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Serotipos y resistencia antimicrobiana de cepas de Shigella flexneri aisladas
de nifios con diarrea aguda. Relacion entre el serotipo y la severidad del episodio
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Resumen: Se determind el serotipo, susceptibilidad a los antimicrobianos y la relacion de severidad de la infeccion con el serotipo, a un
grupo de 50 cepas de S. flexneri aisladas de nifios menores de 5 afios con diarrea: 25 nifios deshidratados y 25 no deshidratados. Para la
tipificacion se utilizaron antisueros comerciales y la susceptibilidad a los antimicrobianos se realizé por el método de difusion en disco.
Caracteristicas epidemiologicas y clinicas de los episodios: media de edad 13,32 meses + 12, clase obrera y marginal 94% (P< 0,05),
eutroficos 80% (P<0,05), sangre macroscopica en heces 82% (P< 0,05), vomitos 60% (P> 0,05). El serotipo con mayor frecuencia fue el
2a (40%), seguido por el 3a (24%), 2b (18%), 1a (6%), 6 (4%), 3b (2%), 4a (2%), variante “X” (2%) y variante “Y” (2%). El mayor por-
centaje de resistencia se observo a tetraciclina (96%), seguido por ampicilina (94%), cloranfenicol (90%), amoxicilina acido clavulanico
(84%) y trimetoprin-sulfametoxazol (72%). La desnutricién (36%, P< 0,05) y el serotipo 2a (56%, P< 0,05) se observaron con mayor
frecuencia en los nifios deshidratados, mientras que el serotipo 2b predominé en los no deshidratados (32%, P< 0,05). La prevalencia del
serotipo 2a, su asociacion con la severidad del episodio y la elevada resistencia a los antibidticos alertan sobre la problematica de la infec-
cion por Shigella en el pais y refuerza la necesidad de estudios para ajustar pautas en el tratamiento.
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Serotype and antimicrobial resistance of Shigella flexneri strains isolated from
children with acute diarrhea. Relationship between serotype and severity of the episode

Abstract: Serotype, antimicrobial susceptibility, and severity of the infection according to serotype, were determined in a group of 50
Shigella flexneri strains isolated from children less than 5 years old with diarrhea: 25 children dehydrated and 25 non dehydrated. Com-
mercial antisera were used for serotyping and antimicrobial susceptibility was determined by the disc diffusion method. Clinical and
epidemiological characteristics of the episodes: mean age 13.22 = 12 months; 94% belonged to laborer and marginal classes (P<0.05);
80% eutrophic (P<0.05); 82% macroscopic blood in feces (P<0.05); 60% vomits (P>0.05). The most frequent serotype was 2a (40%),
followed by 3a (24%), 2b (18%), 1a (6%), 6 (4%), 3b (2%), 4a (2%), variant “X” (2%) and variant “Y” (2%). The highest resistance
percent was found for tetracycline (96%), followed by ampicylline (94%), chloramphenicol (90%), amoxicylline clavulonic acid (84%)
and trimetoprim-sulfametoxazol (72%). Malnourishment (32%, P<0.05) and serotype 2a (56%, P<0.05) were seen more frequently in
dehydrated children, while serotype 2b predominated in non dehydrated children (32%, P<0.05). Prevalence of serotype 2a and its asso-
ciation with the severity of the episode and high antibiotic resistance alert regarding the problem of Shigella infections in our country and
reinforce the need of further studies to adjust treatment norms.
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Introduccion del género Shigella. Las cuatro especies del género: S

dysenteriae, S. flexneri, S. boydii y S. sonnei causan un

La shigelosis también conocida como disenteria baci-
lar, es una enfermedad infecciosa aguda de las vias gas-
trointestinales inferiores causada por microorganismos

gran espectro de infecciones que van desde una diarrea
acuosa a la disenteria fulminante. La infeccion se caracte-
riza por diarrea acompafiada de fiebre, dolor abdominal
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agudo, tenesmo, vomitos y nauseas [1,2]. La patogénesis
de Shigella es compleja, implica la interaccion inicial del
microorganismo con la célula huésped, invasion, multi-
plicacion celular, lisis de la célula infectada, produccion
de enterotoxinas y diseminacion de célula a célula [3].
Estos procesos dependen de la accion de multiples genes
que se encuentran en elementos cromosomales y plasmi-
dicos [2.,4,5].

Shigella causa anualmente en los paises en desarrollo
163 millones de episodios de diarrea, y un milléon de
defunciones [6]. Se considera que el 70% de los casos
reportados y 60% de las muertes ocurren en los nifios
menores de 5 afios [6]. El alto porcentaje de defunciones
esta relacionado con las precarias condiciones de vida,
hacinamiento, baja higiene personal, falta de servicios
basicos y poco acceso a programas de educacion sanitaria
y atencion médica [7]. Ademas, se ha descrito que la
distribucion mundial de los serogrupos de Shigella no es
igual en las distintas regiones; S. flexneri es mas frecuen-
te en los paises en desarrollo, mientras que en los paises
desarrollados predomina S. sonnei [6]. En Venezuela
conocemos poco sobre la morbilidad y mortalidad de la
infeccion por este microorganismo. Los trabajos publica-
dos reportan una prevalencia que oscila entre 4 y 7% [8-
10] siendo mas frecuente en los nifios mayores de un afio
[10]. La shigellosis es una importante causa de muerte en
los niflos venezolanos. En un estudio de mortalidad por
diarrea aguda en niflos menores de 5 afios realizado en la
Ciudad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera” de la Ciudad
de Valencia estado Carabobo, se aislo Shigella en el 19%
de los nifios fallecidos por diarrea, resultando ademas S.
flexneri el serogrupo mas frecuente [11].

A toda esta problemdtica, se une el creciente desarrollo
de multirresistencia a los antibioticos que presenta Shige-
lla [10,12-14] lo que reduce considerablemente las op-
ciones de tratamiento y enfoca la lucha contra la enfer-
medad hacia otro horizonte como es el desarrollo de
vacunas [15,16]. Algunas de estas vacunas se orientan a
estimular la respuesta inmune contra los determinantes
antigénicos serotipos especificos del polisacarido “O”
[17,18] del lipopolisacarido (LPS) de la pared celular
bacteriana. Pero el desarrollo de estos programas de va-
cunas solo tendra éxito si se establecen en las regiones
sistemas de vigilancia, que permitan conocer la prevalen-
cia de la enfermedad y la distribucion de los distintos
serogrupos y serotipos de la bacteria.

El objetivo del estudio fue conocer el serotipo y el
patrén de susceptibilidad a los antimicrobianos de un
grupo de cepas de S. flexneri aisladas de nifios menores
de cinco afios con diarrea, pertenecientes al sistema de
vigilancia de la diarrea aguda de la Ciudad Hospitalaria
“Dr. Enrique Tejera” de la Ciudad de Valencia, Edo.
Carabobo en los afios 1998 - 2005 [19]. Ademas se estu-
dio la relacion existente entre la severidad de las manifes-
taciones clinicas de la diarrea con los serotipos aislados.

Materiales y Métodos
Lugar del estudio y poblacion

Las cepas de Shigella y datos de este estudio fueron
obtenidos de pacientes que ingresaron al Sistema de
Vigilancia de la Diarrea Aguda en nifios menores de 5
afios implementado en la Ciudad Hospitalaria “Dr. Enri-
que Tejera” (CHET) de la ciudad de Valencia, Estado
Carabobo- Venezuela entre los afios 1998 y 2005 [19]. El
Sistema de Vigilancia fue aprobado por los Comités de
Etica del Instituto de Biomedicina y de la Ciudad Hospi-
talaria “Dr. Enrique Tejera”.

Luego de haber obtenido el consentimiento informado
del representante, los nifios fueron evaluados clinicamen-
te. Los datos (edad, género, estatus socioecondmico, tipo
de alimentacion, estado nutricional, fiebre, vomitos,
grado de deshidratacion, presencia de sangre macrosco-
pica en las heces) se recolectaron y tabularon sistemati-
camente. El estatus socioecondémico se determind por la
metodologia de Graffar modificado [20] y el grado de
deshidratacion se establecid de acuerdo con los criterios
de la Organizacion Mundial de la Salud [21]. Se defini6
un episodio de diarrea aguda como la presencia de tres o
mas evacuaciones en 24 horas, con alteracion de la con-
sistencia (liquida o semiliquida), con o sin sangre ma-
croscopica en las heces y con una duracion no mayor de
14 dias [21].

De la poblacion de nifios con S. flexneri seleccionamos
de forma aleatoria 50 casos: 25 nifios deshidratados y 25
no deshidratados. La presencia de deshidratacion se tomo
como un indicador de la severidad de la infeccion.

Recoleccién y procesamiento de las muestras

Las muestras fueron recolectadas en envases adecua-
dos, se evaluaron macroscopicamente y se tomo una
porcién representativa mediante dos hisopos estériles que
posteriormente fueron colocados en el medio de transpor-
te Cary- Blair (BBL, USA). En los casos en donde el
paciente no evacud, se tomaron las muestras mediante
hisopado rectal. Las muestras se enviaron inmediatamen-
te al laboratorio donde se sembraron en agar MacConkey
(BBL, USA), agar Salmonella-Shigella (MERCK, Ale-
mania), agar xilosa-lisina-dexosicolato (BBL, USA),
caldo selenito (OXOID, Inglaterra) y se incubaron a 35°C
por 18-24 horas. Las colonias lactosa negativas identifi-
cadas preliminarmente por métodos estandarizados [22]
como Shigella fueron sembradas en placas de agar nutri-
tivo (Difco, USA) para la determinacion de los serogru-
pos, utilizando la metodologia de aglutinacion en lamina
y los antisueros de la marca FUVESIN Productos Biolo-
gicos (Caracas, Venezuela). Las cepas se tipificaron
utilizado los antisueros monovalentes DENKA-SEIKEN
(Tokio, Japén). Se buscaron los tipos: 1a, 1b, 2a, 2b, 3a,
3b, 4a, 4b, Sa, 5b, 6, variante X y variante Y.
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Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos

Los patrones de susceptibilidad se determinaron me-
diante el método de difusion de disco en agar siguiendo
los lineamientos del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2006) [23]. Se probaron los siguientes
antibidticos: ampicilina (AMP) 10ug, amoxicilina/acido
clavulanico (AMC) 20ug/10ug, trimethoprim-sulfameto-
xazol (SXT) 1,25ug/23,75ug, acido nalidixico (NA)
30ug, ciprofloxacina (CIP) 5Sug, tetraciclina (Te) 30ug,
cloranfenicol (C) 30ug, ceftriazona (CRO) 30ug, cefo-
taxime (CTX) 30ug, aztreonam (ATM) 30ug e imipenem
(IPM) 10ug, (Oxoid, Basingtoke, Hampshire, England).
Como control se usaron las cepas E.coli ATCC 25922 y
E.coli ATCC 35218.

Andlisis de los datos

Los datos se registraron y procesaron en Microsoft
Access y EXCEL en ambiente Windows, fueron analiza-
dos por estadistica descriptiva y las proporciones se com-
pararon mediante tablas de contingencia utilizando la
prueba exacta de Fisher (2 colas y un intervalo de con-
fianza (IC) de 95%). Las medias de las variables numéri-
cas (edad), se compararon mediante la prueba t de Stu-
dent (2 colas, 95% IC). Al comparar las caracteristicas de
los casos deshidratados y no deshidratados estimamos
ademas los valores de Odds ratio (OR).

Resultados

Durante el periodo 2004-2005 en el Sistema de Vigi-
lancia de la diarrea aguda implementado en la CHET se
procesaron 1.442 coprocultivos, resultando el 27%
(396/1442) positivos para Shigella. La frecuencia de los
distintos serogrupos de Shigella fue: S. flexneri 21%
(308/1442), S. sonnei 5% (75/1442), S. boydii 0.6%
(9/1442), S. disenteriae 0,1% (2/1442). E1 0.1% (2/1442)
de las cepas no seroagruparon y fueron reportadas como
Shigella spp.

La media de edad de los nifios seleccionados para el
estudio fue de 13,32 meses £ DS 11,9 meses. El 94%
(46/49, P< 0,05) pertenece a la clase obrera y marginal
(estratos sociales 4 y 5 por Graffar), el 80% (37/46,
P<0,05) presentd peso y talla adecuados para la edad
(eutrdficos) y el 61% (11/18, P> 0,05) de la poblaciéon
menor de 6 meses no lacta leche materna. Observamos en
el 82% (41/50, P< 0,05) sangre macroscopica en las
heces y el 60% (30/50, P > 0.05) present6 vomitos.

El serotipo predominante fue el 2a (40%; 20/50), se-
guido del 3a (24%; 12/50), 2b (18%; 9/50), la (6%;
3/50), 6 (4%; 2/50), 3b (2%; 1/50 cepa), 4a (2%; 1/50),
variante “X” (2%; 1/50 cepa) y variante “Y” (2%; 1/50).

Las cepas mostraron un alto porcentaje de resistencia a
Te (96%, 48/50), AMP (94%, 47/50), C (90%, 45/50),
AMC (84%, 42/50) y SXT (72%, 36/50). No se observo
resistencia a NA, CIP, ATM, IPM, CRO y CTX. El 64%
de las cepas presento resistencia simultanea a cinco anti-

bioticos (AMP, AMC, SXT, C, Te), 22% fue resistente a
cuatro antibidticos (AMP, AMC, C, Te), 6% a tres
(AMP, AMC, Te) y 4% a dos (SXT, Te) (Tabla 1). En
total el 92% presentd resistencia a mas de tres antibioti-
Cos.

Tabla 1. Porcentaje de resistencia de cepas de S flexneri aisladas de

niflos con diarrea aguda. Ciudad Hospitalaria Dr. Enrique Tejera.
Valencia, Venezuela.

Antibidticos % de resistencia
Tetraciclina (Te) 96
Ampicilina (AMP) 94
Cloranfenicol (C) 90
Amoxicilina/Acido clavulanico (AMC) 84
Trimethoprim-sulfametoxazol (SXT) 72

Resistencia simultanea

AMP, AMC, SXT, C, Te 64
AMP, AMC, C, Te 22
AMP, AMC, Te 6
SXT, Te 4

Ninguna cepa mostro resistencia a acido nalidixico, aztreonam, cipro-
floxacina, ceftriaxona, cefotaxime e imipenem.

Las caracteristicas de los casos deshidratados y no
deshidratados se muestran y comparan en la Tabla 2. No
observamos diferencias significativas entre los dos gru-
pos respecto a la media de edad, estatus socioeconémico
y tipo de alimentacion. Sin embargo la desnutricion fue
significativamente mas frecuente (P < 0,05) en los nifios
deshidratados (36%, 8/22) respecto a los no deshidrata-
dos (4%, 1/24). El Ginico caso desnutrido en el grupo de
los no deshidratados fue de tipo leve, mientras que en el
grupo deshidratado 6 de los 8 niflos desnutridos presenta-
ron desnutricion severa. La frecuencia de los serotipos en
los dos grupos se muestra en la Figura 1. El serotipo 2a
fue significativamente mas frecuente (P<0,05) en los
nifios deshidratados que en los no deshidratados (56% vs
24%, OR 4,030; 95% IC: 1,201-13,530). Mientras que el
serotipo 2b predominé significativamente (P< 0,05) en
los no deshidratados (32% vs 4%, OR 11,294; 95% IC:
1,289-98,942). Encontramos en los 14 casos deshidrata-
dos serotipo 2a, una mayor frecuencia de eutroficos
(62%) que de desnutridos (38%), pero la diferencia no
fue significativa (P>0,05; OR 0,3906; 95% IC 0,080-
1,898). Es de notar que fue mayor la variedad de seroti-
pos en la poblacion no deshidratada.

Discusion

Shigella es una importante causa de diarrea aguda en la
poblaciéon menor de 5 afios de la Ciudad Hospitalaria
“Dr. Enrique Tejera” de Valencia. Durante el periodo del
estudio (2004-2005) ocupo6 el segundo lugar con una
prevalencia del 27%. Al igual que en las regiones pobres
del mundo la especie predominante fue S. flexneri y en
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los 50 casos estudiados observamos un alto porcentaje
(94%) asociado a estratos sociales bajos. Se ha descrito la
regionalizacion de los distintos serogrupos de Shigella
pero no son claras las causas del predominio de S.flexneri

en los paises pobres y de S. sonnei en los desarrollados
[6,7,24].

Tabla 2. Caracteristicas de los episodios de diarrea aguda por S. flexneri segtn la severidad del episodio. Ciudad Hospitalaria

Dr. Enrique Tejera. Valencia, Venezuela.

Severidad del episodio
Caracteristicas Deshidratados No deshidratados OR* 95% IC®
Media de edad en meses + DS® 12,76 £ 11,89 13,88 £ 12,17 - (-5,721-7,961)°
Estatus socioeconémico
Clase obrera y marginal 92(23/25)" 92(22/24) 1,045 (0,135-8,087)°
Estado nutricional
Desnutrido 36(8/22)° 4(1/24) 13,143 (1,481-116,61)"
Lactancia materna (< 6 meses) 30(3/10)° 50(4/8) 2,333 (0,336-16,188)°

* OR: Odds ratio. °IC: Intervalo de confidencia. ¢ DS: Desviacion Estandar. ¢ % (N° de casos/ N° de nifios evaluados).

¢P>0,05. ' P<0,05.
60 *
50
(%0) 401
30
20-

10

la 2a 2b 3a

Serotipos

- Deshidratados
No deshidratados

| s sl s s
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*P < 0.05 al comparar deshidratados y no deshidratados

Figura 1. Frecuencia en porcentaje de los serotipos de S. flexneri segun la severidad del episodio
(deshidratados y no deshidratados). Ciudad Hospitalaria Dr. Enrique Tejera. Valencia, Venezuela.

En el estudio predominaron los nifios mayores de un
aflo. Esta caracteristica se ha reportado en estudios que
demuestran un mayor riesgo de adquirir infeccion por
Shigella luego del primer afio de vida, cuando el nifio es
destetado [6-8]. Se ha demostrado que la proteccién que
confiere la lactancia materna frente a las diarreas se ejerce
a través de varios mecanismos, como la presencia de in-
munoglobulinas, que evitan la adherencia de las bacterias
a la mucosa intestinal y de moléculas como la lactoferrina
que tiene efectos bacteriostaticos [25].

En la actualidad se han descrito 47 serotipos del género
Shigella, lo que hace poco practico construir y utilizar una
vacuna multivalente que los contenga a todos. Por esta
razén el desarrollo exitoso de las vacunas depende del
conocimiento en las regiones de la distribucién de los
distintos serotipos [25]. En el presente estudio predomind
el serotipo 2a de S. flexneri, hallazgo que coincide con

estudios realizados en otras regiones del mundo [6,7,27].
Pero tenemos diferencias importantes respecto a la fre-
cuencia de otros serotipos: El serotipo 3a ocupd el segundo
lugar en nuestro estudio con una frecuencia del 24%,
mientras que en un estudio multicéntrico realizado en seis
paises Asiaticos este serotipo presentd una prevalencia del
16% en Indonesia, 0% en China, 5% en Thailandia y 9%
en Pakistan. [7]. Sin embargo se requieren estudios con un
mayor numero de muestras para concluir firmemente que
el serotipo 2a de S.flexneri es el mas frecuente en nuestro
medio.

De acuerdo a la severidad del episodio, la poblacion fue
dividida en 2 grupos para su analisis: 25 niflos deshidrata-
dos y 25 no deshidratados. El porcentaje de nifios desnu-
tridos y el serotipo 2a fueron significativamente mayores
en el grupo deshidratado. Se ha demostrado que la desnu-
tricion afecta la capacidad de recuperacion y prolonga la
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duracioén del episodio diarreico acentuandose el grado de
deshidratacion [29] y por otro lado se ha identificado ex-
clusivamente en S. flexneri 2a una enterotoxina llamada
SHET-1 que es mediada por elementos cromosomales [29-
31]. Esta toxina produce diarrea acuosa y severa por alte-
racion del transporte de electrolitos y secrecion de liquido
en el intestino delgado, ademas se ha descrito que posee
efecto citopatico [30]. No podemos concluir en este estu-
dio cual de los dos factores, desnutricion y presencia del
serotipo 2a, es el causante de la deshidratacion. Sin em-
bargo observamos en los 14 serotipos 2%, en deshidratados,
una mayor frecuencia de nifios eutréficos. Sin dejar de
considerar el peso de la desnutricion en la severidad del
cuadro diarreico, el serotipo 2a de S. flexneri parece estar
asociado a deshidratacion por las caracteristicas patdgenas
de la cepa. Sin embargo son necesarios estudios epidemio-
logicos y moleculares con mayor niimero casos para com-
probar esta asociacion.

El patron de resistencia a los antibioticos fue similar al
reportado en otros estudios [32,33]. Se observd una alta
resistencia frente a antibioticos como AMP, AMC, SXT, C
y Te, ademas de una considerable multirresistencia, siendo
el antibiotipo mas frecuente la combinacion AMP, AMC,
SXT C, Te. La problematica de la multirresistencia es
mundial y se ha vinculado con la utilizacién indiscrimina-
da de antibidticos y a la presencia de componentes genéti-
cos extracromosomales como plasmidos, integrones y
transposones que llevan los genes determinantes de resis-
tencia [33-36 ]. Esto tiene una gran relevancia epidemiol6-
gica debido a que los patrones de resistencia encontrados
en las cepas estudiadas reflejan los tipos de antibidticos
mas frecuentemente usados, lo cual limita el empleo de los
mismos en el tratamiento de la diarrea aguda producida
por S. flexneri y también expresa la existencia de meca-
nismos de transferencia plasmidica entre las cepas de la
poblacion.

Este es el primer estudio realizado en el pais que deter-
mina la frecuencia de los distintos serotipos de S. flexneri
aislados de nifios con diarrea y los asocia con la severidad
del episodio. A pesar de que se analizé un pequeflo nime-
ro de muestras, el predominio del serotipo 2a, su asocia-
cion con la severidad del episodio y la elevada resistencia
a los antibidticos de las cepas, alertan sobre la problemati-
ca de la infeccion por Shigella en el pais. Por esta razén es
primordial crear sistemas de vigilancia sélidos para la
generacion de datos completos y sistematicos que permitan
conocer la morbilidad y mortalidad por Shigella, asi como
la frecuencia de los serotipos y los distintos patrones de
resistencia. Esto ayudard en la eleccion del tratamiento
adecuado y a la creacion de programas de intervencion y
prevencion oportunos.
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