica-
ciones de puntos de corte clinicos de AZI para Shigella
spp; el CLSI solo ha publicado puntos de corte epide-
mioldgicos (Epidemiological Cutoff Value - ECV),
representando valores de la Concentracién Inhibitoria
Minima (CIM) que ayudan a separar dentro de un grupo de
microorganismos, a las poblaciones bacterianas sin
mecanismos de resistencia (salvajes) de aquellas que si los
poseen (no salvajes), pero solo basado en fenotipos de
CIM, es decir, en informacion in vitro Unicamente.29-30-31
Estos puntos de corte epidemioldgicos pueden utilizarse
para interpretar los resultados de los estudios de sensibili-
dad en casos en los que no hay suficiente informacion
para establecer puntos de corte clinicos y son los que
usaremos para evaluar nuestros resultados.3233

En un contexto de creciente resistencia a los antimicrobia-
nos y de cada vez menos opciones para combatir las
infecciones bacterianas, se hace imprescindible tener
conocimiento de los niveles de resistencia a los antibioti-
cos en nuestra poblacién y realizar una vigilancia continua
con el fin de poder tomar las medidas y correcciones
necesarias para evitar el agravamiento de este problema.

Objetivos

+ Determinar la CIM por el método de dilucién en agar a
AZl en aislamientos de Shigella spp. aisladas de coproculti-
vos durante el periodo enero 2011- mayo 2016 en el
Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de la ciudad de
Cordoba.

« Describir la distribucién de las frecuencias de CIM
obtenidas (global y por especie).

- Evaluar el nivel de resistencia a AZl a lo largo del periodo
estudiado teniendo en cuenta los ECV.

- Conocer que mecanismo genético estuvo involucrado en
aquellas cepas que sean consideradas como resistentes a
AZl de acuerdo a los ECV propuestos por el CLSI.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo, experimental.
Aislamientos

Se analizaron cepas de Shigella spp. aisladas de coproculti-
vos de pacientes que concurrieron con clinica de GEA al
Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad en el periodo
comprendido entre el aflo 2011 y mayo de 2016. Todas las
muestras se analizaron de manera anénima sin vincu-
lacion directa con los pacientes.



Se realizé tincién con Fucsina de las heces para evaluar
respuesta inflamatoria a través de la presencia de PMN.
Las cepas se conservaron en caldo glicerol en freezer, y
luego fueron recuperadas en medio CLED para verificar su
viabilidad. Las mismas fueron tipificadas mediante
pruebas bioquimicas manuales convencionales y su
serotipificacion fue realizada por medio de antisueros
provistos por la Administracion Nacional de Laboratorios e
Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbran” (ANLIS).

Estudio de susceptibilidad in vitro

Del total de aislamientos, solo se tomaron los de S. flexneri
y S. sonnei para determinar la CIM por el método de
dilucién en agar Mueller Hilton a AZI. El resto de las
especies no se tomaron en cuenta por tratarse de
aislamientos de frecuencia muy baja.

Se adquirié Azitromicina Dihidratada de forma comercial
con su respectiva informacién técnica y fisico-quimica
certificada por el proveedor.

En lo que refiere tanto a la preparacion de las soluciones
de antibiotico, preparacién de las placas de agar y del
inoculo bacteriano, se realiz6 siguiendo las indicaciones
provistas por las normas propuestas por el CLSI.32 Las
concentraciones probadas fueron (0; 0.5; 1; 2; 4; 8; 16; 32y
64) ug/ml. Los inéculos bacterianos se sembraron sobre la
superficie del agar utilizando un replicador con 32 pocillos
de capacidad de transferencia. Se utiliz cepa de S. aureus
ATCC 29213 para validar la metodologia. Las placas se
incubaron en estufa a 37°C por 24 horas y la lectura se
realizé bajo fondo oscuro.

Se tomaron en cuenta los puntos de corte epidemiolégi-
cos propuestos por CLSI para asignar la categoria de
sensible o resistente.

A los aislamientos considerados como resistentes a
azitromicina se les realizé ademas estudio de susceptibili-
dad in vitro por la técnica de difusion en agar Mueller
Hilton por el método de Kirby — Bauer, el inoculo bacteria-
no se ajusto al 0.5 de la escala Mac Farland. Se utilizé disco
de azitromicina de 15 ug y las placas fueron incubadas a
35° C por 24 horas. Se utilizd cepa de S. aureus ATCC 25923
para validar el procedimiento.

Tabla 1: Caracteristicas microbiolégicas de la muestra.
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Finalmente, los aislamientos con valores de CIM categori-
zados como resistentes, se enviaron al Instituto Dr. Carlos
G. Malbran para la confirmacién por técnicas de biologia
molecular de los genes que codifican la resistencia a
macrélidos. La metodologia empleada consistié en una
PCR estandar para el gen mph (A)28.

Tratamiento estadistico de los datos

A partir de los datos obtenidos de CIM se procesaron
estadisticamente mediante software InfoStat (version
2018). Para la variable CIM a Azitromicina se calcularon los
pardmetros descriptivos mediana (CIM50) y percentil 90
(CIM90). Para las variables categdricas se calcularon las
frecuencias porcentuales. Los resultados se presentan en
forma de graficos o tablas segun corresponda. Se aplicé el
test chi-cuadrado y la prueba de comparacién de
medianas, para comparar el comportamiento diferente
entre la CIM de ambas especies (S. flexneriy S. sonnei). Se
tomo como valor de significancia a a=0,05

Resultados

Caracteristicas epidemioldgicas y microbiolégicas de la
muestra.

Se recuperaron un total de n=691 aislamientos de Shigella
spp. a partir de coprocultivos de pacientes pediatricos con
cuadros de diarrea durante el periodo de estudio. El 50,2 %
de los pacientes fueron de sexo femenino y el 49,8%
restante de sexo masculino.

En relacién a la edad de los pacientes, la distribucién
hallada fue la siguiente: menores de 1 afo un 7,8% (n =
54), entre 1-5 anos 64,8% (n = 448), entre 6-10 anos21,6%
(n=149) y finalmente entre 11-15 af0s5,8% (n = 40).

Del total de aislamientos, 78,1 % corresponde a S. flexneri,
21,3% a S.sonneiy el 0,6% a S.boydii. No hubo durante
el estudio aislamiento de S. dysenteriae.

Respecto a S. flexneri, el serotipo 2 fue aislado en el 63,6%
de los casos. El andlisis por medio de tincidn de la materia
fecal arroj6 que el 70,3 % de los pacientes tenian respues-
ta inflamatoria con presencia de PMN (Tabla 1).

n %
flexneri 1 22 3,2%
flexneri 2 440 63,6 %
flexneri 3 24 3,5%
tecdestomiees o :
flexneri atipica 49 7,1%
sonnei 147 21,3%
boydii 4 0,6%
Respuesta inflamatoria PMN (+) >5/cpo 100X 70.3%
PMN ( -) <5/cpo 100 X 29,7%




Distribucion de las frecuencias de CIM obtenidas

Se determind la concentracién inhibitoria minima a AZI a
687 aislamientos; 540/687 (78.6%) fueron S. flexneri y
147/687 (21.4%) fueron S. soneii.

Los pardmetros estadisticos de la CIM combinada para el
total de la muestra fueron los siguientes: se obtuvo un
valor minimo de 0,5 ug/mly un maximo superior a 32
ug/ml. Los pardmetros centrales obtenidos fueron: la
mediana (CIM50) para todos los casos fue igual a 4 ug/mly
el percentil 90 (CIM90) igual a 8 ug/ml.

En el andlisis por separado, segun especie, se observo que
en el caso de las S. flexneri la (CIM50) fue igual a 2 ug/mly la
(CIM 90) fue de 4 ug/ml; en cambio para S. sonnei la (CIM
50) fue de 4 ug/mly la (CIM 90) fue de 8 ug/ml (Tabla 2).

Tabla 2: Valores de CIM (ug/ml) global y por especie

Estadisticos Total S. flexneri S.sonnei
(n=687) (n=540) (n=147)
Minimo 0,5 0,5 2,0
Maximo >32 >32 >32
Mediana (CIM50) 4 2 4
P90 (CIM90) 8 4 8

Al comparar el parametro CIM50 entre los tipos de cepas
se comprobd que los valores de CIM para la S. sonnei
fueron superiores a los de S. flexneri, y aplicando el test
estadistico se concluye que la diferencia es significativa
(p=0,0001) entre ambas poblaciones. De esta manera
observamos que S. sonnei exhibe un rango mas alto de
valores de CIM.

Al analizar la distribucién de la variable CIM a AZI, para los
dos tipos de especies, podemos observar que ambas se
comportan de manera diferente, con un corrimiento de
CIM mas altas por parte de S. sonnei. En el grupo de S.
flexneri los valores de CIM con mayor predominio fueron 2
y 4 ug/mly para el grupo de S. Sonnei los mas frecuentes
fueron 4y 8 ug/ml (Figura. 1). La diferencia entre estas
distribuciones resulté estadisticamente significativa
(p=0,0001).

Figura 1: Distribucion de CIM segtin especies

de Shigella. (p=0,0001).

47,6% 49,0%
. M4% 463%
43% 41%
15% 206 0% 0%
1 2 4 8 32
05
S. flexneri (n:540). S. sonnei (n:147)
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Aislamientos resistentes a azitromicina segun los EVC
Recientemente, CLSI proporcioné puntos de corte
epidemioldgicos (ECV) para evaluar la resistencia a AZl en
S. flexneri (difusién por disco y CIM) y S. sonnei (solo
CIM).33 Estos puntos de corte son los que utilizamos para
evaluar la posible resistencia a Azitromicina en nuestros
aislamientos (Tabla 3).

Tabla 3: Puntos de Corte Epidemiolégicos en

Enterobacterias para Azitromicina - CLSI

Cont.del Diametro MICECV
Disco ECV (mm) (ng/mL) Comentarios
WT  NWT WT  NWT
15 ug 216 <15 <8 216 Para usar con
S. flexeri
- - - <16 =32  Parausarcon
S.sonnei
Abreviaturas: ECV, punto de corte epidemioldgico; MIC, concentracion
inhibitoria minima; NWT,tipo no salvaje; WT, tipo salvaje. Adaptado de CLSI -
Guia M100 - 27th. Edicion Pag.40.-

En el periodo de estudio se obtuvieron solamente dos
aislamientos de Shigella spp, que mostraron valores de CIM
superiores a los puntos de corte epidemioldgicos que
establece el CLSI.

Siguiendo esas normas, se considerd resistente a un
aislamiento del afo 2012 correspondiente a una S. flexneri
con CIM>32 ug/mly a un aislamiento del afio 2016 de una
S. sonnei también con una CIM>32 ug/ml. En cuanto a los
datos epidemioldgicos de los aislamientos resistentes, la
edad y sexo indicaron que fueron dos pacientes masculi-
nos de 4y 5 afos respectivamente, ambos con respuesta
inflamatoria positiva.

Tabla 4: Caracteristicas y perfil antimicrobiano de los

casos de Shigella azitromicina resistente

Antibiodticos S.sonnei S. flexneri
Edad 4 anos 5 anos
Sexo Masculino Masculino
Ampicilina R R
Cefpodoxima S S
Piperacilina/Tarzobactam S S
Cefotaxina S S
Gentamicina S S
Azitromicina R (6mm)/CIM>32 R (6mm)/CIM>32
Ciprofoxacina S S
Nitrofurantoina S
Amoxicilina/Acido clavulanico S |
Ceftazidina S S
Cefepina S S
Amicacina S S
Trimetoprina/Sulfametoxazol R R
Cloranfenicol S |
Fosfomicina 200 S S
Colistin 13 mm 15 mm
BLEE Negativo Negativo
PCR1 mphA Positivo mphA Positivo
PCR2 TEM Positivo TEM Positivo
Agar Spot COL Negativo - Negativo -

Sensible a Colistin ~ Sensible a Colistin
Ano de aislamiento 2012 2016
Respuesta Inflamatoria PMN (+) PMN(+)
(tincion de heces)




La tabla 4 resume las principales caracteristicas microbioldgicas, epidemioldgicas
y el perfil antimicrobiano de los dos aislamientos considerados resistentes a AZI.
Ambas cepas fueron derivadas al Instituto Malbran (ANLIS) para la confirmacion
por técnicas moleculares. En ambas cepas se encontré el gen mph(A), un gen
plasmidico de resistencia a macrélidos que codifica una enzima, la
macrdlido-2'-fosfotransferasa que inactiva a la AZI y limita su utilidad para el
tratamiento de la shigelosis, pudiendo confirmar de esta manera la resistencia de
nuestros aislamientos a esta droga.

Discusion

El hospital de Niflos de la Santisima Trinidad de la Ciudad de
Cordoba ha adoptado el uso de AZl via oral de acuerdo a las
normas vigentes de la ultima actualizacién de la ESPGHAN
del afo 2014,78 es correcta indicarla luego de que se ha
realizado la valoracién clinica del paciente al momento de la
consulta junto con otros datos de laboratorio y de sus
antecedentes personales.

A la espera del resultado del coprocultivo, esto es, confir-
macion del agente etioldgico, y del antibiograma definitivo,
AZ| permite cubrir no solo cuadros de diarrea enteroinvasiva
por Shigella spp. sino también por otros microorganismos
como por ejemplo, Campylobacter spp. que también pude
conducir a una diarrea con disenteria y que tiene bajo nivel
de resistencia a los macrolidos.34.35

En comparacién con otras drogas, AZI también muestra
algunas ventajas. Su eleccién limita el uso de otras opciones
terapéuticas, como por ejemplo fosfomicina, para circun-
stancias de mayor gravedad o complicaciones mas severas
de los cuadros de diarrea enteroinvasiva, e incluso para
gérmenes multiresistentes.

Dado que a Ciprofloxacina se la resguarda para pacientes
mayores a 18 afos, esto debido al grado variable de
toxicidad de las fluoroquinolonas en los nifos, otra vez AZI
se muestra como una alternativa valida.36

AMP y TMS han mostrado un alto porcentaje de resistencia,
cifras no solo locales, sino que es un fenémeno que se ha
descripto en varias partes del mundo, con lo cual se descarta
su uso de manera empirica.14.16

Por ultimo, opciones como Ceftriaxona, cefalosporina de 3
generacion, es la indicada para el tratamiento empirico por
via endovenosa cuando la valoracién clinica asi lo estime
necesario y el paciente tenga criterio de internacion.18.37

En Estados Unidos, el Sistema Nacional de Monitoreo de la
Resistencia a los Antimicrobianos (NARMS) informé en 2015
que el nivel de resistencia a Azitromicina para las enterobac-
terias llegaba al 9.8%.38 Puntualmente para el género
Shigella no hemos encontrado datos sobre nivel de resisten-
cia en la Argentina. En cambio, si hemos podido observar
que en los ultimos afos han aumentado los informes de
cepas con sensibilidad disminuida e incluso, resistentes a la
AZI|, en distintas partes del mundo, situacién que ha sido
bien documentada por el CDC.37:39
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Mientras que Shigella flexneri mostré rangos de CIM
entre los 2 y 4 ug/ml, Shigella sonnei lo hizo principal-
mente entre un rango de CIM de 4 a 8 ug/ml mostrando
un leve corrimiento hacia CIM mas altas y este comporta-
miento concuerda con trabajos recientes que han sido
publicados en otras partes del mundo.24

Solo obtuvimos dos aislamientos confirmados como
resistentes del total de los aislamientos. Consideramos
apropiados este tipo de estudios de manera tal de poder
observar en el tiempo cambios en los perfiles de
susceptibilidad a los antimicrobianos en un contexto de
cada vez mas resistencia y menos opciones terapéuticas
nuevas. En referencia a esto, el Laboratorio de Bacteri-
ologia de este nosocomio, comenzé a probar de rutina el
disco de AZI desde el mayo 2016 con el fin de testear esta
resistencia que estd en auge.

La estrategia parece dar resultados, debido a que en
etapas finales de la redaccién de este trabajo se obtuvo
otro aislamiento de Shigella flexneri 2 con un didmetro de
disco de AZI de 6mm, y cuya resistencia fue confirmada
detectando del gen mph(A).

Se hace imprescindible que se continle con la investi-
gacién en este tema y que podamos contar en corto
plazo con puntos de corte clinicos aceptados los cuales
son considerados predictores mas robustos de los
resultados clinicos y que atin hoy no han sido definidos
por los centros encargados a tal fin (CLSI- EUCAST).

Conclusion

A través de nuestros resultados podemos corroborar los
bajos niveles de resistencia a AZI en Shigella flexneriy S.
sonnei en la poblacion pediétrica que concurre al
Hospital de Nifios, mas alla de los datos bibliograficos
que se tenian de otras partes del mundo y del éxito
clinico comprobado a diario con su uso. Estos resultados
junto con otras virtudes de AZI como el bajo costo de
esta droga, los bajos niveles de resistencia, la posibili-
dad de cubrir empiricamente otros agentes bacteria-
nos productores de diarreas invasivas, como Campylo-
bacter spp. a la espera del diagndstico definitivo
limitando el uso de otras opciones terapéuticas
reservadas para casos mas graves, respaldan el uso de
AZI como tratamiento de la shigellosis en nifilos como
primera opcion via oral. A partir de estos datos hemos
podido presentar informacién que desconociamos y
desde de la cual, junto con la vigilancia continua que
se implemento en 2016, contribuir al conocimiento de
esta resistencia en auge, con el objetivo de reforzar su
adecuado uso como tratamiento empirico de gastro-
enteritis aguda en pediatria.
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