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Resumen

La shigelosis es una infección intestinal aguda causada por organismos del género Shigella, caracterizada por deposiciones con sangre y moco debido a la invasión y destrucción de la mucosa (Du Pont et al., 1969). La shigelosis es causa importante de morbi-mortalidad alrededor del mundo (Shadid et al., 1985), siendo particularmente importante en países en vías de desarrollo. Se asocia a condiciones de pobre higiene, hacinamiento y estrés. El salvador es un país en vías de desarrollo que cumple las condiciones adecuadas para el  aparecimiento de brotes o epidemias por shigelosis, el objetivos de esta investigación  fue determinar la frecuencia de Shigella sp en niños menores de diez años con diarrea que asistieron al Hospital Nacional Benjamín Bloom entre enero de 2001 y diciembre de 2002, así como identificar las especies de Shigella más frecuentemente aisladas y determinar  a través del Antibiograma la sensibilidad o resistencia a fármacos antimicrobianos de las cepas aisladas. Para cumplir con el objetivo se analizaron 1036 muestras de heces de niños con diarrea que asistieron al mencionado hospital, luego se procesaron cultivándolas en medios tales como Agar Desoxicolato Citrato (DC), Agar Tergitol 7 (T7) y Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD); las cepas obtenidas fueron sometidas al antibiograma por método de Kirby Bauer modificado para detección de sensibilidad o resistencia a antimicrobianos. Los resultados obtenidos fueron 9.2% de positividad, en donde se aislaron todas las especies conocidas de Shigella, pero con franco predominio de S. flexneri (67.3%) y el antibiograma de todas las cepas aisladas muestra que eritromicina, ampicilina, trimetroprim sulfa y tetraciclina son los fármacos a los que han generado resistencia y por el contrario los aminoglicosidos, fluoroquinolonas y cefalosporinas aún son efectivas contra la bacteria.
Palabras Clave: Shigelosis, diarrea, antibiograma, heces, Shigella flexneri, Resistencia, sensibilidad

Abstract
Shigellosis is an acute intestinal infection caused by organisms of the genus Shigella,characterized by stools with blood and mucusdue to the invasion and destruction of the mucosa (Du Pont et al 1969). Shigellosis is a major cause of morbidity and mortality (Shadid et al.,  1985), around the world, being particularly important in developing countries. It is associated with conditions of poor hygiene, overcrowding and stress.



El Salvador is a developing country that meets the right conditions for outbreaks or epidemics of shigellosis, so the objectives of this research were to determine the frequency of Shigella sp in children under ten years of age with diarrhea who attended the Benjamin Bloom National Hospital between January 2001 and December 2002, as well as to identify the most common Shigella species. Frequently isolated and determine through the antibiogram the sensitivity or resistance of the isolated strains to antimicrobial drugs.
To meet the objectives, 1036 stool samples from children with diarrhea who attended the aforementioned hospital were analyzed, then processed by culturing them in media such as Deoxycholate Agar, Tergitol 7 Agar and XLD Agar; the strains obtained were submitted to the antibiogram by the modified Kirby Bauer method to detect sensitivity or resistance to antimicrobials. The results obtained were 8.9% positivity, where all the known species of Shigella were isolated, but with a clear predominance of S. flexneri (67.3%) and the antibiogram of all the isolated strains shows that erythromycin, ampicillin, trimethoprim sulfa and tetracycline they are the drugs to which they have generated resistance and on the contrary the aminoglycosides, fluoroquinolones and cephalosporins were still effective against the bacteria.
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INTRODUCCIÓN

La shigelosis es una infección intestinal aguda causada por organismos del género Shigella. Las manifestaciones de esta enfermedad varían desde diarrea acuosa hasta el síndrome clásico de disentería bacilar, caracterizada por deposiciones con sangre y moco debido a invasión y destrucción de la mucosa (Du Pont et al., 1969). El inicio con diarrea acuosa se debe a una enterotoxina y los síntomas se caracterizan por la presencia de fiebre y dolor abdominal (Thisyakorn et al., 1992).
La shigelosis es causa importante de morbi-mortalidad alrededor del mundo (Shadid et al., 1985), particularmente en países en vías de desarrollo. Se asocia a condiciones de poca higiene, hacinamiento y estrés. Estas situaciones son comunes en reservas de indígenas americanos y en centros de cuidado diurno, donde tienden a ocurrir epidemias de esta enfermedad (Staat 1991). En países desarrollados ocurre como brotes ocasionales en particular en instituciones con hacinamiento (Ferrecio et al 1991)
El Salvador es un país en vías de desarrollo, por lo que se estima que la morbi-mortalidad causada por Shigela es importante; por tal motivo los objetivos de la investigación estaban dirigidos a identificar la frecuencia de la Shigelosis en niños menores de diez años, y las especies prevalentes, además de la respectiva sensibilidad a los antimicrobianos. Encontrando que en términos de frecuencia de shigelosis está en el promedio mundial y que las especies predominantes son S. flexneri y S. sonnei, aunque se aislaron todas las especies. Por otra parte, que los fármacos empleados cotidianamente en El Salvador para el tratamiento contra shigelosis, no son funcionales pues las cepas aisladas presentan alta resistencia contra ellos, caso contrario los aminoglucósidos, fluoroquinolonas y cefalosporinas que manifiestan alta sensibilidad.



1. METODOLOGÍA

   Grupos de estudio:

Se analizaron 1036 muestras de heces de niños con diarrea que cumplían con el siguiente criterio de inclusión: Niños de cero a diez años con cuadros diarreicos; recibidos en un horario de 8:00am. a 11:00 a.m. durante el período de enero de 2001 a diciembre de 2002, dentro de la Unidad de emergencia del anexo del Hospital Nacional de Niños Benjamín Bloom. Se obtuvo datos generales del niño a través del consentimiento informado de la madre por medio de una guía o formulario 

Cultivo bacteriológico.

Las muestras fueron transportadas en hieleras al laboratorio de bacteriología del Departamento de microbiología de la Facultad de Medicina de la Universidad de El Salvador, se cultivaron durante la misma mañana de la recolección de la muestra, en medios apropiados para el aislamiento de la bacteria en estudio, Agar Desoxicolato Citrato, Agar Tergitol 7, Agar XLD, todos del laboratorio OXOID.

Posteriormente a la incubación se tomaron de los medios de cultivo agar DC colonias lactosas negativas sospechosas, tanto por su morfología como por su olor, estas se sometieron a pruebas bioquímicas: TSI, Urea, Citrato, Movilidad, Voges-Proskauer y Rojo de Metilo. Se incubaron a 37° C por 24 horas. Las cepas identificadas fueron tipeadas con antisueros de Difco. Las cepas aisladas se inocularon en agar nutritivo con el objeto de realizar posteriormente pruebas de sensibilidad por el método de difusión en agar.

Prueba de sensibilidad a los antimicrobianos:

Esto se determinó por el método de difusión en agar de Kirby-Bauer modificado, a partir de colonias aisladas obtenidas del agar tripticasa soya (TSA), se preparó la suspensión comparándola con la escala de MacFarland, agar Mueller Hinton y 12 discos de antibiótico (Casa comercial BBL), se incubó a 37°C por 24 horas en medio aerobio. Dependiendo de los resultados se observó la capacidad que posee el antibiótico para inhibir in vitro el desarrollo bacteriano.
2. RESULTADOS 
 En el servicio de emergencia del anexo del Hospital Nacional de Niños Benjamín Bloom, fueron atendidos lo niños que presentaron cuadros diarreicos. Con cada muestra se procedió a realizar una siembra inicial en medios selectivos y diferenciales durante la mañana de la toma de la muestra, para investigar la bacteria en estudio. Mediante la observación macroscópica se pudo identificar colonias sospechosas a Shigella a las cuales posteriormente se les realizó pruebas bioquímicas y serológicas

Cuadro 1. Casos positivos de shigelosis en heces de niños de cero a diez años que consultaron la emergencia del anexo del hospital Nacional de Niños Benjamín Bloom en el período de enero de 2001 a diciembre de 2002
	CASOS
	SHIGELOSIS
	PORCENTAJE

	POSITIVOS
	95
	9.2%

	NEGATIVOS
	941
	98%

	TOTAL
	1036
	100%



En el cuadro 1 puede apreciarse que el porcentaje de positividad de todos los casos atendidos fue de un 9.2% de un total de 1036 casos incluidos dentro del estudio.

Cuadro 2. Edades de los niños que consultaron por diarrea en la emergencia del anexo del Hospital Nacional de Niños Benjamín Bloom en el periodo de enero de 2001 a diciembre de 2002.
	EDAD DE NIÑOS EN AÑOS
	TOTAL, DE NIÑOS

	
	

	0  a <  1
	499

	1  a  <  2
	237

	2   a <  5
	176

	3  a  <  4
	49

	4  a <  5
	33

	5  a  <  6
	23

	6  a <  7
	23

	7  a  <  8
	18

	8  a <  9
	16

	9  a  <  10
	18

	10  a <  11
	11

	11  a  <  12
	15

	TOTAL
	1036












El presente cuadro 2 muestra que el 88% de los niños que consultaron por diarrea en el anexo del Hospital eran menores de 5 años, lo cual concuerda con Kotloff, et al., (1999) que determinó que la diarrea aguda es una causa importante de morbilidad y mortalidad en niños menores de 5 años en los países en desarrollo.
ESPECIE DE SHIGELLA MAS PREVALENTE
Cuadro 3. Especies del género Shigella aislado de heces de niños de cero a diez años que consultaron la emergencia del anexo del hospital Nacional de Niños Benjamín Bloom en el periodo de enero de 2001 a diciembre de 2002.
	BACTERIAS

	FRECUENCIA
	PORCENTAJE

	Shigella flexneri

	64
	67.3%

	Shigella sonnei

	20
	21.0%

	Shigella dysenteriae

	4
	4.21%

	Shigella boydii

	7
	7.36%

	
TOTAL
	95
	100%


El cuadro 3 se muestra que todas las especies de Shigella han sido aisladas en la población estudiada, pero la especie más frecuentemente aislada fue Shigella flexneri, siguiéndole en frecuencia Shigella sonnei. Y la especie que obtuvo menor frecuencia de aislamiento fue Shigella dysenteriae. 
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Cuadro 4. 
Comportamiento de Shigella ante diferentes antimicrobianos.
 

	


GRUPO
	

ANTIBIÓTICO
	

R%
	Intermedio
	

S%
	

R%
	intermedio
	

S%
	

R%
	intermedio
	

S%
	

R%
	intermedio
	

S%

	
	
	   flexneri n=65
	     sonnei  n=20
	 boydii  n=7
	 dysenteriae  n=4

	Sulfametoxazol/
trimetroprim
	Trimetroprim 
sulfa
	68.8
	1
	29.7
	85.0
	0
	15.0
	57.1
	0
	42.9
	75.0
	0
	25.0

	

Aminoglucosidos
	Ac. nalidixico
	0.0

	0
	100
	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100

	
	Amikacina
	3.1

	0
	96.9
	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100

	
	Gentamicina
	3.1

	0
	96.9
	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100

	Fluoroquinolonas
	Norfloxacina

	0.0
	0
	100
	0.0
	
	100
	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100


	Cefalosporina
	Cefalotina


	18.8
	11
	64.1
	5.0
	4
	75.0
	14.3
	1
	71.4
	0.0
	0
	100.

	
	Ceftazidime


	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100
	0.0
	0
	100

	Tetraciclina
	Tetraciclina
	82.8
	2
	12.5
	85.0
	0
	15.0
	57.1
	0
	42.9
	50.0
	0
	50.0


	Penicilina
	Amoxicilina


	62.5
	13
	17.2
	55.0
	1
	40.0
	28.6
	0
	71.4
	25.0
	0
	75.0

	
	Ampicilina


	90.6
	0
	9.4
	85.0
	1
	10.0
	14.3
	1
	71.4
	50.0
	0
	50.0

	Macrólidos

	Eritromicina
	51.5
	26
	7.8
	90.0
	2
	0.0
	57.1
	3
	0.0
	75.0
	0
	25.0


	Anfenicoles

	Cloranfenicol
	79.6
	1
	18.8
	20.0
	0
	80.0
	28.6
	0
	71.4
	25.0
	0
	50.0



R= Resistente. S= Sensible. Intermedio= número de cepas excluidas de parámetro 


El cuadro muestra que en general la resistencia de Shigella como género ante diferentes antimicrobianos, es consistente ante Trimetroprim sulfa, eritromicina, ampicilina y tetraciclina, y la sensibilidad a aminoglucósidos, fluoroquinolonas y cefalosporinas







Discusión de los resultados

La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA), es una de las principales causas de morbimortalidad y malnutrición infantil en los países en vías de desarrollo (Viscaya et al., 1999; Arenas, 2002).  En el presente estudió se logró evidenciar que el 90% de los casos de diarrea aguda correspondían a niños menores de 5 años, representando los menores de un año el 48% de los casos.

Adicionalmente el análisis del presente estudio permitió determinar que Shigella flexneri es la más frecuentemente aislada representando el 67 % (cuadro 3) de los aislamientos, lo cual concuerda con otros estudios que demuestran la predominancia de dicha especie en países en vías de desarrollo, es decir con condiciones socioeconómicas bajas; en el orden de frecuencia le sigue Shigella sonnei. A diferencia de otros estudios donde se demuestra la emergencia de Shigella sonnei   donde ésta es la especie predominante (Thompson et al., 2015).

Desafortunadamente, Shigella se ha vuelto resistente a uno o más de los antibióticos de uso común.  En este estudio las especies de Shigella presentaron un alto porcentaje de resistencia a los agentes antimicrobianos usados comúnmente para el tratamiento. Dicho hallazgo es de especial importancia ya que estas dos especies de Shigella son las que se aíslan con mayor frecuencia en los pacientes con shigelosis, según estudios realizados en USA y otros países desarrollados.

En los países en vías desarrollo donde hay   condiciones socioeconómicas bajas aun Shigella  flexneri es la especie predominante, situación que fue demostrada con los resultados en este estudio.

El tratamiento de la shigelosis por un agente antimicrobiano adecuado que disminuya la duración e intensidad de los síntomas, fiebre, diarrea, toxemia, así como que reduzca el riesgo de complicaciones   fatales, es ideal debido al surgimiento de cepas resistentes a los antibióticos que son utilizados para el tratamiento de diarreas (Ashkenazi 2003). El presente estudio cubrió los años de 2001 al 2002 demostrando el patrón de susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos de las cepas de Shigella aisladas durante dicho periodo. 
Por otra parte, se sabe que los antibióticos más empleados para el tratamiento de disentería bacilar son Trimetoprim-Sulfa y Ampicilina por su bajo costo, su forma de presentación y su seguridad en la administración a niños. Sin embargo, el uso indiscriminado de éstos ha diseminado e incrementado la resistencia de Shigella frente a estos fármacos. (Merino et al., 2004).

Los porcentajes de resistencia a los antimicrobianos Trimetropim sulfametoxazole y ampicilina usados en nuestro medio para el tratamiento de Shigella en niños fue la siguiente: para las especies de Shigella flexneri 68 % para Trimetropim sulfametoxazole y 90.6 % ampicilina. La resistencia a tetraciclina la cual es usada ampliamente para el tratamiento de niños mayores de 7 años fue de 82%. (Cuadro 4). Resultados similares fueron obtenidos por Suárez et al. (2000).

El patrón de resistencia para las cepas de Shigella  sonnei varió incrementando un poco principalmente para Trimetropim sulfametoxazole siendo resistentes el 85% de las cepas, no así para ampicilina y tetraciclina la resistencia fue de un 85% de las cepas para ambos antibióticos (cuadro 4).

El patrón de resistencia para las cepas de Shigella dysenteriae de mantuvo, presentando el mayor porcentaje de resistencia para Trimetropim sulfametoxazole 75% y un 50% de resistencia tanto para ampicilina como para tetraciclina. 

Los resultados de este estudio concuerdan con lo descrito en la literatura internacional respecto a la gran capacidad de especies de Shigella de adquirir resistencia a antimicrobianos (Lima et al.,1995; Bennish et al., 1992) En general se estudió la susceptibilidad a antimicrobianos de probada eficacia clínica detectándose alta resistencia a aquellos de uso habitual como son la ampicilina, cloranfenicol, trimetroprim sulfa lo cual limita las posibilidades terapéuticas.

La resistencia a las fluoroquinolonas es muy rara (Ashkenazi 2003), lo cual concordó con este estudio donde el 100% de cepas aisladas de Shigella resultaron susceptibles a este antimicrobiano (cuadro 4). Dicho antibiótico ciertamente es eficaz para el tratamiento de otras causas de gastroenteritis bacteriana y son frecuente recomendadas como terapia empírica en áreas donde Shigella es altamente resistente a los antimicrobianos de uso común, este tratamiento empírico sin embargo no está aprobado para niños menores por el potencial riesgo del daño del cartílago en crecimiento (Bennish et al., 1992) (cuadro 4).

Por otra parte, la resistencia   ante cefalosporinas como Cefalotina fue relativamente baja para Shigella flexneri de un 18.7% y con una sensibilidad del 100% para Ceftazidime, de igual forma para Shigella sonnei el porcentaje de resistencia para cefalotina fue de un 5% y un 100% de sensibilidad para Ceftazidime. Dichos resultados concuerdan muestran la baja o nula resistencia a dichos antimicrobianos y concuerdan con los datos obtenidos por Giugno et al., (2010).

Para niños con shigelosis severa especialmente en aquellos que requieren hospitalización, la alternativa de tratamiento por su efectividad es la ceftriaxona parenteral. En los casos de shigelosis moderada en niños es problemático escoger la terapia oral óptima y debería ser basada en datos epidemiológicos locales. Usualmente es adecuado el uso de Ácido Nalidíxico y cefalosporinas de amplio espectro. Dicha escogencia es respaldada con los resultados de este estudio en el que se observó un 100% de sensibilidad a dichos antibióticos de las cuatro especies aisladas. En general se observó un patrón similar de resistencia en las diferentes especies, presentando una alta resistencia a Ampicilina, cloranfenicol, Tetraciclina, Trimetroprim Sulfametoxazole de igual manera el patrón de sensibilidad fue similar entre las especies aisladas.

La resistencia a los antibióticos no es un  fenómeno nuevo,  es una  consecuencia de la evolución vía selección  natural, la acción de los antibióticos solo es una presión selectiva  ambiental por lo que el problema no se puede  eliminar;  sin embargo es posible convertir esta amenaza creciente en un problema manejable mediante el diseño de estrategias que permitan vigilar los problemas de  resistencia ya existentes  y los  emergentes,  tomando en cuenta   los resultados  para la elaboración de normas para el tratamiento empírico por parte del personal de salud  de las infecciones causadas  por estos agentes(Daza, 1998). Sin perder de vista que tanto la especie predominante, así como el porcentaje de resistencia a los antimicrobianos varia con la ubicación geográfica (Sader, 2002; Bartoloni, 1999) por lo que es necesario un continuo monitoreo local.


CONCLUSIONES

De los casos de diarrea aguda incluidos dentro del estudio, el 91% correspondió a niños menores de 5 años. La patogenicidad, la prevalencia de cada especie de Shigella es diferente, las razones para este fenomeno aún no están claras, en el presente estudio la especie que tuvo la mayor prevalencia fue Shigella flexneri lo cual ha sido frecuente en países en vías de desarrollo y es la causa más frecuente de morbilidad y mortalidad. Es importante destacar que se tuvo aislamientos de la especie dysenteriae la cual es causa de enfermedad severa y de brotes epidémicos. 
Al igual que en otras enfermedades diarreicas el tratamiento de la Shigelosis incluye rehidratación y antibióticos. La escogencia de un tratamiento efectivo acorta la duración de los síntomas y erradica a Shigella de las heces más rápidamente. Una gran variedad de antibióticos ha sido efectiva para el tratamiento de Shigella pero las opciones se están limitando debido al surgimiento de especies resistentes a estas drogas. Originalmente el Cloranfenicol, trimetroprim sulfametoxazole y ampicilina eran utilizados para el tratamiento efectivo de la bacteria, desafortunadamente en nuestro país como en otras partes del mundo las especies de Shigella se han vuelto resistentes a estos antimicrobianos de bajo costo y no pueden ser usados de manera confiable como tratamiento. Según los resultados en este estudio se puede asegurar que una de las alternativas de bajo costo que aún queda remanente es la quinolona: ácido Nalidíxico que mostró considerable sensibilidad para las cuatro especies aisladas.
Adicionalmente se demuestra que Los porcentajes de resistencia de Shigella a cefalosporinas, fluoroquinolonas y aminoglucósidos fueron muy bajos o nulos. Lo cual permitirá que sigan siendo utilizados como una terapia efectiva, pero debido que en otras regiones se ha demostrado el aparecimiento de cepas resistentes a estos fármacos se hará necesaria una vigilancia constante. Que permitan continuamente    establecer las tasas de resistencia, ya que está puede variar particularmente en Shigella con el tiempo dentro de un mismo país. Con relación al antibiograma las cepas de Shigella presentaron resistencia al grupo de las penicilinas, tetraciclinas, Macrólidos, Sulfas y cloranfenicol. Los porcentajes de resistencia de Shigella a cefalosporinas, fluoroquinolonas y aminoglucósidos fueron muy bajos o nulos.
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