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Capitulo I. Resumen

Resumen

Introduccién: Shigella es el principal microorganismo causante de disenteria
bacilar en el mundo y responsable del 5 al 10% de las enfermedades diarreicas tanto
en paises en vias de desarrollo como en paises desarrollados. Estudios
epidemioldgicos recientes sobre Shigella han detectado la circulacion de una clona de
Shigella sonnei, definida como biotipo g, caracterizada por el fenotipo de resistencia a
estreptomicina y trimetoprima y por la presencia de un integron clase 2 (S. sonnei
gMR-Int2). Debido a lo anterior, el objetivo del presente estudio es determinar la
presencia y circulacion de cepas de S. sonnei gMR-Int2 aisladas de muestras fecales

de pacientes adultos en un hospital de tercer nivel.

Métodos: A las 53 cepas de S. sonnei aisladas durante el periodo de 1999 a 2007 se
les realizaron pruebas de susceptibilidad a 21 agentes antimicrobianos. También se llevé a
cabo la biotipificacion por medio de perfiles de fermentacion a tres carbohidratos (ramnosa,
xilosa y o-nitrofenil-B-D-galactopiranosida) y el analisis del integron clase 1y 2 a traves de la
técnica molecular de PCR, amplificando los genes de la integrasa y la region constante de

los integrones.

Resultados: Los 53 aislados de S. sonnei analizados presentaron un alto porcentaje
de resistencia a los antibidticos de primera linea como: espectinomicina (86.7%),
estreptomicina (84.9%), tetraciclina (71.7%), trimetoprim-sulfametoxazol (66%) y cefalotina
(60.3%); mientras que para las quinolonas y cefalosporinas de espectro extendido se obtuvo
una susceptibilidad completa. El 96.2% de las cepas fueron clasificadas dentro del biotipo g y

el 75.5% presento el integron clase 2.

Conclusiones: Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio que reporta la
presencia y circulacién de la cepa S. sonnei gMR-Int2 en nuestro pais, apoyando la
evidencia de la reciente diseminacion de esta cepa clonal, ahora considerada por algunos

investigadores como pandémica.
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Objetivos

Objetivo General

e Determinar la presencia y diseminacion de cepas de Shigella sonnei biotipo g,
multirresistentes, asociadas a integrones clase 2 aisladas de muestras fecales de

pacientes adultos en un hospital de tercer nivel en la Ciudad de México.

Objetivos Especificos

e Determinar el perfil de resistencia antimicrobiana de las cepas de S. sonnei aisladas

de especimenes clinicos en un hospital de tercer nivel.

e l|dentificar la presencia de cepas de S. sonnei biotipo g mediante la fermentacién de

ramnosa, xilosa y o-nitrofenil-B-D-galactopiranosida (ONPG).

e Establecer la relacion existente entre el perfil de resistencia a varios agentes

antimicrobianos y la presencia del integron clase 2 en cepas de S. sonnei biotipo g.
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Antecedentes

3.1 Familia Enterobacteriaceae

La Familia Enterobacteriaceae constituye uno de los grupos bacterianos mas
importantes en la microbiologia clinica, ya que incluye una gran variedad de géneros
asociados con el ser humano. Algunos forman parte de la microbiota normal, como
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Citrobacter, etc.,mientras que otros tienen un
papel patogénico ampliamente reconocido, como el grupo diarreogénico de Escherichia,

Shigella, Salmonella, Yersinia, Campylobacter y Vibrio.*®

Son una familia heterogénea y amplia de bacterias Gram negativas. Son
microorganismos que colonizan las diferentes mucosas, en especial las del tracto
gastrointestinal (Gl). Sin embargo, ademas de causar infecciones gastrointestinales, pueden
causar infecciones extraintestinales como en el tracto urinario y el respiratorio, principalmente
en hospederos inmunodeprimidos.*® Los microorganismos pertenecientes a esta familia se

aislan principalmente de muestras clinicas.

Las enterobacterias se caracterizan fenotipicamente por lo siguiente: a) son bacilos
Gram negativos; b) bacterias no esporuladas con crecimiento en aerobiosis 0 anaerobiosis por
lo que se definen como anaerobios facultativos; ¢) reducen los nitratos a nitritos; d) fermentan
azucares como la glucosa, con diversos productos finales; e) son oxidasa negativa; f) pueden
ser méviles mediante flagelos peritricos o inmdviles; y g) sus requerimientos nutricionales son
relativamente simples, ya que son capaces de crecer en medios de cultivo utilizados
rutinariamente en los laboratorios de microbiologia,’®* como agar Mc Conkey (MC), agar
Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD), agar Salmonella-Shigella (SS) y agar Hektoen, después de
ser incubados durante 18-24 hr a 37°C.

Los microorganismos pertenecientes a esta familia se encuentran extensamente
dispersos en la naturaleza, ya que se pueden encontrar en el suelo, agua, plantas y en el

tracto Gl del ser humano y de los animales.?®
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A nivel mundial, las enterobacterias son responsables de mas de la mitad de las
infecciones gastrointestinales y de la mayoria de las infecciones urinarias. Antes de la
aparicion de la resistencia bacteriana a los antibiéticos, las infecciones causadas por estos

microorganismos eran relativamente faciles de erradicar.?®

La deteccidon de especies resistentes pertenecientes a esta familia es de suma
importancia para la vigilancia de las infecciones que se presentan en las comunidades, asi

como aquellas que se presentan en los hospitales.?®

3.2 Género Shigella

Son bacilos Gram negativos pequefios, no mdviles, anaerobios facultativos, no
esporulados, que no fermentan la lactosa. Existen cuatro especies de Shigella clasificadas
con base a sus diferencias seroldgicas a nivel de lipopolisacaridos: S. dysenteriae (serogrupo
A, 13 serotipos), S. flexneri (serogrupo B, 15 serotipos), S. boydii (serogrupo C, 18 serotipos)

y S. sonnei (serogrupo D, un solo serotipo).>?+%>**

También, se han clasificado en cinco biotipos®*** de acuerdo a sus diferencias
bioquimicas, principalmente por el patron de fermentacion a los carbohidratos ramnosa
(RHA), xilosa (XYL) y o-nitrofenil-B-D-galactopiranosida (ONPG):

Tabla 1. Clasificacion de las especies de Shigella en 5 diferentes biotipos de acuerdo al perfil
de fermentacién de RHA, XYL y ONPG.

Biotipo RHA XYL  ONPG
a* + - +
d + + -
e + + +
f - - -
g - - i

*Biotipos mas comunes.™
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3.2.1 Epidemiologia

Las especies de Shigella son los principales microorganismos causantes de la
disenteria bacilar (shigellosis) a nivel mundial. Hoy, después de 100 afios de que el médico
japonés Shiga descubriera esta bacteria, la shigellosis sigue siendo un problema importante
de salud publica, especialmente en los paises en vias de desarrollo debido a la falta de

higiene existente en éstos y a los precarios suministros de agua potable.

La shigellosis es la gastroenteritis bacteriana con mayor riesgo de contagio, que
resulta de la adherencia e invasion de Shigella a las células epiteliales de la mucosa del
intestino causando inflamacién y ulceracion de la misma. Se ha demostrado que menos de
200 unidades formadoras de colonias (UFC) pueden producir la enfermedad en adultos
sanos.?** Esta enfermedad es una infeccién de distribucién universal, y puede ocurrir a
cualquier edad. Sin embargo, es mas frecuente en la poblacién pediatrica'”?°?° (mas del 60%
de los casos ocurren en nifilos de entre 1 y 5 afios). Este microorganismo es facilmente

16,17

transmisible a través de las manos, agua, alimentos o fomites contaminados, siendo el

hombre el Gnico reservorio conocido.®16242°

S. sonnei es la especie asociada comunmente con las enfermedades diarreicas en

paises desarrollados,**>%

sin embargo, los sintomas tienden a ser moderados y en
ocasiones los pacientes podrian ser asintomaticos.?>*® Por otro lado, S. flexneri es la especie
mas frecuentemente aislada en los paises en vias de desarrollo.?*>* Estos conceptos estan
cambiando e investigaciones recientes sobre prevalencia de serogrupos a nivel mundial
indican cambios significativos y radicales en su frecuencia. Actualmente, no es sorprendente

encontrar que S. sonnei sea aislada mas frecuentemente en paises en vias de desarrollo.*
3.2.2 Enfermedad

La disenteria bacilar es una infecciéon invasiva que se manifiesta de diferentes formas
dependiendo de la edad, la presencia de factores de riesgo, y el estado del sistema inmune
del hospedero, que se manifiesta desde una diarrea leve de corta duracion hasta una

enfermedad inflamatoria del colon.**
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Los sintomas habituales de esta enfermedad son: diarrea acuosa sobre todo al
principio del cuadro clinico, deshidratacion, fiebre, dolor abdominal, fatiga, anorexia y, en
casos mas severos, diarrea con sangre, moco o pus.62%242544 | 3 nosibilidad de transmision
existe mientras el microorganismo se excrete por las heces. La mayoria de los episodios de
shigellosis en pacientes sanos son autolimitados y se resuelven en 5 a 7 dias sin secuelas.?
Las complicaciones se observan en pacientes inmunodeprimidos y en nifilos desnutridos o
muy pequefios. El periodo de incubacién es de 1 a 7 dias y, esta enfermedad puede
presentarse en cualquier época del afio, aunque es mas comun observarla durante las épocas

de calor o lluvia.?®>®

A nivel mundial, se estima que la shigellosis causa alrededor de 1,100,000 muertes por

afio, siendo los nifios menores de 5 afios la poblaciéon méas afectada.?® *">1°

3.2.3 Diagnéstico

El diagndstico estd basado principalmente en el aislamiento e identificacion
microbiolégica de Shigella de un especimen fecal, el cual debe ser recolectado en etapas
tempranas de la enfermedad y enviado al laboratorio en medio de transporte adecuado debido

a que esta bacteria es muy labil a condiciones ambientales.

El aislamiento de Shigella en el laboratorio de microbiologia esta basado en el cultivo

de la muestra clinica en medios diferenciales y/o selectivos®**

como agar MC, agar XLD y
agar SS, e incubacion bajo condiciones de aerobiosis durante 24 hr a 37°C. La identificacion
se realiza a través de pruebas bioquimicas convencionales™ y el diagndstico se confirma por

medio de pruebas seroldgicas.
3.2.4 Tratamiento
Con una hidratacion adecuada, la shigellosis es generalmente una enfermedad

autolimitada y la decisibn para prescribir antibiéticos depende de la severidad de la

enfermedad y de la edad del paciente.®
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El tratamiento con antibidticos mejora los sintomas dentro de las primeras 48 hr y
reduce el tiempo de duracion de la enfermedad, de aproximadamente 5-7 dias a 3 dias. Sin
tratamiento antimicrobiano, o con el uso de antibiéticos ineficientes, un episodio de shigellosis

puede durar de 2 a 10 dias aumentando el riesgo de complicaciones serias o0 muerte.**

Hace algunas décadas, una gran variedad de agentes antimicrobianos eran efectivos
para el tratamiento de la shigellosis; sin embargo, debido a la aparicion de clonas resistentes,
las opciones terapéuticas se han limitado, siendo esto un gran problema de salud publica a

nivel mundial.

En la actualidad, debido al uso indiscriminado de los antibioticos, se ha reportado en
muchas partes del mundo, incluyendo México, la existencia de especies de Shigella con alto
porcentaje de resistencia a agentes antimicrobianos tales como las sulfonamidas, tetraciclina,
ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazol, que en un principio fueron recomendados como los
antibioticos de primera eleccion para el tratamiento de la shigellosis debido a su alta eficacia y
bajo costo.> 2430°45%5". De manera alarmante, el uso inadecuado de antibiéticos de amplio
espectro parece ejercer una presion selectiva y favorecer la aparicién de clonas de Shigella
sSpp. resistentes a estos agentes antimicrobianos de espectro extendido. En los uUltimos afios

26,54,55
X,

se ha reportado la presencia de beta-lactamasas del tipo TEM, SHV, CMY, CT asi

como la resistencia a fluoroquinolonas, 4>’

entre especies de Shigella.

Actualmente la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) recomienda el uso de
fluoroquinolonas, como la ciprofloxacina, como primera opcion para el tratamiento de la
shigellosis en adultos, siendo su uso limitado en los nifios debido a su alto grado de toxicidad,
por lo que se recomienda el uso de los macrélidos (azitromicina) y de las cefalosporinas de
tercera generacion (CEE), como la ceftriaxona, para el tratamiento de dicha enfermedad en

los nifios, %2430

Los cambios en la prevalencia de los serogrupos y en los patrones de susceptibilidad
de Shigella dificultan la eleccion del medicamento adecuado para el tratamiento de la

enfermedad.*
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La carga de enfermedad de la shigellosis en términos de salud publica se esta

agravando por el aumento en la resistencia a los antibiéticos en todo el mundo?82024 355157,

3.3 Resistencia bacteriana a agentes antimicrobianos

Por mas de 50 afios se han utilizado agentes antimicrobianos para controlar las
infecciones bacterianas en humanos, animales y plantas.? En los primeros dias del uso de los
agentes antimicrobianos en la terapéutica, la resistencia a éstos no era considerada un
problema importante, ya que el nUmero de especies resistentes era bajo y un gran nimero de

agentes nuevos y altamente efectivos eran descubiertos.>

Sin embargo, el incremento de la presion selectiva impuesta por el uso irracional de los
agentes antimicrobianos aceler6 el desarrollo y expansiéon de la resistencia bacteriana, lo que
origin6 un fendmeno muy complejo que involucra una gran variedad de agentes

antimicrobianos, especies bacterianas, genes de resistencia y mecanismos de resistencia.*?

La definicién del concepto de resistencia, puede estar basado en diferentes criterios
como son: genético, bioquimico, microbioldgico y clinico. En el presente trabajo la definicion
gue interesa esta basada en el criterio clinico, en donde se menciona que una especie es

resistente cuando sobrevive a la terapia con agentes antimicrobianos.

Una especie bacteriana puede presentar dos tipos de resistencia: intrinseca y
adquirida. El primer tipo de resistencia se debe a cualidades estructurales y funcionales que
permiten la tolerancia a ciertos antibioticos por todos los miembros de un grupo bacteriano en
particular. Este tipo de resistencia representa un problema clinico en el manejo de las
especies bacterianas que son insensibles a un gran nimero de agentes antimicrobianos,
limitando las opciones de tratamiento. Sin embargo, la resistencia adquirida representa una
mayor amenaza para la salud humana ya que es la causante de la aparicién y diseminacién
de resistencia en bacterias normalmente susceptibles; dicha resistencia se encuentra
asociada solo con algunas especies de un género bacteriano en particular o con alguna

especie. %2
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La adquisicibn de resistencia puede ser debida a cambios dentro del genoma
bacteriano por mutacion o por adquisicion horizontal de informacion genética externa, la cual

se puede dar por tres principales mecanismos: conjugacion, transformacién y transduccion.
3.3.1 Mecanismos de transferencia de genes de resistencia

Los genes pueden ser diseminados verticalmente durante la division celular del
hospedero, pero también pueden ser transferidos horizontalmente entre bacterias de igual o

diferente especie o género via transformacion, transduccion y conjugacion.

3.3.1.1 Transformacion: Es la transferencia de ADN (4cido desoxirribonucleico) libre
dentro de una célula receptora. ElI ADN libre se origina de bacterias lisadas. Este mecanismo,

al igual que la transduccion, se observa principalmente en bacterias de la misma especie.?

3.3.1.2 Transduccién: Es la transferencia de genes de una bacteria donadora a otra
receptora utilizando como vector a un fago, el cual inyecta su ADN dentro de la célula
receptora. Este tipo de transferencia se encuentra limitada por la cantidad de ADN que puede
ser empaquetada en el fago y los requerimientos necesarios para que se dé la unién fago-

célula receptora. #4343

Este mecanismo se observa principalmente entre bacterias de la misma especie.

3.3.1.3 Conjugaciéon: Es la union de dos células bacterianas, durante la cual se
transfiere material genético de una célula donadora a una receptora. El contacto cercano de
estas dos células es uno de los principales requerimientos para que se lleve a cabo la

conjugacion. 2343
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Figura 1. Mecanismos de transferencia horizontal de material genético entre bacterias:

A. Transformacién, B. Transduccién y C. Conjugacion.

3.3.2 Elementos involucrados en la transferencia de genes de resistencia

Los plasmidos, transposones, ‘cassettes’ genéticos e integrones juegan un papel
importante en la transferencia horizontal de los genes de resistencia a agentes

antimicrobianos entre las bacterias.

3.3.2.1 Plasmidos: Son los mediadores mas importantes en la diseminacion de genes
de resistencia. Un plasmido se define como una molécula circular de ADN extracromosomico
gue se replica de manera autbnoma, cuyo tamafo va desde 300 pares de bases (pb) a 2400
kilo pares de bases (kb). Estos elementos genéticos codifican tanto genes de resistencia
como propiedades metabdlicas o de virulencia especificas.

Los plasmidos usualmente actiian como vectores para los transposones e integrones.*
21,53

3.3.2.2 Transposones: Son secuencias de ADN moviles que son transferidas de un

lugar a otro dentro del mismo genoma. Existen transposones simples y complejos. Los
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simples son aquellos que sélo llevan el gen de la transposasa, la cual es la enzima que media
la integracion o escision del elemento; por otro lado, los transposones complejos se
caracterizan por tener secuencias terminales invertidas y repetidas que separan las

secuencias que codifican los genes de resistencia de los de la transposasa.'?*>3

3.3.2.3 Cassettes genéticos: Son pequefios elementos genéticos moviles presentes
tanto en bacterias Gram positivas como en Gram negativas. Comunmente consisten en un
solo gen con un solo sitio de recombinacién especifica (attC), el cual la mayoria de las veces
es un gen de resistencia antimicrobiana.>® Los cassettes genéticos usualmente se encuentran

presentes en sitios especificos dentro del integron.>?
3.4 Integron

Son elementos méviles de ADN que capturan e incorporan marcos de lectura abiertos a
través de la recombinacion sitio especifico, que se encuentran en cassettes genéticos

exdgenos Y los convierten en genes funcionales asegurandose de su correcta expresién.®*

Los integrones facilitan la diseminacion de los genes entre las clonas bacterianas.'*°
Es importante destacar que todos los integrones se encuentran ligados a elementos moviles
de ADN, como secuencias de insercion (IS), plasmidos y transposones, los cuales sirven
como vehiculos para la transmisién del material genético. Por ultimo, cabe mencionar que
este tipo de elementos moviles se han encontrado tanto en bacterias Gram negativas, como
por ejemplo Enterobacterias, Pseudomonas, Vibrio y Acinetobacter, como en bacterias Gram

positivas, como Corynebacterium y Staphylococcus.®**

3.4.1 Estructura del integron

Todos los integrones estdn compuestos de tres elementos claves necesarios para la

captura de genes exdgenos.

1. Gen intl: Este gen codifica una enzima llamada integrasa con actividad de

recombinasa en sitio-especifico.

11
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2. Sitio de recombinacién especifico (attl), en el cual se integran los cassettes genéticos
gue confieren resistencia o alguna otra caracteristica.

3. Dos promotores (P, y Pc), donde P, dirige la transcripcion de la integrasa y Pc dirige

la transcripcion de los cassettes genéticos.®%
e B =
intl1 gacEA1, sull E
attl
Py

Figura 2. Estructura general de los integrones: Gen intl, sitio de recombinacién especifica (attl) y los promotores P,y Pc

3.4.2 Mecanismo de integracion de los cassettes genéticos

La integrasa permite la interaccion del sitio attl con el sitio de recombinacion especifica
de los cassettes genéticos attC, también conocido como elemento de 59-pb, uniéndolos y
facilitando de esta manera la integracion o escision de los cassettes genéticos en la zona
variable del integron.®*® Esta integracion se lleva a cabo corriente abajo del promotor Pc en el
sitio attl, permitiéndose de esta manera la expresion de los genes que se encuentran en los

cassettes genéticos.

Estructura basica del integréon
. AL - A -
PC

intl ttl ORF__
n a 59- pb (attC)

\-/ Cassette Genético

6 Intl Integracion/escicion

— —AH— >+
\o/
5

Figura 3. Mecanismo de integracion de los cassettes genéticos: < Gen intl, om Sitio attC (59pb), ‘ sitio de
=

A\

|+ A ——=1F

|

recombinacion attl, marco de lectura abierto (ORF) y Pc promotor del cassette
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3.4.3 Clasificacion de los integrones

Los integrones pueden ser divididos en dos grandes grupos: los integrones moviles y

los superintegrones.

3.4.3.1 Integrones moviles

Este tipo de integrones se encuentran ligados a elementos moviles de ADN y son los

gue estan relacionados con la diseminacién de los genes de resistencia a antibidticos.

Actualmente, se han identificado cinco clases de integrones méviles involucrados en la
diseminacion de los genes de resistencia, dicha clasificacion esta basada en la secuencia que

codifica para la integrasa, teniendo de esta manera integrones clase 1, 2, 3,4y 5.%°
3.4.3.1.1 Integrones clase 1

Los integrones clase 1 estan asociados al transposon Tn402, el cual a su vez puede
encontrarse dentro del transposon Tn21l. Esta clase es la que se encuentra cominmente en
aislados clinicos y a la que pertenecen la mayoria de los cassettes genéticos que confieren

resistencia a agentes antimicrobianos conocidos.

Este tipo de integrones esta constituido primeramente en su extremo 5’ por el gen que
codifica su integrasa, seguido por un sitio de recombinacion (attl). En la regién variable de
estos integrones es donde se lleva a cabo la insercidn de los cassettes genéticos, siendo los
mas comunes los que codifican resistencia a agentes antimicrobianos. Por ultimo, en su
extremo 3’ se encuentran los genes sull y gacEAl, que codifican resistencia a sulfonamidas y

a compuestos cuaternarios de amonio, respectivamente.®>°

ind1 agocAd, gack  cmiA? | oxa9 | qacEA sull
 — — [

-— — = = > b
Integrasa Segmento 3" conservado

Figura 4. Ejemplo del arreglo genético del integron clase 1: los cassettes genéticos aacA4 (resistencia a aminoglicosidos), cmIlA2
(resistencia a cloranfenicol), oxa9 (resistencia a B-lactamicos), gacF y gacEA (resistencia a compuestos cuaternarios de amonio) y

sull (resistencia a sulfonamidas)
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3.4.3.1.2 Integrones clase 2

Este tipo de integrones esta asociado exclusivamente con el transposon Tn7 y sus
derivados. Una caracteristica de suma importancia de éstos, es que en su regién variable sélo
contienen tres genes: dfrAl (dihidrofolato reductasa), satl (estreptotricina acetiltransferasa) y
aadAl (aminoglicosido adeniltransferasa), que confieren resistencia a trimetoprim,
estreptotricina y a estreptomicina/espectinomicina, respectivamente.’ Este arreglo genético
caracteristico y unico se debe a que la integrasa presenta una mutacién en el codon 179
(TTA) provocando un codon de paro prematuro y, como resultado, la expresién de una enzima

(integrasa) defectuosa, la cual impide la insercién de mas cassettes genéticos.>**’

IS1 inel 2L ntl2R

P

IpfC  IpfB  IpfAd 154 (vid]) inel2 dfrAl sar  aadAl orfX glmS

Figura 5. Esquema-ejemplo de la parte final derecha e izquierda del transposon Tn7, el cual contiene un arreglo de genes dentro del

integron clase 2.

3.4.3.1.3 Integrones clase 3

Actualmente se cuenta con poca informacion acerca de este tipo de integrones. Lo
anico que se conoce es que éstos se encuentran asociados a un transposon insertado en un

plasmido que todavia no ha sido caracterizado.***®

3.4.3.1.4 Integrones clase 4y 5

Estos fueron identificados inicialmente gracias a su participacion en el desarrollo de la

resistencia a trimetoprim en el género Vibrio.

El integron clase 4, el cual forma parte de los elementos SXT, ha sido encontrado en
Vibrio cholerae, mientras que el integron clase 5 esta localizado en un transposon compuesto

que se encuentra dentro de un plasmido en Vibrio salmonicida.3 *®
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3.4.3.2 Superintegrones

Este tipo de integrones codifican una integrasa especifica (VchintlA). Ademas,
presentan dos caracteristicas importantes que los distinguen de los integrones maviles.
Primero, la cantidad de cassettes genéticos asociados a este tipo de integron es muy alta; en
ocasiones llegan a tener hasta 20 cassettes genéticos, los cuales presentan una alta
homologia entre sus sitios de recombinacion especifica (attC). En segundo lugar son

estructuras cromosomales, lo que impide su movilidad.

Los cassettes genéticos de los superintegrones, ademas de codificar resistencia a
agentes antimicrobianos, pueden codificar factores de virulencia y enzimas que participan en

el metabolismo primario.

Por ultimo, los superintegrones han sido identificados en Vibrio, Xantomonas, y en

algunas clases de Pseudomonas. 10383947

—_rpmil
infi rpdT iniA

Y B
mmﬂmw
- = e A= — el — — — — — il — —

IF3 L35 L20 .
Intagrasa F 130kph, 176 cassettes Jenelicos m——-

Figura 6. Representaci6n esquematica de un superintegron cromosomal de V. cholerae.
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Metodologia Experimental

4.1 Coleccidon de especimenes y cepas bacterianas

Durante el periodo de 1999 a 2007, un total de 8,607 coprocultivos de pacientes que
presentaban alguna sintomatologia gastrointestinal fueron remitidos y procesados en el
Laboratorio de Bacteriologia del Departamento de Infectologia del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), para la busqueda de los
principales patdégenos bacterianos entéricos: Shigella, Salmonella, Campylobacter,
Aeromonas y Plesiomonas. Las cepas fueron aisladas e identificadas en el Laboratorio de
Bacteriologia de acuerdo a los métodos microbiolégicos y bioquimicos estandar,*® mientras
gue el método de aglutinacion en portaobjetos con antisueros especificos (Difco
Laboratories. Detroit, Michigan, USA) fue utilizado para determinar la especie. Todos los
aislados con patrén bioguimico fenotipico de Shigella fueron confirmados por el Sistema

miniautorizado Vitek Jr. 60 (BioMériuex Inc, Marcy-I'Etoile, Francia).
Un total de 85 cepas de Shigella fueron aisladas: S. sonnei (53), S. flexneri (25) y S.
boydii (7). No se aisl6 S. dysenteriae. Para propoésitos de este estudio, s6lo se examinaron

las 53 cepas de S. sonnei.

Todos los aislados clinicos fueron almacenados y conservados en caldo infusion

cerebro-corazon con glicerol al 15% a -20°C hasta su uso.
4.2 Pruebas de susceptibilidad a agentes antimicrobianos
La susceptibilidad a agentes antimicrobianos se determin6 por medio de dos métodos:

difusién en disco y de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) utilizando los resultados del

Sistema miniautorizado Vitek Jr. 60.
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4.2.1 Método de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en disco

Este método se llevo a cabo de acuerdo a los lineamientos del Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI).*

A partir de un cultivo de 24 hr, se prepar6é una suspension bacteriana ajustada al tubo
de 0.5 de Mc Farland (MF) en solucién salina al 0.85%. Después, con un hisopo estéril se
inoculé masivamente la suspension en una placa de agar Mueller Hinton; posteriormente se
colocaron los sensidiscos (Becton Dickinson, EU.) de los agentes antimicrobianos que fueron
evaluados y se incubaron a 37°C durante 18 a 24 hr; después de la incubacion se registré e

interpreto la lectura de los halos de inhibicion.

Los agentes antimicrobianos probados por este método fueron los siguientes (el
contenido del disco esta indicado dentro de los paréntesis): Cefalotina, CF (30ug);
Ciprofloxacina, CIP (5ug); Cefpodoxima, CPD (10ug); Cefotaxima, CTX (30ug); Cefoxitina,
FOX (30ug); Kanamicina, K (30ug); Acido Nalidixico, NA (30ug); Estreptomicina, S (10ug);
Espectinomicina, SPT (100ug); Tetraciclina, Te (30ug) y Trimetoprim, TMP (5ug).

4.2.2 Método de CMI por el Sistema miniautorizado Vitek Jr. 60

Este método sirve para determinar la susceptibilidad de bacilos Gram negativos
aerobios o anaerobios facultativos de crecimiento rapido. Consta de tres tarjetas, que son
GNI, que es la tarjeta empleada para la identificacion del microorganismo, GNS-122 y GNS-
127 que son tarjetas que constan de una serie de diluciones de determinados agentes

antimicrobianos, que sirven para determinar el patrén de susceptibilidad del microorganismo.

Se prepard una suspension bacteriana en solucion salina a partir de un cultivo puro de
24 hr y se ajusto al tubo 1.0 de MF; esta suspension sirvié para inocular la tarjeta GNI. De
esa suspension bacteriana se tomaron 50 pL y se pasaron a un tubo que contenia 1.8 mL de
solucion salina; este procedimiento se realizé por duplicado para la inoculacion de las tarjetas
GNS-122 y GNS-127. Después de haber llevado a cabo este procedimiento, las tarjetas
fueron selladas e introducidas en la camara de incubacién del Sistema miniautorizado Vitek
Jr. 60, después de 24 hr se obtuvo el reporte del patron de susceptibilidad de la cepa

analizada.
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Los agentes antimicrobianos considerados para el analisis del perfil de susceptibilidad
por este método fueron: Ampicilina, AMP; Amoxicilina/Acido clavulanico, AMC; Aztreonam,
AZT; Cefepime, CPM; Ceftazidima, CAZ; Ceftriaxona, CRO; Cloranfenicol, CHL; Imipenem,
IPM; Gentamicina, CN y Trimetoprim-sulfametoxazol, SXT.

4.3 Biotipificacion de S. sonnei por fermentacion de ramnosa, xilosay ONPG

La biotipificacion de las cepas de S. sonnei se realizé por medio de la fermentacion de
los siguientes carbohidratos: RHA, XYL y ONPG.*

En el caso de la RHA y la XYL, se prepard una solucién de base caldo rojo de fenol al
1% de cada uno de estos carbohidratos; a dicha solucion se le inoculd la cepa a analizar. Se
incubaron a 37°C durante 24 hr. El cambio de rojo-anaranjado a amarillo fue considerado

Como positivo.

Para la determinacion del ONPG, se utilizé el resultado de la tarjeta del Sistema

miniautorizado Vitek Jr. 60, el cual se llevo a cabo como se describe en el punto 4.2.2.

Para verificar que las reacciones fueran correctas, en la fermentacion de RHA y XYL
se utilizaron como controles positivos y negativos, las cepas de Salmonella enterica subsp.
arizonae ATCC 13314 y Salmonella enterica Typhi ATCC 19430, respectivamente.

4.4 Deteccion por PCR de laintegrasa e integron clases 1y 2
Este analisis se llevo a cabo por el método molecular de la reaccién en cadena de la
polimerasa, PCR (por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction),® utilizando pares de

iniciadores especificos que amplifican los genes de la Intll e Intl2, asi como la region

constante de los integrones clases 1y 2 (Tabla 2).
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4.4.1 Extraccion del ADN bacteriano

El ADN bacteriano utilizado en cada uno de los PCR realizados para la deteccién tanto
de las integrasas como de los integrones se obtuvo de la siguiente manera: A partir de un
cultivo puro de 24 hr en agar soya tripticaseina, se tomo ¥ de una colonia y se resuspendio
en una solucién de Chelex al 7.5% (BioRad Chelex ® 100 Resin). El Chelex es una resina
gue nos permite obtener ADN puro a través de un fendmeno de repulsién entre la mismay el
ADN bacteriano, ya que ambos presentan la misma carga (negativa). EI ADN bacteriano se
obtuvo sometiendo la suspension a un proceso térmico de 100°C durante 10 minutos en un
termociclador (Perkin Elmer, DNA Thermal Cycler), después se centrifugé la muestra a
12,000 rpm durante 10 min para asegurar la precipitacion del Chelex unido a todos los
componentes bacterianos no deseados, y obtener un ADN viable para evitar

inespecificidades en las reacciones de PCR.

El ADN obtenido de cada una de las muestras analizadas fue almacenado a -20°C por

no mas de cuatro semanas.
4.4.2 Deteccion de laintegrasa e integron clase 1

Para la deteccion de la integrasa 1 por PCR, se utiliz el par de iniciadores Intl1-F y
Intl1-R y para el integron clase 1 se us6 el par de iniciadores 5’CS y 3'CS, los cuales se unen

a la regién conservada 5’ y 3’ del integron.*® (Tabla 2).

Para el caso de la integrasa clase 1, a cada mezcla de reaccion se le afiadio 33.8 uL
de H,O desionizada, 5 uL de Amortiguador 1l 10x PCR 50 mM, 1.5 mM de MgCl; (3 pL), 0.2
mM (2 uL) de dNTP’s (oligonucledtidos), 0.5 uL de cada iniciador Intll-F y intll-R (25
pmol/uL de cada uno de los iniciadores), 1U (0.2 uL) de Tag AmpliTag ADN polimerasa y
finalmente 5 uL de ADN bacteriano, obteniendo un volumen final de reaccién de 50 uL. La

amplificacién se llevé a cabo de acuerdo al protocolo descrito por Mazel et al.,*®

en un
termociclador (PTC-100™ Programmable Thermal Controller. MJ Research Inc.) con el
siguiente perfil de temperatura: pre-desnaturalizacién a 94°C/5min, seguido de 35 ciclos de
94°C/1min, 62°C/1min, y 72°C/1min, con un paso final de extension de 72°C/5min.
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La deteccion del integron clase 1 se llevo a cabo siguiendo lo descrito por Levesque
et al,** con una mezcla de reaccién que contenia: 34.8 uL de H,O desionizada, 5 uL de
Amortiguador 1l 10x PCR 50 mM, 1 mM de MgCl, (2 uL), 0.2 mM de dNTP’s (2 uL), 0.5 uL de
cada iniciador 5’CS y 3'CS (25 pmol/uL de cada uno de los iniciadores), 1U (0.2 uL) de Taq
AmpliTag ADN polimerasa y finalmente 5 uL de ADN bacteriano, teniendo al igual que en el
caso anterior un volumen final de 50 uL. En este caso la amplificacion se llevd a cabo bajo
las siguientes condiciones térmicas: pre-desnaturalizacion 94°C/5min, seguido de 35 ciclos
de 94°C/1min, 55°C/1min, y 72°C/5min, con una extension de 72°C/5min.

Finalmente, los productos de ADN amplificados tanto en el caso de la integrasa como
del integron clase 1 fueron analizados a través de una electroforesis convencional en un gel
de agarosa al 1% en amortiguador Tris-Borato-EDTA (TBE) 0.5x con 2.5 uL de bromuro de
etidio a 95 V durante 1 hr.

4.4.3 Deteccidn de laintegrasa e integron clase 2

Para la deteccion de la integrasa clase 2, se emplearon el par de iniciadores intl2-F y
intl2-R, y para el caso del integron clase 2 el par de iniciadores fueron hep 74, el cual se une
a la region attl2, y hep 51, que se une a la region del gen orfX, situada en la parte final

derecha del transposon Tn7.® (Tabla 2)

A la mezcla de reaccion empleada para la deteccion de la integrasa clase 2 se le
afiadio 33.8 uL de H,O desionizada, 5 uL de Amortiguador 1l 10x PCR 50 mM, 1.5 mM de
MgCl, (3 uL), 0.2 mM (2 uL) de dNTP’s, 0.5 uL de cada iniciador Intl2-F y intI2-R (25 pmol/uL
de cada uno de los iniciadores), 1U (0.2 uL) de Taq AmpliTag ADN polimerasa y por ultimo 5
uL de ADN bacteriano, para asi obtener un volumen final de reaccion de 50 pL. La

0™) bajo el siguiente perfil

amplificacion se llevé a cabo en un termociclador (PTC-10
térmico: pre-desnaturalizacion 94°C/5min, seguido de 30 ciclos de 94°C/30seg, 62°C/30seqg,
72°C/1min, con una extension de 72°C/5min, todo esto de acuerdo a lo publicado por Mazel

et al.8
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Por otra parte, la mezcla de reaccion utilizada para la deteccion del integron clase 2 se
llevé a cabo de acuerdo al procedimiento publicado por Mammina et al,*® la cual contenia:
33.8 uL de H,O desionizada, 5 uL de Amortiguador 1l 10x PCR 50 mM, 1.5 mM de MgCl; (3
uL), 0.2 mM (2 uL) de dNTP’s, 0.5 uL de cada iniciador hep 74 y hep 51 (25 pmol/uL de cada
iniciador), 1U (0.2 uL) de Tag AmpliTag ADN polimerasa Yy finalmente 5 uL de ADN
bacteriano, obteniendo de esta manera un volumen final de 50 pL. La amplificacion consistio
en 30 ciclos de 94°C/30seg, 55°C/30seg, 72°C/4min y una temperatura de extension de

72°C/5min; la temperatura de pre-desnaturalizaciéon fue de 94°C durante 5 minutos.

Finalmente, al igual que en el caso descrito en el punto 4.4.2, los productos de ADN
amplificados fueron analizados a través de una electroforesis convencional con un gel de
agarosa al 1% en amortiguador 0.5x TBE con 2.5 uL de bromuro de etidio y con condiciones

de corrida de 95 V por 1 h.

Controles: Como control positivo y control negativo en estos experimentos se utilizé
una cepa de E.coli 1176, y una cepa de E. coli 1150, respectivamente, ambas aisladas de

especimenes clinicos en el INCMSZ.

Tabla 2. Secuencia de los iniciadores utilizados en la deteccién de laintegrasa e integron clase 1y 2 por

el ensayo de PCR

Iniciador Secuencia (5’ — 3) Localizacion de la secuencia  Referencia
intl-1F ACATGTGATGGCGACGCACGA intl1 49
intl-1R ATTTCTGTCCTGGCTGGCGA intl1 49

5'CS GGCATCCAAGCAGCAAG 5'CS integron 1 49
3'CS AAAGCAGACTTGACCTGA 3'CSintegron 1 49
intl-2F CACGGATATGCGACAAAAAGGT intl2 49
intl-2R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG intl2 49
hep 74 CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA atti2 58
hep 51 GATGCCATCGCAAGTACGAG orfX dentroTn7 58
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Resultados

5.1 Cepas estudiadas

De los 8,607 especimenes fecales procesados dentro del periodo de 1999-2007 en el
INCMNSZ, el 1 % (85 cepas) corresponde a Shigella spp., de las cuales el 0.6 % (53) fueron

S. sonnei.

De las 85 cepas de Shigella aisladas durante los 8 afos, la distribucién de las
especies fue: 53 (62.3%) de S. sonnei, 25 (29.4%) de S. flexneriy 7 (8.2%) de S. boydii C.

5.2 Resistencia antimicrobiana de S. sonnei

Las 53 cepas de S. sonnei analizadas en este estudio presentaron resistencia al
menos a uno de los 21 agentes antimicrobianos probados. La Tabla 3 contiene una

descripcion detallada de la resistencia.

Los agentes antimicrobianos contra los que se presentd un alto porcentaje de
resistencia fueron: Espectinomicina (86.7%), Estreptomicina (84.9%), Tetraciclina (71.7%),
Trimetoprim-sulfametoxazol (66%), Trimetoprim (64.1%) y Cefalotina (60.3%), seguido de la
resistencia a Ampicilina (35.8%) y a Amoxicilina/Acido clavulanico (32.1%). Todas las cepas
mostraron susceptibilidad a: Acido Nalidixico, Ciprofloxacina, Aztreonam, CEE, asi como a la
Gentamicina e Imipenem. A excepcion de una cepa aislada en 1999, todas los aislados de S.

sonnei mostraron susceptibilidad a cloranfenicol,.

De acuerdo a los resultados obtenidos de los ensayos de susceptibilidad llevados a
cabo en este estudio se pudo observar que los perfiles de resistencia mas comunes dentro
de las cepas de S. sonnei biotipo g asociadas al integron clase 2 fueron: CF, Te, SPT, S,
TMP, SXT (23%); AMP, AMC, CF, Te, SPT, S, TMP, SXT (18%) y Te, SPT, S, TMP, SXT
(18%) (Tabla 4).

22



Capitulo V. Resultados

Tabla 3. Fenotipo de resistencia antimicrobiana de los aislados de Shigella sonnei obtenidos en INCMNSZ en el periodo de 1999-2007

Afio de aislamiento, No. de aislados resistentes (%)

Agente antimicrobiano Z;?tteo(cll?()a 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 Total por antibiético
Ac. nalidixico <=13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ampicilina >=32 3 (50) 0 1 (50) 2 (50) 9 (75) 3(37.5) 0 1(25) 0 19 (35.8)
Amoxi/clavulanico >=32 2(33.3) 0 1(50) 1(25) 9(75) 3(37.5) 0 1(25) 0 17((32.1)
Aztreonam >=32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cefalotina <=14 4 (66.6) 0 2 (100) 4 (100) 7 (58.3) 7 (87.5) 4 (44.4) 1(25) 3 (50) 32 (60.3)
Cefepime >=32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cefotaxima <=14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cefoxitina <=14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ceftazidima >=32 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ceftriaxona >=64 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cepodoxima <=17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ciprofloxacina <=15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cloranfenicol >=32 1(16.6) 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1.8)
Espectinomicina <=15 5(83.3) 1 (50) 2 (100) 2 (50) 10 (83.3) 8 (100) 8(88.8) 4 (100) 6 (100) 46 (86.7)
Estreptomicina <=11 3 (50) 1 (50) 1 (50) 3 (75) 10 (83.3) 8 (100) 9 (100) 4 (100) 6 (100) 45 (84.9)
Gentamicina >=16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kanamicina <=13 1(16.6) 0 0 0 0 0 0 1(25) 0 2(3.7)
Imipenem >=16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tetraciclina <=14 4 (66.6) 0 1 (50) 2 (50) 9 (75) 7 (87.5) 5 (62.5) 4 (100) 6 (100) 38 (71.7)
Trimetoprim <=10 3 (50) 0 1( 50) 1(25) 8 (66.6) 7 (87.5) 6 (66.6) 4 (100) 4 (66.6) 34 (64.1)
Trime/sulfametoxazol >=320 3 (50) 0 1 (50) 2 (50) 9 (75) 7 (87.5) 5 (55.5) 4 (100) 4 (66.6) 35 (66)
Total por afio 6 (11.3) 2 (4) 2 (4) 4 (7.5) 12 (22.6) 8 (15) 9 (17) 4 (7.5) 6 (11.3) 53 (100)
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Tabla 4. Perfiles de resistencia a los agentes antimicrobianos evaluados de las cepas de S. sonnei biotipo g asociadas al
integron clase 2 aisladas en el INCMNSZ dentro del periodo de 1999-2007.

Afio de aislamiento, No. de aislados resistentes (%)E“b

Fenotipo de resistencia

1999 2002 2003 2004 2005 2006 2007 Total

AMP,AMC,CF,Te,SPT,S,TMP,SXT 2 0 3 2 0 0 0 7 (18)
AMP,AMC,CF,Te,SPT,S,SXT 0 0 3 1 0 0 0 4(10.2)
AMP,AMC,Te,SPT,S, TMP,SXT 0 0 1 0 0 1 0 2 (5.1)
CF,Te,SPT,S, TMP,SXT 0 0 0 4 3 1 1 9 (23)
CF,Te,SPT,S,TMP 0 0 1 1 0 0 0 2 (5.1)
CF,Te,SPT,S,SXT 0 0 0 0 0 0 1 1(2.6)
Te,SPT,S, TMP,SXT 0 0 0 0 2 2 3 7 (18)
CF,Te,SPT,S 0 0 0 0 0 0 1 1(2.6)
CF,Te,SPT,TMP 0 0 1 0 0 0 0 1(2.6)
CF,Te,S,TMP 0 1 0 0 0 0 0 1(2.6)
CF,Te,TMP 0 0 1 0 0 0 0 1(2.6)
Te,SPT,S 0 0 0 0 1 0 0 1(2.6)

SPT,S 0 0 0 0 1 0 0 1(2.6)

#'En el 2000 y 2001 ninguna de las cepas resistentes evaluadas presentaron alguno de los fenotipos de resistencia que se presentan en la tabla.

® En el 2005 la cepa 8818 solo presento resistencia a S.
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5.3 Biotipificacion de S. sonnei por fermentacién de ramnosa, xilosay ONPG

La distribucion de las 53 cepas de S. sonnei biotipificadas se muestra en la Tabla 5.

El mayor porcentaje de los aislados estudiados fue agrupado dentro del biotipo g con
un 96.2% (51/53) y sélo un porcentaje minoritario de 3.7% (2/53) de los aislados fue asociado

con el biotipo a; no se detectaron ninguno de los otros tres biotipos existentes.

Este resultado concuerda con lo publicado en la literatura, donde se dice que los

biotipos g y a son los mas comunes.*>**

5.4 Deteccion de laintegrasa e integron clase 1y 2

El 75.5% (40 de 53) de las cepas de S. sonnei amplificaron tanto para el gen de la
integrasa como para la region constante del integron clase 2 (Figuras 7 y 8) con un peso
molecular de 789 pb y 2.2 Kb, respectivamente. Sélo en uno (1.8%) de los aislados se
detect6 el integron clase 1 (S. sonnei 5978 biotipo a aislada en 2002) (Tabla 5). En ninguna

de las cepas estudiadas se identificaron ambos integrones.
Es importante mencionar que gran parte de las cepas de S. sonnei aisladas dentro del

periodo 2003-2007 a excepcién de dos cepas aisladas en el 2003 (Cepas 6979 y 7065)

resultaron ser positivas para el integron clase 2.
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Figura 7. Integrasa clase 2 en cepas de Shigella spp. Carril M: Marcador de peso molecular XIV (Roche Diagnostics,
Indianapolis IN, USA); Carrill: S. flexneri 2975; Carril 2: S. flexneri 3023; Carril 3: S. sonnei 5223; Carril 4: S. sonnei 11402;
Carril 5: S. boydii C 11465, Carril 6: S. flexneri 11569; Carril 7: S. sonnei 11642; Carril 8: E. coli 1150 Int2 ",Carril 9: E. coli
1176 Int2 *. Peso molecular 789 pb.

Figura 8. Integron clase 2 en cepas de Shigella spp. Carril M: Marcador de peso molecular XIV (Roche Diagnostics,
Indianapolis IN, USA); Carrill: S. flexneri 2975; Carril 2: S. flexneri 3023; Carril 3: S. sonnei 5223; Carril 4: S. sonnei 11402;
Carril 5: S. boydii C 11465, Carril 6: S. flexneri 11569; Carril 7: S. sonnei 11642; Carril 8: E. coli 1150 Int2 ",Carril 9: E. coli
1176 Int2 *. Peso molecular 2.2 kb.

26



Capitulo V. Resultados

Tabla 5. Distribucién de S. sonnei biotipo g y del integron clase 2 de los aislados clinicos
obtenidos durante el periodo 1999-2007 en el INCMNSZ.

Presencia de

Biotipo (%)

Afio de No. de
aislamiento aislados Intl2 e Integron 2 a g
(%)
1999 6 2 (33.3) 0 6 (100)
2000 2 0 0 2 (100)
2001 2 0 0 2 (100)
2002 4 1 (25) 1 (25) 3 (75)
2003 12 10 (83.3) 1(8.3)° 11 (91.6)
2004 8 8 (100) 0 8 (100)
2005 9 9 (100) 0 9 (100)
2006 4 4 (100) 0 4 (100)
2007 6 6 (100) 0 6 (100)
Total 53 40 (75.5) 2 (3.7) 51 (96.2)

% La cepa de S. sonnei 5978 biotipo a, aislada en el 2002 fue la Unica positiva para la integrasa e integron clase 1.

®La cepa de S. sonnei 7471 biotipo a, aislada en el 2003, amplifico tanto para la integrasa e integron clase 2.
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Discusioén

Nuestros resultados muestran la presencia de S. sonnei gMR-Int2 en la poblacién
estudiada y confirman la emergencia y diseminacién de esta cepa pandémica en nuestro
medio. En concordancia a los reportes previos, incluyendo el trabajo realizado en el 2006 por

Mammina et al,®®

observamos casos esporadicos de la presencia de S. sonnei gMR-Int2 a
finales del los 90s, pero un claro establecimiento y diseminacion de esta cepa pandémica
desde principios del 2003. A partir de este afo, todas las cepas mexicanas en estudio

pueden ser consideradas como S. sonnei gMR-Int2.

Aunque el nimero de cepas consideradas en este estudio es limitado por lo que es
posible subestimar la prevalencia real de S. sonnei gMR-Int2, al basarnos Unicamente en
aislados obtenidos del INCMNSZ, estos resultados muestran una clara tendencia de la

circulacién dentro de nuestra comunidad de una cepa de S. sonnei gMR-Int2.

Se ha reportado una incidencia baja de Shigella spp. en los pocos estudios llevados
a cabo en adultos en paises con desarrollo medio o bajo, incluyendo Latinoamérica. A pesar
de que el INCMNSZ es un hospital de tercer nivel especializado en enfermedades de adultos
y no de nifios, poblacion donde se ha realizado la gran mayoria de los estudios sobre la
incidencia de Shigella spp., el porcentaje de aislamiento en este estudio fue del 1 % similar al
reportado en Pert y Brasil, que fue de 2 al 3%.°

S. sonnei es la especie aislada con mayor frecuencia en paises industrializados.**%*
Nuestro estudio, en contraste a los datos de estos paises (media de 15%), de las 85 cepas
aisladas en el INCMNSZ dentro del periodo de 1999-2007 que fueron identificadas como
Shigella spp., el 62.3% fue identificado como S. sonnei, mientras que S. flexneri se aislé sélo
en un 29.4%. Sin embargo, en un estudio previo llevado a cabo por Guerrero et al.® en la
ciudad de México en una poblacion infantil se reportaron resultados similares para el
aislamiento de S. sonnei (46%) y S. flexneri (43%). Este cambio de prevalencia en los
serogrupos de Shigella en nuestro ambiente probablemente se debe a la circulacién de la
clona pandémica de Shigella sonnei gMR-Int2, como ya se ha demostrado en otras partes

del mundo.
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Con los resultados obtenidos en este estudio se confirma que, en nuestro medio, los
agentes antimicrobianos de primera linea se han convertido en ineficaces y, como se
muestra en la Tabla 3, a pesar de haber analizado un nimero pequefio de cepas por afio, la
alta resistencia se ha mantenido en la uUltima década. Estos datos concuerdan con el hecho
de que la resistencia antimicrobiana de Shigella spp., en especial de S. sonnei, es
particularmente hacia antibioticos de primera linea tales como trimetoprim-sulfametoxazol,
tetraciclina y ampicilina, los cuales son usados comunmente para el tratamiento de la
shigellosis en todo el mundo por su bajo costo.'”?*3%%*%> Ademas, nuestras cepas mostraron
un fenotipo de susceptibilidad total a cloranfenicol (98%), lo que coincide con lo reportado por
grupos europeos y del medio oriente,'”*"*%5donde han identificado y caracterizado la
circulacién de la cepa clonal de S. sonnei gMR-Int2, que posee una resistencia parcial a
ampicilina (6 a 9%) y una susceptibilidad practicamente completa a cloranfenicol (100 a 98%).

Nuestros resultados junto con los datos de los estudios previos, sugieren que el
fenotipo cloranfenicol-susceptible de los aislados de S. sonnei gMR-Int2 podria ser
considerado como un marcador caracteristico de susceptibilidad de estas cepas para su
identificacion clonal, apoyando la hipotesis de la diseminacion mundial de esta clona. En un
estudio realizado en Corea,* se encontré que las cepas de S. sonnei (CHL-resistente, RHA-
positiva) aisladas durante los inicios de los 80s, previo a la aparicion de la cepa pandémica
de S. sonnei gMR-Int2, sugiere que estas cepas poseian la facilidad para adquirir los genes
gue confieren la resistencia a cloranfenicol entre las diversas y heterogéneas clonas de S.
sonnei. En  contraste, ellos reportaron la presencia de cepas con una completa
susceptibilidad a cloranfenicol y RHA negativa aisladas a partir de finales de la década de los
90s. Estos datos son consistentes con los resultados obtenidos por varios grupos de

investigadores,®*°17

y concuerdan con los nuestros, en el sentido de que practicamente
todas las cepas de S sonnei gMR-Int2 aisladas en diversas partes del mundo desde inicios

de este siglo presentan el fenotipo de cloranfenicol-susceptible.

Asimismo, se encontré un alto porcentaje de resistencia (60.3%) a cefalotina, una
cefalosporina de 12 generacion, debido muy probablemente a que este fenotipo de
resistencia es indicativo de la presencia de una enzima p-lactamasa del tipo TEM-1 que le
confiere resistencia a penicilinas y cefalosporinas primarias, como se ha reportado entre

especies de Shigella.”*’
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En nuestro estudio, no se observo resistencia a las CEE, asi como a las quinolonas
evaluadas, estos datos concuerdan con un trabajo realizado por Calva et al.® en el
Departamento de Infectologia del INCMNSZ, donde en un estudio de cohorte en nifios sanos
en una zona periurbana de la Ciudad de México identificaron el 1 % de E coli (usada como
microorganismo centinela) resistente a fluoroquinolonas presentes en su microbiota
intestinal. Ademas, el mismo grupo identifico el uso infrecuente (2%) de las quinolonas como

opcion terapéutica en esa comunidad.’®

Es importante mencionar que el patron de resistencia puede variar con respecto al
pais o ciudad de la que se hable, por lo cual para asegurar el tratamiento adecuado de la
shigellosis y evitar la aparicion de cepas de S. sonnei resistentes a CEE, como se ha

45.17.23.21.5455 o5 necesario llevar a cabo una continua

reportado en algunas partes del mundo,
vigilancia de éstos y determinar cuales son los agentes antimicrobianos que contindan siendo
eficaces para el tratamiento de esta enfermedad.? El andlisis hecho de la relacién entre la
presencia del integron clase 2 y los perfiles de resistencia a los agentes antimicrobianos
estudiados, como se muestra en la Tabla 4, revel6 que la presencia de estos elementos no
puede ser asociada con un patrén de resistencia especifico, es decir, no siempre las

caracteristicas de multiresistencia estan relacionadas con la presencia de los integrones.*

Con respecto a la clasificacion de Shigella spp. de acuerdo a su perfil de
fermentacion frente a tres carbohidratos, los datos obtenidos (Tabla 5) mostraron que el
96.2% de las cepas estudiadas fueron agrupadas dentro del biotipo g, y solo el 3.7% fue
identificado como biotipo a. Estos porcentajes concuerdan con reportes recientes de varias
partes del mundo, en donde se ha observado que estos dos biotipos son los mas

comunes. 4043

La apariciobn de recientes reportes en algunas ciudades en Europa sobre la
diseminacién de una clona de S. sonnei gMR-Int2,>3%404551 ademas de la falta de
informacion en nuestro pais de la existencia de este tipo de cepas, nos motivo a investigar y
conocer las caracteristicas que presentan las cepas de S. sonnei que circulan en nuestra

ciudad.
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Finalmente, hay reportes recientes en nuestro pais sobre el aislamiento de S. sonnei

tanto de alimentos’® como de especimenes fecales,*%%>2

aunque las cepas en estos
estudios no fueron identificadas como gMR-Int2 estos datos muestran que el aislamiento de
este microorganismo es frecuente en nuestro ambiente. Dichos datos, junto con reportes en
la literatura de brotes ocasionados por S. sonnei con las caracteristicas de gMR-Int2 en
guarderias'* y por consumo de productos frescos** (perejil cultivado en México), sugieren
gue el aislamiento de S. sonnei gMR-Int2 en nuestra area geografica puede ser considerado
un problema emergente de salud publica como consecuencia de la diseminacion y

circulacion de esta cepa pandémica.
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Conclusiones

Este es el primer estudio que reporta la presencia y circulacion de la cepa de S. sonnei
gMR-Int2 en nuestro pais, apoyando la evidencia de la reciente diseminacion de esta

cepa clonal, ahora considerada por algunos investigadores como pandémica.

Los datos obtenidos demuestran la alta resistencia a agentes antimicrobianos de primera
linea utilizados cominmente para el tratamiento de la shigellosis en nuestro medio, por lo

tanto, ya no deberian ser considerados como de primera eleccion.

La resistencia a los agentes antimicrobianos representa un reto terapéutico, que requiere
de un programa de monitoreo continuo de los perfiles de resistencia de Shigella spp. a
nivel nacional e internacional, a fin de controlar la diseminacion de cepas resistentes de

este microorganismo.
La caracteristica fenotipica de susceptibilidad a cloranfenicol podria ser considerada

como un marcador adicional para la identificacion, caracterizacion y diseminacion de

cepas de S. sonnei gMR-Int2.
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