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SINTESIS

El excesivo e inapropiado uso de los antimicrobianos en el tratamiento de las enfermedades
diarreicas agudas, condujo al desarrollo de la resistencia bacteriana. La vigilancia sistematica realizada
en Laboratorio Nacional de Referencia Enfermedades Diarreicas Agudas del Instituto “Pedro Kour{”
entre 1990-2002, permitié seleccionar 3 350 cepas de Shige/la procedentes de todo el pais. Estas
fueron caracterizadas mediante el serotipaje y susceptibilidad antimicrobiana. Se escogieron 60 cepas
multirresistentes del afio 2002 y se les realiz6 la caracterizacion molecular. El serotipo mas
frecuentemente hallado fue §. flexneri (59%), seguido de . sonnei (32%), S. dysenteriae (5%) y S. boydii
(4%). La resistencia antimicrobiana encontrada durante el periodo de estudio, fue elevada: ampicilina
(90-37.5%), trimetoprim-sulfametoxazol (95-85%), tetraciclina (70-85%) y cloranfenicol (75-20%).
El 91.7% demostré6 multirresistencia, el patron mas frecuentemente hallado fue: ampicilina,
tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol (42.5 %). En las cepas de . flexneri se
obtuvieron seis perfiles plasmidicos, mientras que en S. sonnei fueron ocho y en S. boydii cuatro. La
técnica de electroforesis en campo pulsado fue la de mayor poder de discriminacién, al detectar
diferentes patrones, en cepas con idénticos perfiles plasmidicos y de multirresistencia. Los resultados
obtenidos en nuestro trabajo demostraron la diversidad genética de las cepas de Shigella

multirresistentes circulantes en Cuba.
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I. INTRODUCCION

I.1 Introduccion

La alta incidencia de las enfermedades diarreicas agudas (EDA) en los paises en vias de desarrollo,
junto a sus elevados indices de morbimortalidad en determinados grupos poblacionales (nifios y
ancianos), hace de las EDA, una tematica de especial interés para clinicos y microbidlogos. La
variedad de microorganismos implicados en esta entidad clinica ascendié durante los ultimos afos
debido, entre otros factores, al mejor conocimiento de la clasificacién taxonémica de los diferentes
agentes etiolégicos y al desarrollo de métodos diagnésticos cada vez mas sensibles (Lima y Lima,

1999; Bennish, 2001, Kalluri ¢z a/, 2004).

La disenterfa bacilar o shigelosis, es una de las EDA sometida al sistema de declaraciéon obligatoria.
Esta entidad clinica es una infecciéon bacteriana aguda autolimitada del intestino humano causada por
bacterias del género Shige/la, que afecta predominantemente al colon y recto, produciendo diarreas de

aspecto mucopiosanguinolento (Chin, 2001).

La cifra anual de episodios de shigelosis en el mundo se calcula en alrededor de 164.7 millones, y de
ellos, 163.2 millones ocurren en los paises en vias de desarrollo, mientras que 1.5 millones de casos se
presentan en los pafses industrializados. En total, 69% de todos los episodios y 61% de las
defunciones atribuidas a las infecciones por Shige/la afectan a los nifios menores de cinco afios.

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2003; World Health Organization, 2005%).

Estudios realizados en Cuba, en las ultimas décadas, comprobaron la circulacion de Shige/la en nifios
menores de cinco afios (2-17%) y el predominio de los serogrupos Shigella flexneriy Shigella sonnei en

diferentes regiones del pais (Cabrera, 1997; Valdés, 2002).



Para el tratamiento de la shigelosis, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda el uso de
antibidticos y quimioterapicos, luego de conocer el resultado de las pruebas de sensibilidad “zr vzfro”.
El excesivo e inapropiado uso de los antimicrobianos en el tratamiento de las EDA, condujeron al
desarrollo de la resistencia bacteriana, situaciéon que actualmente constituye un problema emergente

de salud en diversas regiones del mundo (World Health Organization, 2005%)

En los dltimos 50 afos, Shige/la demostré una extraordinaria capacidad para adquirir resistencia
codificada por plasmidos a los antimicrobianos considerados utiles para el tratamiento de primera
linea. Al principio, las sulfamidas, tetraciclina, ampicilina y el trimetoprim-sulfametoxazol, fueron
farmacos muy eficaces. Sin embargo, la actividad de los antimicrobianos ha disminuido ante el

surgimiento de cepas multirresistentes (Yurdakok ez a/, 2003; Ferguson, 2004).

Debido a la variabilidad genética a nivel plasmidico, se han empleado andlisis cromosémicos para
rastrear los marcadores mas estables de identidad, utilizando métodos moleculares sensibles y
reproducibles, tales como, ribotipaje, electroforesis en campo pulsado (ECP), (actualmente un
método clave para separar fragmentos de ADN) y la amplificaciéon de fragmentos de amplio
polimorfismo (AFLP). Con la aplicacién de estos métodos se han obtenido resultados satisfactorios

en la caracterizacion genotipica de las enterobacterias (Tompkins, 2002; Kalluri ez a/., 2004).

Recientemente, el acceso a las investigaciones del ADN bacteriano se emplea con éxito para la
discriminacion entre los aislamientos; la combinacién del analisis del perfil plasmidico y el perfil de
ADN cromosomal mediante ECP, resultan herramientas utiles en las investigacion y la
diferenciacion a nivel molecular de los brotes de bacterias entéricas (Lee ef al., 2005; Talukder ¢7 al.,

2006).



La identificaciéon de patrones nuevos o inusuales de resistencia a los antimicrobianos en cepas
aisladas de diferentes pacientes, es a veces la primera sefial de un brote epidémico y hace que la
vigilancia de la variaciéon de los perfiles de resistencia en los laboratorios de microbiologia se
convierta en una actividad sistematica de extraordinaria importancia. Los estudios moleculares de los
microorganismos multirresistentes que circulan en una regién o pafs y su comparacion con los
resultados obtenidos en otras regiones, pueden ayudar a dilucidar el origen, evoluciéon y extension del
problema, asi como tomar medidas por parte de las autoridades sanitarias para lograr su control

(Pidal et al.,, 2002; Rahal ez al.,, 2003; Na-Ubol ¢ al., 2000).

En los dltimos afos, se ha adquirido cada vez mas conciencia de la enorme repercusion de Shigella
como patogeno intestinal y de las devastadoras consecuencias que podrian derivarse del surgimiento
de cepas multirresistentes, situacién que pondria en crisis la disponibilidad de tratamientos

antimicrobianos accesibles y eficaces (Chin, 2001; Ferguson, 2004).

Por lo anteriormente expuesto, nos propusimos realizar el estudio de la resistencia antimicrobiana y
diversidad genética en los diferentes serogrupos de Shigella que circularon en Cuba durante el periodo
comprendido entre 1990-2002 y que fueron remitidos desde las provincias al Laboratorio Nacional

de Referencia de Enfermedades Diarreicas Agudas del Instituto “Pedro Kouri” (LNR/EDA/IPK).

I.2 Hipotesis
* La vigilancia microbioldgica y el monitoreo de la resistencia a los antimicrobianos de cepas
pertenecientes al género Shigella, mediante el empleo de diferentes métodos microbiolégicos,
permitird evidenciar cambios en los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos, asi

como la circulaciéon en Cuba de cepas multirresistentes.



Para dar respuesta a esta hipdtesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1.3 OBJETIVOS
General:
e Contribuir al conocimiento de la susceptibilidad a los antimicrobianos y los patrones

genéticos de los serogrupos de Shigella aislados en Cuba.

Especificos:

1. Determinar los serogrupos de cepas de Shigella aisladas de casos esporadicos de EDA.

2. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana y conocer la distribuciéon de los patrones de

resistencia de las cepas de Shigella investigadas en este trabajo.

3. Identificar los patrones genéticos en los serogrupos de cepas de Shige/la multirresistentes.

4. Analizar la correspondencia existente entre los marcadores fenotipicos y los patrones
genéticos. Determinar la relacion genética de las cepas de Shige/la multirresistentes.
I.4 La novedad cientifica del presente trabajo consiste en los siguientes aspectos:
La resistencia antimicrobiana es uno de los problemas emergentes de salud a escala mundial y
especificamente en cepas de Shige/la, no estan ain bien identificados los patrones que circulan en el
mundo. Por estudios realizados en algunos paises, se conoce del desarrollo de altos niveles de
resistencia a los antimicrobianos empleados o recomendados como tratamiento de eleccion.
e Por primera vez en Cuba, se realiz6 una investigacion que permitié conocer la susceptibilidad
antimicrobiana de las cepas de Shigela aisladas en las 14 provincias del pais durante un
petiodo de 13 afios y se pudo determinar la circulaciéon de diferentes patrones de

multirresistencia.



e Se introdujeron procedimientos de laboratorio y técnicas novedosas que permitieron conocer

la caracterizacién molecular y la diversidad genética de las cepas circulantes en el pafs.

e Se establecié una metodologia que posibilitara seguir la diseminacién de estos “clusters” a
través del tiempo y comparar las cepas multirresistentes de Shzgella que han circulado en Cuba

en diferentes regiones y época.

I.5 Valor teorico

El valor teérico del presente trabajo radica en que se conoce por primera vez en Cuba, el
comportamiento de las cepas circulantes de Shige//a, lo cual trasciende a nivel nacional. Se realizé un
estudio de las cepas recibidas en el LNR/EDA/IPK durante un petiodo de 13 afios consecutivos,
observandose cambios en cuanto a la resistencia antimicrobiana en estas cepas. El trabajo realizado
posibilita contar con un documento de valor cientifico que puede ser utilizado como referencia en
investigaciones posteriores.

Los resultados obtenidos en esta tesis recibieron los siguientes reconocimientos: Mencién en el XII
Forum Provincial de Ciencia y Técnica (1997); Resultados Relevantes Institucionales (1990, 1991,
1994, 1995, 1997, 2001, 2005). Estos resultados estan publicados en articulos en 18 revistas
nacionales e internacionales, han sido presentados en 25 eventos cientificos (nacionales e
internacionales) y han servidos para la realizacion y tutorfa de 10 Tesis de Maestria, Residencia en

Microbiologia y de grado de Facultad de Biologia

1.6 Valor practico

El presente estudio forma parte del sistema nacional vigilancia de la resistencia antimicrobiana que
realiza el LNR/EDA/IPK. Ademis, los resultados obtenidos en esta investigacion forman parte de
los informes nacionales enviados al Viceministerio de Higiene y Epidemiologia del Ministerio de

Salud Publica (MINSAP) y de los informes enviados a la Organizacion Panamericana de la Salud y



Organizacién Mundial de la Salud (OPS/OMS), como parte del Proyecto de Vigilancia de la
Resistencia Antimicrobiana en América Latina, OPS/OMS, lo que contribuye al conocimiento y
establecimiento de nuevas estrategias en el tratamiento de la shigelosis en Cuba. y en la region de las
Américas La investigacién realizada sobre los marcadores fenotipicos y los patrones genéticos
permite establecer la vigilancia epidemiolégica de la resistencia a los antimicrobianos util para la toma
de decisiones para una correcta politica de uso de los antimicrobianos a los diferentes niveles del

Sistema Nacional de Salud.



I1. REVISION BIBLIOGRAFICA

II. 1 Antecedentes historicos

Aun cuando el término de disenteria se utiliz6 por Hipdcrates (Afio I ANE), para indicar un
trastorno caracterizado por la evacuacion frecuente de deposiciones que pueden ir acompafadas de
sangre, moco, pujos y defecacion dolorosa, no fue hasta finales del siglo XIV, que se determinaron
las causas de la amebiasis y disenterfa bacilar y fue posible separar con precision las dos grandes
formas de disenterfa. Muchos de los casos que aparecen notificados en los escritos mas antiguos son
considerados de origen bacilar (shigelosis) debido a la ausencia de complicaciones hepaticas (Heber

y Dupont, 1997; Keush y Bennish, 2003).

El primer aislamiento del género Shige/la se atribuye a Chantenesse y Widal en 1888. Posteriormente,
en 1898, Kiyoshi Shiga durante una epidemia de disenterfa ocurrida en Japon, hizo una descripcion
mas completa del género; por este trabajo clasico, el nombre de Shiga se honra en el género
designado como Shigella y el organismo que se identificé y denomind “Bacillus dysenteriae” se conoce

actualmente como Shigella dysenteriae tipo 1 (Keush y Bennish, 2003).

En 1900, Flexner en las Filipinas y Krusse en Alemania, aislaron un “Bacillus dysenteriae”,
microorganismo que rapidamente se confirmé por Flexner y Castellani en Ceilan como ““Bacillus

pseudodysenteriae flexner”, actualmente conocido como Shigella flexneri (Zwadyk, 1994).

En 1931, Boyd en la India, al estudiar 5 000 aislamientos de casos tipicos de disenteria bacilar detecta
un grupo de microorganismos similares a 5. flexneri que no aglutinaban con el antisuero especifico y si
con antisueros homologos, definiéndose asi otra especie que recibi6 el nombre de “Shigella boydii”

(Sonnenwirth, 1990; Zwadyk, 1994).



La cuarta especie, Shigella sonnei se describié por Krusse, Castellani y Duvall gracias a los trabajos
realizados por Sonnei en 1915. Esta especie se definié como una variante fermentadora tardia de la

lactosa y desde el punto de vista antigénico contiene un serotipo que puede variar en dos fases: fase 1

y 2 (Zwadyk, 1994).

En el dltimo siglo se produjeron cambios en la prevalencia de las diferentes cepas de Shigella.
Después que Kiyoshi Shiga describe a finales de la década de 1890 a S. dysenteriae tipo 1, durante el
curso de una severa epidemia de disenterfa letal, esta especie desaparece virtualmente del globo
terrestre después de la Primera Guerra Mundial y en su lugar aparece S. flexners como el patégeno
internacionalmente dominante. Con esta especie se presentaron menos epidemias y un espectro
clasico mas amplio de la enfermedad (desde casos muy severos a casos leves). Después de la
Segunda Guerra Mundial, en los paises desarrollados, S. flexneri fue reemplazada por §. sonnez,
observandose una notable disminucién de enfermos con disenterfa. En contraste, S. flexneri continud
como el principal microorganismo aislado en los pafses en vias de desarrollo, regiones donde la
enfermedad clinica severa persiste como un problema de salud. En 1969, la mortalidad por
disenteria aumenté bruscamente en Guatemala con la reaparicion de S. dysenteriae tipo 1 epidémica.
Unos afos después de la epidemia ocurrida en América Latina, este serotipo se hizo evidente en

Africa y Asia y actualmente la infeccion se ha vuelto endémica en esas regiones (Romero Cabello,

1999; Dutta ef al., 2002; Cobra y Sack, 2003; Dougherty, 2000).

La infeccién severa por S. flexneri reaparecié en Estados Unidos, sobre todo, en los adultos jévenes
de sexo masculino y relacionados con practicas homosexuales. La shigelosis persistente y recurrente
constituye un problema en los pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). A

partir de los afios 90 y hasta la fecha, S. boydii ha estado limitada a la India, donde es capaz de



ocasionar enfermedades con un espectro clinico intermedio (Llaughon, 1999; Chowdhury, 2001;

Angulo y Swerdlow, 2005).

La interaccién de las infecciones por Shigella y la epidemia ocasionada por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), ha tenido consecuencias graves. Tanto la diarrea crénica como la
disenteria son frecuentes en personas infectadas por el VIH. Aunque, no se sabe si el riesgo de
adquirir shigelosis aumenta con la infeccion concomitante por el VIH; parece ser que la
inmunodeficiencia asociada con este virus favorece las manifestaciones clinicas mas graves, los
pacientes pueden contraer infecciones persistentes o recurrentes ain con el tratamiento antibiético
adecuado, e igualmente estan expuestos a un mayor riesgo de bacteriemia por Shige/la que puede ser

recurrente, grave e incluso mortal (Merino ez al., 2004; Angulo y Swerdlow, 2005).

I1.2 Situacién mundial de la prevalencia e incidencia de la shigelosis

La shigelosis tiene una distribucién mundial y se calcula que causa unas 600 000 defunciones al afo.
Las 2/3 partes de los casos y defunciones se observan principalmente en los menores de 10 afios.
Pocas veces, la enfermedad afecta a los individuos por debajo de los seis meses de nacidos. Los
indices de ataque secundario en los nucleos familiares pueden llegar hasta el 40%. Son comunes los
brotes en hombres homosexuales, con hacinamiento y malas condiciones de higiene personal, en
instituciones infantiles para niflos sin amparo filial, centros de atencién diurna y  hospitales
psiquiatricos, entre otros. La shigelosis es endémica en climas tropicales y templados; los casos
notificados representan solo una pequefia proporcion del total de enfermos, incluso en las areas
desarrolladas (Carrién, 2000; Chin, 2001). Por lo regular, en una comunidad suelen estar presente
mas de un serotipo y pueden observarse infecciones mixtas en las que participan otros patégenos

intestinales. La mayoria de las especies de Shige/la aisladas en los paises en vias de desarrollo son:



S. flexcneri, 8. boydii y S. dysenteriae, mientras que S. sonnei es mas comun en los paises desarrollados y S.

dysenteriae, es la especie menos frecuente (Koneman ez a/,, 1998; Clemens ez al., 2003).

I1.2.1 Shigelosis en los paises desarrollados

Aunque, las muertes causadas por shigelosis son infrecuentes en los paises industrializados, la
morbilidad puede ser elevada cuando se declaran brotes en los centros de custodia y guarderias, asi
como cuando la enfermedad afecta a los militares y viajeros (Bennish y Wojtyniak, 1997; Klotoff ez
al., 2000). El mundo industrializado experiment6 una reduccion significativa de la morbimortalidad
por diarrea cuando introdujo medidas sanitarias efectivas. Sin embargo, la incidencia de la shigelosis
continia elevada debido fundamentalmente al uso mas frecuente de las guarderfas para el cuidado de
los nifios preescolares, donde se reflejan las dificultades inherentes al control de la contaminacion
fecal en ambientes densamente poblados y la industrializacién e internalizacion del abastecimiento de
los alimentos (Bennish, 2001). A medida que mejora el nivel general de la higiene ambiental y
personal en un pafs, aumentan los casos debidos a S. somnei y disminuyen los de

S. flexneri. S. sonnei es responsable del 60-80% de los casos notificados en Estados Unidos y es la
causa mas importante de disenterfa en la mayoria de los paises desarrollados e industrializados (Mead

et al., 1999; Black, 2000; Saurina ez a/, 2000; Kalluri e al., 2004).

I1.2.2 Shigelosis en los paises en vias de desarrollo

En los paises en vias de desarrollo se desconocen las tasas de incidencia de las infecciones causadas
por Shigella spp., en la mayoria de estas regiones existen subregistros y muchos pacientes no acuden
en busca de atencién médica o ésta no existe. No obstante, se conoce que la disenterfa epidémica por
S. dysenteriae 1, es la mas dramatica de las infecciones por Shige/la en los paises con este desarrollo

econémico (Bennish, 1999; World Health Organization, 2005%).



Existen pocas opciones fiables para tratar las infecciones ocasionadas por cepas de Shigella
multirresistentes, sobre todo en los pafses en vias de desarrollo, regiones donde el costo del
tratamiento antimicrobiano se considera de extraordinaria importancia. Los mecanismos de
transferencia de la resistencia a los antimicrobianos pueden estar mediados por plasmidos. La
mayoria de éstos son conjugativos y pueden transferir copias a bacterias de las mismas o diferentes
especies. Plasmidos con estas caracteristicas circulan por todo el mundo y contribuyen a diseminar la

multirresistencia a los antimicrobianos (Llop, 2001; Talukder ¢z @/, 2000).

El serogrupo predominante de Shige/la que circula en una comunidad, aparece relacionado con el
nivel de desarrollo socioeconémico. En los paises en vias de desarrollo, donde habita la mayoria de la
poblaciéon mundial, la incidencia de shigelosis permanece elevada, debido a una deficiente
infraestructura de los sistemas de salud publica imperantes y a las malas condiciones higiénico-
sanitarias existentes (Bennish, 1999; Bennish, 2001). Tanto S. flexneri como S. sonnei prevalecen en
areas endémicas; mientras que, S. boydii se aisla con menor frecuencia (Klotoff ez 2/, 2000; World

Health Organization, 2005%).

I1.2.3 Shigelosis en Cuba

La tasa de incidencia de EDA en Cuba, en el afio 2005, fue de 7784.60 x 100 000 habitantes
(Ministerio de Salud Publica, 2005) y actualmente, el género Shige/la, representa uno de los agentes
etiolégicos mas importantes asociados con las EDA. Los serogrupos aislados con mas frecuencia en
los pacientes con cuadro clinico de shigelosis son: S. flexneri y S. sonnei (Valdés-Dapena, 2001).
Debido a la elevada virulencia de las cepas circulantes en Cuba, desde 1990 se realiza la vigilancia

microbiolégica y el monitoreo de la resistencia a los antimicrobianos (Llop, 2001).



I1.3 Taxonomia
Segun la Novena Edicién del Manual de Bacteriologia Sistematica, el género Shige/la se ubica
taxon6émicamente en (Garrity ez al., 2003):
Reino: Procarionte
Division I: Gracilicutes
Clase I: Bacterias
Familia: Enterobacteriaceae
Tribu: Escherichiae
Género: Shigella
Especies: S. dysenteriae (A) (14 serotipos)
S. flexcneri (B) (8 serotipos)
S. boydii (C) (18 serotipos)

S.sonnei (D) (1 serotipo)

I1.4 Caracteristicas microbioldgicas del género Shigella

Estos microorganismos son bacilos Gram-negativos pequefios, de 1.5 pm de longitud por 0.8 um de
diametro, no esporulados y no métiles (Zwazdyk, 1994; Edwards y Ewing, 1999). En los medios de
cultivos no diferenciales o no selectivos como el Agar Sangre, se desarrollan colonias himedas, lisas
y grises. Pueden también producirse variaciones de colonias lisas a rugosas; en los medios
diferenciales para el aislamiento de Shige/la, las colonias no fermentadoras de la lactosa, son convexas,
circulares, transparentes y alcanzan un didmetro aproximado de 2 mm, en 24 horas de crecimiento

(Romero Cabello, 1999).

Estos microorganismos son anaerobios facultativos, todas las especies utilizan la glucosa oxidativa y

fermentativamente; la lactosa es fermentada solamente por S. somnei después de un prolongado



periodo de incubacion; S. sonnei fase 11 se aisla de portadores y convalecientes, no produce sulfuro de
hidrégeno y no produce gas de la glucosa, con escasas excepciones (Biotipo Manchester y Newcastle
de S. flexcneri 6, S. boydii 13 y 14 y S. dysenteriae 3). Todas las especies de este género son oxidasa
negativa, reducen los nitratos a nitritos, no producen lisina decarboxilasa, no utilizan acetato, ni

citrato como fuente de carbono y no licuan el alginato (Koneman e# 4/, 1998; Mc Faddin, 2002).

I1.4.1 Estructura antigénica

El género Shigella consta de 4 especies o grupos principales, que se agrupan serolégicamente sobre la
base de los antigenos somaticos O (unidades repetitivas de carbohidratos) componentes del
lipopolisacarido (LPS). Hay gran sobreposicién en la conducta serolégica de las diferentes especies y
la mayor parte de ellas comparten antigenos somaticos con otros bacilos intestinales (Sonnenwirth,
1990). La especificidad de los antigenos se menciond anteriormente, pero es importante sefialar que la
misma no es absoluta. Son posibles reacciones antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) falsamente positivas
debido a la reactividad cruzada, contienen antigenos O menores, que se tienen en cuenta para
subagruparlos y se designan con numeros arabigos. Estos subgrupos son similares bioquimicamente,
mientras que, el serogrupo D es diferente. Hasta el momento se han descrito 14 serotipos en el grupo

A,8enelB,18enel Cy1 en el grupo D (World Health Organization, 2005%).

Algunas cepas poseen antigeno capsular (K), que no es importante para el serotipaje, pero cuando
esta presente, puede interferir en las reacciones seroldgicas del antigeno O. Este antigeno K es
termolabil y se elimina por ebullicién de la suspension celular, antes de la tipificaciéon del
microorganismo. En los serotipos del 1-5 del serogrupo B, se han demostrado fimbrias, todas estas
estructuras son inmunolégicamente idénticas. Shigella es inmévil y carece de antigenos flagelares H.
Los aislamientos sospechosos de Shige/la deben confirmarse con sueros polivalentes para cada una de

las cuatro especies. El antisuero para . sonnei en esta etapa representa generalmente, una mezcla de



antigenos para las formas 1 y 2, sf una suspensiéon no reacciona con uno u otro de los antisueros
polivalentes mencionados, se sometera a ebullicion durante 15 minutos, se enfriara y volvera a probar

con los mismos antisueros (Mc Faddin, 2002; Niyogi, 2005).

I1.5 Patogenia de las infecciones por Shigella

Los mecanismos implicados en la disenterfa bacilar son complejos y desde el punto de vista
molecular no han podido ser completamente esclarecidos. Los microorganismos deben sobrevivir su
paso a través del tracto gastrointestinal superior, unirse a las células del colon y penetrar en las células
epiteliales. Una vez dentro de éstas, se multiplican y pasan de una célula a otra. La multiplicacion
bacteriana produce la inflamacién y muerte de las células epiteliales, ulceracion, deficiencia en la
absorciéon de liquidos por el colon y evacuacion de sangre, moco y pus (Quinteros, 2000; Yurdakok ez

al,, 2003).

I1.5.1 Propiedades de supertficie

La capacidad para sobrevivir a las defensas del huésped puede atribuirse a los antigenos O. La
importancia de una estructura lisa (LPS), denominada tipo de colonia en fase I, se ha demostrado
mejor con S. sonnei y S. flexneri. Estas bacterias poseen un gran plasmido de 120-140 Mda que codifica
los polipéptidos que unen a los polisacaridos de las cadenas O-especificas, la pérdida de este
plasmido, produce la formacién de colonias rugosas y organismos no virulentos. (Quinteros, 2000;

Valdés-Dapena, 2001).

I1.5.2 Invasividad

Las cepas de Shigella virulentas penetran de forma irregular en la mucosa y células epiteliales del
colon, y rara vez, lo hacen mas alla de éstas hacia la lamina propia. La fijacion de los
microorganismos puede involucrar cationes divalentes como el calcio. El ingreso de las bacterias a las

células epiteliales se produce como consecuencia de una endocitosis inducida, mediada por



receptores o por la produccién de algun producto bacteriano que provoca una respuesta en la célula
del huésped, es probable que sea una hemolisina de contacto codificada por plasmidos. Al principio,
las bacterias estan contenidas en los fagosomas, las virulentas rompen y escapan de la vacuola
fagocitica, se multiplican y se propagan dentro del citoplasma de la célula epitelial, invaden a las
células adyacentes, provocando la inflamacién y muerte celular. L.os microabscesos en la pared del
intestino grueso y el fleon terminal, producen necrosis sobre la regiéon ulcerada de la mucosa, ulceras
superficiales, sangrado y la formaciéon de una pseudomembrana, compuesta por fibrina, leucocitos,
restos celulares, una mucosa necrosada y bacterias. Cuando el proceso cede, el tejido de granulacion
llena las ulceras y se forma tejido cicatrizal. Las infecciones por Shigella casi siempre se limitan al
aparato gastrointestinal, la invasién al torrente sanguineo es poco frecuente (Valdés-Dapena, 2001;

Lopez- Brea ez al., 2004).

I1.5.3 Toxinas
Es probable que la muerte celular sea consecuencia de las propiedades citotoxicas de la toxina Shiga,
la cual interfiere en la sintesis proteica; la toxina posee multiples efectos: es neurotéxica, citotoxica y

enterotoxica. La toxina Shiga intacta, tiene un peso molecular (PM) de 70 Kda y cada una consta de
una subunidad A con un PM de 32 Kda y cinco subunidades B con PM de 6.5 Kda. La subunidad A,
se subdivide en Al y A2, 1a Al es de 28 Kda, tiene actividad enzimatica para la sintesis proteica e
inactiva de manera irreversible a la subunidad ribosomal 60S. Las endotdxinas que se encuentran en
la pared de las bacterias, en un LPS, producen necrosis focal del sitio que estd colonizando la

bacteria, de esta forma se producen los abscesos y después las ulceras del rectosigmoides (Castillo ez

al., 1999; Keusch y Bennish, 2003).



La capacidad invasiva s6lo se observa en las cepas virulentas y parece estar codificada en un plasmido
de su genoma y cuando falta este gen, la bacteria es incapaz de colonizar el epitelio de la mucosa

(Koneman et al., 1998; Keusch y Bennish, 2003).

I1.5.4 Proteinas de membrana externa (PME)

El citoplasma de las bacterias Gram-negativas esta rodeado por una envoltura compleja, que
consiste en una membrana citoplasmatica, la capa de péptido glicano y la membrana externa. La
membrana externa contiene proteinas, fosfolipidos y el LPS, como el mayor constituyente; en el caso
de las enterobacterias, también comprende el antigeno comun de enterobacterias (ECA), como
constituyente menor. La zona de adhesion tiene sitios de contacto entre el citoplasma y la membrana
externa, involucrada en la penetracion del fago ADN, la biogénesis del LPS y las PME. Debido a su
localizaciéon externa estas estructuras pueden ser consideradas como clasicas proteinas secretoras

(Bush ez al., 1999; Valdés-Dapena, 2001).

La membrana externa de E. co/i y otras enterobacterias como Salmonella y Shigella contienen un
conjunto de proteinas mayores, que tienen un potencial de expresiéon de 100 000 copias por célula,
ésta comprende alrededor del 80% del contenido de las PME. La proteina de membrana externa
mayor (PMEM) puede ser subdividida en dos categorias: la primera, que se denomina OmPA, esta
integrada por proteinas implicadas en el mantenimiento de la integridad estructural de la membrana
externa y de la lipoproteina (Lopez Brea ef al, 2004); la segunda esta compuesta por diferentes
proteinas implicadas en la formacion de los poros de difusion pasiva que facilitan la permeabilidad de
las moléculas hidrofébicas y son llamadas porinas: OmPC y OmPF. Las proteinas mayores OmPC y
OmPF se expresan continuamente pero estin sujetas a fluctuacion en sus niveles relativos,
dependiendo de las condiciones del crecimiento y la expresion de otras PME; por ejemplo, la

expresion de la OmPC se favorece en medios con alta presion osmotica y la OmPF en medios con



niveles medios de presion osmotica (Lopez-Brea ef al, 2004). Otra proteina que se expresa
condicionalmente como porina mayor es la PhoE, semejante a la LamB y con cierto grado de
especificidad como porina. Su funcién es de poro para el transporte de fosfato organico e inorganico
y se inducen en condiciones de limitacién de los fosfatos. Estas porinas facilitan la permeabilidad de
ciertas moléculas hidrofilicas que no pueden ser facilmente difundidas a través de los poros generales

formados por las OmPC y OmPF (Lopez- Brea ez al, 2004).

En el género Shigella se han descrito multiples proteinas y entre éstas se encuentran las de 120 Kda
que promueven el movimiento intracelular en la bacteria y conduce a la infecciéon de células
adyacentes por la formacion de protusiones; este movimiento envuelve la nucleacién, polimerizacion
y subsiguiente polarizaciéon de actina. Hay otra proteina de 30 Kda que es un factor regulador
positivo de los niveles de trascripcion para algunas de las proteinas asociadas con la virulencia. Existe
otra proteina, la MzxD, esencial para la secrecion de los antigenos de invasion plasmidica (IPA) de S.
Sflexcneri. Se reporta otra de 76 Kda codificada por un fragmento cromosomal de S. flexneri, asociado
con la virulencia y la produccién de aerobactin y la sintesis del i6n regulador del hierro. Las que
tienen un peso molecular de 62, 44, 43, 30 y 21 Kda son comunes a todas las especies de Shigella,
inclusive la proteina mayor de 36 Kda, interviene en el proceso de invasividad. Esta ultima
constituye un factor regulador positivo de los niveles de transcripcién para algunas proteinas
asociadas a la virulencia. La de 17 Kda y que aparece también en otros géneros como: Serratia,
Klebsiella y E. coli, juega un rol importante en la virulencia de estos microorganismos (Quinteros,

2000; Lopez Brea ef al., 2004).



I1.6 Diagnostico de la shigelosis

I1.6.1 Diagnéstico clinico

La shigelosis o disenterfa bacilar presenta un perfodo de incubacién que varfa, desde menos de 12
horas hasta cuatro dias. Comienza con fiebre, dolor abdominal y diarreas liquidas; en esos
momentos, es dificil de distinguir de las diarreas producidas por cualquier otro patégeno entérico.
Con posterioridad aparecen los caracteristicos pujos, tenesmo y las heces mucopiosanguinolentas. A
una mayor virulencia de la cepa, mas evidente se hace el cuadro disentérico. En individuos bien
nutridos el cuadro clinico desaparece sin tratamiento (7-10 dias) después de su inicio; sin embargo, en
los desnutridos puede evolucionar a las formas persistentes (Quinteros, 2000; Valdés-Dapena, 2001;

Niyogi, 2005).

Las complicaciones que se pueden observar son: deshidrataciéon en los nifios muy pequefos y
desnutridos, sepsis con coagulacién intravascular diseminada en infecciones por S. dysenteriae 1 y
algunos serotipos de S. flexneri, el sindrome urémico hemolitico y la purpura trombocitopenica
trombética. Otras complicaciones menos frecuentes son: prolapso rectal, megacolon tdxico, colitis
pseudomembranosa, hepatitis colestasica, conjuntivitis, iritis, dlceras cornéales, artritis, sindrome de

Reiter, cistitis, miocarditis y vaginitis (Romero Cabello, 1999; Niyogi, 2005).

I1.6.2 Diagnoéstico de laboratorio

Para certificar el diagnostico etiologico, se requiere demostrar la presencia de Shige/la en las heces,
ya sea por las técnicas clasicas de cultivo o demostrando su material genético por métodos de
biologia molecular (Yurdakov ez a/, 2003).

Las muestras de heces del paciente deben obtenerse al inicio de la enfermedad, antes de
administrarse antimicrobianos. Una dificultad que se presenta habitualmente es la conservacion de la

muestra hasta su procesamiento, la demora de las técnicas de diagnéstico, pueden afectar la viabilidad



de Shigella. Para evitar este inconveniente, se dispone de medios de transporte como el de Cary—Blair,
medio que posibilita conservar la muestra a la temperatura ambiente, aumentando las posibilidades

del aislamiento (Edwards y Ewing, 1999; Valdés-Dapena, 2001).

El examen microscépico de las heces con la coloraciéon de azul de metileno o Gram detecta la
presencia de leucocitos polimorfonucleares; éstos sugieren infeccion por Shigella, aunque no es
exclusivo de este microorganismo. En la shigelosis es frecuente observar abundantes

polimorfonucleares (Valdés-Dapena, 2001; Mc Faddin, 2002).

Para el cultivo se utilizan diversos medios selectivos o diferenciales (Agar Salmonella-Shigella, Agar
MacConkey y Agar Hektoen); para completar su caracterizacion, las colonias lactosa negativas se
deben estudiar mediante pruebas bioquimicas y seroldgicas (antisueros especificos) (Edwards y
Ewing, 1999; Mc Faddin, 2002). Se han utilizado diversas técnicas de biologfa molecular, sondas de
ADN para detectar genes de virulencia (localizados en plasmido de 120 Mda), y Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (RCP). La RCP puede detectar cantidades muy pequefias de bacterias, sus

desventajas radican en su complejidad y costos (Chin, 2001).

I1.7 Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos en Shigella

Para el tratamiento de la shigelosis la OMS recomienda el uso de antibidticos y quimioterapicos,
después de conocer el resultado de las pruebas de sensibilidad “in vitro”. El inapropiado y extenso
uso de los antimicrobianos en el tratamiento de las EDA, ha traido como consecuencias el desarrollo
de la resistencia bacteriana, situaciéon que actualmente constituye un problema emergente de salud

mundial (Romero Cabello, 1999; World Health Organization, 2005%).

Las sulfamidas estuvieron disponibles comercialmente desde 1930 y a partir de ese momento fueron

eficaces en la terapia de la disenterfa bacilar y otras infecciones. Sin embargo, debido a su eficacia, se



utiliz6 frecuentemente a partir de los afios 40 y en este periodo de tiempo, el 90% de los aislamientos
de Shigella comenzaron a presentar resistencia. La terapia contra la shigelosis cambi6 al surgir otros
antimicrobianos como: cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina, que comenzaron a comercializarse
en 1950. En pocos anos el género se tornd resistente a uno o mas antimicrobianos. A mediados de
la década de los 60, la tercera parte de los aislamientos en Japon mostrd una resistencia cuatro veces
mayor, resistencia que era ademds transferible a otras bacterias. A comienzos de 1970, el
trimetoprim-sulfametoxazol y la ampicilina se introdujeron en el tratamiento de la shigelosis y
mostraron su efectividad y a mediado de los afios 80, surgieron cepas resistentes y comenzé la
circulacion de factores R (mediadores de esta resistencia) (Tenover y Mc Gowan, 1996; Chin, 2001;

Livermore, 2000).

La determinacion y vigilancia de los patrones de resistencia a los diferentes antimicrobianos en una
regién o pafs, permite definir la existencia de zonas epidémicas con cepas multirresistentes. Ademas,
la deteccion de cambios entre las mismas, facilita el control de la politica de antibiéticos de la region

estudiada (Shieng ez a/, 2001; Melver ez al., 2002; World Health Organization, 2005b).

El origen genético de la resistencia de Shigella a los antimicrobianos se debe fundamentalmente a la
adquisiciéon de plasmidos y a mutaciones cromosomicas. En regiones de Europa, Asia y América se
han realizado estudios con cepas multirresistentes y se ha demostrado la presencia de un plasmido
conjugativo de 20 MDa, capaz de transferir frecuentemente la resistencia de una cepa a otra (Prado

et al., 1999; Marco y Jiménez de Anta, 2000; Prats ez a/., 2000).

Los microorganismos del género Shigella pueden exhibir resistencia a los antimicrobianos por

diversos mecanismos (Tenover et al, 1999% Guerra et al., 2002; Iverien ez al., 2005):



e DProduccién de enzimas que inactivan el firmaco, dentro de estas tenemos: [B-lactamasas
(penicilinas),  cefalosporinasas  (cefalosporinas), cloranfenicoltransferasas  (cloranfenicol),
acetiltransferasas, adeniltransferasas y fosfotransferasas (aminoglucésidos).

e Dificultad en la captacion del agente antimicrobiano: los betalactimicos no pueden cruzar con
facilidad la membrana externa.

e Disminuciéon en la acumulaciéon celular del antimicrobiano: importante en la resistencia a la

tetraciclina, producida por plasmidos, transposones y mutaciones en el cromosoma.

El fenémeno de la resistencia de los microorganismos a los agentes antimicrobianos puede tener un
origen natural o genético. La de origen natural es la resistencia que ofrecen las bacterias de una
misma cepa o especie frente a un determinado antibacteriano donde todos sus miembros tienen la
misma caracterfstica. La resistencia de origen genético se debe a cambios en los genes y procesos
subsiguientes de selecciéon por las drogas. Estos a su vez, pueden ser de origen cromosémico
(mutaciones) y extracromosémico, debido a elementos extracromosomales en las bacterias,
plasmidos, integrones y transposones que pueden ser transferido de una bacteria a otra a través de
los mecanismos de transduccion, transformaciéon, conjugacion y transposicion (Mayer ef al., 1997;

Chambers y Sandel, 2002; Livermore, 2000).

La resistencia debida a los cambios cromosémicos se genera por mutaciones en los genes del
microorganismo que controlan las estructuras o funciones sobre las que actdan los distintos
antimicrobianos, modificando la susceptibilidad del microorganismo. La resistencia por mutacion
puede aparecer en una generacion (resistencia en un sélo escaléon) o en el transcurso de varias
generaciones (resistencia en varios escalones). En el caso de la resistencia en un soélo escalon, el
microorganismo que era inicialmente sensible a un determinado antimicrobiano se vuelve resistente

en la proxima generacion. En cambio, en el caso de la resistencia en varios escalones, la sensibilidad



disminuye progresivamente a medida que se forman nuevas generaciones y llega un momento en el
que la bacteria se vuelve totalmente resistente (Livermore y Brown, 2001; Chambers y Sandel, 2002;

Livermore, 2000).

La resistencia cromosémica se transfiere en sentido vertical por seleccion a las células hijas. Con
mayor frecuencia, se adquiere por transferencia horizontal de los determinantes de resistencia de una
célula donante a otra especie bacteriana por transformacién, transducciéon o conjugacion (Iverien et

al,, 2005).

La resistencia extracromosomal mediada por plasmidos se caracteriza por la codificacion de B-
lactamasas y otras enzimas (cefalosporinasas, acetiltranferasas) (Schumacher e @/, 2002). La mayoria
de los plasmidos son conjugativos y tienen la habilidad de transferir copias a otras bacterias de la
misma o de diferentes especies, estos estan codificados por los genes #7z y algunos son incapaces de
transferirse, pero pueden utilizar estos genes en funciéon de plasmidos conjugativos, para asegurar su

pase a otras bacterias (Livermore y Brown, 2001; Matsusmoto e# a/., 2003).

I1.8 Epidemiologia de la resistencia antimicrobiana en cepas de Shigella

I1.8.1 Tipificacién bacteriana, métodos y valor epidemiolégico

Al abordar el estudio de un brote y de cepas aisladas de casos esporadicos, ademas de disponer de
una identificacién precisa y un antibiograma detallado, se necesita saber si se trata de una situacion
producida por una misma cepa o si, por el contrario, se trata de aislamientos similares de una misma
especie. Por otro lado, es necesario estudiar la identidad o no entre las cepas aisladas de los enfermos
y del sitio que se sospecha pueda ser el foco de la contaminacién. Para ello, pueden emplearse

métodos de caracterizacion fenotipica y técnicas de biologfa molecular, métodos de tipaje que



permitan una diferenciaciéon mas precisa entre cepas de la misma especie (Woodford y Jonson, 1998;

Chin, 2001).

I1.8.2 Criterios de evaluacion de un método de tipificacion

Varios criterios pueden ser considerados para realizar la evaluacion de estos métodos (Tenover ef al,

1999"; Swaminathan y Matar, 2001):

Tipabilidad: Es la capacidad de obtener un resultado positivo no ambiguo para cada cepa; las cepas

no tipables son aquellas en que el tipaje no proporciona un resultado, o este no puede interpretarse.

Reproducibilidad: Es la capacidad que ofrecen los métodos empleados para brindar el mismo
resultado, aunque la cepa sea probada muchas veces. Este criterio puede afectarse por variaciones de
los resultados de un dia a otro, o por variaciones en la estabilidad de las caracteristicas bacterianas

estudiadas.

Poder discriminante: Es la capacidad de diferenciar microorganismos no semejantes. Un método de
tipaje ideal identificarfa cada microorganismo como unico y puede ser considerado util, mientras
exista la probabilidad de que dos gérmenes no aparentes, pertenezcan a un mismo tipo. Ademas, el
poder discriminatorio aumentarfa, si el método es capaz de detectar las variaciones minimas o poco
frecuentes. Dos microorganismos que pertenezcan a tipos diferentes, pueden ser considerados como
no aparentes, por lo tanto, la conclusiéon que dos microorganismos pertenecen a un mismo clon,
dependera del poder de discriminaciéon del método utilizado y de la diversidad genética de la

poblaciéon examinada (Tenover ef al., 1995; Swaminathan y Matar, 2001).

I1.8.3 Métodos de tipificacion
El problema de la clasificaciéon de cepas similares estda reconocido por la designaciéon de tipos y

subtipos, asi como por la interpretacion de los resultados obtenidos por muchos métodos de tipaje.



Un sistema ideal de tipaje debe ser estandarizado, aplicable a muchos organismos, rapido y
facilmente disponible. Sin embargo, no existe un método ideal y se debera disponer de los recursos
necesarios para aplicar varios métodos (Tenover et al, 1999"; Swaminathan y Matar, 2001). Estos
pueden ser clasificados en:

e Marcadores fenotipicos: detectan caracteristicas expresadas por los microorganismos.

e Marcadores genotipicos: se basan directamente en caracteristicas del ADN cromosomal y

extracromosomal.

I1.8.3.1 Marcadores fenotipicos
Los métodos tradicionales para la diferenciaciéon de cepas: serotipaje, biotipaje, antibiograma, lisotipia
y tipaje por bacteriocinas, se basan en las diferencias fenotipicas (Swaminathan y Matar, 2001;

Goering, 2004).

La ventaja del biotipaje y el antibiograma radican en su facilidad de ejecuciéon y para ciertos
microorganismos estan estandarizados a escala internacional, esto permite comparar directamente los
resultados provenientes de diferentes laboratorios (serotipia, lisotipia y bacteriocina). Mientras que,
su desventaja se debe a la capacidad que tienen las bacterias de alterar de manera imprevisible la
expresion de los caracteres estudiados (reproducibilidad). Los aislamientos independientes de la
misma cepa pueden variar fenotipicamente, para ciertos métodos algunas cepas brindan resultados
nulos (débil tipabilidad) y su poder de discriminacién es igualmente débil (Tenover et al, 1999";

Swaminathan y Matar, 2001; Goering, 2004).

I1.8.3.2 Biotipaje
Método util para diferenciar cepas de una misma especie, se basa en las siguientes propiedades

biolégicas: aspectos morfoldgicos, reacciones bioquimicas, caracteristicas frente al medio



(crecimiento a pH o temperaturas extremas). LLa ventaja de este método es que con los sistemas de
identificaciéon comerciales, un perfil bioquimico o biotipo es automaticamente generado por los
procesos de identificacion de rutina. Sin embargo, el biotipaje no es una propiedad estable y puede
estar influenciado también por una variedad de factores técnicos y ambientales, asi como por la

ganancia o pérdida de un plasmido (Fiseintein, 2000; Swaminathan y Matar, 2001).

I1.8.3 Antibiograma

Las pruebas de susceptibilidad deben realizarse en microorganismos asociados a infecciones cuando
su sensibilidad no se pueda predecir a partir de su identificacion, esta indicada ademas cuando el
microorganismo causal de la infeccién pertenezca a una especie capaz de exhibir resistencia a los
antibidticos de uso clinico. Estas pruebas de determinacién de la susceptibilidad son utiles también

en los estudios de epidemiologia de la resistencia y de nuevos agentes antimicrobianos (Bauer ez 4/,

1966; National Committee for Clinical Laboratory Standards, M2-A8, 2003%).

Método de difusion (Kirby-Bauer): El principio del método involucra la aplicacién de una cantidad
determinada de antimicrobiano en un reservorio (disco de papel) en contacto con la superficie del
agar, sobre la cual se ha distribuido previamente el microorganismo en cuestion. Se formara asi, por
difusién, un gradiente de concentraciéon de antimicrobiano alrededor del reservorio y la sensibilidad
del microorganismo estara indicada, por el tamafio de la zona de inhibicién del crecimiento
bacteriano. El diametro obtenido (entre el disco y el crecimiento) dependera, no sélo de la
sensibilidad del microorganismo y la carga del disco, sino también del grosor de la capa del medio
del Agar Mieller Hinton, su pH y composicién, de la capacidad de difusiéon del antimicrobiano en
ese medio, de la temperatura y de la atmoésfera de incubacién, de la velocidad de duplicacion
bacteriana, del tamafio del inéculo y la fase de crecimiento de la bacteria. Todas éstas, son las

variables mas importantes que afectan el resultado del antibiograma (Bauer ez al., 19606).



Los fundamentos para la interpretacion de las pruebas de susceptibilidad son: para cada
antimicrobiano se establecen “concentraciones criticas” o “puntos de corte”, que permiten separar a
los microorganismos en tres categorias: sensible, resistente y con sensibilidad intermedia. Estas
categorfas se establecen para cada bacteria frente a cada agente antimicrobiano, comparando la

concentracion inhibitoria minima (CIM) en cada caso con los puntos de corte establecidos (Bauer e#

al., 1966; National Committee for Clinical Laboratory Standards, M2-A8, 2003%).

e Sensible: un microorganismo se considera sensible a un antimicrobiano cuando se espera que la
infeccién causada por el mismo, responda a dicho farmaco con la dosis recomendada.

e Resistente: este término indica que no es probable que la infecciéon causada por el
microorganismo responda al antimicrobiano en cuestion, cualesquiera que sean las dosis
empleadas y la localizacién de la infeccion.

Sensibilidad intermedia: este término se aplica a dos situaciones diferentes: a) incluyen a cepas
con sensibilidad disminuida frente a un antimicrobiano que puede utilizarse con éxito para el
tratamiento si se emplean dosis mas altas por ser este agente poco toxico, 0 porque se concentra
en el sitio de la infeccidn; b) incluyen cepas con sensibilidad intermedia a los antimicrobianos que
por ser mas téxicos no pueden usarse en dosis mas elevadas, en este caso, la categorfa de
sensibilidad intermedia sirve como una zona de transicién entre cepas sensibles y previene

pequefios errores causados por factores técnicos.

Muchas veces un resultado intermedio requiere la definicion de la sensibilidad mediante el uso de un
método cuantitativo, como la CIM  (National Committee for Clinical Laboratory Standards, M2-AS8,

2003.



La seleccién de los agentes antimicrobianos apropiados para una prueba de difusién es una decision
de cada laboratorio y se debe tener en cuenta: la eficacia clinica, la prevalencia de la resistencia, el
costo, el consenso para los antimicrobianos de primera eleccion y sus alternativas, entre otras. En
general, debera incluir un solo representante de cada grupo de los antimicrobianos relacionados, que

tengan una actividad e interpretacion similar (Sack ez al, 1999; Lopez Brea ez al., 2004).

En epidemiologia, esta técnica tiene la ventaja que se basa en la deteccion de la sensibilidad o de la
resistencia de un organismo frente a un grupo de antimicrobianos, el método resulta atractivo porque
se realiza facilmente en el laboratorio, no necesita de equipo sofisticado y los datos provienen
directamente de los analisis de rutina; mientras que tiene las desventajas de tener un poder de
discriminacioén débil y la variabilidad genética de la resistencia a los antimicrobianos, variabilidad
determinada por la presencia o ausencia de plasmidos portadores de marcadores de resistencia.
Muchos autores proponen la informaciéon que brinda un antibiograma obtenido por el método de
Kirby-Bauer. Este método muestra una buena estabilidad y cuando se hace un empleo adecuado de

los antimicrobianos, su calidad es comparable a los métodos moleculares (Bauer e a/ 1966; National

Committee for Clinical Laboratory Standards, M2-A8, 2003).

I1.8.3.4 Serotipaje

Este método se basa en la presencia o ausencia de determinantes antigénicos somaticos, flagelares y
capsulares, asi como su reacciéon con los antisueros especificos. Es simple y facil de aplicar, pero los
antisueros especificos son costosos. Ademas, en aquellas especies que tienen un gran nimero de

variantes antigénicas, es laborioso y consume mucho tiempo (Edwards y Ewing, 1999; Chin, 2001).

I1.8.3.5 Lisotipia
La lisotipia se basa en la sensibilidad que tienen algunas cepas para ser lisadas por un gran espectro

de bacteridfagos seleccionados y ofrece un maximo de discriminacién entre los microorganismos de



una misma especie. Ha sido desarrollada para ciertos patégenos nosocomiales (S7aphylococcus,
Psendomonas, Salmonella) y sus desventajas principales son: la falta de estandarizacién, débil
reproducibilidad, complejidad y las cepas fagicas son dificiles de obtener; solo se utilizan en los

laboratorios de referencia (Woodford y Jonhson, 1998; Chin, 2001).

I1.8.3.6 Tipaje por bacteriocina

El método se basa en la sensibilidad de ciertas cepas frente a los productos téxicos elaborados por
otros microorganismos de la misma especie. No es costoso y estd normalizado para Pseusdononas
aeruginosa (piocina). Esta técnica es relativamente compleja y tiene un bajo poder de discriminacion

(Chin, 2001).

I1.8.4 Marcadores genotipicos

Debido a los problemas que se presentan en la mayoria de los métodos fenotipicos con su
tipabilidad, reproducibilidad y poder discriminatorio, se han desarrollados nuevos sistemas
genotipicos (no excluyentes), basados en la deteccién del polimortfismo a nivel del ADN (Liu e a/,

2000; Marco y Jiménez de Anta, 2000).

Estas técnicas de biologfa molecular o métodos de tipaje molecular y epidemiologia molecular
pueden aplicarse a la mayorfa de las especies bacterianas y su poder de discriminacién es muy
elevado. Ademads, la relaciéon costo eficiencia es otro criterio que ayuda en la decision de empleatlas.
En algunas situaciones se hace necesario el empleo de hasta dos 6 tres técnicas para aumentar el

grado de discriminacion entre los aislamientos (Marco y Jiménez de Anta, 2000; Chin, 2001).

I1.8.4.1 Analisis plasmidico
Es un método de biologfa molecular de gran aplicacién y utilidad en epidemiologia, es el primer

método genotipico de tipificacion a emplear para el estudio de un brote y por su mediana



complejidad puede realizarse en un laboratorio de investigaciones clinicas. I.a presencia de los
plasmidos se conoce en un gran nimero de especies y puede variar entre las diferentes cepas. Su
mayor desventaja radica en la inestabilidad de los plasmidos, situaciéon que se presenta con
frecuencia. En ausencia de una presion selectiva de los antimicrobianos, las células bacterianas tienen
tendencia a perder rapidamente los plasmidos (David, 1999; Luque ez a/, 1999; Swaminathan y Matar,

2001; Taneja et al., 2005).

El analisis de los patrones plasmidicos es necesario para la caracterizaciéon de cepas epidémicas que
albergan plasmidos, la identificacion de los mismos es util mientras exista una cantidad minima de
presion selectiva en el medio ambiente, la que puede provocar una ganancia, pérdida o cambio en el

perfil plasmidico (Kaisar e a/., 2002; Iverien ez al., 2005).

I1.8.4.2 Analisis de enzimas de restriccion (REA)

Este método es universalmente aplicable a todas las especies bacterianas. Consiste en el empleo de
enzimas denominadas endonucleasas de restriccion, estas realizan cortes en el ADN que reconocen
una secuencia nucleotidica para este proposito, sin requerimientos de ATP. Su aplicaciéon da como
resultado multiples fragmentos de ADN de diferentes tamafios que pueden ser visualizados en una
electroforesis. De acuerdo al nimero y localizacion de los sitios de restriccion especificos para cada
genotipo, se obtendran diferentes patrones de restriccion. El método es simple y rapido, aunque el
numero elevado de bandas generadas, hace que la interpretacion de los resultados sea dificil (Ausubel

et al., 1991; Maslow ¢# al., 2001; Matsumoto ez al., 2003).

I1.8.4.3 Restriccion de fragmentos de amplio polimorfismo (RFLP)
Con el empleo de esta técnica se pueden estudiar las relaciones genéticas. Comprende la extraccion
del ADN celular, su digestiéon con enzimas de restriccion y la separacion de los fragmentos mediante

la electroforesis; seguidamente se transfieren dichos fragmentos a una membrana de nylon o



nitrocelulosa para posteriormente hibridar con una sonda especifica del gen o secuencia a ser
examinada. Este método evita el inconveniente de la multitud de bandas del REA debido a que la
sonda pone en evidencia los fragmentos que contienen una secuencia complementaria a ella,
facilitando asi su interpretacion. Esta sonda es un fragmento de ADN marcado de secuencia

conocida o desconocida. El operén contiene los genes ribosémicos que seran utilizados como sonda

(Eisenstein, 2000; Na—Ubol ¢# al., 2000).

La técnica denominada ribotipaje tiene la ventaja en la mayorfa de los métodos fenotipicos que el
tipaje de especies diferentes es posible con la misma sonda, por ejemplo: el operdn ribosémico de E.
coli, (la secuencia de genes ribosémicos es altamente conservada). La técnica del ribotipaje es una
variacion del RFLP y ha sido validada para un gran numero de especies, da como resultado un
pequeno nimero de bandas, lo cual simplifica su interpretacion (Maslow ez @/, 2001; Tompkins,

2002).

I1.8.4.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP)

Como método de tipaje puede ser utilizado de dos formas diferentes: a) analizando la secuencia
amplificada por electroforesis después de una digestién, b) ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD-RCP), método que se basa en el uso de cebadores arbitrarios de secuencias cortas de
aproximadamente 9-10 pb (pares de bases) de longitud los cuales tienen una baja especificidad de
reconocimiento y se unen con afinidad a varios sitios del ADN cromosomal a bajas temperaturas de
hibridacién. Se generan numerosos fragmentos de longitudes que pueden analizarse a través de una
electroforesis submarina en gel de agarosa. Las cepas difieren en los sitios de unién al ADN, con lo
que se obtienen diferentes asociaciones de fragmentos, considerados como genotipos diferentes.
Esta técnica amplifica el genoma completo y resulta en patrones de RCP mas complejos,

incrementando la habilidad de diferenciacién entre cepas. Es de facil implementacién e



interpretacion y un alto poder de discriminacién. Requiere pocas cantidades de ADN, no se necesita
informacién previa de la secuencia a amplificar y los mismos cebadores (oligonucleétidos) pueden ser
usados en multiples aplicaciones. Su mayor limitacion es la elevada sensibilidad a las condiciones de
la reaccién. Esta técnica se ha empleado para el subtipaje de numerosas cepas incluyendo Candida
albicans, Helicobacter pylors, Staphylococcus anreus, Neisseria meningitidis, Salmonella, Campylobacter spp., entre

otras (Matsumosto ¢ al., 2003; Lee et al., 2005).

I1.8.4.5 Electroforesis en Campo Pulsado (ECP)

Esta técnica se desarrollé recientemente y se basa en el empleo de enzimas de restriccion con baja
frecuencia de corte que originan patrones con un pequefio numero de bandas (10-20).
Posteriormente, el ADN gendmico se somete a la electroforesis en un equipo donde la polaridad de
la corriente se cambia con intervalos predeterminados; de esta forma permite una separacion mas
nitida de dichas bandas, cuyos rangos de PM oscilan entre 10 y 1 000 pb. El método requiere de los
siguientes pasos: preparacion del ADN, corte del mismo con endonucleasas de restriccion,
separacion de los fragmentos mediante la ECP y la visualizacion e interpretacion de los patrones de
bandas de ADN obtenidos. En microbiologia la ECP se utiliza para comparar los aislamientos
bacterianos epidemiologicamente relacionados, en la investigacion de brotes, infecciones
nosocomiales o infecciones en la comunidad. Por su alto poder discriminatorio, su buena
reproducibilidad y resolucion es de gran aplicacién como método de tipificacion molecular. Se puede
aplicar a todas las bacterias y brinda perfiles de restriccién reproducible y con buena nitidez, ademas
cuando se compara con otros métodos genotipicos, la ECP se revela como uno de los mas
discriminatorios. Uno de los factores que limita su uso es el tiempo que requiere para completar su
analisis (24 horas), situaciéon que reduce la posibilidad de los laboratorios para procesar un mayor
numero de muestras (Schwart y Cantor, 1984; Tenover ¢/ al., 1999°; Swaminathan ez a/, 2003; Hunter

et al., 2005).



I1.8.4.6 Amplificacién de fragmentos de amplio polimorfismo (AFLP)

Esta técnica ha sido desarrollada recientemente, y es capaz de generar complejos patrones de bandas,
que pueden delinear relaciones genéticas intraespecificas entre las bacterias. El analisis por AFLP
pertenece a la categoria de las técnicas de amplificacion de fragmentos de restriccion selectivos. Para
desarrollarla, primero se somete el ADN al corte con enzimas de restriccion. Esta técnica esta basada
en el ligado de adaptadores a los fragmentos de restriccion genémicos producidos por el corte de la
enzima de restriccion. Los adaptadores son disefiados sobre la base del corte que realiza la enzima y
unidos por una ligasa, seguido de la RCP basado en la amplificacién con cebadores especificos de los
adaptadores que pueden ser selectivos y no selectivos. Las ventajas del mismo son: no requiere un
conocimiento previo de las secuencias diana, RCP especifica y reproducible y presentar una mejor

resolucion de los geles (Mendoza ez al., 1999 Tompkins, 2002; Bercion ez al., 20006).

I1.8.4.7 Secuenciacion de genes

En los ultimos afios se emplean estudios de secuencias de varios genes, incluyendo genes
estructurales y relacionados con la virulencia. Desde el punto de vista bioldgico, estos métodos
ofrecen una explicaciéon adecuada de la informaciéon genética y la relacion existente entre diferentes
poblaciones bacterianas. Su desventaja radica en la complejidad y alto costo (Melver ez al, 2002;

Iverien ez al., 2005).

I1.8.4.8 Microarreglos de ADN
Se basa en la hibridaciéon de ADN amplificado frente a cientos o miles de oligonucleétidos de alta
densidad organizados en un soporte de vidrio miniaturizado, que brinda la posibilidad de evaluar una

gran cantidad de secuencias en un simple paso de hibridacién (Suzuki e7 /., 2000).



III. MATERIALES Y METODOS
ITI.1 Universo de trabajo y nimero de cepas procesadas

El universo de este trabajo lo constituyeron 7 800 cepas de Shigella spp., enviadas desde los 14
Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (CPHE) de Cuba, durante un
petiodos de 13 afios (1990-2002) al LNR/EDA/IPK. Las cepas procedian de aislamientos de nifios
menores de cinco afios con un cuadro clinico de EDA. Del universo de cepas disponibles, se realizo
en el LNR un muestreo simple aleatorio y se seleccionaron 3 350 aislamientos.

Para una mejor comprension de los resultados, el nimero total de cepas seleccionadas

(3 350) se distribuyo segun fueron recibidas en dos quinquenios (1990-1994) y (1995-1999). Mas un
tercer grupo que incluyé aislamientos recibidos entre los afos 2000-2002. El nimero de cepas
investigadas en cada uno de los grupos disefiados para este trabajo, se muestra a continuacion:

Distribucion de las cepas de Shigella, por afios

Afios No. cepas
1990-1994 1350
1995-1999 1450
2000-2002 550

TOTAL 3350

Fuente: LNR/EDA/IPK.

Para un mejor analisis de la circulacion de Shige/la en Cuba, las cepas se distribuyeron en tres
regiones: Occidental, (provincias: Pinar del Rio, La Habana, Ciudad de la Habana, Matanzas), Central
(Villa Clara, Cienfuegos, Sancti Spiritus, Ciego de Avila y Camagiiey) y Oriental (Las Tunas, Holguin,
Granma, Santiago de Cuba y Guantanamo). Correspondiendo a: Regiéon Occidental = 886 cepas;

Region Central = 1 548 y Region Oriental = 916 respectivamente.



I1I. 2 Caracterizacion fenotipica de las cepas de Shigella spp

III. 2.1 Comprobacion bioquimica y fisiolégica

Las cepas investigadas se almacenaron hasta su procesamiento a la temperatura del laboratorio (20-25
’C) en el medio de conservaciéon para Enterobacterias (SANOFI, Pasteur). Todos los aislamientos
viables fueron caracterizados en género y especie. Se emplearon las pruebas bioquimicas y serologicas

descritas en la literatura (Koneman e¢f a/., 1998; Mc Faddim, 2002).

Las cepas se inocularon en Caldo Nutriente (OXOID, Inglaterra), se incubaron 24 horas a 37 'C en
condiciones de aerobiosis; y se sembraron por agotamiento en placas de Agar SS (BIOCEN, Cuba) y
Agar MacConkey (MERCK, Alemania). Se seleccionaron al menos tres colonias caracteristicas, no
fermentadoras de la lactosa o transparentes, se inoculé por puncién y estria en los medios de Agar
hierro y dos azucares de Kligler (MERCK, Alemania) y Agar Hierro Lisina (OXOID, Inglaterra),
incubandose en aerobiosis durante 24 horas a 35 "C (Mc Faddim, 2002). Las cepas que mostraron las
siguientes caracteristicas fueron seleccionadas:

Caracteristicas de las cepas de Shigella seleccionadas segin las imagenes del Kligler y LIA

Agar hierro y dos azucares de Kligler Agar hierro lisina (LIA)
Utilizacién de la glucosa + +
Utilizacién de la lactosa -
Produccién de gas - -
Produccién de SH» - -
Decarboxilacién de la lisina -
Fuente: Mc Faddim, 2002

Posteriormente, se les realiz6 prueba de oxidasa (segin el Método de Kovacs) y aquellas que no
tuvieron codificacién genética para la enzima citocromo-oxidasa, se ubicaron en la familia
Enterobacteriaceae. Se les realizé la identificacién bioquimica complementaria correspondiente al

género y la especie (Mc Faddim, 2002) (Anexol).



Las cepas identificadas como Shigella se sembraron en cufias de Agar Cerebro Corazon (OXOID),
realizandose la serotipificacion por aglutinacion en lamina portaobjetos con los antisueros polivalentes

de serogrupos (A-D) (Edwards y Ewing, 1999).

I1I. 2.2 Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana se determiné por el método de difusién en agar con discos (Kirby-
Bauer). A las cepas con sensibilidad intermedia o perfiles inusuales de resistencia, se les determiné la
concentracién inhibitoria minima (CIM) por el método de microdilucién en caldo. (NCCLS, M2-A8,

2003)

ITI. 2.2.1 Método de Kirby — Bauer

Este método se utiliz6 para investigar la susceptibilidad antimicrobiana de todas las cepas incluidas en
el presente estudio (n= 3 350) (Bauer ¢z al, 1966; NCCLS, M2-A8, 2003; Perilla ez a/., 2003).
Se investigd la susceptibilidad frente a nueve antimicrobianos (OXOID) recomendados por el Comité
Nacional de Estandares de ILaboratorios Clinicos siguiendo la metodologia descrita para
Enterobacterias (Bauer e al., 1966; NCCLS, M2-A8, 2003; Perilla e a/.,2003 ). Los antimicrobianos
estudiados, asi como el diametro de la zona de inhibicién y los valores de CIM correspondientes, se

describen a continuacion:



Antimicrobianos investigados, contenido del disco, diametros de la zona de inhibicién (segun el

método de Kirby- Bauer) y los valores de CIM

Diametro de la zonade | Valores de CIM
Contenido del o
Agentes antimicrobianos inhibici6n (mm)
disco (pg)
R 1 S R S
Ampicilina* (AMP) 10 pg <13 | 1416 | =217 232 =8
Ceftriaxona* (CRO) 30 pg =13 | 1420 | =21 =264 =8
Gentamicina*(GEN) 10 pg <12 | 13-14 | =215 28 <4
Tetraciclina* (TET) 30 pg =14 | 1518 | =219 216 =4
Ciprofloxacina* (CIP) 5pg =15 | 16-20 | =21 >4 =1
Acido nalidixico* (NAL) 30 pg =13 | 1418 | =219 232 =<8
Trimetoprim/sulfametoxazol.* (SXT) 1.25/23.75 pg <10 | 11-15 | =216 | =3/152 | 2=38
Cloranfenicol* (CHL) 30 pg =12 | 13-17 =18 232 =8
Cefotaxima (CTX) 30 pg =14 | 1522 | =223 2064 =8

®  (Casa Comercial Oxoid vy Biolife
Fuente: NCCLS, M2-A8, 20034 Perilla et al., 2003

Se utilizaron las siguientes cepas controles, siguiendo las recomendaciones de NCCLS:

o Escherichia coli ATCC 25922

o Lscherichia coli ATCC 35218

o DPseudomonas aernginosa ATCC 27853
o Staphylococeus anrens ATCC 25923

IT1. 2.2.2 Procedimiento

Preparaciéon y estandarizacion del inéculo

A partir de un cultivo puro obtenido en placas de Agar Mieller Hinton a pH=7.2-7.4 (MERCK) ¢
incubado durante 18-24 horas a 35 °C, se tomaron 4-5 colonias aisladas y con igual morfologfa. Se
resuspendieron en 3 mL de solucién salina fisioldgica y se ajustd directamente la suspension bacteriana

hasta alcanzar una turbidez equivalente al patrén 0,5 de MacFarland (1.5 x10° UFC/mL).

Siembra de las placas



Después de la estandarizacion del inéculo (en un periodo no mayor de 15 minutos), se procedi6 a
sembrar en placas de Agar Mieller Hinton de 4 mm de grosor, con un hisopo estéril, garantizando

una completa y homogénea distribucion del indculo en tres direcciones diferentes.

Colocacion de los discos de antimicrobianos
Mediante una pinza estéril se colocaron los discos antimicrobianos seleccionados, sobre la superficie
del agar. Por cada placa se colocaron 5 discos, conservandose las distancias recomendadas entre ellos

(24 mm), asi como la del borde de la placa al disco (14 mm).

Incubacion de las placas
Antes que transcurrieran 15 minutos de haber colocado los discos de antimicrobianos, las placas se

. . . . . . 0
invirtieron e incubaron en aerobiosis a 35 "C durante 18-20 horas.

Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

Se examindé y verifico la pureza del indculo, el crecimiento confluente del cultivo y que las zonas de
inhibicion fueran uniformemente circulares. Posteriormente, se midieron los didmetros de las zonas de
inhibicién para cada disco y se tuvo en cuenta que esta zona no mostrara desarrollo microbiano
visible. Para la interpretacion de la lectura se utilizaron los criterios de susceptibilidad descritos para
Enterobacterias (NCCLS, M2-A8 2003%). De acuerdo a los diametros de los halos de inhibicion
correspondientes a cada uno de los antimicrobianos, las cepas se clasificaron en: sensibles, con

sensibilidad intermedia y resistente.

IT1. 2.3 Determinacion de la CIM

III. 2. 3.1 Método de microdilucion en caldo



Se les realiz6 a las cepas (n=167) que mostraron susceptibilidad intermedia a los antimicrobianos 6
para confirmar perfiles inusuales de resistencia en Shigella (resistencia a B-fluroquinolonas). Los
antimicrobianos a los cuales las cepas mostraron estos perfiles se muestran en la siguiente tabla
(NCCLS, M7-A5, 2003"):

Antimicrobianos utilizados y rangos seleccionados

Antimicrobianos * Simbolo Rangos utilizados
Ampicilina AMP 0.12 -256 mg/ml.
Acido nalidixico NAL 0.25- 0.128 mg/mL

*Casa comercial Sigma , Chemical Co, St Louis MO, USA .

III. 2 .3. 2 Procedimiento

Preparacion de las soluciones de los antimicrobianos

Para la microdilucién, cada solucién de los agentes antimicrobianos empleados se prepard a una
concentracién doble (2X, solucién madre). De esta forma, en cada pocillo se depositaron 50 uL. de la
solucion y 50 uL. del inéculo. Para calcular los antimicrobianos se emple6 la siguiente férmula NCCLS,
M7-A5, 2003"):

Volumen (mL) x concentraciéon (ug/mL)
Peso (mg )=

Potencia del antibiético (ug/mg)

Peso (mg) x potencia (ug/mg)
Volumen en mLL =
Concentracion (ug/mlL)

Preparacion de las diluciones seriadas

Se prepararon diluciones seriadas dobles de los antimicrobianos en caldo Mieller Hinton y en tubos de
16 x 125 mm. Una vez preparada las diluciones homogenizadas y con la misma pipeta, se llenaron los
compartimientos correspondientes del reservorio (microplacas plasticas estériles, de fondo plano)
(Costar) con la pipeta multicanal, comenzando por la solucién mas diluida.

Preparacion del in6culo



El in6culo se prepard resuspendiendo las colonias directamente en caldo Miieller Hinton, hasta alcanzar
una turbidez equivalente al patron 0,5 de la escala de McFarland; posteriormente, se realizé una dilucién
1/100 (0.1 mL de la suspension y 9.9 mL de caldo Mieller Hinton) y de esta forma se obtuvo una

concentracién de 10° UFC/mL.

Siembra de las microplacas

Con una pipeta (50-200 pL), se colocaron 50 pL del in6culo ajustado (dilucién 1/100) en los pozos
del 1 al 10 y el 12. Se coloc6é un pocillo con un control de inéculo y otro como control de esterilidad,
ambos con 100 pL. El volumen final de cada pozo de la microplaca fue de 100 pL.

Incubacion

Se incubé por un perfodo de 16 horas en ambiente aerébico y a 35 °C.

Lectura e interpretacion

Se consider6 como CIM, la menor concentraciéon del antimicrobiano, capaz de inhibir completamente
el desarrollo bacteriano. El punto final quedé definido a simple vista por la falta de turbidez del caldo.
Para la lectura e interpretacién se tuvieron en cuenta los criterios de (NCCLS, M7-A5, 2003").

Se consideraron como cepas de Shigella multirresistentes a los aislamientos donde se observé resistencia

a tres o mas clases de antimicrobianos (World Health Organization, 2005").

I11.3. Caracterizacion genotipica de las cepas de Shigella spp.



I11.3.1 Extraccion del ADN plasmidico de las cepas multirresistentes de S. flexneri, S. sonnei
y S. boydii .

La extraccion del ADN plasmidico se realizé segun el método descrito por Kado y Liu, (1981). De las
cepas (n=190) que resultaron multirresistentes en el afio 2002, se seleccionaron los patrones de
resistencia cuyo numero total de cepas fue menor de 10. En el caso de los patrones de resistencia con
mas de 10 cepas se seleccion6 de forma aleatoria el 10%, distribuyéndose de la forma siguiente: S.
flexcneri = 30 cepas, S. sonnei = 20 cepas y S. boydii = 10 cepas.

IT1.3.1.2 Procedimiento

Se utiliz6 el método de lisis alcalina, para el cual se inocularon las cepas en placas de Agar LB (Luria
Bertain, OXOID), incub4ndose toda la noche a 37 °C (Kado y Liu, 1981).

Se tomo una asada del cultivo y se resuspendié en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL con 100 uL. de
solucién lisis (Tris HCI 1M, EDTA 0,5M pH 8, Glucosa 500 mM) mas 8 pL de lisozima (50 mg/mL),
se mezcl6 en agitador y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Se le afiadié 200 pL. de solucion
alcalina de NaOH (0,2M) y SDS (1%) preparada al momento, se mezclé por inversiéon manual y se
aseguré que toda la superficie del tubo se pusiera en contacto con la solucién manteniéndose 5
minutos en hielo. Transcurrido este periodo de tiempo, se anadié 150 uL. de solucién de Acetato de
Potasio (Acetato de Potasio 5M, Acido Acético Glacial, H,0), se mezcld por inversion manual durante
10 segundos, mezclando la solucién con el lisado bacteriano, se mantuvo 5 minutos en hielo y se

centrifugd a 12 000 r.p.m. por 5 minutos. Se recogieron 400 pL del sobrenadante, que fueron

transferidos a un nuevo tubo de microcentrifuga, donde se purificé por la adicién de 400 pL. de Fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1) saturado (Tris 10mM, pH 8, EDTA 1mM), se agit6
manualmente por 10 segundos y se centrifugd en iguales condiciones. De la fase superior acuosa se
transfirieron 300 puL a otro tubo y se le anadieron 18 ul. de NaCl (5M) y 600 pL. de etanol absoluto frio

(-20 "C). Para precipitar el ADN plasmidico, se mezclé por inversion manual del tubo y se centrifugé 5



minutos a 12 000 r.p.m. El sedimento obtenido por centrifugacion, se descart6 el etanol y se seco al aire
en incubadora, se resuspendié en 25 plL de solucién tampén TE (Tris HCL 1M, EDTA 1mM, pH 8)

mas RNasa (25ug/mL). EI ADN plasmidico se conservé a —20 "C (Kado y Liu, 1981).

III. 3. 2. Electroforesis submarina en gel de agarosa

La electroforesis se realizé en una camara submarina (HOEFFER Scientific Instruments) usando un
portagel de 20 x 25 cm. Como fuente de voltaje se utilizé un equipo modelo 200/20 (BIORAD). El gel
se preparé con agarosa (Promega) al 0,8% en buffer TAE 1X (Tris acetato 0.04M, EDTA 0.001M) con

Bromuro de Etidio al 5%, el cual se usé como solucién de corrida para la electroforesis. En cada pocillo

se aplicaron 25 pl. de muestra y 4 pl. de colorante Azul de Bromofenol. Se usé un marcador de peso

molecular (Supercoiled DNA Ladder 2-16Kb, GIBCO BRL) para determinar la talla de los plasmidos.

El gel se corrié en una solucién tamponada, TAE 1X (Tris Acetato 0.04M, EDTA 0.001M) a 100 V

durante 1 hora (Ausubel e a/., 1991).

Los plasmidos se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta y se fotografiaron con una
camara Zenit con lente Nikon y pelicula ORWO NP15, a través de un filtro amarillo Nikon 5L. El peso
molecular de los plasmidos se determiné por el método de la curva logaritmica de regresion lineal

(Aususbel ez al., 1991).

El perfil plasmidico se determiné teniendo en cuenta el nimero y talla de los plasmidos presentes. Para
su analisis, se tuvieron en cuenta las bandas estables e intensas, las que no presentaron estas
caracteristicas, se consideraron formas relajadas o circulares del ADN plasmidico super-enrollado

(Aususbel ez al., 1991).

III. 3.3 Determinacion de los perfiles de ADN mediante electroforesis en campo pulsado



Las cepas de §. flexneri (n=30), S. sonnei (n=20) y S. boydii (n=10), que constituyeron los grupos
principales o fenotipos mayores (segun la distribucién de serotipos/petfil de resistencia) detectados en
las cepas seleccionadas en el afio 2002, fueron analizados por ECP segtin el método descrito por

Kauffman (1998).

I11.3.3.1 Preparacion del ADN cromosomal para ECP y digestion con endonucleasas de
restriccion

* A partir de un cultivo de 18 horas de incubacion de Shigella spp., se realizé una suspension
homogénea de varias colonias en tubos eppendorf estériles con 1 mL de tampén SE (NaCl 75
mM, EDTA 25 mM). Se ajust6 la densidad 6ptica entre 0.9-1.1 (420 nm), correspondiente a una
concentracion de 1.5 x 10” bacterias/mL..

*  Se transfirieron 100 pL de la suspensioén bacteriana a 1 mL de agarosa de bajo punto de fusién
(MP Boehringer Mannbein) en agua bidestilada estéril al 1% y se mezclé vigorosamente. Con esta
mezcla se llenaron las ranuras de un molde plastico que nos permitié obtener bloques de gel, al
solidificar a la temperatura de 4 "C. Los bloques se transfirieron a tubos con 1 ml. de solucién
tamponada ESP (EDTA 0.25M-pH 9, Lauryl Sarcosine (SIGMA), 0.5% proteinasa K
(SIGMA)(1mg/mL) e incubados a 56 °C durante toda la noche, el buffer se cambi6 a las 24
horas. Al final de este paso, los bloques de agarosa— ADN se almacenaron a 4 "C  hasta el
siguiente procedimiento.

* Cada bloque de agarosa se corté en pequefias barras (I mm) y cinco barras por cepa se
transfirieron a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se lavaron ocho veces durante 15 minutos
con 1 mL de solucién tamponada TE (Tris 50 mM, EDTA — pH 7.8) a una concentracién final de
1 mM. Las pequefias barras de agarosa — ADN se almacenaron en solucién tamponada TE a 4 'C

hasta la digestion con la enzima de restriccion Xbal (Promega).



%

Se descarté la soluciéon TE vy las barras de agarosa- ADN se equilibraron con 100 uL de la
soluciéon tamponada 1X de la enzima de restriccion Xbal a la temperatura ambiente, durante 4
horas.

Los bloques de agarosa-ADN  se incubaron a 37 "C durante 24 horas, en presencia de 20U de
enzima Xbal, en un volumen final de 100 pL de la solucién tamponada de la enzima de
restriccion. Después de la digestion, se lavaron las barras con la soluciéon TE y se ubicaron en la
ranura o pozo del gel de corrida (agarosa para ECP, SIGMA), al 1.2% en la solucién tampén 0.5 X
TBE (Tris 45 mM, Acido Bérico 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8.3). Finalmente, la ranura o pozo

del gel, se sell6 con la solucién de agarosa al 1% y se efectud la corrida electroforética.

III. 3. 3. 2 Electroforesis y visualizacion del ADN

La electroforesis se realiz en un sistema de campo eléctrico (Chef- DRIII Pulsed Field Electrophoresis

Systems), aplicando 6 voltios/cm, con el tampén de corrida a 12 °C. El tiempo de las pulsaciones fue de

1-50 segundos durante 26 horas, como control de peso molecular, se utilizaron bloques (Sa/nonella

Braenderup H9812, CDC Atlanta). Los geles se tifieron con Bromuro de Etidio (SIGMA) a 10 pg/mL, se

lavaron con agua bidestilada estéril.

*

*

La fotografia se realiz6 bajo iluminaciéon ultravioleta con un sistema de imagen digital Bio
Photonics Gel Print 2000 (BIO/CAN Scientific).

Los patrones de ADN por la técnica de ECP se compararon visualmente. La similitud entre los

tipos se evalué por el programa informatico MVSP (Kovac Computing Service, 85 Nant-y Felin,
Pentaeth, Anglesey LL75 8 UY Wales, Reino Unido) que realizé el andlisis estadistico de
multivariables. Aislamientos con idénticas combinaciones de patrones de restriccion, se agruparon
en un “cluster”. Un solo evento genético es responsable de hasta tres diferencias, en los patrones

de restriccion obtenidos por el método de ECP y de haber ocurrido aislamientos con tres o



menos bandas de diferencia, se consideraron subtipos de la misma cepa y por consiguiente
estrechamente relacionados a los aislamientos de “cluster” prototipo mientras que, las cepas con
mas de tres bandas de diferencias fueron consideradas como no relacionadas (Tenover ef al,
1995).
III. 4. Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizé al aplicar la Décima o prueba de Chi cuadrado (X?) de independencia,
la Décima de comparacion de las proporciones o prueba F de Fisher, las cuales permitieron establecer
la asociacion entre las variables analizadas, las diferencias entre las proporciones obtenidas, asi como la
relacion entre ellas. El poder de discriminacion para el analisis del perfil plasmidico se determiné por

el indice de diversidad de Simpson (ID) (Hunter y Gastén, 1988).

D=1- N (N _y) 4 Zn (n —1) donde:

N  Nuamero total de cepas de la muestra.

S Numero total de patrones electroforéticos encontrados.

n; Numero de cepas que tienen el tipo j.

A medida que este indice tienda al valor 1, mejor sera el poder de discriminacion.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV. 1 Distribucion de los serogrupos de Shigella.

Entre las 3 350 cepas de Shigella analizadas durante el periodo investigado (13 afios), predominé
S. flexneri con 1 976 aislamientos (59%); al comparar este porcentaje con el resto de los serogrupos
identificados, se detectd diferencia estadisticamente significativa (p<0.001), estos serogrupos

mostraron los siguientes porcentajes: S. sonnei (32%), S. dysenteriae (5%0) y S. boydii (4%) (Fig. 1).

F =30.45 (p<0.001)

5%

32%

OS. dysenteriae OS. flexneri OS. boydii OS. sonnei

Fig 1. Distribucion de los serogrupos de Shigella entre las cepas investigadas 1990-2002



Tabla 1. Serogrupos de Shigella, segin su distribucion por diferentes regiones de Cuba.

1990-2002

Regiones
Serogrupos
Occidental Central Oriental
n=886 (%) n=1548 (%) n= 916 ( %)
S. dysenteriae 20.2) 162 (10.4) 4 (0.4
S. flexcneri 428 (48.3) 1248 (80.6) 290 (31.6)
S. boydii 0 (0) 14 (0,9) 130 (14.1)
S. sonnei 456 (51.4) 124 (8.01) 492 (53.7)

Chi — cuadrado = 16.24(p< 0.001) F= 153.60 (p< 0.001)
Fuente : LNR/EDA/IPK.

En la tabla 1 se describe la distribucién de los serogrupos de Shzgella segin las diferentes regiones de
Cuba, se detecté que el serogrupo S. dysenteriae (10.4%) circulé mas frecuentemente en la region
Central, §. flexcneri (80.6%) se comportd de manera similar. Al comparar la circulacion de . boydii y
S. sonnei se detecté diferencia estadisticamente significativa (p<<0.001), el mayor porcentaje de

ambos serogrupos se observo en la region Oriental.

El comportamiento de las infecciones por Shige/la en los paises desarrollados o en vias de desarrollo,
tiene dos importantes dimensiones: una dimensién clinica, que proviene de la magnitud de la
morbimortalidad atribuible a este patégeno y una dimensién biolégica condicionada por la
distribuciéon de los serogrupos y serotipos en las diferentes areas geograficas. Los principales
serogrupos de Shigella que circulan en una comunidad estan relacionados con el nivel
socioeconomico. El 60% de los aislamientos de Shigella en los paises en vias de desarrollo
corresponden a . flexneri 'y S. sonnei (Bennish, 2001; Organizacién Panamericana de la Salud, 2001;

Torres et al., 2001; Townes ez al., 2003).

La distribucién de los serogrupos de este trabajo coincide con la reportada por otros investigadores

en Cuba; Cabrera (1997) en un estudio de serotipaje de 155 cepas de Shigella, detectd S. flexneri (62%)



y 8. somner (29%), mientras que S. dysenteriae 'y S. boydii fueron aisladas en 4.5% vy 3.9%,
respectivamente. Valdés (2002) en un estudio de 240 cepas de Shige/la aisladas de nifios con EDA,
identifico S. flexcneri (69%) y S. sonnei (29%) en los aislamientos investigados, informando niveles muy

inferiores de S. dysenteriaey S. boydii.

Varios autores han demostrado que los serogrupos prevalecen segun el desarrollo econémico de una
region o pais. Al analizar los resultados de este trabajo vemos que se mantiene el mismo patrén de
serogrupos que muestran los paises en vias de desarrollo. Resultados similares se notifican en Brasil,
Chile y Hong Kong. Sin embargo, en este estudio se encontré un mayor porcentaje de

S. sonnei (Bogaert, 1999; Lima y Lima, 1999; Prado e7 /., 1999; Houang e# al., 2000).

Entre los marcadores fenotipicos, el serotipaje es uno de los métodos clasicos de caracterizacion.
Tiene gran importancia desde el punto de vista epidemiolégico porque permite determinar la
prevalencia de serovariedades en diferentes zonas geograficas, ya sea para el estudio de brotes o casos
esporadicos. Los diferentes serotipos de Shige/la muestran una gran variacion en cuanto al espectro de
las manifestaciones clinicas que producen, identificar cual o cudles serotipos o serogrupos circulan
en una region o pafs, reviste también importancia médica (Sack ef a/, 2003; Kalluri ez al., 2004;

Niyogi, 2005).

Al analizar los hallazgos obtenidos en esta investigacion, consideramos que resulta de gran
importancia continuar la vigilancia de la circulaciéon de cepas de Shige/la en Cuba, esto contribuird a
conocer el comportamiento de las EDA y la prevalencia de los serogrupos y serotipos circulantes,
con el fin de detectar precozmente el surgimiento de brotes o epidemias, asi como la introduccién de

microorganismo exoticos.



IV. 2 Analisis de la susceptibilidad antimicrobiana por serogrupos

Los resultados del estudio de la susceptibilidad antimicrobiana demostraron que el 94.7% de las
cepas fueron resistentes frente a los antimicrobianos estudiados (3 174/3 350).

Los serogrupos S. flexneri, S. sonnei y S. boydiz, independientemente de la frecuencia con que se
encontraron en la muestra, fueron los que mostraron mayores porcentajes de resistencia. Sin
embargo, S. dysenteriae no se comportd de forma similar. Este serogrupo mostré gran sensibilidad

(tabla 2).

Al analizar la resistencia por serogrupos de Shige/la en las diferentes regiones del pais se observo que,
de acuerdo a su distribucion, las cepas de S. flexneri a pesar de estar distribuidas uniformemente,
mostraron mayores porcentajes de resistencia en la regiéon Oriental, mientras que en S. sonnei, se

identificaron mayores porcentajes de resistencia en la region Occidental

Tabla 2. Resistencia antimicrobiana en los diferentes serogrupos de Shige/la, segin su distribucién  por las

diferentes regiones de Cuba. (1990-2002)

Occidental Central Oriental
n= 886 (%) n=1548 (%) n=916 (%)
Serogrupos
Resistentes Resistentes Resistentes
S. dysenteriae 0 (0.0 10 (0.6) 1(0.11)
8. flexcneri 463 (52.2) 792 (51.1) 528 (57.6)
S. boydii 0 (0.0 20 (1.29) 6 (0.6)
S. sonnei 418 (47.1) 571 (36.8.) 365 (39.8)

Chi-cuadrado = (p< 0.001); F =153.60 (p< 0.001)
Fuente: LNR/EDA/IPK

La prevalencia de los serogrupos de Shige/la con mayor resistencia en las diferentes regiones del pais
pudo estar determinada por factores sociales, ambientales y microbiolégicos. Dentro de estos
aspectos se incluyen: aumento de las poblaciones de hospederos susceptibles, viajes internacionales,

el turismo y el comercio, entre otros (Sosa y Vila, 1999; Clemens e7 al., 2003).



Los médicos deben estar informados acerca del aumento de la resistencia de Shigella, para hacer una
seleccion adecuada de la terapia antimicrobiana, segun el mecanismo de resistencia probable del
germen correspondiente. La lectura interpretativa de los patrones de susceptibilidad permite el
enfoque cientifico del conflicto de la resistencia y se convierte en una guia fundamental para el
manejo de problemas especificos. Debido a la complejidad de los mecanismos de resistencia, es
fundamental que el laboratorio pueda identificar los microorganismos hasta el nivel de especie.
Ademas, se debe estudiar la susceptibilidad en un numero razonable de antimicrobianos,
recomendados en la terapéutica de las infecciones por Shige/la. (Bonhoefter ef al., 2001; Bhattacharya

y Sut, 2003).

IV. 3 Analisis de la susceptibilidad antimicrobiana en los diferentes afios estudiados

En las cepas analizadas durante el quinquenio 1990-1994 (fig. 2) se identific6 una diferencia
estadisticamente significativa (p<<0.001) en cuanto a los resultados de susceptibilidad antimicrobiana,
se detecté que los mayores porcentajes de resistencia se observaron en: ampicilina (90 a 85%),
trimetoprim/sulfametoxazol (95 a 66%) y cloranfenicol (75 a 73%). A su vez, estos porcentajes

fueron significativamente diferentes (p<<0.001) a los obtenidos con el resto de los antimicrobianos.

La tetraciclina le siguié en orden de frecuencia (70 a 60%), aunque los resultados fueron diferentes al
resto de los antimicrobianos investigados (p<0.01). Para el 4cido nalidixico se observaron bajos
porcentajes de resistencia (2 a 3.5%) y al realizar el analisis estadistico se comprob6 que este
resultado no mostré diferencias estadisticamente significativas cuando se comparé con los

antimicrobianos a los cuales las cepas fueron totalmente sensibles (ceftriaxona y cefotaxima).
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Fig 2. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Shige/la aisladas en Cuba (1990-1994)

Un andlisis similar pero a la inversa, se realizo para el comportamiento de la sensibilidad
antimicrobiana de las cepas estudiadas. Los antimicrobianos con mayores porcentajes de sensibilidad
fueron: ceftriaxona (100%), cefotaxima (100%) y gentamicina (90 a 95%). La sensibilidad de las cepas
frente a estos farmacos, no fueron diferentes. Sin embargo, se constatd diferencia estadisticamente

significativa (p<<0.001), respecto al resto de los porcentajes.

Las cepas investigadas durante el quinquenio 1995-1999 (fig. 3) tuvieron altos niveles de resistencia:
trimetoprim-sulfametoxazol, ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina. Se observé que en 1998 los
porcentajes de resistencia fueron mas elevados: ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol (ambos con
90%) y cloranfenicol (85%). Al compararse con los resultados de la resistencia obtenidos frente a los

demas antimicrobianos, se constat6 una diferencia estadisticamente significativa (p<<0.001).



%

100 1 — n= 1450

90 1 — = 1 = T
80 17

70 11 = . 1

60 11 || | — — —

50 H || | — — —

40 I — — — —

30 || | — — — —

20 111 | I — — — —

10 |1 = —] — - —

1995 1996 1997 1998 1999

OAMP  @SXT OTET ONAL OGEN OCHL @®CRO OCTX

Fig 3. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Shigella aisladas en Cuba (1995-1999)

Segun los datos mostrados en la fig. 3, al analizar la sensibilidad de las cepas investigadas,
comprobamos que los antimicrobianos con mayores porcentajes de sensibilidad fueron: acido
nalidixico, gentamicina, ceftriaxona y cefotaxima. Sin embargo, al comparar los resultados con los

otros antimicrobianos se observé diferencia estadisticamente significativa (p<0.001).

Los resultados de la fig. 4 muestran que durante estos tres aflos, los porcentajes mas elevados de
resistencia fueron a la tetraciclina (85%) y el trimetoprim-sulfametoxazol (80 a 85%). En los anos
2001 y 2002 se observé una disminucion de la resistencia a la ampicilina (62 a 37%) y al cloranfenicol
(48 a 20%). Al comparar los porcentajes de las cepas resistentes con las sensibles se constatdé una

diferencia estadisticamente significativa (p<0.001).

Al igual que en afos anteriores, no se observé resistencia a la ceftriaxona, cefotaxima y se

constataron porcentajes muy bajos de cepas resistentes a la gentamicina (5 a 3%). Ademas, se



comprobd que la resistencia al acido nalidixico ha ido incrementandose lentamente, oscilando entre
3 a 6%.
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Fig. 4. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Shigella aisladas en Cuba (2000-2002)
La resistencia de diferentes microorganismos a los antimicrobianos constituye un serio y creciente
problema de salud en todo el mundo, especialmente para los paises en vias de desarrollo, donde
diversos factores pueden contribuir al desarrollo y propagaciéon de esta situaciéon. No siempre es
posible disponer de los datos relacionados con el comportamiento de la susceptibilidad a los
antimicrobianos, éstos son escasos y no todos los paises tienen la posibilidad de monitorearlos

(Salvatierra y Benguini, 2000; Organizacion Panamericana de la Salud, 2003).

Actualmente, el principal problema asociado a la shigelosis es el tratamiento, ya que esta entidad es
una de las infecciones entéricas para la cual el uso de antimicrobianos esta recomendado y aceptado,
desde que se demostrd que la terapia antimicrobiana adecuada, acorta la duraciéon y severidad del
cuadro diarreico, reduce el tiempo de transmisibilidad del agente infeccioso (excrecion) y disminuye

también las complicaciones, sobre todo en los nifios y ancianos (Suarez ef al, 2000; World Health

Organization, 2005%).



LLa multirresistencia a los antimicrobianos tiene multiples implicaciones: ecoldgicas, econémicas,
bioldgicas, culturales y sociales. Su desarrollo repercute en la economia de los paises donde circulan
estos microorganismos, ya que se emplean altas sumas de dinero para la adquisicion de nuevos
farmacos, las infecciones causadas por Shigella producen serias complicaciones que pueden ocasionar
la muerte, sobre todo en los nifios menores de cinco afios y ancianos. Ademas de repercutir
negativamente en el funcionamiento del Sistema de Salud Puablica de los paises afectados (Llop, 2001;

Livermore y Brown, 2001).

La incidencia de la resistencia adquirida por las bacterias entéricas a los diferentes antimicrobianos se
reporta por diferentes paises y los patrones de sensibilidad varfan segun las regiones y el transcurso
del tiempo. En un estudio realizado en el Chaim Sheba Medical Center de Israel entre los afios 1997
y 2002, la resistencia de Shige/la fue: ampicilina y tetraciclina (70%), trimetoprim-sulfametoxazol
(88%), cloranfenicol (30%), mientras que al acido nalidixico fue solo 2.4% (Sack ef al, 2003).
Resultados similares describen en Turkia con cepas pertenecientes al periodo comprendido entre
1999-2002. En ese estudio informaron resistencia al trimetoprim-sulfametoxazol (66%), ampicilina
(81%), ampicilina- sulbactam, cloranfenicol y gentamicina (mas de 85%) (Akata ez a/, 2003). En una
investigacion realizada en la India entre los afios 1990-2000, informaron resistencia al trimetoprim-
sulfametoxazol (66%), ampicilina (90%), y mas de 70% de resistencia a ampicilina-sulbactam (Rahal
et al., 2003). Mientras que, en Somalia los aislamientos de Shige/la fueron resistentes a la doxyciclina
(78%), sulfametoxazol (49%), ampicilina (54%) y no sefalaron resistencia a la ciprofloxacina (Cobra
y Sack, 2003). Otro estudio de evaluacién de resistencia adquirida realizado en Kolkata, India,
encontr6 cepas de Shigella resistentes a la ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina (77%, 83% y 71%),
respectivamente (Dutta e al, 2002). Mientras que, en Italia cepas de . somnes, fueron
multidrogorresistentes a los antibidticos beta-lactamicos (Natassi ez a/., 2000). Al revisar la literatura

especializada en el tema, se constatdé que la resistencia de Shzge/la a los diferentes antimicrobianos se



ha incrementado en el tiempo y se ha diseminado a través de todos los continentes (Sack ez al., 1999;

Ozmist e al., 2005).

Resultados similares sefialan que las cepas de Shige/la han mantenido durante un largo periodo de
tiempo (1990-2000), resistencia elevada a los antimicrobianos de eleccion para el tratamiento de las

infecciones producidas por este microorganismo (Natassi ez a/., 2000).

En el afio 1996, 1a OPS/OMS cre6 un Programa de Vigilancia Regional de etiologia de enfermedades
entéricas y resistencia antimicrobiana en los géneros de Shigella, Salmonella y 1ibrio cholerae, para paises
de Latinoamérica con la participacion de los Laboratorios de Referencia Nacionales de ocho paises.
El Laboratorio Central de Control de Enfermedades Infecciosas de Canada (LLCDC) realiza las
pruebas de control de calidad externo, donde cada laboratorio recibe aislamientos de bacterias
enteropatogenas a doble ciegas para realizarle la identificacién, serotipaje y determinacion de la
sensibilidad antimicrobiana. Los resultados son evaluados y posteriormente informados con el
consentimiento de los paises participantes. En 1998, Cuba se incorporé a dicho programa y nuestros
resultados han sido evaluados de forma satisfactoria y fueron también publicados para su
conocimiento a nivel internacional (Salvatierra y Benguini, 2000). Este proyecto proporciona datos
confiables sobre la prevalencia de la multirresistencia en los diferentes paises, dados por la
estandarizacion de las técnicas y el control de calidad realizado en los laboratorios. Diferentes
hallazgos y recomendaciones fueron realizados como consecuencia de estos estudios, entre ellos se
pueden mencionar: Conocimiento de la magnitud del problema en América, promocién de las
actividades de vigilancia y la aplicaciéon de medidas preventivas que faciliten el uso racional de los
antibidticos en los humanos y en los animales (Organizacién Panamericana de la Salud, 2003).

Autores latinoamericanos incluidos en el proyecto citado anteriormente, encontraron a través del

tiempo un ascenso de la resistencia antimicrobiana en Shigella spp., entre ellos podemos citar: un



estudio realizado en Chile entre 1992 al 2002 que comprendié 1 550 cepas. Ese trabajo encontrd
cepas resistentes a la ampicilina (7%), cifra que ascendié a 54% en el 2002. Sin embargo, al
cloranfenicol y la tetraciclina la resistencia fue mayor (70%), no encontrando aislamientos resistentes
al acido nalidixico (Pidal ez a/, 2002). Mientras que, en México, en el periodo entre 1998-2003
constataron un incremento de la resistencia (50%) a la ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazol
(Solérzano y Levine, 2003). En Argentina (2004), en un estudio realizado en 132 aislamientos de
Shigella spp., se encontraron altos niveles de resistencia a: ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol, y

ampicilina-sulbactam (Merino ef a/, 2004).

En todos los paises que proporcionan datos de la susceptibilidad antimicrobiana durante periodos de
tiempo sucesivos, la resistencia de Shzgella muestra una tendencia al ascenso. Aunque, existen
diferencias entre los diferentes pafses. En Jamaica la resistencia de Shigella spp. a la ampicilina,
cloranfenicol y trimetoprim-sulfametoxazol fue de 8%. Sin embargo, en Chile (2003) y Brasil (2004)

las tasas de resistencia fueron muy elevadas (Homedes y Ugalde, 2005).

En Estados Unidos, en el afio 2001 el Sistema de Informacién de los Laboratorios de Salud Publica
(PHLIS), informé los resultados de los estudios de susceptibilidad antimicrobiana de 379 cepas de

Shigella; el 91% fueron resistentes a la ampicilina, 89% a la amoxicilina-acido clavulanico y 29% al

trimetoprim-sulfametoxazol (Public Health Iaboratory Information System, 2001). Otro estudio
realizado en ese mismo pafs entre 1999 y 2002, por el Sistema Nacional de Monitoreo de la
Resistencia Antimicrobiana, sefialé en 1 598 aislamientos de Shige/la spp. los siguientes resultados:
resistencia a la ampicilina (78%), trimetoprim- sulfametoxazol (46%), al acido nalidixico (1%) y una

cepa fue resistente a la ciprofloxacina (Sumathi ez a/., 2000).

Durante las dltimas décadas, Shige/la ha adquirido resistencia a la mayoria de los antibiéticos mas

utilizados y de bajo costo. Las sulfonamidas, tetraciclina, ampicilina, trimetoprim/ sulfametoxazol,



cloranfenicol y el acido nalidixico han ido sucediéndose uno a uno a través de los afios como

antimicrobianos de eleccion para el tratamiento de la shigelosis en varias regiones del mundo (Public

Health Taboratory Information System, 2001). En la actualidad la OMS recomienda que estos
farmacos no deben ser usadas en el tratamiento de pacientes con shigelosis, siendo aprobados otros
antimicrobianos como ciprofloxacina: farmaco de elecciéon para todos los pacientes que presenten
diarreas con sangre, independientemente de su edad. A pesar que las quinolonas habfan sido
sefialadas como causa de artropatias en animales inmaduros, el riesgo de dafios en los nifios es
minimo y es altamente preponderante el valor del tratamiento con este medicamento, ante la

amenaza de la vida por la enfermedad (World Health Organization, 2005").

Ademas de la ciprofloxacina y otras fluoroquinolonas, farmacos como pivmecilinam
(adminocilina/pivoxil) y ceftriaxona son los unicos efectivos para el tratamiento de las infecciones
pot Shigella multirresistentes en todos los grupos de edades. El uso de antimicrobianos alternativos
como la azitromicina y el pivmecilinam estan limitados por su elevado costo y el desarrollo rapido de

resistencia, ademds deben utilizarse cuando se conoce que las cepas circulantes son resistentes a la

ciprofloxacina (World Health Organization, ZOOSb).

Resistencia a la ampicilina

Durante la década de los 80, la ampicilina y el trimetoprim-sulfametoxazol han sido los
antimicrobianos de elecciéon para el tratamiento de las infecciones por Shigella. Su uso, se basé en
estudios controlados que demostraron su eficacia, seguridad en los nifios, el bajo costo y la actividad
“in vitro” frente a la mayoria de las cepas de Shigella (Organizacion Panamericana de la Salud, 2003).
El uso indiscriminado de estos antimicrobianos trajo como consecuencia la resistencia multiple, por
lo que el tratamiento se cambid a farmacos alternativos como el acido nalidixico y las cefalosporinas

(Livermore, 2001; Schumacher ef al,, 2002; Martin y Gudiol, 2003). Recientemente, la OMS informé



que la ampicilina, el trimetoprim-sulfametoxazol y el cloranfenicol, estaban entre los antimicrobianos

que no deben utilizarse en el tratamiento de la shigelosis (World Health Organization, 2005°).

Al analizar los resultados de este trabajo se observé que, durante el transcurso de estos 13 anos, la
ampicilina fue uno de los antimicrobianos para el cual Shige/la mostré elevada resistencia con cifras
que oscilaron entre 95% (1992) a 37% (2002); se reconoce que hubo una disminucion de la
resistencia. Esto puede deberse el empleo limitado de este farmaco  para el tratamiento de la

shigelosis en los hospitales pediatricos de Cuba (Llop, 2001).

Desde hace algunos afios la emergencia de cepas de Shigella spp. resistentes a la ampicilina se notifica
por diversos autores; comportamiento que alcanzoé valores significativos en Chile (1999) entre 495
aislamientos de S. flexneri, serogrupo que mostrd 87% de resistencia. Mientras que, en

S. sonnei el porcentaje fue mayor (91%) (Pidal e a/, 2002). Sin embargo, en Brasil describieron
durante el perfodo comprendido entre el 2000 al 2003, 92% de S. sonnei resistente a la ampicilina
(Homedes y Ugalde, 2005). Los resultados de esta investigaciéon fueron similares a los notificados en
Chile, asi como por aquellos descritos en el Caribe y Centroamérica donde mas del 81% de los

aislamientos fueron resistentes a este antimicrobiano (Organizacién Panamericana de la Salud, 2003).

Estudios realizados en Irlanda desde 1988 hasta 2001 identificaron 900 cepas de Shigella y entre ellas
60% fueron resistentes a la ampicilina (De Lappe ez al,, 2003). Aysev (2003) estudiaron los cambios
en la susceptibilidad antimicrobiana de diferentes especies de Shigella entre 1997 y 2003 en Ankara,
Turkia y observaron que la resistencia a este farmaco disminuy6 del 81% (1997) al 32% (2003).
Mientras que, en los trabajos publicados por Ashkenasi ez a/. (1999) en Israel y Chiou ez a/. (2005) en
China, y que incluyeron los periodos de 1998-1999 y 2002-2004, respectivamente sefialaron 70% de

resistencia a este farmaco en S. sonnei y S. flexner:.



Los B-lactamicos son los compuestos mas utilizados para el tratamiento de las infecciones adquiridas
tanto en la comunidad como en el hospital. Sin embargo, la resistencia a estos antibiéticos se ha
incrementado paulatinamente, limitando su eficacia. La resistencia a los 3-lactamicos en la familia
Enterobacteriaceae se debe principalmente a la  producciéon de B-lactamasas codificadas en el
cromosoma o en plasmidos (Bush e a/, 1999; Guerra ez al., 2002; Schumacher e /., 2002; Martin y

Gudiol, 2003).

El estudio de un brote de S. flexneri en China, presentd porcentajes inferiores al nuestro; ya que se
informé que en 40 casos confirmados en Taiwan durante el afio 2000, 20% fueron resistentes a la

ampicilina (Chiou e# 4l., 2001).

En la literatura aparecen descritas mas de 300 enzimas [3-lactamasas y es importante tratar de inferir
la clase de enzima involucrada de acuerdo a los datos que ofrece el antibiograma y la identificacion
del microorganismos a nivel de especie (Livemore, 1999, Livermore y Brown, 2001, Schumacher ez
al., 2002; Martin y Gudiol, 2003). En este aspecto las situaciones clinicas mas relevantes situan: la
identificacion de las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). De la misma manera, las BLEE
(derivadas de las enzimas tipo A, TEM y SHI’) tienden a ser inhibidas por clavulanato, sulbactam y
tazobactam, comportamiento que ayuda en la caracterizaciéon de las mismas (Bush ez a/, 1999; Lucet

et al., 2000; Livermore y Brown, 2001; Bhattacharya y Sur, 2003).

Algunas combinaciones de B-lactamicos e inhibidores de los mismos muestran su eficacia
(piperacilina-tazobactam, ticarcilina-clavulanato, cefoperazona-sulbactam), pero dependen de la
cantidad de enzima producida y sélo se recomiendan si se tienen datos confiables sobre la
susceptibilidad. Los carbapenemes (imipenem y meropenem) presentan la mejor actividad contra

estas enzimas y son una alternativa para el tratamiento de las infecciones en estos pacientes

(Nordmann, 1999; Quinteros ez al, 2003).



Resistencia al trimetoprim-sulfametoxazol

En nuestro trabajo las cepas de Shige/la mostraron porcentajes de resistencia elevados al trimetoprim-
sulfametoxazol; antimicrobiano que ocupa el segundo lugar de resistencia dentro de los farmacos
analizados. En Cuba, este comportamiento ha ido en aumento, notificindose entre 66.5-90% de
resistencia (Laboratorio Nacional de Referencia de Enfermedades Diarreicas Agudas, Informe de
vigilancia, 2006). En América del Sur, paises como: Brasil, Chile, Bolivia, Argentina y Colombia
sefialan elevados porcentajes de resistencia (45-93%) para este antimicrobiano (Glass ez af, 1999;
Lima et al, 2001; Homedes y Ugalde, 2005). Aysev (2003) estudié también los cambios de la
susceptibilidad antimicrobiana entre diferentes especies de Shigella en el periodo de 1997 al 2003 en
Ankara, Turkia, este estudio revel6 que la resistencia al trimetoptrim/sulfametoxazol aument6 desde

27% (1997) al 66% (2003).

El trimetoprim-sulfametoxazol presenta una declinacion gradual de su importancia clinica debido a
su frecuente administraciéon para el tratamiento y profilaxis de diversos procesos infecciosos, sobre
todo los del tracto genitourinario y la prevencion de infecciones por Preumocystis cariniz, patdogeno
oportunista capaz de causar neumonia en los pacientes portadores del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH). Esta situacién ha ocasionado entre varios patégenos bacterianos un rapido

desarrollo y difusion de la resistencia a este farmaco (Houvinen, 2001).

Los resultados de este trabajo muestran similitud con investigaciones realizadas durante la década del
90 en México, Nicaragua, Bolivia y Venezuela, paises donde los porcentajes de resistencia al
trimetoprim-sulfametoxazol fueron del 90, 86, 93 y 85%, respectivamente (Salvatierra y Benguini,
2000). Mientras que, en Chile (2000) se notific6 74.7% de cepas de S. flexneri resistentes

(Organizacién Panamericana de la Salud, 2003) y en ese mismo periodo, nuestros resultados



mostraron 83% de resistencia a este farmaco, manteniéndose las cifras elevadas en los afios

subsiguientes.

En Africa, la resistencia de Shigella al trimetoprim-sulfametoxazol ha sido significativa. (Naigk, 2006).
Vila ef al. (2003) describieron en Kenia, durante el periodo comprendido entre 1997-2001, la
dispersion de un clon de S. flexneri aislado en Tanzania, asi como su introduccioén en Europa a través

de viajeros internacionales.

Se describen diferentes mecanismos capaces de conferir resistencia al trimetoprim-sulfametoxazol y
entre ellos, la presencia de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) es el mas difundido. En estos
momentos estan definidas mas de 20 enzimas, la mayorfa se encuentran en genes ubicados en los
integrones y son capaces de diseminarse facilmente de una cepa a otra a través de los transposones y

plasmidos (Chang ez al., 2002).

El hallazgo que las cepas de Shigella aisladas en Cuba mantengan la resistencia al trimetoprim-
sulfametoxazol durante varios afios pudiera estar relacionado con este mecanismo de transmision y
con el uso indiscriminado de este antimicrobiano en el tratamiento de las infecciones humanas, asi

como con su aplicacion en el campo de la veterinaria (Valdés, 2002).

Resistencia a la tetraciclina

La tetraciclina no figura entre los farmacos de eleccién contra las infecciones por Shigella, sin
embargo puede ser un antibacteriano alternativo y ha estado presente en los informes de trabajos de
susceptibilidad realizado por varios autores (Prado ef a/, 1999; Lima ef al, 2001; White ez al., 2003).
En esta investigacion, los mayores porcentajes de resistencia se observaron frente a la tetraciclina y
en los estudios de vigilancia realizados en Cuba, se constaté que existia una tendencia ascendente de

la resistencia a este farmaco (Llop, 2001), conducta que pudiera estar relacionada con su uso



indiscriminado durante mas de 20 afios para el tratamiento de multiples patologias infecciosas.
México, Brasil y Chile, notifican también elevados porcentajes de cepas de Shigella spp. resistentes a la

tetraciclina.(Calva ¢# a/., 1999; Lima ¢# al., 2000; Ferreiro, 2001).

Después de analizar los resultados obtenidos con la tetraciclina, es valido plantear que en el ambito
internacional, Shigella spp. adquiere cada vez mas altos niveles de resistencia a este farmaco. Informes
provenientes de 10 paises de la region de América, correspondientes al afio 2003, pero que
excluyeron a Estados Unidos y Canada, indicaron 75% de resistencia a la tetraciclina entre

5 000 aislamientos de Shige/la (Organizacién Panamericana de la Salud, 2003). Sin embargo, en
Ifkara, Tanzania sefialaron cepas de S. flexneri (91%) con cifras de resistencia a la tetraciclina mas
elevadas (CIM >256 pg/ml) (Vila et al, 2003). Porcentajes similares a los de este trabajo se

notificaron también en Burundi, Zaire y Djibouti (Cobra y Sack, 2003).

En algunas regiones de Europa se aislan casos importados, razéon por la que la resistencia a la

tetraciclina alcanza niveles de consideracion en los paises desarrollados (De Lappe e7 al., 2003).

Un alto nivel de resistencia a la tetraciclina también estd presente en el sudeste Asiatico y fue
significativo en Taiwan; el estudio realizado entre 1996-2001 sefialé 65% de cepas de Shigella
resistentes. Una vez que la resistencia antimicrobiana se desarrolla en este microorganismo, puede
perpetuarse de forma creciente, si los regimenes de tratamiento persisten inalterables (Chiou ez al,

2001).

Resistencia al cloranfenicol
Frente al cloranfenicol las cepas de esta investigacion tuvieron porcentajes de resistencia elevados en
los dos primeros quinquenios evaluados. Sin embargo, a partir del ano 2000, este comportamiento

comenz6 a disminuir y mostré 20% de cepas resistentes. En Cuba, estudios realizados por Valdés



(2002) senalaron que la resistencia esta disminuyendo debido al uso limitado del mismo. Una

situacion similar ha ocurrido con la ampicilina, (Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2003).

Pafses como Nicaragua, Ecuador, Colombia, Brasil y Bolivia muestran resultados similares en cepas
de Shigella investigadas entre 1999 al 2003 (Lépez, 1999; Zurita ez al., 1999; Flores ez al., 2000; Lima ez

al., 2001; Townes ¢ al., 2003).

En Chile, la proporciéon de cepas resistentes al cloranfenicol durante el periodo entre 1995-2000
alcanzé 79% (1995), descendiendo al 20% (2000). Argentina y El Salvador, sefialan también
porcentajes elevados de resistencia en esa misma etapa (Salvatierra y Benguini, 2000; Organizacion

Panamericana de la Salud, 2003).

Cepas de Shigella aisladas en Jamaica tuvieron 8% de resistencia en el ano 2003, mientras que en otros
paises del Caribe como: Bahamas, Barbado, Santa Lucia y Trinidad y Tobago las cifras de resistencia

al cloranfenicol oscilaron entre 50 a 75% (Organizaciéon Panamericana de la Salud, 2003).

Resistencia a la gentamicina

Las cepas de nuestro trabajo se mostraron muy sensibles a este aminoglucésido. Algunos estudios
sugieren que si bien Shige/la puede ser sensible “/n vitro” a este farmaco y a otros aminoglucésidos,
existe el riesgo de su ineficacia debido a que penetran de manera insuficiente la mucosa intestinal,

lugar donde se alojan estas bacterias invasoras (Lee e al, 2005).

En 1 956 aislamientos de Shigella spp. estudiadas en Argentina (2001), sefialaron 0.6% de resistencia
a la gentamicina, mientras que en Brasil, Chile y Colombia, no se detectaron cepas con estas

caracteristicas (Organizacién Panamericana de la Salud, 2003).

Resistencia a las quinolonas



La introduccién del acido nalidixico en los afios 80 fue seguida por un desarrollo rapido de
resistencia cromosoémica a este agente. La erradicacion del estado de portador de Shigella mediante el
uso de este farmaco, requiere mas tiempo que la ampicilina. Shige/la debe sufrir dos mutaciones en la
enzima GyrA y adicionalmente una sola mutacién en uno de los aminoacidos de la proteina ParC,
para desarrollar resistencia a las quinolonas fluoradas (ciprofloxacina); mientras que, basta una sola
sustitucion de un aminodacido en la subunidad GyrA4 de la gyrasas de ADN, para que surjan cepas
resistentes a las quinolonas no fluoradas (acido nalidixico). Por lo tanto, limitar el uso del acido
nalidixico, ayudaria a preservar la actividad de las fluoroquinolonas y se podria mantener un potencial
agente terapéutico para el tratamiento de la shigelosis multirresistente (Oliphant ez al, 2002

Leibovitz, 2000).

En este trabajo observamos baja resistencia y pocas cepas con sensibilidad intermedia al acido
nalidixico, resultados que se correspondieron con los planteamientos de Bogaerts (1999) en Rwanda.
Estos investigadores sefialaron que posterior a la introducciéon de este farmaco para el tratamiento
alternativo aparecieron cepas resistentes, aspecto que debemos resaltar por el papel que juega el acido
nalidixico en el tratamiento de la shigelosis en Cuba. . flexneri mantiene su sensibilidad al acido

nalidixico, mientras que S. sonnei aportd casi la totalidad de las cepas resistentes.

Las fluroquinolonas se introdujeron en la mitad de los afios 80 para el tratamiento de la shigelosis; un
estudio de vigilancia nacional realizado en el afio 2003 por el Centro para el Control y Prevenciéon de
las Enfermedades Infecciosas (CDC) de Atlanta, mostré que 2% de los aislamientos de Shigella spp.

fueron resistentes al acido nalidixico. Mientras que, todas las cepas resultaron sensibles a la

ciprofloxacina (Public Health Iaboratory Information System, 2001). Esta investigacién revelo

valores similares.



Por su mecanismo de accién (inhibicién de la sintesis de ADN), parecia imposible que Shigella
mostrara resistencia al acido nalidixico codificada por plasmidos. Rossi ef a/. (2001) se refiere al
aislamiento de cepas de E. c/i resistentes a este farmaco debido a este mecanismo, planteamiento
descrito anteriormente en cepas de S. dysenteriae 1. A pesar de estas comunicaciones, la resistencia
por plasmidos es rara y se han publicado muchos estudios sobre la resistencia cromosémica
(mutaciones de topoisomerasa), incluso contra las quinolonas modernas, situaciéon preocupante pues
incluye cepas de E. coli, Salmonella, Shigella, Neisseria. gonorrboeae y Campylobacter (Soldati y Piffaretti,
2002; Taneja et al., 2005). Ademas, estos autores sefialaron que el mecanismo de resistencia de las

cepas estuvo determinado por mutaciones en los genes girA, parC'y parE.

Actualmente, la ciprofloxacina constituye un farmaco eficaz para el tratamiento de la shigelosis en los
adultos, este estudio confirmé que todas las cepas fueron sensibles frente a este antimicrobiano. Se
seflala que las cepas con resistencia o sensibilidad intermedia al 4cido nalidixico, presentan para la
ciprofloxacina, halos de inhibicién mucho mas pequenos que los que se observan en las cepas
sensibles y se recomienda informar estos aislamientos como cepas de sensibilidad dudosa a la
ciprofloxacina, ya que independientemente de la sensibilidad ‘% witro”, se han confirmado fallos
terapéuticos en estos casos (Sumathi ez /., 2006). La diseminacion de la resistencia al acido nalidixico
puede reducir la eficacia de la ciprofloxacina debido a su mecanismo de resistencia, en el cual los
cambios cromosémicos se generan por mutaciones en los genes de enzimas gyrasas y topoisomerasas
que se van transmitiendo progresivamente a medida que se forman nuevas generaciones (Leibovitz,

2006).

Desde el ano 2000, fecha en que se incorporé la ciprofloxacina en los estudios de vigilancia de la
resistencia de Shigella spp. en Cuba, hasta la actualidad no se han detectado cepas resistentes

(Laboratorio Nacional de Referencia de Enfermedades Diarreicas Agudas, Informe de vigilancia,



20006). Este resultado es muy importante, ya que las fluoroquinolonas se han situado en la avanzada
del tratamiento antimicrobiano de las enfermedades infecciosas y estan consideradas actualmente
dentro del grupo de antimicrobianos de eleccién para enfrentar la sepsis por gérmenes virulentos y

resistentes como los del género Shigella (Sumathi ez al,20006).

Hasta el afio 2005, paises como Estados Unidos, Argentina, Chile, Ecuador, Costa Rica, Colombia,
México, Uruguay y Venezuela, no habian identificado cepas resistentes a las quinolonas (Homedes y
Ugalde, 2005). Sin embargo, la resistencia al acido nalidixico es comuin en el sur de Asia y frecuente

en el este y el sureste de Africa (World Health Organization, 2005").

Resistencia a las cefalosporinas

En nuestro trabajo las cepas de Shigella no mostraron resistencia a las dos cefalosporinas de 3*
generacion estudiadas (ceftriaxona y cefotaxima). Actualmente, resulta alarmante los recientes
aislamientos de S. flexneri productoras de (BLEE). El mejor indicador de la presencia de BLEE, es el
aislamiento de organismos resistentes a ceftazidima y cefotaxima (Sanders y Sanders, 1999;
Quinteros e a,,2003). Cefalosporinas de 1* y 2* generacién como: cefazolin, cefaclor, cefoxitina y
cefalotina, no deben ser usadas en el tratamiento de la shigelosis debido a la pobre penetracion de las
mismas en la mucosa intestinal (Lucet ef a/, 2000; Livermore y Brown, 2001; Bhattacharya ez a/,

2005).

En las cepas investigadas en este trabajo no se detectd la presencia de BLEE, resultados similares

obtuvieron Rossi ez al. (1999), en Cérdova y Merino ef al., (2004), en el nordeste de Argentina.

El no detectar resistencia significativa a las cefalosporinas, pudo estar relacionado con el hecho de
5
que estos antimicrobianos son de nueva generacion, y no se han empleado indiscriminadamente por

la poblacién. Dentro de las cefalosporinas, la ceftriaxona, constituye un antibacteriano eficaz,



actualmente, su empleo esta muy difundido en el tratamiento de los pacientes con shigelosis
multirresistente, complicadas en edades pediatricas (Bush ef a/, 1999; Radice et al, 2005; World

Health Organization, 2005").

IV. 4 Analisis de los resultados de susceptibilidad intermedia

El 9.5% de las cepas estudiadas por Kirby Bauer tuvieron susceptibilidad intermedia frente a la
ampicilina, pero al investigar estos aislamientos con el método de la CIM se constatd que el 8% fue
sensible (CIM entre 4-8 pg/mlL). Mientras que, al acido nalidixico la susceptibilidad intermedia se
identifico6 en 2.5% de las cepas analizadas y al comparar los resultados obtenidos entre ambos

métodos, todas fueron sensibles (CIM 8pg/mL).

Los resultados obtenidos demostraron que, aunque el método de difusién por disco es lo
suficientemente sensible y sencillo para realizar los estudios de vigilancia antimicrobiana en cepas de
Enterobacterias; se debe identificar la CIM.
e Si existen perfiles inusuales de resistencia (resistencia a cefalosporinas de 3* y 4ta. generacion
y B-fluoroquinolonas), para confirmar el resultado.
e Si se necesita realizar una vigilancia cuantitativa de la resistencia a los antimicrobianos.
e  Sise introducen nuevos antimicrobianos en el tratamiento.

e Si se desea orientar al médico sobre qué concentracion del antibitico se necesita alcanzar en
el sitio de infecciéon para inhibir el desarrollo de los microorganismos infectantes (Solérzano

y Levine, 2003).

IV. 5 Analisis de los patrones de multirresistencia de las cepas de Shigella



La multirresistencia se observé en 91.7% (3 073/3 350). Las cepas mostraron la resistencia
combinada en seis patrones, éstos se comportaron de manera diferente, segin el periodo de estudio
fue extendiéndose. Para facilitar el analisis y comprension de los resultados obtenidos durante los 13
aflos que integré este trabajo, las cepas se dividieron en tres intervalos de tiempo: en el primer
periodo (1990-1994) el patrén con mayor representatividad fue: AMP, TET, SXT, CHL (42.4%),
resultados similares (39.3%) se constataron en el periodo (1995-1999). Sin embargo, en el periodo
correspondiente a los afios 2000-2002, el patréon con mayor porcentaje (36.4%) fue: TET, SXT,
AMP. En los tres periodos la resistencia de Shigella frente al acido nalidixico resulté muy baja (tabla

3).

Tabla 3. Patrones de multirresistencia de 3 350 cepas de Shige/ia. Cuba 1990-2002.

Patrones de Resistencia 1990-1994 1995-1999 2000-2002 Total
n=1350 (%) | n=1450 (%) | n=550 (%) | n=3350 (%)
AMP, TET, SXT, CHL (I) 573 (42.4) 571 (39.3) 73 (13.2) 1271 (36.3)




TET, SXT, AMP (II) 280 (20.7) 432 (29.7) 200 (36.4) 912 (27.2)
CHL, TET, SXT (III) 152 (11.2) 164 (11.3) 23 (4.1) 339 (10.1)
AMP, TET, CHL (IV) 71 (9.5) 216 (14.9) 17 (3.0) 304 (9.0)
TET, NAL, SXT (V) 110 (8.1) 38 (2.6) 17(3.0) 165 (4.9)
AMP, NAL, TET, SXT, CHL (VI) 97 (7.1) 25 (1.7) 14(2.6) 136 (4.0)
Total 1283 (95.0) 1 446 (99.7) 344 (62.5) 3073 (91.7)

Leyenda: TET (Tetraciclina); SXT (Trimetroprim-sulfametozaxol); AMP (Ampicilina); CHL (Cloranfenicol); NAL
(Acido nalidixico)
Fuente: LNR/EDA/IPK

El problema de la emergencia de la multirresistencia bacteriana se reconoce en todo el mundo, su
magnitud y extension involucra a paises desarrollados y en vias de desarrollo (Llop, 2001). El primer
factor de la diseminaciéon de este fenémeno en la comunidad es el uso indiscriminado de los

antimicrobianos, algo que se refirié anteriormente.

Para poder realizar un mejor control de la multirresistencia es esencial el conocimiento de como los

patrones de resistencia bacteriana evolucionan a través del tiempo en una regiéon o pais (Leano e/ al,

1999; Lima et al., 2000; Talukder e al., 2000).

En el estudio de vigilancia de la resistencia que comprendié nuestro trabajo (1990- 2002) se observo
que la misma se mantuvo en los antimicrobianos que fueron de elecciéon en el tratamiento de la
shigelosis (ampicilina, trimetoprim.-sulfametoxazol, cloranfenicol y tetraciclina). Durante los
primeros afos de esta investigacion, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas
(p >0.05) al comparar los patrones de multirresistencia. El predominio de los patrones cambio,

principalmente en el ultimo periodo (tabla 3).



La multirresistencia de Shigella spp. ha sido reportada por varios paises, un estudio realizado por
Cobra y Sack (2003) analiz6 esta situacion en varias partes del mundo entre 1999-2002. En este
mismo periodo, Aysev (2003) en Turkfa, notificé la multirresistencia de S. dysenteriae 1 a los

antimicrobianos que se utilizaban como tratamiento de eleccién de la shigelosis.

En Cuba, Valdés (2002), investigando 240 cepas de S. flexneri y S. sonnei encontrd que el patron de
resistencia SU, SXT, S, TET, represent6 el 95% de las cepas estudiadas. Ademas, no identifico
resistencia al acido nalidixico, ni a la ampicilina. Aunque, los resultados de nuestro trabajo coinciden

con los porcentajes elevados de multirresistencia descritos por Valdés, los patrones fueron diferentes.

En estudios recientes (2003-2000) realizados en el LNR/EDA/IPK, se demosttd que los patrones
de multirresistencia se mantienen similares a los detectados en el 2002 en esta investigacion,
destacandose que la resistencia al 4cido nalidixico sigue baja (6.5%) (Laboratorio Nacional de

Referencia de Enfermedades Diarreicas Agudas, Informe de vigilancia, 2000).

La multirresistencia (49%) de S. flexneri 'y S. sonnei para la ampicilina, cotrimoxazol y cloranfenicol,
descrita en Argentina durante el 2003, resulté inferior a la nuestra. Sin embargo, los resultados de
esta investigacion resultaron similares a los descritos en Brasil, Colombia, México, Chile y Bolivia

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2003).

En 1969, ocurri6é una epidemia de S. dysenteriae 1 multirresistente en México y =~ Guatemala, que se
extendié rapidamente al resto de Centroamérica y causé una alta tasa de mortalidad en los nifios
menores de cinco afios. Posteriormente, se propagd a Africa y la India, regiones donde esta

enfermedad es endémica (Prado ez a/, 1999).



En cuanto al incremento de la resistencia en el tiempo, algunos trabajos demuestran resultados
similares al nuestro. Estudios realizados en Europa, Africa y Norte América sefialan porcentajes altos
de cepas de Shigella resistente a varios antimicrobianos (Glass ez al., 1999; Siu e al., 2000; Suarez et al.,

2000; Fluit y Schmitz, 2001; Sack e a/, 2003).

Jensen et al. (2004) detectaron como patrones de resistencia mas frecuentes los integrados por: AMP,
TET, CHL, SXT (56%), seguido de TET, SXT (34.6%) en 98 aislamientos de Shige/la de nifios con

EDA, coincidiendo asi con los patrones detectados en esta investigacion.

Por otra parte, en un estudio multicéntrico de Mérida, Venezuela y desarrollado por Flores ez al.
(2000) con cepas de Shigella aisladas de pacientes con EDA, demostraron que el patron de resistencia

mas frecuente (75%) fue: SXT, S, AMP, patrén que no se observé en nuestro estudio.

La variacion de la resistencia frente a los diferentes antimicrobianos ha sido estudiada con relacion al
consumo de los mismos, en una regiéon determinada y se ha visto que existe una relacion

directamente proporcional (Ferguson, 2004)

Se sugiere que la reduccion de la resistencia puede lograrse con una adecuada educacién a los
pacientes sobre el consumo de los antibidticos y la importancia de no adquiritlos de forma
indiscriminada, sobre todo en aquellos paises donde éstos pueden obtenerse sin prescripcion

facultativa (Homedes y Ugalde, 2005).

Otro aspecto que indiscutiblemente puede ayudar a disminuir la resistencia, es conocer y divulgar los
patrones de susceptibilidad de las cepas circulantes y realizar un analisis de como se puede disminuir
el consumo de determinados antimicrobianos, los cuales deben ser siempre administrados por

prescripcion médica (Ferguson, 2004).



Por el grave problema que representa la multirresistencia en Shige/la; antimicrobianos como la
ciprofloxacina, cefalosporinas de 3* de generacion, azitromicina, y pivmecilinam deben se empleados
con restriccion, solo se indicarin en los casos graves o con complicaciones (World Health

Organization, 2005%).

IV. 6 Identificacion de marcadores fenotipicos y genotipicos en aislamientos de Shigella.
Ao 2002

IV.6.1 Patrones de multirresistencia de los serogrupos de Shigella en el afio 2002

Los fenotipos de resistencia se definieron como: fenotipo I (AMP, TET, SXT, CHL), fenotipo 11
(TET, SXT, AMP), fenotipo III (CHL, TET, SXT), fenotipo IV (AMP, TET, CHL), fenotipo V

(TET, NAL, SXT) y fenotipo VI (AMP, NAL, TET, SXT, CHL (tabla 3).

IV. 6.2 Analisis del perfil plasmidico de. S. flexneri

Entre las cepas de S. flexneri se obtuvieron seis petfiles plasmidicos diferentes (fig. 5); éstos se
denominaron como: B-I, B-1I, B-1II, B-IV, B-V y B-VI. Los perfiles contenfan entre dos y siete
plasmidos con tallas en un rango de 2 a 45 Kb. Existi6 una alta variabilidad del perfil plasmidico (1-3
plasmidos) en el rango de 2 a 16 Kb. Los perfiles plasmidicos en su mayorfa estuvieron presentes en
mas de una cepa, excepto en el perfil B-III, que tuvo una sola cepa. El indice de diversidad de

Simpson (ID) para esta técnica fue de 0.85.
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Fig 5. Perfiles plasmidicos de cepas de S. flexners; Lineas 1 y 12: Marcador de peso molecular (Molecular weight
supercoiled DNA marker); Lineas 2, 3, 6, 9 y 16: Perfil plasmidico B-I; Lineas 4, 5, 10, 11, 13 y 20: Perfil plasmidico B-II;
Linea 7: Perfil plasmidico B-III; Lineas 8 y 17: Perfil plasmidico B-1V, Lineas 13, 21 y 22: Perfil plasmidico B-V. Lineas
15, 18 y 19: Perfil plasmidico B-VI.

IV.6.3 Anailisis de los patrones de electroforesis en campo pulsado de S. flexneri

Los resultados de la técnica de ECP entre los aislamientos de S. flexneri se agruparon en ocho
patrones diferentes, denominandose de PI a PVIII (tabla 4). Al utilizar la enzima Xbal se observaron
entre 18 y 22 fragmentos de macrorrestriccion (fig.8, 9), la diferencia entre las cepas fue de 3 a 7
bandas de ADN; el ID fue de 0.85. Se identificaron 6 “clusters” principales como se muestra en el
dendograma (fig. 14); la mayoria de las cepas se agruparon en los “clusters” I: 8 cepas (26.6%) y V:

6 cepas (20%). Se evidenci6 la heterogeneidad genética de este serogrupo.

IV.6.4 Analisis del perfil plasmidico de §. sonnei

En S. sonnei se identificaron ocho perfiles plasmidicos diferentes (fig. 6) y éstos se denominaron
como: D-I, D-1I, D-1II, D-IV, D-V, D-VI, D-VII y D-VIII; cada uno albergd entre dos y ocho
plasmidos con tallas en un rango de 2 a 45 Kb. Se encontré una alta variabilidad del perfil plasmidico
(de 1 a 3 plasmidos) en el rango de 2 a 16 Kb. Los perfiles plasmidicos estuvieron presentes en mas
de una cepa, exceptuando a los siguientes: D-II1, VI, VII y VIII (representados por una sola cepa). El

ID para esta técnica fue de 0.86.
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Fig. 6. Perfiles plasmidicos de cepas de S. sommei. Lineas 1 y 12: Marcador de peso molecular (Molecular weight
supercoiled DNA marker); Lineas 2, 3, 10, 11, 13, 15 y 17: Perfil plasmidico D-I; Lineas 4 y 5: Perfil plasmidico D-II;
Linea 6: Perfil plasmidico D-III; Lineas 7, 9, 20, 21 y 22: Perfil plasmidico D-IV. Lineas 8 y 19: Perfil plasmidico D-V;
Linea 14: Perfil plasmidico D-VI; Linea 16: Perfil plasmidico D-VII y Linea 18: Perfil plasmidico D-VIII

Al realizar el analisis de los perfiles plasmidicos (tabla 5), observamos que en D-I, D-IV y D-V, las
cepas correspondieron a las regiones Occidental y Oriental. No sucedio asi con los perfiles D-1I y D-
III, que pertenecieron a cepas de la region Occidental, mientras que los perfiles D-VI, D-VII y D-
VIII, se identificaron en aislamientos de la region Oriental. Al relacionar los patrones de resistencia
se encontrd mas de uno en cada perfil plasmidico. Predominé el fenotipo de resistencia II (13 cepas),

identificindose en los aislamientos de las regiones Occidental y Oriental.

IV. 6.5 Analisis de los patrones de electroforesis en campo pulsado de . sonnei

Los resultados de la técnica de ECP entre las cepas de S. sonnei mostraron cinco patrones diferentes,
éstos se agruparon en: dos que se clasificaron como subtipos del perfil I, al diferir en una o dos

bandas del patrén principal (fig. 10), evidenciandose tres “clusters” principales (PI, Pla, PIb). Hubo



una elevada homologia entre las cepas, la mayoria tuvieron una distancia genética menor o igual a
20% (Coeficiente de Dice 0.8). Ello sugirié que las cepas estaban genéticamente relacionadas y su

estructura clonal se demostr6 al analizar el dendograma (fig. 12).

IV. 6.6 Analisis del perfil plasmidico de S. boydii

El 100% de las cepas investigadas de S. boydii presentaron plasmidos. Se detectaron cuatro perfiles
plasmidicos diferentes, éstos se denominaron como C-I, C-II, C-IIT y C-1V; cada uno albergd entre
cuatro y cinco plasmidos con tallas en un rango de 2 a 45 Kb. Se identificé variabilidad del perfil
plasmidico en el rango de 2 a 6 Kb. EI ID para esta técnica fue de 0.79. Los patrones representativos

se muestran en la fig. 7.
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Fig. 7: Perfiles plasmidicos de cepas de . boydii. Linea 1: Marcador de peso molecular (Molecular weight supercoiled

DNA marker); Lineas, 2, 3, 4, 5: Perfil plasmidico C-I; Lineas 6 y 7: Perfil plasmidico C-1I;, Lineas 8,9, 10 y 12: Perfil

plasmidico C-IIT; Lineas 11 y 13: Perfil plasmidico IV; Linea 14: Cepa control E. co/i V157 con plasmidos con rango de
PM entre 2.1 a 57.2 kb.

En la tabla 6 se muestra la relaciéon de los perfiles plasmidicos encontrados en las cepas
multirresistentes de S. boydii y su relacién con los patrones de resistencia. Todas las cepas
correspondieron a la region Central. Se encontraron 4 perfiles plasmidicos, éstos estuvieron
representados por 3 cepas en C-I1y C-III y 2 aislamientos en los perfiles C- II y C-IV. Al relacionar
los patrones de resistencia se detecté que las 10 cepas analizadas presentaron 6 patrones distribuidos
en los 4 perfiles y éstos no fueron excluyentes. El perfil C-1, predominé en la muestra y present6 4
patrones de resistencia diferentes que no pudieron ser agrupados, independientemente de que

correspondian a la misma regién y al mismo serogrupo.

IV. 6.7 Analisis de los patrones de electroforesis en campo pulsado de S. boydir

Los resultados de la técnica de ECP, mostraron diferentes patrones entre los aislamientos de
S. boydii, estos se agruparon en tres “clusters” diferentes, observandose un cluster principal (PI) y
dos que se clasificaron como subtipos del perfil I (por diferir en una o dos bandas), denominandose
Pla y PIb. Al utilizar la enzima Xbal se observaron entre 18 y 22 fragmentos de macrorrestriccion
(fig. 11); se evidenci6 alta homologia entre las bandas de ADN de este serogrupo y ello sugirié que

estaban genéticamente relacionadas como puede observarse en el dendograma correspondiente (fig.

13).



IV. 6.8 Interpretacion de los resultados de los perfiles plasmidicos y los petfiles de
electroforesis en campo pulsado de las cepas en estudio

LLa determinacién del perfil plasmidico ha sido el método mas utilizado para la investigacion de cepas
aisladas de casos esporadicos y brotes producidos por Shigella spp., Por otra parte es un método
econémico y rapido de realizar. Debido a que muchos plasmidos son inestables y pueden ganarse o
perderse facilmente, el empleo de esta técnica tiene limitaciones. Shige/la spp. usualmente alberga una

heterogénea poblacion de plasmidos (entre 2 a 10) (Lee ez al, 2005; Taneja et al., 2005).

En este trabajo, los perfiles plasmidicos obtenidos de los serogrupos de Shige/la, fueron excluyentes.
Resultados similares obtuvieron Flores ¢f a/. (2000), cuando caracterizaron y tipificaron 78 cepas de S.
flexcneri y 4 de S. somnei aisladas en Mérida, Venezuela, notificando 8 y 2 perfiles plasmidicos,
respectivamente. Ademas, sobre la base de la susceptibilidad antimicrobiana definieron 6 fenotipos
de resistencia; los perfiles plasmidicos fueron excluyentes y no hubo correspondencia entre éstos y

los fenotipos de resistencia encontrados.

En §. flexneri, detectamos 6 perfiles plasmidicos diferentes junto a una gran variabilidad de los
patrones de resistencia asociados. Estos resultados son semejantes a los que obtuvo Valdés (2002).
Esta investigadora estudi6é 20 cepas de S. flexneri, procedentes de 9 provincias del pafs, identificando
11 pertiles plasmidicos diferentes que no guardaron relacién con los patrones de resistencia
asociados. Resultados similares notificaron en China, Shieng e 4/ (2001) al analizar el perfil
plasmidico de 26 cepas multirresistentes, demostrando gran variedad de patrones de resistencia en
esa region. Otros estudios llevados a cabo por Na-Ubol ¢f a/. (2006) en Tailandia y Talukder ez a/.
(2003) en el sur de Asia; coincidieron con los resultados de este trabajo, ellos sefialaron para las
cepas de S. flexneri una gran variedad de patrones de resistencia, que no se asociaron con la mayorfa

de los perfiles plasmidicos detectados.



Diferentes métodos fenotipicos como el biotipaje, fagotipaje y antibiotipaje, se utilizaron
anteriormente. Ninguno resultd particularmente exitoso, debido a que estudiaban propiedades
fenotipicas (Tacket y Cohen, 2000). Las nuevas técnicas genéticas de tipaje emergieron recientemente
y algunas han sido empleadas para tipar las cepas de S. sonnei (perfil plasmidico, ribotipaje, RAPD-

PCR) entre otras (Maslow ¢# al., 2001; Surdeanu ez al., 2002).

Estudios realizados en especies de Shige/la aisladas en el sur de Taiwan sefialaron que esta técnica
tuvo una alta especificidad en cepas con diferentes perfiles plasmidicos, donde entre ocho
aislamientos esporadicos de S. somnes, seis mostraron distintos perfiles plasmidicos (Lee ez a/, 2000).
Mientras que, Litwin ez a/. (2000) en 90 aislamientos de S. somnez identificaron 11 perfiles plasmidicos

distintos y los patrones contenian de 4-10 plasmidos cada uno.

Los resultados descritos en este trabajo se corresponden con lo sefialado en un estudio de perfil
plasmidico de S. sonnei en Arizona (2001), donde al analizar 168 casos de shigelosis, 70 cepas se
ubicaron en 7 perfiles diferentes (Litwin e al, 2002). Ninguno de los estudios mencionados
anteriormente mostrd asociacion con los perfiles de resistencia. Prado ez /.(2000), determinaron el
perfil plasmidico de cepas aisladas en México y Houston, Texas, encontrando que la mayoria
tuvieron un idéntico o casi idéntico perfil plasmidico. Estos autores manifestaron que S. somnes, con
igual perfil plasmidico puede ser identificada en diferentes regiones geograficas. Los resultados de
nuestro trabajo fueron similares a los obtenidos por estos autores, algunos de los perfiles detectados
para S. sonnei, estuvieron distribuidos en las regiones Occidental y Oriental. Ademas, se demostrd
que Shigella tiene una heterogénea poblaciéon plasmidica y estos hallazgos pueden utilizarse como

marcadores epidemiolégicos moleculares.
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Fig 8. Electroforesis en campo pulsado de cepas de Shigella flexner.

PM: Marcador de peso molecular (Salmonella Braenderup); 1: cepas del patron I
V: cepas agrupadas en el patrén V; III: cepas agrupadas en el patron 1115
VIII: cepas agrupadas en el patrén VIII IV: cepas agrupadas en el patrén IV,
VI: agrupadas en el patréon VI
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Fig 9. Patrones de Electroforesis en campo pulsado de cepas de Shigella flexcneri.. PM:
Marcador de peso molecular. (Salmonella Braendernp). 1: cepas agrupadas en el patréon I
II: cepas agrupadas en el patrén II; III: cepas agrupadas en el patron I1I; IV cepas
agrupadas en el patrén IV; V: cepas agrupadas en el patréon V; VI: cepa agrupadas en

el patrén VI; VII: cepas agrupadas en el patron VII; VIII: cepa agrupada en el patron

VIIL.
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Fig 10. Patrones de Electroforesis en campo pulsado de cepas de  Shigella sonnei .
PM: Marcador de peso molecular (Salmonella Braenderup H9812). I: cepas agrupadas en
el patrén I; Ia: cepas agrupadas en el patrén subtipo la; Ib: cepas agrupadas en

el patrén Ib; II: cepas agrupadas en el patrén 11, I1I: cepa del patrén 111
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Fig 11. Patrones de electroforesis en gel de campo pulsado de Shigella boydii. PM:
Marcador de peso molécular (Salmonella Braendernp). 1: cepas agrupada en el patréon I

Ta: cepas agrupadas en subtipo Ia; Ib: cepa agrupadas en el subtipo Ib.
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Fig 12. Relacién clonal de las cepas de S. somnei analizadas por el software MVSP Shareware. El dendograma ilustra el

agrupamiento de los patrones (III), definidos por coeficientes de similitud 0.8.
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Fig 13. Relacién clonal de las cepas de S. boydii analizadas por el software MVSP Shareware. El dendograma ilustra el

agrupamiento de los patrones (III) definidos por coeficientes de similitud de Dice 0.80
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Fig 14. Relacién clonal de las cepas de S. flexneri analizadas por el software MVSP Shareware. EL. dendograma

ilustra el agrupamiento de los patrones (VI) definidos por coeficientes de similitud 0.8

Dada la reproducibilidad del método de ECP, se propuso a nivel internacional como base de un
esquema definitivo para el subtipaje genotipico de cepas de Salmonella spp., Shigella spp. y E. col,
aisladas de brotes o casos esporadicos de EDA (Houang ef a/., 2000; Swaminathan y Matar, 2001; Mc

Dougal e al., 2003).

La relaciéon genética entre los patrones de ECP de los diferentes serogrupos de Shige/la, mediante la
utilizaciéon de la enzima Xbal se diferencié en los dendogramas de las fig 12, 13 y 14; se pudo
identificar las diferencias de clonalidad de los serogrupos estudiados.

Estudios de epidemiologia molecular en S. flexueri realizados en Taiwan durante los afios 2001-2003
por Lee ¢t al. (2005), demostraron que en 38 cepas de S. flexneri, 20 pertenecieron al tipo 1a y 18 al 4a.
Identificaron también en estos aislamientos, 8 pulsotipos diferentes en el serotipo Ia y 9 en el 4a.
Estos subtipos aparecieron en tres afios consecutivos y pudieron agruparse en cinco “clusters”. Se

evidenci6 la diversidad genética de este serogrupo y la relacion de los subtipos en el tiempo.



Estudios similares realizados en China, durante 1999-2001, identificaron en 139 cepas de Shigella, 47
patrones de ECP pertenecientes a un brote; en las 92 cepas restantes existieron 49 patrones
diferentes, aunque entre ellos 15 estuvieron estrechamente relacionados con el brote. En estos
aislamientos se encontraron diferentes subtipos, que se diferenciaron en una o dos bandas, indicando
un evento genético de deleccion o ganancia de ADN. He aqui una de las ventajas del método para
establecer la relacién clonal en cepas estrechamente relacionadas, debido al alto poder de

discriminacion (Jiang Chen, 2003).

A los efectos de nuestro andlisis de los pulsotipos obtenidos mediante ECP, si dos cepas tuvieron
tres o menos bandas de ADN diferentes (coeficiente de Dice 0. 80), como se observo en . sonnei y S.
boydiz, se designaron como subtipos; los cuales estaban genéticamente relacionados con el tipo
principal. Este fenémeno puede ser explicado por la simple insercién o deleccion de sitios de

restriccion (Tenover ez al, 1999°; Goering, 2004).

La clonalidad de algunos serogrupos (S. sonnei) ha sido documentada en la literatura especializada en
el tema, Andrea e al. (2005) sefialaron en 9 053 aislamientos de . somnei estudiadas durante 9 afios
en Argentina, cepas productoras de BLEE; al analizar los resultados de la ECP, el 45% fueron

subtipos de un clon unico.

En otra investigacion realizada en brotes de EDA ocurridos en una comunidad de New York,
aislaron S. sonnei y los estudios de ECP demostraron la estrecha relacion clonal existentes entre las
cepas aisladas del brote y las cepas de Shige/la, aisladas de casos esporadicos de EDA que circulaban

en esa region (Garret ef al., 2000).

Existen diferentes estudios donde se plantea la diversidad genética en otros serogrupos de Shige/la, en

una investigacion realizada por Bercién ef 4l (2006), entre 2003-2004 en Africa Central demostraron



en 145 casos de EDA, 19 aislamientos de S. dysenteriae 1, con dos clones diferentes, que revelaron la
diversidad genética existente, entre cepas que procedian de un brote y las aisladas de casos

esporadicos.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten sustentar la hipdtesis que en Cuba circulan

serogrupos de Shige/la multirresistentes con diferentes grados de diversidad genética.

IV.6.9. Comparaciéon entre los marcadores fenotipicos y genotipicos de las cepas de

Shigella multirresistentes analizadas en el afio 2002

Al comparar los resultados de los marcadores fenotipicos (serogrupo, susceptibilidad
antimicrobiana), con los marcadores genotipicos (perfil plasmidico y ECP) en S. flexners; sélo se
pudieron agrupar tres cepas de la region Oriental que tuvieron el perfil plasmidico V, el fenotipo de
resistencia II y pulsotipo VI, el resto no se pudo agrupar en ningun “cluster”. En las cepas que
mostraron un mismo perfil plasmidico se observaron pulsotipos diferentes, lo que demostré el alto

poder de discriminacion de esta técnica y la alta heterogeneidad genética de este serogrupo (tabla 4).

Tabla 4. Perfiles plasmidicos y patrones de ECP de cepas de S. flexneri, segin su relacién con los patrones de

resistencia y la region de origen.

Perfil Total n =30 Region Fenotipo de Patrones de
plasmidico de cepas de origen Resistencia ECP
I 6 1 A 11 PIII
14 B 111 PII
5,8 A v PII, PI
2,25 A/C VI PII, PV
11 7 10 B \Y PI
4,9 A/C VI PI, PV
3,11 A/B VI PIII, PIV

18,22 C \Y PIL, PIII



II1
v
\Y% 7
VI 6

15,27

23
12,19

20, 28-30
13
16,17
26
21
24

B/C

B/C

O 0O @ O 0

C

VI
11
VI

I1

II

II
11

PII
PII
PI, PV

PI
PII, PV

PVI
PVII
PIL, PVI
PI, PIV
PVIII
PI

Leyenda: A: Region Occidental; B: Regién Central; C: Regioén Oriental

Fuente: LNR/EDA/IPK

Al analizar los resultados de los agrupamientos realizados en las cepas de . sonnei se establecieron
tres “clusters” (tabla 5).

* Cluster I: basandonos en los perfiles de resistencia, plasmidico y patrones de ECP, se
agruparon 7 cepas, microorganismos que circularon en la regiéon Occidental y Oriental y
pertenecian al perfil de resistencia II (TET, SXT, APM) (36. 4%).

* Cluster Ia: subtipo del cluster I y en ¢l se agruparon 2 cepas que circularon en la region
Oriental. Estas pertenecian al perfil de resistencia V (9.5%).

* Cluster Ib: en el cual se agruparon 5 cepas aisladas en la region Occidental y pertenecian al

patron de resistencia 11

Tabla 5: Perfiles plasmidicos y de ECP de cepas de S. somnei, segun su relacion con los patrones de resistencia y

la regién de origen.

Perfil Total

plasmidico  de cepas

n=20

de Resistencia

Patrones de

ECP

I 7

II 2

33, 34

31, 32, 39, 40, 41, 43, 45

PI

PII, PI



111 1 35 A A% PIb

IV 5 36, 38, 48, 49, 50 C II PIb

\' 2 37,47 A \% Pla
VI 1 42 C 111 PIb
VII 1 44 C 11 PI
VIII 1 46 C \Y PIII

Leyenda : A. Region Occidental; C : Region Oriental
Fuente: LNR/EDA/IPK

Al analizar los marcadores fenotipicos y genotipicos entre las cepas del serogrupo . boydii (tabla 6),
no se pudo realizar ningun agrupamiento, pues a pesar que hubo 4 cepas de la misma regién, y que
tenfan el mismo perfil de ECP y plasmidico, no mostraron el mismo patrén de resistencia; la

combinacién de los dos métodos de tipaje molecular ofrecié un alto poder de discriminacion.

Tabla 6. Perfiles plasmidicos y de ECP de cepas de S. boydii, segin su relacién con los patrones de

resistencia y la regién de origen.

Perfil plasmidico Perfiles de n =10 No. Region de Perfil de
ECP Cepas origen Resistencia

I I 4 51 B \Y%

56 B VI

57 B v

58 B III

11 Ia 2 52 B VI

53 B 11

I Ib 2 54 B Y%

55 B v

v I 2 59 B 1II




60 B I

Leyenda: B: Region Central
Fuente: LNR/EDA/IPK

Por existir gran variabilidad genética a nivel plasmidico, se han empleado analisis cromosémicos para
rastrear los marcadores mas estables de identidad, utilizando métodos moleculares sensibles y
reproducibles, tales como: ribotipaje, RFLP, AFLP, RAPD y ECP. Actualmente este ultimo es clave
para separar fragmentos de ADN (Goering, 2004). La AFLP, método utilizado en estudios
taxonémicos y epidemioldgicos de varios microorganismos, recientemente se ha empleado en la
diferenciacion entre serotipos de los géneros Salmonella y Shigella (Maslow et al, 2001). Con la
aplicacion de estos nuevos métodos se han obtenido resultados satisfactorios en la caracterizacion

genotipica de bacterias enteropatogenas (Lee ez al., 2000, 2003; Dutta e al., 2003; Ahmed ez al., 2000).

El acceso a las investigaciones del ADN bacteriano se emplea para la discriminacion entre
aislamientos bacterianos, la combinacién del analisis del perfil plasmidico y el perfil de ECP,
constituyen herramientas muy utiles para la investigacion y diferenciacién molecular de brotes de
bacterias enteropatégenas (Swaminathan y Matar, 2001). En el dltimo quinquenio estas tecnologias
se han utilizado para realizar diferentes investigaciones en el mundo, con el objetivo de analizar los
brotes causados por estas bacterias (Swaminathan y Matar, 2001; Mc Dougal ¢ a/, 2003; Hunter ¢ al.,

2005).

En este estudio, los perfiles plasmidicos y de ECP identificados en . flexneri, mostraron gran
variabilidad al asociarlos con los patrones de resistencia, se observé también poca relacién con la
procedencia geografica de las cepas. Esto devino en un bajo porcentaje de agrupamiento de las

mismas.



Los resultados planteados en esta investigacion demostraron que los estudios moleculares fueron las
herramientas mas utiles para la caracterizacién microbiolégica de S. sonnei y S. flexneri, superando la
determinacién del patrén de susceptibilidad antimicrobiana. Un método de tipaje ideal serfa aquel
que permite identificar cada cepa como unica y establece la discriminaciéon en la totalidad de las
mismas, pero como todavia no existe, se utiliza la combinacién de varias técnicas para su mejor

conocimiento y diferenciacion (Dutta ¢z al, 2002, Swaminathan e a/, 2003, Ahmed e# al., 2000).

En estudios realizados en diferentes partes del mundo se comparan varios métodos de tipaje
molecular como son: perfil plasmidico, ECP y AFLP, entre otros. Estos métodos se emplean en
diferentes microorganismos de importancia clinica y aportan resultados con grados de éxito variables
(Martin y Gudiol, 2003; Kariuski ef a/, 2004). Al calcular el ID, los métodos de tipaje utilizados en
nuestro trabajo ofrecieron diferentes grados de diferenciacion. Se observé que el de mayor utilidad
fue la ECP, esta técnica se utilizé por primera vez en Cuba para estudiar cepas del género Shigella y su

poder de discriminacién estuvo por encima de los otros métodos empleados.

En un estudio realizado en cepas de Shigella aisladas de pacientes en Europa y Asia se compararon
varios métodos moleculares (ECP, perfil plasmidico y REP-PCR.). En ese trabajo las cepas de

S. flexcneri se distribuyeron en cuatro “clusters” y S. somnez en dos; tomando la ECP como técnica de
referencia epidemiolégica, cepas que tenfan el mismo perfil plasmidico y de resistencia pertenecieron
a grupos de ECP diferentes (Navia ez al, 2005). El presente estudio mostrd resultados similares,
podemos inferir que algin transposon portador de genes de resistencia, estuvo integrado en el

cromosoma y pudo haber sido el causante de las diferencias encontradas.

Investigaciones realizadas con cepas de S. dysenteriae 1 multirresistentes por Taneja ez a/. (2005) en la

India y con resistencia afiadida a la ciprofloxacina, observaron 14 aislamientos multirresistentes y 12



resistentes a la ciprofloxacina. Ademas, seis tuvieron un perfil plasmidico similar y se evidenci6 la

emergencia de un clon ciprofloxacina resistente en el noreste de la India.

Recientemente, Talukder ez a/. (2004), también en la India, determinaron la relacién clonal existente
entre cepas de S. dysenteriae 1 resistentes a la ciprofloxacina, asociadas con las epidemias ocurridas en
1984, 1997 y 2000 en Asia. Se demostré que los perfiles plasmidicos de las cepas de la India, fueron
similares a los de las epidemias de Asia. Sin embargo, al analizar los pulsotipos, observaron que las
cepas tenfan relaciéon con las de las epidemias de 1984 y 1997, pero diferfan de las del 2000,

evidenciandose diferencias genéticas entre estos aislamientos.

Liu e al. (2000) al comparar los perfiles plasmidicos, los patrones de ECP y REP-PCR en el tipaje de
20 cepas de §. sonnei sefialaron que los resultados mostrados por la técnica de ECP permitieron una

mayor discriminacion.

En un estudio de caracterizacion molecular de 183 aislamientos de Shigella spp. realizado en Tailandia
(2000-2003), identificaron 16 perfiles plasmidicos y 15 pulsotipos diferentes; éstos pertenecieron a 11
“clusters”, demostrandose que en los estudios de diferenciacion molecular de Shigella spp., el analisis
de los perfiles plasmidicos y de ECP son armas poderosas con un alto poder de discriminacién (Na-

Ubol ¢t al., 2006).

La combinacién de los diferentes marcadores epidemioldgicos referidos a lo largo de este trabajo
permiti6 caracterizar genéticamente las cepas de Shigella circulantes en Cuba. La correlacion de estos
marcadores con las manifestaciones clinicas y determinados patrones de resistencia antimicrobiana,
asi como, conocer la distribucién de los aislamientos y los cambios de sus caracteristicas en

diferentes areas geograficas, posibilitan una mejor caracterizacién microbiolégica de este



microorganismo (van Oosterhout y van der Hoek, 2004; Ansaruzzaman ef al, 2005; Pichel et al,

2006).

Los métodos de tipaje molecular junto con los métodos fenotipicos han sido utilizados también en la
descripcion de nuevos serotipos de Shzgella, asi lo senalaron, Melito ez al. (2005) en Canada, al
emplear las técnicas de ECP, PCR y RFLP para caracterizar seis cepas pertenecientes a un nuevo
serovar de S. dysenteriae, que fueron indistinguibles genotipicamente y no se correspondian con
ninguno de los serovares descritos anteriormente, denominandolo provisionalmente como

BEDP02—- 5104.

Al analizar los aislamientos de S. sonnei, segin los marcadores fenotipicos y genotipicos, se pudieron

hacer tres agrupamientos, mostrando que dos de ellos Ib) estuvieron estrechamente relacionados
g > y

y circularon en la misma region del pais, fue significativo que en el “cluster” I se encontré el mayor

porcentaje de cepas, estas circularon en dos regiones (Occidental y Oriental).

En un estudio de brotes de shigelosis ocurridos en China, entre noviembre de 1995 a enero del 96
y cinco brotes notificados posteriormente (enero 1998 - febrero 1999) se obtuvieron 55 aislamientos
de S. somnei que se discriminaron en dos tipos de perfiles antimicrobianos, tres perfiles plasmidicos y
un patrén de ECP. Los hallazgos obtenidos indicaron que los casos estuvieron estrechamente
relacionados y se sugirié que los aislamientos clinicos correspondientes (1998-1999), derivaron

probablemente de las cepas del brote de 1995 (Ling ef a/, 2001).

Estudios realizados en 86 cepas de Shige/la spp. aisladas de nifios con EDA en Tanzania, tuvieron una
relacién epidemioldgica entre los perfiles de resistencia, plasmidicos y de ECP. Entre estos

aislamientos, 78 cepas de S. flexneri se dividieron en dos “clusters” por ECP, cuatro cepas de



S. dysenteriae pertenecieron al mismo “clusters” y cuatro cepas de S. sonnei correspondieron a dos; el
perfil de ECP, mostrd una alta heterogeneidad en los aislamientos que pertenecieron al mismo perfil
plasmidico, comprobandose que éste fue menos discriminativo (Navia ef a/, 2003). Resultados

similares obtuvimos en este trabajo.

Otros autores como Chiou ez /. (2005), realizaron investigaciones de epidemiologia molecular en 41
cepas de S. flexneri y no observaron correlacion entre el perfil plasmidico y el de ECP en 22 cepas,

mientras que, cuatro aislamientos mostraron un plasmido inestable.

En estudios realizados en Japon por Matssumoto ez a/. (2003) investigaron ocho brotes de . sonnei
ocurridos entre octubre del 2002 a junio del 2003 y al comparar 53 aislamientos de Shigella,
utilizando diferentes métodos de subtipaje molecular (perfil plasmidico y ECP), se comprobé que
cuatro cepas genéticamente relacionadas fueron las responsables de los brotes. Ademas, estudiando
cepas aisladas de casos de viajeros con shigelosis en Asia indicaron que estaban estrechamente
relacionadas. Se identific6 que ese clon circulaba en Asia en este periodo y se expandid, debido al

extenso movimiento de viajeros.

Las cepas de S. sonnei no pueden ser subdivididas por serotipaje, poseen un solo serovar y esto hace
dificil establecer sus relaciones epidemiolégicas. Se  demostré que este serogrupo es muy clonal
(Swaminathan ef a/, 2003). Durante algin tiempo se consideré que el intercambio de material
genético por recombinacién entre poblaciones de microorganismos de estructura clonal, era raro y
que las mutaciones puntuales constitufan la mayor fuente de variaciéon genética dentro de los genes
mas estables y determinantes en la estructura de la poblacién (Natassi ez a/, 2000). Esto ha variado y
se plantea que el desequilibrio de relacion entre alelos de este tipo de poblacion puede estar mas bien
determinado por un factor geografico o ecolégico dentro de la misma, o por las caracteristicas de la

muestra empleada. (Hunter ez a/, 2005).



Cepas con un mismo perfil plasmidico y patréon de ECP y diferentes perfiles de resistencia o
viceversa estuvieron presentes en los agrupamientos de Shzgella de esta investigacion, esto puede
indicar que ain cuando un aislamiento proviene de un mismo clon, la presion selectiva ejercida por
los antibiéticos pudo llevar a la aparicién de nuevos patrones de resistencia debido a la incorporacion

de elementos extracromosomales transferibles (plasmidos y transposones) (Ahmed ez 4/, 2000).

Segun los métodos de tipificaciéon y subtipificacion empleados en el presente trabajo se traté de
identificar cepas endémicas, indistinguibles o estrechamente relacionadas desde el punto de vista
genético, pero debido a que se aislaron de pacientes temporalmente no asociados y correspondieron
a areas distantes, no fue posible demostrar o afirmar una relacion epidemiolégica directa o indirecta

entre ellas.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son validos para plantear que aislamientos de Shigella
de distantes areas geograficas, con fenotipo de resistencia y pulsotipos o subtipos idénticos, no
tienen probablemente un origen comun, pero podrian contribuir a la transmisién de la enfermedad,
diseminaciéon de la resistencia y determinaciéon de los prototipos que pudieran utilizarse en la
obtencién de vacunas o estudios de patogenicidad de Shige/la. Estas circunstancias, conjuntamente
con la existencia de locus cromosomales estables portadores de genes R y la endemicidad de la
enfermedad, sugieren la circulaciéon en Cuba de cepas resistentes con un alto grado de variabilidad

genética.

Es cierto que innovaciones radicales en el tratamiento de la shigelosis en el ambito mundial no han
tenido todo el éxito esperado, al relacionatlos con el control de la enfermedad, pues el empleo de
antimicrobianos efectivos ha estado disponible en periodos de ascenso y descenso de la incidencia.

Ademas, el tratamiento efectivo constituye un componente clave en el control y ha requerido



cambios mayores con el desarrollo de la resistencia antimicrobiana en los dltimos 50 afios. Su eficacia
se ha mantenido, pero a un precio no alcanzable por todas las naciones y constituye solamente un

elemento mas en el control de la shigelosis (Martin y Gudiol., 2003; Kaisar ez a/., 2002).

Ningun tratamiento utilizado y recomendado es poco costoso, sin embargo el empleo de farmacos
alternativos se impone. Debemos encaminarnos a garantizar el uso adecuado de los antimicrobianos
y continuar con el trabajo de la vigilancia de la susceptibilidad, asegurando que los recursos se
utilicen con eficacia, sin olvidar que con una adecuada infraestructura higiénico epidemioldgica, se

pueden disminuir las tasas de morbimortalidad causadas por EDA (Clemens ¢f al., 2003).

Finalmente, es oportuno considerar que con la introduccién de métodos de caracterizacion
genotipica para los estudios epidemiolégicos de brotes o casos esporadicos de shigelosis y la continua
y oportuna vigilancia de la resistencia a los agentes antimicrobianos, el LNR/EDA/IPK cuenta con

herramientas utiles encaminadas a garantizar el diagnéstico y control de las EDA en Cuba.



V. CONCLUSIONES

1. Se pudo determinar que los serogrupos Shigella flexneri y Shigella sonnei  fueron los mas
frecuentes en Cuba durante el periodo analizado, lo cual demuestra la importancia del

incremento de la vigilancia de los serogrupos circulantes en el pais.

2. El estudio de la susceptibilidad antimicrobiana, permitié evidenciar cambios de los patrones
de resistencia en las cepas de Shigella circulantes en Cuba. Los resultados obtenidos con el
acido nalidixico nos permite sugerit que puede continuar administraindose como

antimicrobiano de eleccién para el tratamiento de la shigelosis en nuestro pais.

3. La circulaciéon de distintos patrones genéticos de Shige/la multirresistentes en las cepas
circulantes, permitié conocer que entre las mismas, hubo una elevada transmision de la

resistencia antimicrobiana.

4. El empleo de distintas técnicas de tipaje molecular demostr6 la heterogeneidad genética de

los serogrupos de Shigella multirresistentes estudiados.

5. La posibilidad de combinar los métodos fenotipicos y genotipicos para el estudio de la
susceptibilidad antimicrobiana en los aislamientos de Shigella, brindé6 una mejor

caracterizacion de las cepas aisladas en Cuba.

6. Con la introduccién de la caracterizaciéon genotipica en las cepas de Shige/la aisladas de brotes
y/o casos esporadicos, asi como la continua vigilancia de la resistencia antimicrobiana, el
LNR/EDA/IPK, dispone de las herramientas utiles y necesarias para garantizar el

diagnéstico y control de las enfermedades diarreicas en Cuba.



VI. RECOMENDACIONES

Continuar la vigilancia sistematica de la susceptibilidad antimicrobiana de Shige/la frente a los
antimicrobianos utilizados en el tratamiento de la shigelosis, mediante el disefio de métodos

de muestreo que permitan monitorear cambios en las poblaciones de Shigella circulantes.

Continuar con el desarrollo de investigaciones de epidemiologia molecular que permitan

seguir la evolucion y emergencia de clones de Shige/la resistentes a las drogas antimicrobianas.

Disefiar nuevos estudios que permitan identificar los determinantes genéticos responsables
de la emergencia y diseminacién de niveles de resistencia antimicrobiana elevados en las

cepas de Shigella circulantes en Cuba.
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ANEXO 1.

Pruebas bioquimicas caracteristicas del género y especies de Shigella

Pruebas bioquimicas Resultados

Produccion de Indol (OXOID) -

Motilidad (Difco) -

Hidrélisis de Urea (BIOCEN) -

Utilizaciéon de Citrato de Simmon’s (BIOCEN) .

Decarboxilacion de Ornitina (MERCK) +/-
Utilizacion de Acetato (MERCK) -
Fermentacién de Manitol (OXOID) +/-

Fuente: Mac, Faddim, 2002; MOP, 2004

ANEXO 2.

Solventes y diluentes para la preparacion de antimicrobianos. NCCLS M7- A5, 2003P.

Agentes Solvente Diluyente
antimicrobianos
Ampicilina (AMP) Solucién fosfato pH 6,0 Solucién fosfato pH 6,0 0.1
0.1 mol/L mol/L
Acido nalidixico (NAL) Etanol 95 % Solucién fosfato pH 6.0, 0.1 mol/L




ANEXO 3.
Reactivos empleados en la extraccion de plasmidos (Kado y Liu, 1981)

1. - Buffer lisis.

¢ Tris HCL (pH =8.0) 2.5 mM
¢ EDTA (pH= 8.0) 10mM
¢ Glucosa 50 mM

2. Acetato de potasio

¢ KCOOH 5M 60 mL
¢ Acido acético 11.5 mL.
¢ H,O milliQ — 28.5 mL.
3. Buffer TE (Ttis- EDTA)
¢ Tris HCL (pH = 8.0)

¢ EDTA 1mM

4. TE saturado Fenol/ Cloroformo.

Preparacion:

¢ Mezclar partes iguales de Buffer TE y Fenol y dejar reposar hasta separacion de ambas fases,
luego mezclar una parte de (fase de Fenol) y una parte de Cloroformo- alcohol isoamilico (24:1).



ANEXO 4

Soluciones empleadas en la electroforesis submarina (Ausubel ez a/, 1991)

1. Buffer TAE 1X

¢ Tris- acetato 0.04M
¢ EDTA 0.001M)

2. Composicién del Gel de Agarosa 0.7%

¢ Agarosa DNA/RNA 0.7 g
¢ Buffer TAE 1X 100 mL

3. Composicion del Tris de la cimara de electroforesis.

¢ Buffer TAE 1X- 40mL
Bromuro de Etidio - 10 pL.
¢ H,O milliQ 200 mL

*

cps

4. Solucién de suspension de los plasmidos:

¢ Tris— HCL 1M
¢ EDTA 1mM
¢ RNasa (25 pg/mlL)



ANEXO 5.

Reactivos para la preparacion de los bloques de ADN de Shigella spp ( Kauffman, 1998)

1. Solucién de lavado:

¢ Tris-HCL 0,1 M

¢ EDTAO0.1M

¢ CINa0OJ15M pH=75
2. Solucién de proteolisis

¢ EDTA 0,5M

¢ Lauril sarcosil1 % (p/v) pH=9,5

3. Proteinasa K

Se disuelve en agua destilada a una concentraciéon de 50 mg/ml y se guarda en alicuotas de 200
ul.

4. Solucion Tris -- EDTA
Tris — HCL. 10 mM
¢ EDTA 1mM pH=8

*

Se debe preparar a una concentracion 10X

5. Solucién de la enzima Xbal

¢ Tris— HCL20 mM pH=74
¢ ClMg 5mM

¢ CIK 50 mM.

6 .Solucién TBE:
¢ Tris- borato 0,1 % pH= 8,3
¢ EDTA 2 mM.

7. Solucién salina fosfato (PBS):

¢ Fosfato dihidrogenado de sodio 70¢g

¢ Fosfato hidrégeno disédico 70¢g
¢ Agua destilada 1000 mL
pH=7.2

8. Mezcla de digestiéon:
¢ 10 — 15 unidades de la enzima en 150 pL. de solucién de 1X de la enzima.
¢ Enzima Xbal 2ul
¢ BSA 0.5 uL
¢ Soluciéon de la enzima 10X 10 pL
¢ H,O 137.5 uLL







