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La shigellosis atin constituye un problema para la salud
mundial (1), principalmente en los nifios menores de 5 afos
de edad (2). Dentro del género Shigella, S. sonnei es el prin-
cipal agente causal de esta enfermedad en Cuba (3). Este
serogrupo no puede ser subdividido en serotipos, por lo
que se han utilizado diferentes métodos fenotipicos para
establecer un marcador epidemiolégico (4); sin embargo,
ninguno ha sido del todo satisfactorio. Nuevas técnicas
genéticas de tipificacién han emergido con variados resul-
tados (5). Nuestro objetivo fue determinar la resistencia
antimicrobiana en cepas de S. sonnei aisladas de casos es-
poréddicos en Cuba para conocer los patrones de sensibili-
dad y utilizar la antibiotipificacién, la plasmidotipificacién
y la ribotipificacién usando HindIIl como enzima de res-
triccién para establecer la utilidad de estas técnicas en es-
tudios epidemioldgicos en casos esporddicos de shigello-
sis. Treinta cepas de S. sonnei aisladas de heces de pacien-
tes con enfermedad diarreica aguda en diez provincias de
Cuba fueron estudiadas en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Enfermedades Diarreicas Agudas en un pe-
riodo de seis meses. La sensibilidad a los antimicrobianos
y la caracterizacién molecular se determinaron en el Insti-
tuto de Salud Carlos III. La sensibilidad se determiné por

el método de Kirby-Bauer (6) frente a 12 antimicrobianos:
ampicilina, cloranfenicol, sulfonamida, estreptomicina, te-
traciclina, gentamicina, kanamicina, 4cido nalidixico, cipro-
floxacino, cefotaxima, cefalotina y trimetoprima-sulfame-
toxazol. La interpretacién de los resultados se determiné
siguiendo los criterios del NCCLS (7). Se consideraron
multirresistentes las cepas con resistencia a tres 0 mas an-
timicrobianos no relacionados. El perfil plasmidico se rea-
liz6 segin Kado y Liu (8). La extraccién de plasmidos se
visualiz6 en una electroforesis horizontal en geles al 0,8%
de agarosa. La talla de los plasmidos fue determinada por
comparacién con el marcador de peso molecular. Los per-
files plasmidicos se establecieron considerando el nimero
y la talla de los plasmidos. En la ribotipificacién el DNA
fue extraido por el método del CTAB (3) y digerido con
Hindlll. Los fragmentos de DNA fueron separados en un
gel de electroforesis unidireccional, a 40V, 24 horas, trans-
feridos a una membrana de nailon y fijados a UV por dos
minutos. La hibridacién se llevé a cabo con una sonda ob-
tenida de la PCR con DNA marcado con digoxigenina-11-
dUTP (9). La sonda se detectd con anticuerpos antidigoxi-
genina, fosfatasa alcalina y el sustrato quimioluminiscente
CSPD. Para detectar la sefial quimioluminiscente, la mem-
brana fue expuesta al Lumi-film, segtn el fabricante (Roche
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Tabla I. Datos y resultados de las cepas de S. sonnei estudiadas.
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N°de cepas Provincias de Cuba  Perfil plasmidico (Kb) Patrones de antibiograma Ribotipo/HindIIl
6802 Las Tunas A: 45;8,5;7,6;6,2:54;2,6:2,0 Acido nalidixico, estreptomicina, sulfonamida, 1
trimetoprima-sulfametoxazol, tetraciclina
6803 Las Tunas « Estreptomicina, sulfonamida, 1
trimetoprima-sulfametoxazol, tetraciclina
6804 Las Tunas « « 1
6807 Las Tunas « « 1
6808 Las Tunas « « 1
6809 Las Tunas « “ 1
6810 Ciudad Habana «“ «“ 1
6811 Ciudad Habana « « 1
6812 Ciudad Habana « « 1
6784 Las Tunas « « 1
6789 Isla de la Juventud « “ 1
6814 Matanzas B: 53;45; 8,5; 7,6; 5,4; 2,6, 2,0 “ 1
6816 Matanzas « « 1
6817 Camagiiey « « 1
6818 Camagiiey « « 1
6782 Matanzas « « 1
6783 Matanzas “ “ 1
6805 Las Tunas C: 53; 45;7,6;5,4;2,6;2,0 Estreptomicina, sulfonamida 3
6806 Las Tunas « Estreptomicina 1
6819 Camagiiey D: 45; 8,5; 6,2; 5,4; 2,6, 2,0 Estreptomicina, sulfonamida, 1
trimetoprima-sulfametoxazol, tetraciclina
6822 Pinar del Rio «“ «“ 1
6824 Santi Spiritus “ « 2
6825 Guantanamo « « 1
6826 Guantdanamo “ “ 1
6827 Guantdnamo « « 1
6813 Ciudad Habana E: 45,7,6;6,2;5,4;2,6;2,0 Estreptomicina 1
6815 Matanzas F:53;45;5,4;2,6;2,0 Estreptomicina 1
6820 Cienfuegos G: 53; 45; 8,9; 7,6; 5,6; 2,6; 2,0 Estreptomicina, sulfonamida, 1
trimetoprima-sulfametoxazol, tetraciclina
6821 Granma « Trimetoprima-sulfametoxazol 1
6823 Pinar del Rio H: 53; 45; 10,9; 9,4; 5,4; 2,6; 2,0  Estreptomicina, sulfonamida, 1

Diagnostic S.L., Espaiia). Se determiné el indice discrimi-
natorio de Simpson (ID) en cada técnica. Las cepas pre-
sentaron altos porcentajes de resistencia a la estreptomicina
(96,6%), trimetoprima-sulfametoxazol (86,6%), sulfona-
mida (86,6%) y tetraciclina (83,2%). Se encontré un 83%
de multirresistencia. Todas las cepas fueron sensibles a am-
picilina, cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacino, cefota-
xima, cefalotina y kanamicina. El patrén de resistencia més
frecuente fue a estreptomicina, sulfonamida, trimetoprima-
sulfametoxazol y tetraciclina (Tabla 1), lo que sugiere la
amplia distribucién de un clon resistente y que trimetopri-
ma-sulfametoxazol no debe ser considerado un tratamien-

trimetoprima-sulfametoxazol, tetraciclina

to apropiado para la shigellosis en Cuba. Ya se han encon-
trado altos porcentajes de resistencia a los antimicrobianos
de primera linea (10). Se detectaron ocho perfiles plasmi-
dicos diferentes. Cada perfil portaba entre cuatro y siete
plasmidos (Fig. 1, Tabla 1). El ID fue de 0,80, demostran-
do que es una técnica ttil para ser utilizada como marcador
epidemioldgico, aunque debemos tener en cuenta que los
pldsmidos pueden ser perdidos o adquiridos por las bacte-
rias. Las Shigellas son conocidas por portar muchos plés-
midos, y varios estudios indican que hasta el 73% son trans-
feribles (11). La ribotipificacién mostrd tres perfiles dife-
rentes, con un pobre poder de discriminacién (Fig. 2, Tabla
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Figura 1. Perfil plasmidico de las cepas de S. sonnei. Linea M: marcador
de peso molecular, Supercoiled DNA ladder (GIBCO-BRL, Invitrogen,
Espana). Lineas 1-8: perfiles plasmidicos.
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Figura 2. Patrones ribosémicos en S. sonnei utilizando Hindlll. Linea M:
marcador de peso molecular con DNA cortado con Hindlll y marcado con
digoxigenina (Roche Diagnostic S.L., Espafa). Lineas 1, 2 y 3: riboti-
pos/Hindlll.
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1). El ID para esta técnica fue de 0,13, similar al de otros
estudios que exponen las limitaciones de la ribotipificacion
(3). Segun nuestros resultados, concluimos que la combi-
nacién de varios métodos permite una mejor caracteriza-
cién de las cepas, y en futuros estudios con S. sonnei reco-
mendamos el uso de AFLP o PFGE.
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