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cepas portadoras del gen blaKPC-2 en una planta de tratamiento de
aguas residuales en Japén, por lo que deberiamos estar alerta ante
la emergencia de estos mecanismos de resistencia plasmidicos en
Aeromonas spp.5.
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Caracterizacion fenotipica y genotipica de
Shigella sonnei portadora de la betalactamasa
de espectro extendido CTX-M-27. A propoésito de
dos casos en Espaiia en hombres que tienen
sexo con hombres

Phenotypic and genotypic characterization of Shigella sonnei
carrying the extended-spectrum beta-lactamase CTX-M-27. A
report of two cases in Spain in men who have sex with men

Cason.°1

Se trata de un paciente de 28 afios, natural de Portugal, que lle-
vaba 15 dias en Espafia y mantenia relaciones sexuales con hombres
(HSH). Acudi6 a urgencias con diarrea y fiebre de 38,1 °C, asi como
leve disuria y 20x103 wl leucocitosis en sangre. Se recogié muestra
de heces y orina, y el paciente fue ingresado con ceftriaxona intra-
venosa (1 g/24 h) como tratamiento empirico. En el coprocultivo se
aislé Shigella spp., y el paciente fue dado de alta con ciprofloxacino
oral (500 mg/12 h durante 3 dias) antes de conocer la sensibilidad a
antimicrobianos. El aislado resulté ser Shigella sonnei (S. sonnei) pro-
ductora de una betalactamasa de espectro extendido (BLEE), CTX-M
del grupo 9 resistente a cefalosporinas, cotrimoxazol y quinolonas.
Varios dias después, el paciente vuelve a ingresar por persistencia
de cuadro con fiebre alta y diarrea liquida, siendo tratado esta vez
con ertapenem (1g cada 24 h por via intravenosa durante 5 dias).
Es dado de alta al finalizar el ciclo de antibidtico por resolucién del
cuadro.

Cason.°’2

Paciente de 47 afios, HSH, en tratamiento mantenido con profi-
laxis preexposicion (PrEP), que acudi6 a la consulta de infecciones
de transmisién sexual (ITS) para control y recibir profilaxis con cef-
triaxona (1 g intramuscular) por contacto sexual de riesgo. Referia
cuadro de dolor abdominal difuso con aumento de deposiciones
(hasta 10 al dia) con productos patolégicos (moco/sangre) con ini-
cio 48 h antes, pero en ese momento se decidid actitud expectante.
Volvi6 a ser atendido 7 dias después dada la persistencia del cua-
dro clinico, recogiéndose muestra de coprocultivo y de su pareja
actual (con clinica gastrointestinal similar), con actitud expectante

alaesperade los resultados de coprocultivo. En la muestra de heces
se detecta S. sonnei productora de la BLEE de tipo cefalosporinasa
del grupo CTX-M-9, mientras que en su pareja se detecta Shige-
lla flexneri (S. flexneri) no portadora de BLEE y cuya sensibilidad a
antimicrobianos fue distinta (nicamente resistente a quinolonas).

Microbiologia

En el primer caso se realizé panel de PCR «STI Essential Assay,
Allplex™) (Seegene Inc, Seiil, Corea del Sur) de la muestra de orina
(primera parte de la miccién) con deteccién de Chlamydia tracho-
matis. En ambos casos se extrajo muestra de heces para realizar
el panel de PCR «Enteric bacterial» del sistema BD Max™ (Bec-
ton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) con deteccién de ADN
de Shigella/Escherichia coli (E. coli) enteroinvasivo. Posteriormente,
la muestra de heces se sembré en los medios de agar MacCon-
key y Hektoen (BD™), pudiéndose aislar colonias lactosa negativas
en el agar MacConkey que se identificaron como Shigella spp./E.
coli mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker, Mas-
sachusetts, EE. UU.), ya que este sistema no permite discriminar
entre estos dos géneros. Las colonias lactosa negativas se sem-
braron en los medios de agar hierro-triple aztcar (TSI) y agar
lisina-hierro (LIA) (BD™) para su identificacién, confirmandose el
género Shigella spp. (fig. 1A). Posteriormente se realizé aglutina-
cién con «Difco™ Shigella Antisera Poly» (BD™) para determinar
la especie, y se confirm6 la identificacion de S. sonnei.

El antibiograma se realiz6 utilizando la técnica disco-difusion,
asi como el panel «ID/NMIC 503» del sistema Phoenix BDR
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.), mediante los
cuales se detecté resistencia a cefalosporinas, aztreonam, tri-
metoprima/sulfametoxazol y quinolonas. También se estudié la
sensibilidad a azitromicina en ambos aislados mediante E-testR
resultando resistentes con CMIs >256 mg/1 (punto de corte epide-
miolégico de las cepas salvajes en <16 mg/l). Se realizé prueba
rapida de inmunocromatografia «NG-Test CTX-M Miltiple» (NG
Biotech, Guipry-Messac, Francia), que permite detectar los tipos
mas comunes de cefalosporinasas (grupos CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-
M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25) resultando positiva. Posteriormente,
se confirma el fenotipo de resistencia BLEE mediante la técnica de
disco-difusién con los kits de confirmacién (fig. 1B) «Total ESBL,
AmpC and ESBL+ AmpC Confirm kit» (ROSCO Diagnostica A/S, Taas-
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Figura 1. Identificacién de Shigella spp. y deteccién de la presencia de una betalactamasa de espectro extendido (BLEE).

A) Izquierda: medio TSI (triple azicar-hierro), se observa fermentacién de glucosa sin producir gas; derecha: medio LIA (lisina-hierro), se observa que no descarboxila ni
desamina la lisina. B) Técnica de disco-difusién con los kits de confirmacién «Total ESBL, AmpC and ESBL + AmpC Confirm kit» (ROSCO Diagnostica A/S, Taastrup, Dinamarca).
Se observa el aumento del halo (> 5 mm) de cefotaxima y ceftazidima en presencia del cido clavulanico pero no en presencia de cloxacilina, confirmandose la presencia de

una BLEE.

trup, Dinamarcay mediante el panel «Check-Direct ESBL Screen» del
sistema BD Max™ con deteccién de betalactamasa de tipo cefalos-
porinasa del grupo CTX-M-9 (que puede englobar distintos genes:
blaCTX-M-14, blaCTX-M-24 y blaCTX-M-27).

Ambas cepas fueron enviadas al Centro Nacional de Microbiolo-
gia (Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda, Madrid) que realiz6é
deteccion fenotipica y genotipica de resistencias antibidticas. Se
detecté que ambas cepas eran portadoras de la BLEE CTX-M-27
mediante técnicas fenotipicas y por secuenciacién, perteneciendo
al secuenciotipo 152 (MLST). El andlisis de los genomas indic6
que ambos aislados pertenecian al claster de la alerta de S. sonnei
multirresistente emitida por Reino Unido durante los meses pre-
vios a los casos expuestos'. Los dos aislados eran idénticos entre si
con 0 alelos de diferencia usando el esquema cgMLST del software
SeqSphere (Ridom Bioinformatics, Alemania).

Discusion

El género Shigella (incluye las especies S. sonnei, S. flexneri, Shige-
lla boydii y Shigella dysenteriae) causa un sindrome gastrointestinal
denominado shigelosis. La mayoria de los pacientes sufren diarrea
(en ocasiones con productos patolégicos), fiebre y dolor abdominal.
Su transmisién se produce principalmente por contacto de persona
a persona, con alimentos o agua contaminados. Normalmente, la
infeccién es autolimitada, sin necesidad de requerir tratamiento
antibiético. Con respecto a la transmisién por via sexual, en los
altimos afios se ha visto asociada a brotes entre HSH por todo el
mundo, en EE. UU., Espaiia y Londres?~#. En cuanto a los factores
de riesgo de infeccidn, el uso de la PrEP posiblemente podria estar
influyendo en los comportamientos sexuales al reducir el uso de
las medidas de barrera (preservativos), aumentando asi la preva-
lencia de las ITS, entre las que se incluye la shigelosis como causa
emergente’.

Por otro lado, las resistencias a antimicrobianos debidas a BLEE
cadavez suponen un problema mayor. Las comunicaciones de cepas
de S. sonnei portadoras de BLEE en pacientes que no han viajado a
zonas endémicas (Asia) son escasas hasta el momento, de modo
que un adecuado programa de vigilancia nos podria dar infor-
macioén acerca de la situacién epidemioldgica en nuestro pais®-8.
Precisamente en Gran Bretafia, se han comunicado varios bro-
tes (o brote prolongado) de S. sonnei portadoras de BLEE (gen
blactx-m-27-Grupo 9) y un pldsmido QnrB19 (sensibilidad dismi-
nuida aquinolonas) entre HSH desde 2015°. Asi mismo, en Australia
desde 2019 se comprobé un aumento de casos de shigelosis en HSH
cuyas cepas comparten un perfil similar a las estudiadas en Gran
Bretafia (probablemente introducido por viajeros que regresaron
de una zona en la que circulaba este grupo clonal)'. En Espafia,

hay 8 casos confirmados y 22 posibles casos relacionados con estas
cepas multirresistentes de S. sonnei. De hecho, al menos otros cua-
tro aislamientos secuenciados estan estrechamente relacionados
dentro del cldster y con las secuencias representativas del Reino
Unido, al igual que nuestras dos cepas’.

En pacientes HSH que presenten clinica gastrointestinal con
fiebre, dolor abdominal, vomitos o diarrea con productos pato-
l6gicos como sangre o moco, se deberia sospechar Shigella spp.
como infeccién transmitida por via sexual. Se deberia restringir
el uso de antibidticos a los casos moderados/graves para evitar
la consolidacién y transmision de resistencias antibioticas. A nivel
epidemiolégico deberia vigilarse su transmisién y actuar como otra
ITS mas, evitando mantener relaciones sexuales y con coprocul-
tivo de control para asegurarse de que la carga bacteriana es baja o
indetectable.
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Synergistic anti-malarial effects of Ocimum
sanctum leaf extract and artemisinin

Efectos antipahidicos sinérgicos del extracto de hoja de Ocimum
sanctum y artemisinina

Malaria remains a major health problem in Indonesia. It has been
reported that the prevalence of parasitemia in Timika, Papua was
16.3%, and almost 50% of cases were caused by Plasmodium falci-
parum (P. falciparum).! Papua province has not only the highest
prevalence of malaria in Indonesia but also the highest prevalence
of multidrug-resistance to both P. vivax and P. falciparum.? Alt-
hough artemisinin-based combination therapy (ACT) was adopted
as the first-line anti-malarial treatment, studies have demonstrated
the failure of ACT towards malaria elimination in several Sout-
heast Asian countries.? Hence, an alternative combination therapy
against malaria is needed.

Ocimum sanctum (O. sanctum, Indonesian name Kemangi)
belongs to the Lamiaceae family and is widely distributed throug-
hout Indonesia. O. sanctum is used by Indonesian to treat several
diseases, including malaria; however, the underlying mechanism
remains elusive. A study revealed that the ethanolic leaf extract of
0. sanctum displays more potent antiplasmodial activity than other
Ocimum species in vitro.* Therefore, this study aims to evaluate the
synergistic anti-malarial properties of O. sanctum and artemisinin
(ART) against the Plasmodium infection in vivo. In addition, the level
of transforming growth factor-beta (TGF-3) was examined.

The leaves of O. sanctum were collected from Malang, East Java,
Indonesia. The species was identified and confirmed by a plant
taxonomist of the herbarium unit, UPT Materia Medica, Batu, East
Java, Indonesia. The ethanolic extract preparation was conducted as
previously described.® For in vivo experiments, female Balb/c mice
between 8 and 12 weeks of age were used. Sixty-three mice were
randomly assigned into seven groups (9 mice per group), namely
negative control, positive control, infected mice treated with ART
(0.036 mg/g/day); two different doses of O. Sanctum extract (0.25
and 0.5 mg/g/day); and combinations of artemisinin and O. Sanc-
tum extract. The malaria model was performed by i.p. injection of
Plasmodium berghei adjusted to 106 parasites in 0.2 mL blood per
mouse. Infected mice were then treated on the sixth day of infection
with parasitemia approximately around 10% for seven consecutive
days. To examine TGF-3 levels, mice peritoneal macrophages on
day seven post-treatment were cultured as described previously,®
and the supernatants were used to quantify the concentration of
TGF-B (BioLegend) by ELISA.”-10 The study was approved by the
medical ethics committee of Brawijaya University with Reference
No. 27-KE. The reduction of parasitemia and TGF-3 levels were
analyzed by two and one-way ANOVA, respectively, followed by

the Fisher LSD post hoc test using StatPlus. Significant differences
were accepted when p <0.05.
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Fig. 1. Synergistic anti-malarial effects of Ocimum sanctum leaf extract and arte-
misinin. (A) Reduction of parasitemia. (B) TGF-{3 level by peritoneal macrophages
during mice malaria infections measured by ELISA after 24h in vitro culture.
Data are expressed as a mean = standard deviation (SD). (*) Indicates a significant
difference compared to the baseline level or between two groups indicated in the
graphs (p<0.05). 0S1=0. Sanctum 0.25 mg/g/day; OS2 =0. Sanctum 0.5 mg/g/day;
ART =artemisinin 0.036 mg/g/day; ART+O0S1=artemisinin 0.036 mg/g/day +O.
Sanctum 0.25mg/g/day; ART+O0S2=artemisinin 0.036 mg/g/day+0. Sanctum
0.5 mg/g/day; NC=negative control; PC, positive control.
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