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TAXONOMIA

En la primera mitad del siglo XIX, Ehrenberg introdujo por
primera vez el término Bacterium, diminutivo griego de la palabra
bastdn, para designar a las formas alargadas de organismos micros-
copicos. Como estas formas de bastoncillos eran las que predomina-
ban, se dio el nombre de bacteriologia a la ciencia que se ocupa
del estudio de todas ellas, independientemente de su forma. Enton-
ces estaban incluidas entre los protozoarios, hasta que Cohn, en
1854, las clasificd entre los vegetales y, poco tiempo después, Na
egeli las relaciond con los hongos e introdujo el término Schizomy
cetes.

En la actualidad hay un nuevo concepto sobre los reinos.
Los seres vivos se dividen en cinco: Monera, protista, Hongos, Ve
getal y Animal.

Las bacterias estdn incluidas en el reino Monera y son or-
ganismos procariotes que, a diferencia de los eucariotes carecen
de organelos endoplasmicos delimitados por membranas, si bien con-
tienen el material que desempena la funcidn de éstos.

De acuerdo con la octava edicidon del Manual de Bacteriolo-
gia Determinativa de Bergey, las bacterias ocupan la posicién si-

guiente:




Clase 1 Fotobacterias azul-verdes

DIVISION I. Bacterias fototr6ficas 4Clase 11 Fotobacterias rojas

Clase 11 Fotobacterias verdes

REINO MONERAS

(Procariotes)

Clase 1 Las bacterias.

DIVISION 11. Escotobacterias< Clase 11 Escotobacterias pardsitas obliga

das en células eucariotas.

Clase 111 Escotobacterias sin pared celu-

Lar:.

FAMILIA: Enterobacteriaceae.

TRIBU: Escherichae.

GENERO: Shigella.

ESPECIES: S. dysenteriae.
S. flexneri.
S. boydii.

S. sonnei.



Resumiendo tenemos que:

REINO: Monera.

DIVISION: Escotobacterias.
CLASE: Bacterias.

FAMILIA: Enterobacteriaceae.
TRIBU: Escherichae.
GENERO: Shigella.

ESPECIES: S. dysenteriae.

S. flexneri.
S. boydii.

S. sonnei.

( 55 13; 1l&y; 15 )
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Los avances en el conocimiento de la etiopatologia de las
enfermedades diarreica y el desarrollo de las nuevas técnicas para
el estudio de las mismas, han cambiado en los Gltimos anos asi co-
mo los conceptos relacionados con frecuencia y distribucién de los
agentes infecciosos que causan dicho sindrome. Destaca en primer
lugar el hecho de que las nuevas técnicas para identificar agentes
virales, asi como bacterias toxigénicas e invasoras, aundan a las
tradicionales, coprocultivo o coproparasitoscdpico fundamentalmen-—
te, nos permiten identificar agentes patdgenos aproximadamente en
las dos terceras partes del total de casos estudiados.

Los organismos invasores, fundamentalmente diversas espe- -
cies de Shigella y Salmonella, probablemente sean las bacterias --
mis frecuentes identificadas; sin embargo es necesario ampliar las
investigaciones en este sentido pues hay trabajos que muestran pre
dominio de bacterias productoras de enterotoxinas, fundamentalmen-
te E. coli.

En el cuadro siguiente se resumen los resultados de varios
estudios recientes en EE.UU., México y Brasil, efectuados en ninos
con diarrea aguda.

Para la poblacidn adulta de los paises desarrollados la dia
rrea en general presenta cuando mucho una molestia. Sin embargo,
entre los ninos pequenios, los ancianos y los desnutridos, en condi

ciones de vida marginal, la diarrea representa una entidad - - -

FACULTAD
U. A Q.



¢ 8=y 8°¢C KNIATY0dSOLdAYD

1 SI1-¢ 9°0 VOILATOLSIH °H4
9=¢ L= L7€ VITIWVT "D
E-1 €-1 &=1 VOILITOOOYIINT “A
97¢ G1-0 7=C VITINOWTIVS
¢i=8 91-5 GZ-1 VITdOIHS
ST=¢T i L=T INALAL D
01-6§ 9=Y v 0add
¢¢—=01 6= L=1 ICHAC
7 01-¢6 (4 SNYTAONIAV

S (Al LT~0T ATVMION SOYTA
0¢—2¢t Sv-¢ 06-8 SMITAVLIOY

O0IXdW dd *PD TISVdd ‘nntad

*SVOIAVYEO0ED SVINY STYL Ad VANOV VAYEIVIA NOD SONIN NI

SONJO0LVd SALNIOV Id OINAIWVISIV Fd (%) VAILVIIY VIONINDFYA :VSOIDOTJINI VAWIVIA

bLa



invalidante, incluso con amenaza de la vida. Hasta un tercio de --
los decesos pedidtricos en paises en desarrollo se atribuyen a dia
rrea y la deshidratacidn resultante. La diarrea también ha modifi-
cado la historia militar al incapacitar a gran numero de hombres,
inhabilitandolos para la batalla.

La gastroenteritis infecciosa constituye uno de los princi
pales problemas de salud en casi todos los paises de América lati-
na, especialmente en los ninos menore de 5 anos.

Segin informes de la Organizacidn Mundial de la Salud las
enfermedades diarreicas figuraron entre las tres principales cau--
sas de defuncidn en los ninos menores de 5 anos, en 15 de 18 pai-
ses de la regidn que notificaron datos en 1970 y 1979.

Los mecanismos de transmisidén son a través del agua, los a-
limentos y bebidas contaminadas con restos de materia fecal (ciclo
largo) o por contacto directo a través de las manos (ciclo corto).
El periodo de incubacidn varia generalmente en 1 y 4 dias, y el de
contagiosidad, duara todo el tiempo que el gérmen se elimine por
heces, lo cual acontece desde unos cuantos dias, hasta varias sema
nas.

En las diarreas infecciosas causadas por bacterias se han i
dentificado cuatro mecanismos patogénicos diferentes, que corres—
ponden cada uno de ellos a una lesidn anatomopatoldgica distinta:
invasidn, enterotoxigenicidad, adherencia y citotoxicidad.

(ver figura siguiente).




_ Figura 2.
‘MECANISMOS-PATOGENIGOS EN DIARREA INFECCIOSAg

HENSL

ADHERENCIA ENTEROTOXIGENICI

Vibrios

E. coli enterotoxigéni
Campylobacter jejuni
Y. enterocolitica
Aeromonas hydrophil

K. pneumoniae
C. freundii

E. coli enteroadherente

INVASION

Imonella
igelld:
mpylobacter
coli enteroinvasiva y
enterocolrtica

CITOTOXICIDAD

ostridium difficile
ligelld

coli enterohemorragica

AN @wF = —




PROPIEDAD DE LA FACULTAD
DE QUIMICA DE LA U. A Q.

Las bacterias capaces de invadir la mucosa intestinal son
las diversas especies del género Shigella y algunas cepas de Esche
richia coli no productoras de enterotoxinas. Shigella dysenteriae
produce también una enterotoxina para las células del endotelio ca
pilar del intestino.

La produccidn de citotoxinas se ha descrito en C. difficile
Shigella y E. coli enterohemorragica. Estas toxinas producidas por
E. coli enterohemorragica generalmente se sutolimitan; sin embargo
hay ocaciones en las cuales la coli enterohemorridgica secreta cito
toxinas denominadas Shigalike 1 y 2 que se han asociado con el sin
drome urémico hemolitico.

Los datos clinicos observados en la gastroenteritis pueden
convencionalmente agruparse en cuatro sindormes o grupos: sindrome
diarreico, sindrome disentérico, sindrome infeccioso y complicacio
nes. El1 sindrome diafreico se manifiesta como un aumento brusco en
el nimero de evacuaciones y en el contenido liquido de las mismas;
puede haber sangre y moco en ellas y estdn compuestas fundamental-
mente de materia fecal liquida; también puede haber cGlico. El sin
drome disentérico se caracteriza por la presencia de evacuaciones
numerosas, compuestas fundamentalmente de moco y sangre, con esca-
sa materia fecal; casi siempre se acompana de c6licos, pujo y te-
nesmo. El sindrome infeccioso se caracteriza por fiebre, anorexia,
vomitos y ataque al estado general.

Los sindromes pueden presentarse en forma simultdnea o suce

siva en un mismo paciente o bien el cuadro clinico puede correspon



der a uno solo; sin embargo para hacer el diagndstico es necesario
cuando menos, la presencia de diarrea o disenteria. La frecuencia
o intensidad de los sintomas y en tipo de sindrome varia de acuer-
do con el agente patdgeno, lo que permite al clinico cierta orien-
tacidén etioldgica; sin embargo, el margen de error es muy elevado
y por lo tanto, los examenes de laboratorio son indispensables
cuando se desea establecer el diagnéstico etioldgico. En el cuadro
siguiente se presenta la relacidn cualitatica y semicuantitativa
entre las diferentes manifestaciones clinicas y los principales a-
gentes etioldgicos.

Complicaciones: Un aspecto muy importante del diagnéstico
de la gastroenteritis, lo constituye la investigacidn y el descu-
brimiento oportuno de las complicaciones:

a) Desequilibrio hidroelectrolitico. Es la mids frecuente de todas
y constituye la priﬂcipal causa de muerte cuando no es diagnostica
da y tratada oportunamente. Es importante determinar las alteracio
nes del voldmen circulante, de la osmolaridad, del equilibrico aci
do-base y las diferencias especificas de iones. Las gastroenteri-
tis graves generalmente cursan con hipovolemia, acidosis metabdli-
ca e hipopotasemia como patron de desequilibrio electrolitico mas
frecuente.

La cuantificacidon de pH, COZ’ K, Na y Cl sericos y el electrocar-
diograma, aportan datos valiosos en el diagnéstico y manejo de es-—
ta complicacion.

b) Septicemia. Debe sospecharse en presencia de fiebre elevada o
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GASTROENTERITIS

PRINCIPALES CARACTERISTICAS CLINICAS SEGUN AGENTE ETIOLOGICO

Sindrome Sindrome Sindrome Duracion Intoler
Agente . : : g p s . 3
infeccioso diarreico disentérico en dias cia gl
Etioldgico Fiebre Vomito ) lactosa
Con sangre Sin sangre
Virus:
Rotavirus + + + + + 5-7 +ak
Agente + + - 1=2
Norwalk

Bacterias toxigénicas:

V. cholerae . + + + + 2-7

E. cold + + + + 5-10
Cl. diftficile + + + + + + + Variable*
S. aureus + 4 4+ + 1-3

Bacterias invasoras:

E. coli 3 % + % + 4 5-10
Shigella + + + + + + + 2~14 4
Salmonella + + + + + 3=10 +H
C. jejuni + + 4+ + -+ + 1-2
Y. entero- + + + + + 3-14

colitica

Otras bacterias:

E. coli en- + + + 4 5=10
teropatdgeno

V. parahe- + 5 + -+ + 2-5

moliticus
Parasitos:

E. histoly- + + + + + 5-14

tica.

G. lamblia + =+ + + 15 +

* Los sintomas generalmente desaparecen al suspender el antibidtico.

7a




hipotermia, asociada con ataque al estado general, sobre todo en ausen-
cia de deshidratacidn, y fundamentalmente cuando existen varios focos in
fecciosos. En estas circunstancias debe practicarse hemocultivo.

c) El estado de choque puede complicar al desequilibrio hidroelectroliti
co y a la septicemia. Se manifiesta con hipotencién arterial, llenado
capilar lento, taquicardia, cianocis y confusidén mental como sintomas
principales. Una ayuda practica del laboratorio la constituye la determi
nacion del hematocrito en sangre periférica y central; suele encontrarse
normal en esta y aumentado en la primera.

d) Insuficiencia renal. Esta puede ser funcional u orgdnica por necrosis
tubular y se presenta en ninos con desequilibrio electrolitico severo,
estado de choqye y/o septicemia.

La vigilancia del volimen urinario, asi como el exdmen de orina, ayudan
a establecer el diagnédstico.

e) Ileon paralitico. La presencia de meteorismo con suboclusién deben ha
cer sospechar esta complicacién y en tales circunstancias la radiografia
simple de abdomen establece el diagndstico cuando revela dilatacién de a
sas y presencia de niveles hidroaéreos.

f) Intolerancia o aziicares. Se deben sospechar en casos de diarrea grave
diarrea prolongada, eritema gliteo severo y aumento de las evacuaciones
y los vdémitos, asi como distencidn abdominal, inmediatamente después de

la ingestidon de leche, pues la intolerancia mas frecuente es la lactosa.



La determinacidon del pH en las heces, el cual es dcido en casos de into-
lerancia, asi como la presencia de azicar en ellas, establece el diagnds
tico.

g) Neumatosis intestinal. Se puede presentar en casos de ileon paraliti-
co e intolerancia a azicares. La radiografia simple de abdomen revela —--
bandas radiolicidas en las paredes intestinales y puede asociarse con
neumatosis hepatica.

h) Complicaciones quiridrgicas. El infarto y la perforacién intestinal
pueden presentarse cuando las lesiones son muy extensas y hay compromiso
véscular. El cuadro clinico es de oclusién intestinal y de peritonitis,
con evacuaciones sanquinolentas, melena y en ocasiones timpanismo en a-
rea hepatica o palpitacidn de "plastrén" en el sitio del infarto. La ra-
diografia simple de abdomen muestra en estos casos la presencia de una
asa intestinal dilatada y edematosa denominada '"asa centinela'. Cuando
hay perforacidn puede exishir aire libre subdiafragmatico y si la perito
nitis es importante borramiento de las lineas peritoneales y liquido 1i-
bre en la cavidad abdominal.

(8, 12, 14, 19 )
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En Japé6n, en 1898, Shiga descubrid el primer miembro de este gru-
po de bacilos y, en su honor, el género ha recibido la designacidn de
Shigella.

Aunque la Toxina de la Shigella dysenteriae serotipo 1l fue descu-
bierta hace 80 anos y fue largamente reconocida como una de las mds po-
tentes toxinas bacterianas, el remoto esfuerzo para caracterizar su es-
tructura, actividad bioldgica, genética y papel de la patogenia, fue es-—
(forbado por dificultades en la preparacion de la toxina pura, para obte-
ner reaginas inmunoldgicas apropiadas y asi conducir a estudios genéti-
cos con S. dysenteriae l. La enterotoxicidad de la toxina Shiga fue pri-
meramente reportada en 1972.

Shigellosis, la severa forma de que fue llamada historicamente la
disenteria bacilar, es uﬁa enfermedad limitada a humanos y ciertos prima
tes. La bacteria que causa Shigellasis pertenece al género Shigella y
son clasificadas dentro de cuatro especies y 40 serotipos sobre las ba-
ses de las caracteristicas de sus antigenos "0'". Las especies de Shige—-—
1la son: S. dysenteriae (serogrupo A), S. flexneri (serogrupo b), S. boy
dii (serogrupo C) y S. sonnei (serogrupo D).

Algunos detalles sobre toxina Shiga fueron revisados sobre los pa
sados 50 anos. La toxina Shiga fue primeramente descrita en 1903 por Con
radi, quien reporta que la inoculacidn intravenosa de autolizados de ba-
cilos de Shiga (Shigella dysenteriae 1) paralizan y matan conejos. Fue

subsecuentemente demostrado que varias especies de animales exhiben

10
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diferentes suseptibilidades a los efectos letales de la toxina Shiga,
pero solamente el conejo y ratdn presentan sintomas neuroldgicos. Estu-
dios realizados por el ano 1950 sugieren que la toxina Shiga no actua di
rectamente en neuronas (actualmente ya no es considerada una neurotoxina)
pero ésta puede causar danos neuroldgicos secundarios por la accidn en
el sistema vascular de el cerebro y espina dorsal.

Mas recientemente datos pertenecientes a la interaccién de la toxina Shi
ga con neuronas son controversiales. Wiley reporta que la toxina Shiga
purificada puede ser axonalmente transportada en neuronas sensoriales de
réta y pueden matar estas neuronas. En contraste Brown olvidé en la de-
mostracidén el transporte axonal de toxina Shiga purificada, tampoco fue-
ron capaces de demostrar citotoxicidad o especificidad obligatoria a neu
roblastoma de células hibridas. La razén para los diversos resultados de
Wiley y Brown no es aparente.

Aunque los efectos~paraliticos letales de la ruda toxina Shiga
fueron originalmente demostrados en la parte temprana de este siglo no
fue hasta los 1940 que fue reportada ser citotoxica para células selec-
cionadas de mamiferos.

Subsecuentemente, Keusch y colaboradores mostrd una parcialmente purifi-
cada preparacidén de toxina Shiga enterotéxica al poder sacar fluido acu-
mulado en segmentos liquidos de ileon de conejo.

Cuando purifican la toxina Shiga haciendose disponible en los - -
1980s, algunos grupos independientemente demostrando la citotoxicidad pa

ralitica letal y actividades enterotdxicas descritas al estudiar
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estractos y filtrados de cultivos de bacilos de Shiga que pueden ser a-
tribuidas a una toxina simple.

Esta variedad de propiedades bioldgicas parece reflejar la accién
molecular de la toxina Shiga, inhibicidon de sintesis proteica de células
blanco susceptibles.

Otros importantes avances que fueron hechos durante la pasada dé-
cada incluyen lo siguiente:

Purificacién de la toxina Shiga para homogenizarla.

Identificacidn de receptores celulares de superficie para toxinas.

Se demostrd que la accidén intracelular de toxinas causa una inhi-
bicidon de la sintesis proteica.

Se reconoce que la Escherichia coli y otras bacterias entericas
producen toxinas similares a la Shiga.

Apreciacidén de que las citotoxinas vero y toxinas semejantes a la
Shiga son las mismas.

Purificacion de toxinas semejantes a la Shiga para homogenizacién.

Demostracion de que la produccidn de toxinas semejantes a la Shi-
ga puede ser controlada por conversion de fagos.

Clonacidén y caracterizacidn de los genes estructurales para toxi-
nas semejantes a la Shiga.

Asociacidn de toxinas semejantes a la Shiga de C.coli con produc-
cion de colitis hemorrdgica, y Sindrome Urémico Hemolitico (SHU).

9 14 22, 23 )

1:2




PROPIEDADES FISICAS QUIMICAS Y BIOLOGICAS.

Son destruidos con relativa facilidad por el calos.
Mueren a temperatura de pasteurizacidn, se les mata en cultivo en caldo
a 55°C en una hora, y a 60°C en 20 minutos.

Por lo anterior, puede lograrse el control de estos bacilos ente-
ricos en los alimentos por medio de pasteurizacidn, coccidn completa y
refrigeracioén apropiada. Para otro tipo de materiales se puede emplear

el uso de autoclaves.

No producen esporas por lo que son destruidos con relativa facili
dad por bajas concentraciones de germicidas y desinfectantes comunes. El
fenol, formaldehido, beta-glutaraldehido y compuestos alogenados son bac
tericidas para estos microorganismos. Los compuestos de amonio cuaterna-
rio pueden ser solo bactegiostéticos, dependiendo de la formula y situa-
cidén en particular. El uso de cloro en agua ha sido @til para controlar
la diseminacidon de estos microorganismos.

Toleran las sales biliares y tinturas bacteriostdticas en grado
variable, un hecho que es Gtil en el desarrollo de medios de aislamien-

to primario.

Muchos desinfectantes comunes son letales para el género Shigella.

Las altas concentraciones de dcidos son perjudiciales, requiriendose el
uso de medios bien amortiguados para el transporte de muestras y para el
cultivo de microorganismos. Las concentraciones altas de bilis son inhi-

bitorias para ciertas cepas, haciendo que ciertos medios entericos no




sean adecuados para el aislamiento de Shigellas de muestras clinicas.

Estos microorganismos también son relativamente sensibles a la de
secacion, pero pueden sobrevivir durante largos periodos cuando se les
proporciona la humedad adecuada. En medios hospitalarios, los equipos de
asistencia respiratoria y de anestecia han servido como fuente de infec-
cidnes. Estos bacilos pueden tolerar el frio durante largos periodos.
Han sido aislados de nieve y hielo luego de varios meses, proporcionando
un mecanismo para la contaminacidén de agua durante el deshielo primave-
r;l. También las md3quinas de hielo contaminadas son una fuente de infec-
cidén. Pueden sobrevivir mds de seis meses en el agua a temperatura am—-—
biente.

(7,9, 10, 13, 16 )
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El género Shigella son anaerobios facultativos. Se desarrollan fa
cilmente en medios ordinarios de cultivo sobre agar sangre sus colonias
se asemejan a las de E. coli. Los limites de temperatura para su creci-
miento van de IO;C a 40° excepto para S. sonnei, que crece hasta 45°C.
Los limites de pH son de 6 a 8. Son parcialmente inhibidos por sulfito !
de bismuto y por verde brillante, y se ven favorecidos en parte por - —-
otras sustancias que a continuacidn analizaremos para cada uno de los me
éios de cultivo mads empleados para su aislamiento.

AGAR EMB (eosina azul de metileno):

Es un medio diferencial utilizable en lugar del agar de MacConkey
para aislar y detectar enterobacterias o bacilos coliformes relacionados
en muestras de bacterias mixtas.

Los colorantes de gnilina (eosina azul de metileno) inhiben a las
bacterias gram positivas y a las gram negativas exigentes. También se
combinan precipitando a pH acido, actuando como indicadores de produc-
cidén de acidos.

La presencia de lactosa ayuda a identificar a los fermentadores
de este hidrato de carbono, que en caso de la Shigella la cual no lo it
liza da colonias transparentes. En la formula modificada también se pue-
den detectar fermentadores de sacarosa.

La peptona actua como elementos nutritivos basicos que promueven
el desarrollo de la Shigella (que es la bacteria que nos ocupa), especi-

ficamente, suministrando las fuentes de carbono y nitrdgeno necesarias

15




para el metabolismo bacteriano.

AGAR DE MAC CONKEY:

También es un medio diferencial para la seleccién y recuperacidn
de enterobacterias y bacilos gram positivos entericos.

Las sales biliares y el cristal violeta inhiben el desarrollo de
bacterias gram positivas y algunas gram negativas exigentes, y dado que
la Shigella no es inhibida, esta se puede recuperar de este medio.

Dado que la Shigella no utiliza la lactosa las colonias de ésta
son incoloras o transparentes.

La Shigella utiliza a la peptona y polipeptona como fuentes de —-
carbono y nitrdgeno necesarios para su metabolismo.

AGAR SALMONELLA-SHIGELLA:

Es un medio altamente selectivo, que inhibe el desarrollo de la
mayoria de los coliformes y permite el de especies de Salmonella y Shige
lla de muestras ambientaies y clinicas.

La alta concentracidn de sales biliares y citratos de sodio inhi-
ben a todas las bacterias gram positivas y a muchas grma negativas, in-
cluyendo las coliformes. El aumento en la concentracién de sales bilia-
res provoca un desarrollo pobre o nulo de las cepas mds exigentes de Shi
gella.

La Shigella no utiliza la lactosa como Unico hidrato de carbono,

ni el tiosulfato de sodio como unica fuente de azufre por lo que la




Shigella muestra inhibicidon variable y sus colonias incoloras no
presentan ennegrecimiento.

La alta selectividad permite el uso de un inoculo abundante.

AGAR XILOSA LISINA (XLD ):

Es menos inhibidor del desarrollo de coliformes que el HE y
fue ideado para detectar Shigella en Heces tras enriquecimiento en
caldo GN.

Las sales biliares en concentracidon relativamente baja hace
a este medio menos selectivo que otros.

La Shigella no utiliza ninguno de los hidratos de carbono
contenidos en el medio (xilosa, lisina, lactosa, sacarosa). No uti
liza el tiosulfato de sodio como fuente de azufre.

La Shigella utiliza el extracto de levadura como elemento
nutritivo, el cual se utiliza para promover el desarrollo de los
organismos mas exigentes. La Shigella al solo utilizar el extracto
de levadura forma colonias transldcidas.

AGAR ENTERICO HEKTOEN (HE):

Es ideal como medio de cultivo directo de muestras fecales
para aumentar el rendimiento en la recuperacidén de especies de Sal
monella y Shigella, frente a la abundancia de organismos de la flo
ra normal.

La Shigella no utiliza ninguno de los hidratos de carbono
del medio (lactosa, sacarosa, salicina), asi como tampoco el tio-
sulfato como fuente de azufre por lo que sus colonias son transli-
cidas o verde claro (debido al colof de fondo del medio), y no pre
sentan ennegrecimiento.
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Utiliza la peptona como fuente de carbono y nitrdgeno auna-

do al extracto de levadura que actua como un enriquecimiento nutri
tivo del medio para favorecer el desarrollo.

AGAR DESOXICOLATO-CITRATO (ADC):

Es mds utilizado para seleccionar especies de Salmonella.
La Shigella no utiliza la lactosa del medio y como no es inhibida
por la concentracién de sales biliares presente &sta puede desarro

llar utilizando las peptonas como fuente de carbono y nitrégeno,

asi como la infusién de carne.

En resumen podemos decir que la Shigella solo utiliza 1la
peptona o los extractos como fuentes de carbono y nitrdgeno, por
lo que las colonias formadas con incoloras o de color casi semejan
te al del medio.

En resumen poaemos decir también que no utiliza las otras
fuentes de carbono y azufre que se encuentran presentes en cada u-
no de los medios de cultivo utilizados por lo que la presencia de
éstos no nos aporta ninguna informacidén para la identificacidn
presuntiva y que ademds su desarrollo solo se ve inhibido por el
sulfito de bismuto, el verde brillante y por altas concentraciones

de sales biliares.

¢ 11, 14, 18, 20, 21 )
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PROPIEDADES MACROSCOPICAS.

AGAR EMB (eosina azul de metileno):
Colonias pequenas, redondas, transparentes, incoloras.

AGAR MAC CONKEY:

Colonias de aproximadamente 2 milimetros de didmetro; son
convexas, circulares e incoloras o transparentes.
Las colonias de S. sonnei tienden a ser pegajosas.

AGAR SS (Salmonella-Shigella):

Colonias incoloras transparentes, muestran inhibicidn varia
ble y no presentan ennegrecimiento, de 2 a 7 mm de didmetro. Las
colonias de S. sonnei se pueden dar grandes, aplanadas e irregula-
res.

AGAR XLD (Xilosa-lisina-desoxicolato):

Colonias transparentes o translicidas rojas, rodeadas de u-
na zona roja transparente en el agar.

AGAR HE (enterico Hektoen):

Las colonias son mds verdes que las de Salmonella y el co-
lor se debilita hacia la periferia. La periferia de las colonias
con frecuencia mayor que la porcidén central.

AGAR ADC (desoxicolato-citrato):

Se forman colonias grandes e incoloras.

( 11, Y4, 18, 20 )
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PROPIEDADES MICROSCOPICAS.

Los miembros del género Shigella son bastoncitos cortos, no
capsulados, no esporulados, inm6éviles que miden de 0.5 a 0.7 mi-
cras de ancho y de 2.0 a 3.0 micras de longitud.

Se tinen uniformemente como gram negativos. En cultivos joé-
venes pueden presentarse formas cocobacilares.

C liGs 15 7



DETERMINANTES DE PATOGENICIDAD.

La disenteria bacilar se produce luego de que las Shigellas
se adhieren y penetran en las células epiteliales de la superficie
del ileon terminal y colon. Primero hay inflamacién local seguida
por muerte celular y desprendimiento de estratos epiteliales, dan-
do como resultado Glceras poco profundas. Las Shigellas virulentas
poseen tres factores que contribuyen en estos sucesos: 1) una es-
tructura de lipopolisacarido (LPS) liso: 2) invasividad, y 3) pro-
duccidn de toxinas.

LIPOPOLISACARIDO LISO. La importancia del LPS liso en la vi
rulencia de las Shigellas se ha demostrado con S. sonmnei y S. flex
neri. Sansonetti y colaboradores han demostrado que la S. sonnei
virulenta posee un plasmido grande de 120 megadaltons que codifica
la produccidn de cadenas laterales o especificas de acido 2-amino?2
desoxi-L-altrurdnico, dando como resultado la formacién de colo- -
nias lisas o en fase 1. La pérdida de este pldsmido da como resul-
tado la pérdida de estas cadenas laterales y se evidencia por la
produccidén de colonias rugosas o en fase 11. Las variantes en fase
11 son avirulentas, mientras que las colonias en fase 1 son viru-
lentas. Se han producido hibridos de S. flexneri y E. coli que son
virulentos solo cuando se expresan los antigenos O de S. flexneri.
Aunque no se ha demostrado, las cadenas laterales pueden proporcio
nar una forma de adherencia a receptores celulares especificos del

huésped.
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INVASIVIDAD. Las Shigellas virulentas penetran en las célu-
las epiteliales del colon en forma irregular. Los microorganismos
rara vez penetran en la lamina propia y existen intracelularmente
en vacuolas citoplasmiticas. La invasidn de las células del hués-
ped depende tanto del estado metabdlico de éstas, como de las célu
las bacterianas. Cationes bivalentes como calcio, magnesio y hie-
rro ayudan en este proceso. Luego de adherirse a las células epite
liales, los microorganismos adherentes producen una sustancia de
bajo peso molecular que induce un movimiento de plegamento de la
membrana de las células del huésped e inicia la pinocitocis en cé-
lulas normalmente no fagociticas. Una vez dentro de la Célula, las
Shigellas inducen cierto nimero de cambios degenerativos en la ul-
traestructura, indicando lesidn celular. La lesidn celular puede
relacionarse con la produccidn de toxina. La invasividad de las cé
lulas epiteliales estd medida por un gen ligado al cromosoma que
se ubica cerca de las regiones purina E y lactosa-galactosa de &s-
te.

TOXINA. Los siguientes dos puntos pertenecientes a toda pu-
rificacidon proyectada se enfatizan:
(i) La toxina Shiga es una toxina de asociacién celular, ésta pue-
de localizarse en el espacio periplasmidtico y liberarse en el me-
dio de cultivo después de morir la célula; y
(ii) E1 producto de toxina Shiga es incrementado si la bacteria es
cultivada en un medio conteniendo metal reductor o un medio que
tenga el pH ajustado a 8.

La purificacion de la toxina Shiga para homogenizarla
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fue primeramente reportada en 1980, y algunos nuevos y modificados
procesos de purificacion fueron subsecuentemente publicados. El1
protocolo para la nueva purificacidén de toxinas usado en nuestro
laboratorio es representativo de los varios modelos. La Shigellae
son crecimientos en un medio reducido, modificando un caldo gluco-
sado sin caseina. Los organismos son separados por centrifugacidn
y lisados presionando la célula, y los lisados son clasificados
por ultracentrifugacion y pasados por un AFFI-GEL azul. La toxina
atada a la AFFI-GEL azul es eluida de la columna y subsecuentemen-—
te purificada por cromatografia de afinidad antitoxinica y cromato
enfoque. Cerca de 607 de la citotoxina activa presente en el ini-
cio de células lisadas es recuperado, pero la cantidad de proteina
purificada es baja (100 a 200 microgramos de toxina por ocho 1li-
tros de cultivo). El producto de toxina purificada por tres li-
tros de cultivo fué reportado por Olsnes y colaboradores y fueron
150 ng con una recuperacidn de 5%. Por contraste Donohue-Rolfe y
colaboradores reportaron productos de la altura de 800 microgramos
de toxina proteinica purificada de cuatro litros de cultivo (recu-
peracién, 477). En suma de los diferentes productos de toxina Shi-
ga purificada obtenida por varios investigadores, un rango de valo
res fue reportado por la actividad especifica de toxina Shiga puri
ficada medido como 507 de la dosis citotoxica (CD 50) por miligra-
mo de toxina o 507 de la dosis inhibitoria de sintesis proteica
(ID 50) por miligramo de toxina. La actividad especifica de toxina
Shiga purificada publicada es 4 X 107 CD 50/mg, 3 X 108 CD 50/mg,

8 9 9

5SX10 alX 10" CD 50/mg Y 1 X 10" ID 50/mg.
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Estas diferencias en actividad especifica pueden reflejar diferen-
cias sensiblemente de las células HeLa usadas para detectar citoxi
na, variaciones entre laboratorios en el método usado para medir
citotoxicidad o diferencias en la pureza o amplitud de desnaturali
zacidn de la preparacidén de varias toxinas. Las estimaciones pasa-
das de el peso molecular de la holothina Shiga purificada tiene
un rango de 58 000 a 70 000. E1l valor de 70 000 parecer ser correc
to calculado de datos recientes en subunidades MW y subunidades es
tequiométricas. La toxina Shiga comprende una subunidad A de peso
molecular 32 000 y cinco copias de una subunidad B de peso molecu-
lar 7 700. La subunidad B consiste de 69 aminoacidos los cuales
concuerdan exactamente en composicidén y frecuencia con los 69 ami-
nodcidos inferidos de la secuencia nucledtida de el gen para la
subunidad B de la toxina similar a la Shiga tipo 1 de C. coli. La
subunidad A debe ser cortada en partes por una enzima proteolitica
y sus uniones disulfuro deben ser reducidas por el de el enzimati-
camente activo fragmento Al de peso molecular 27 000. La subunidad
estructural de la toxina Shiga purificada es reminicencia de aque-
llas de toxina de colera y toxinas termoldbiles de C. coli, pero
no una reactividad antigénica cruzada es demostrable entre la toxi
na Shiga y estas toxinas. Seidah y colaboradores hacen propuestas
sobre las bases de datos de secuencias de aminodcidos que la subu-
nidad de toxina termoldbil de C. coli y toxina de colera son dis-

tintamente relacionadas con la subunidad B de toxina Shiga.
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PROPIEDAD DE LA FACULTAD
DE QUIMICA DE LA U. A Q.

Aunque algunas cepas de S. flexneri y S. sonnei producen --
muy bajos niveles de Toxina Shiga-like que es neutralizable por an
titoxina Shiga, esta toxina no fue sin embargo obtenida en forma
pura. O'brien y la Veck usaron un radioinmuno ensayo en fase s6li-
da para medir el aumento de toxina antigénica producida por Shige-
1lla spp., otras diferentes de la S. dysenteriae 1. Estos resulta-
dos indicaron que las variaciones en niveles de citotoxina produci
da por las diferentes Shigellas reflejan diferencias en la produc-
cién de toxinas mds que variaciones en citotoxicidad por unidad de
toxina antigénica.

La pregunta continua siendo si la toxina Shiga-like de algu
nas S. flexneri y S. sonnei y la toxina Shiga de S. dysenteriae
son toxinas identicas o diferentes pero relacionadas intimamente.
Hasta aminoadcidos y secuencia nucledtida son obtenibles por compa-
racién de las proteiﬁas o genes estructurales de las toxinas de
Shigella; es apropiado continuar usando el término Shiga-like para
describir toxinas neutralizables por antitoxina Shiga que son pro-
ducidas por serotipos de Shigella diferentes a S. dysenteriae 1.

Cada subunidad de toxina Shiga juega un papel esencial en
la intoxicacidn de células mamarias sensitivas. La subunidad B es
responsable por la unidén de toxinas a las células mamarias recepto
ras, mientras que la subunidad A, después de proteoliticamente ro-
ta y reducida a el fragmento Al, es el componente responsable por
la inhibicidn de la sintesis proteica en las células blanco. Con -

respecto a la localizacidén sobre diferentes subunidades o dominio
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de las funciones que median la actividad citotoxica y unién celu-

lar, la toxina Shiga es similar a muchas otras toxinas bacterianas
bifuncionales tal como toxina de colera, toxina termoldbil de E.co
1i, toxina de diphteria, exotoxina A de pseudomonas, y toxina per-
tussis. Detalles del modo de accidén son representados diagramatica
mente en la figura siguiente.

Diversas revisiones han sido publicadas en que la unién me-
diada del receptor y la introduccidn de toxina Shiga por células
mamarias es discutida. Keusch y Jecewicz primeramente demostraron
la unidn especifica de toxina a una membrana hepdtica de rata y cé
lulas HelLa por medio de un ensayo directo que mide la reduccién de
citotoxicidad en medios de cultivo celulares. En el mismo estudio,
la naturaleza quimica de el receptor de toxina Shiga fue analizado.
El receptor fue destruido por enzimas proteoliticas, fosfolipasas
y lizozima pero no por neuraminidasa o galactosa oxidasa. Mezclas
competitivamente inhibidas de toxina Shiga a células Hela, y aglu-
tininas de germen de trigo que es conocida por poseer unién especi
fica con afinidad para N,N',N"-triacil citotriosa bloqueo de toxi-
na valorado por un ensayo indirecto de consumo de toxinas. Keusch
y Jacewics supusieron de estos datos en el receptor para toxina
Shiga sobre células mamarias puede ser una glucoproteina.

Lindberg y colaboradores fue incapaz de confirmar que deriva
dos de citriosa exhibian la unién de toxinas Shiga a células Hela

cuando usaron un ensayo directo de union.
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Recientemente. Keusch y colaboradores reafirmaron el caracter qui-
mico de los receptores de toxina Shiga con toxina purificada marca
da con I 124 como una prueba oara medir la unidn de toxina a célu-
las Hela. Ellos concluyeron que el receptor funcional (definido co
mo el receptor que media el efecto citotoxico de la Toxina Shiga)
es un nitrdgeno unido a glucoproteina sobre la base de una serie
de experimentos en que examinaron los efectos de tripsina, tunica-
micina, beta galactosidasa, beta-N-acetil-glucosaminidasa, y va-
rios azlcares y lectinas sobre uniones de toxinas y citotoxicidad.
Reportaron, Keusch y colaboradores proponiendo que otros dos si-
tios de unidn para toxina Shiga existian sobre las células Hela
(un tunicamicin sensible y un tunicamicin resistente), pero ningu-
no es un receptor funcional. Una publicacidn subsecuente de este
laboratorio reportd que un no funcional receptor glucolipido (pre
sumiblemente el receptor tunicamicin resistente) para células Hela
fue aislado e identificado como un globotriaosylceramida.

Lindberg y auxiliares tienen también aislados y caracteriza
dos receptores de toxina Shiga para cé&lulas Hela. Lindberg y cola-
boradores estudiaron la unidn de toxina Shiga purificada a una se-
rie de glucolipidos y a células por inhibicidén de receptores sinté
ticos andlogos. Estos investigadores propusieron que el receptor
funcional de células Hela es una galactosa alfa-4 galactosa (i.e.
galabiosa)- conteniendo glucolipido, pero que glucoproteinas conte
niendo galabiosa pueden mediar la unidén de toxinas sin introducir-

las (son receptores no funcionales).
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De este modo Keusch y colaboradores y Lindberg y colaboradores a-

cordaron que la toxina Shiga puede unirse especificamente a la ga-
labiosa conteniendo glucolipidos y galabiosa conteniendo glucopro-
teinas sobre células HeLa. Los dos grupos desacordaron sobre cua-
les de los receptores son los receptores funcionales para toxina.
El caracter quimico de el receptor de toxina Shiga sobre células -
HeLa, sugiere indirectamente que la subunidad B de la toxina Shiga
se une a estos receptores; anticuerpos monoclonales de la subuni-
dad B de toxina Shiga bloquean la unidn de toxinas naturales marca-
das con I 125 a la superficie de células Hela.
La subunidad B aislada no se une a células HelLa intactas pero se
une al receptor glucolipido extraido de estas células.
Un glucolipido identificado como un globotriaosylceramida que une
toxina Shiga marcada con I 125 fue aislado de yeyuno de conejo y
puede ser el mismo que el de las microbellosidades de la unidén mem
branosa, sitio descrito por Fuchs y colaboradores. Expresamente es
tos receptores glucolipidos sobre las bellosidades de la membrana
intestinal de conejo se incrementan con la edad del conejo. Esta
observacidn sobre la desarrollada expresidn de receptores intesti-
nales de toxina Shiga puede explicar por que segmentos ligados de
ileon de conejo recien nacido son resistentes a los efectos secre-
torios de la toxina Shiga.

Solamente ciertas sublineas de células HelLa y Vero son alta
mente sensitivas a toxinas Shigaj; células Hep-2 son ligeramente

sensitivas a la toxina, mientras que células WI 38, células de --
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rinon de hamster bebé, células de ovario de hamster chino, células
adrenales Y-1, cé&lulas L. y una linea celular de melanoma humano
son resistentes a toxina Shiga.

Eiklid y Olsnes observaron que la toxina Shiga marcada con I 125
se limita a lineas celulares toxina sensitivas y a algunas pero no
todas, lineas toxina insensitivas. Estos descubrimientos indicaron
que la presencia de receptores de toxinas sobre una célula eucario
tica es necesaria pero no suficiente para que la toxina Shiga mate
a esta célula; la toxina debe ser introducida y debe alcanzar los
ribosomas blanco.

La toxina Shiga parecer entrar a la célula Hela toxina sensitivas
por un mecanismo endocitico.

Varios grupos de investigadores han demostrado que la toxi-
na Shiga inhibe la sintesis proteica en células eucariotas. Andli
sis del mecanismo por el que la Toxina Shiga inhibe la sintesis
proteica son modelados sobre estudios previos sobre el modo de ac-
cioén de otras toxinas bacterianas. El1 Prototipo de inhibicién de
sintesis proteica por toxinas bacterianas son toxinas de difteria
y exotoxinas A de Pseudomonas.

Estas toxinas inactivan el alargamiento delfactor 2(EF-2) por NAD
dependiente de adenosin difosfato (ADP) RIBOSILACION de un residuo
de histidina modificada llamada diphtamida; inactivacién de EF-2
inhibiendo el alargamiento de la cadena peptidica. Algunas toxinas
Shiga también inhiben el alargamiento de la cadena peptidica.
Obrig y colaboradores fundamentaron que la toxina Shiga no afecta
directamente a EF-2 pero afecta EF-1 dependiente de reacciones. De
este modo, Obrig y colaboradores y Brown y colaboradores concluve-
ron que EF-1 dependiente de reacciones unido a dcido ribonucleico
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aminoacil transferasa es el sitio primario de accidn de la toxina
Shiga. De que manera la toxina Shiga altera EF-1 dependiente de
los pasos determinantes de la sintesis proteica. Una posible expli
cacidén propuesta por Obrig y colaboradores es que la toxina Shiga
modifica estructuralmente las subunidades ribosomales 60s, que re-
sulta en afinidad reducida de EF-1 (y subsecuentemente EF-2) por
el ribosoma. Obrig y colaboradores en un reporte separado propuso
que, la toxina Shiga exhibe actividad ribonucleasa (RNasa) con RNA
(rRNA) ribosomal 5s 6 5.8s descubierto de subunidades ribosomales
60s suplentes como substratos; el rRNA 28s no fue probado. En el
mismo reporte, Obrig y col. presentaron evidencia que otros dos
ribosomas son inactivados por toxinas, ricin y phytolaccin, también
exhiben actividad RNasa especifica para rRNA 5s & 5.8s como subs-
tratos. Sin embargo, lastres toxinas generaron diferentes fragmen-
tos de RNA, lo cual sugirid diferentes sitios de adherencias sobre
los RNAs. Discutido por Obrig y col. una posible explicacién para
las uniones con toxina Shiga es que la preparacién de toxina conte
nia un RNasa contaminado. El argumeento presentado por Obrig y col.
contra tal posiblemente haya sido que el perfil de inactivacién
por el calor para la RNasa y la actividad inhibitoria de sintesis
proteica de la toxina Shiga fue similar. Fue notado que a pesar de
la aparente actividad RNasa de toxina Shiga contra rRNA descubier-
to, no cambid en alguno de los tres rRNAs presentes en ribosomas

intactos después de exponerlos a la toxina Shiga.
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PROPIEDAD DE

LA FACU
DE QUIMICA D LiAG

AU AR

Evidencia que las toxinas Shiga y Shiga-like son producidas
en vivo en cantidades suficientes para arrancar una respuesta inmu
ne fue primeramente presentada por Keusch y Jacewicz. Estos inves-
tigadores reportaron que el suero de pacientes con Shigellosis de-
bida a cualquiera de S. flexneri y S. sonnei conteniendo anticuer-
pos que pueden neutralizar los efectos citotoxicos de toxina Shiga
sobre células HelLa. En el mismo estudio, respuestas de anticuerpos
neutralizando toxinas Shiga en pacientes con previas infecciones
con S. dysenteriae 1 y S. dysenteriae 2 fueron también demostradas.
La respuesta antitoxina Shiga en suero para ambas infecciones natu
rales y experimentales de humanos fue reportada siendo limitadas a
las clases de cadena pesada de IgM. La neutralizacidn de toxinas
en conejos hiperinmunes ha sido reportado siendo limitado a la IgM
y a la IgG. Las bases para estos resultados discrepantes no han si
do fundadas. La pregunta de si los anticuerpos de IgA secretoria
anti toxina Shiga en el tracto intestinal protegeran contra dia-
rrea o disenteria causada por Shigella spp. no ha sido resuelta.
Sin embargo en claros estudios con monos rhesus con altos niveles
de anticuerpos antitoxina Shiga no protegieron contra infeccidn o-
ral de Shigella. Monos que son vacunados parenteralmente con toxi-
na Shiga inactivada con formol desarrollaron niveles de antitoxina
en suero lo cual los protegid contra una inyeccidn con dosis letal
al 507 para ratones, pero tuvieron diarrea y disenteria tan severa
como (o mds severa que) los controles inmunizados hechos cuando

fueron alimentados con S. dysenteriae 1.
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Dos tipos de variantes antigénicas podrian potencialmente
existir entre la familia de toxinas Shiga y Shiga-1like:

(i) Toxinas que no son neutralizadas por un simple antisue-
ro de referencia.

(ii) Toxinas parcialmente reactivas que son neutralizadas
por un simple antisuero de referencia pero no son antigénicamente
idénticas.

Variantes no reactivas han sido detectadas entre las toxi-
nas Shiga producidas por diferentes clases de S. dysenteriae 1.
Prado y col. examinaron lisados soOmicos de 35 clases de Shigella y
encontraron que 867 de los lisados (otros diferentes de S. dysente
riae 1) no pueden ser neutralizados por anti-toxina Shiga. Ya sea
que la citotoxina presente en estas clases son relacionadas a toxi
na Shiga pero no son restos neutralizables para ser determinados.

Las mutaciones solamente resisten al cloro en S. dysenteri-
ae 1 que reduce el nivel de citotoxina producida. Las mutaciones
en estas clases no fueron mapeadas, no fue el mecanismo por el que
ellos redujeron la produccidon de toxina determinada. En realidad,
los mutantes resistentes al cloro fueron originalmente clasifica-
dos como no-toxigénicos mads que como productores de bajos niveles
de toxina a causa del ensayo de citotoxicidad usado en los primiti
vos 1970, fue menos sensitiva que la ahora disponible.

Los genes para la toxina Shiga de S. dysenteriae 1 y la Shi
ga-like de S. flexneri parecen ser localizados en el cromosoma; es
to no prueba que genes de toxina sobre plasmidos o bacteriéfagos

de shigella spp hayan sido encontrados.

32




Timmis y col. reportaron la primera formacidén en vivo de to

xina Shiga determinante. Estos investigadores generaron una serie
de plasmidos R' en C. coli K-12 que transportan secciones del cro-
mosoma de S. dysenteriae 1.

El plasmido fue construido para transportar porciones de el
cromosoma de S. dysenteriae 1 previamente demostrado, para S. flex
neri para correlacionarlo con la actividad del organismo para pro-
vocar secresidon de fluidos en segmentos ileales de conejo. Los re-
sultados del estudio por Timmis y col. localizaron los genes de to
xinas Shiga (designado sht) cerca de '"lado distal met B de arg E".
El cierre del eslabdn de sht hacia arg E estd en algin desacuerdo
con el reporte de Sansonetti y col. quien tentativamente localizd
la regidn sobre el cromosoma de S. flexneri para produccién de flu
ido en el conejo prdximo al locus negativo lisina descarboxilasa
(LDS) y en la regidn rha-mtl. Timmis y col. ofrecieron dos verdade
ramente plausibles explicaciones para estas diferencias en la loca
lizacion de los genes de toxina:

l.- Los mapas de S. dysenteriae 1 y S. flexneri no pueden
ser exactamente el mismo, y

11.- S. dysenteriae 1 puede transportar una segunda copia
de sht.

El Gltimo posiblemente es apoyado por la mencidén de un des-—
cubrimiento inédito que un segundo determinante para produccidn de
citotoxina es transportado sobre un plasmido R'-asm, que también
transporta el locus negativo LDS de Shigella spp. Timmis y col. de
clararon que ellos clonaron prdsperamente la toxina determinante
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del plasmido R'-arg E in vitro. Fueron de considerable interés pa-

ra comparar la estructura del operon y secuencia nucledtida de sht
con la estructura genética de E. coli SLT-I y E: coli SLT-11. Para
ese fin, la estructura genética para toxina Shiga ha sido reciente
mente clonada en nuestro laboratorio.

( 13, 14, 15, 17, 22, 23 )
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PATOGENIA

Si se considera la patogenia de las infecciones bacterianas
pueden dividirse éstas en tres grupos:

l.- Los agentes patdgenos no invaden los tejidos; se multi-
plican en la luz del intestino y producen una exotoxina que es res
ponsable de la diarrea. Pertenece a este grupo el vibridn colérico
y algunas cepas toxigénicas de C. coli.

2.- Los agentes patdgenos invaden la mucosa del intestino,
inflamandola y causando ulceraciones. Pertenecen a este grupo Shi-
gella y algunas cepas de C. coli "invasoras'".

3.- Los agentes patdgenos penetran a las células de la muco
sa intestinal pero no la ulceran ni destruyen. Estos agentes son
Salmonellas.

Los microorganismos de género Shigella son los que con mas
frecuencia causan diarreas infecciosas. En los paises en condicio-
nes sanitarias deficientes predomina el grupo flexneri. En cambio
son menos frecuentes los grupos sonnei, boydii y dysenteriae. En
conjunto las Shigellas son responsables del 257 de las diarreas in
fecciosas, si bien en brotes epidémicos pueden ser responsables de
mas de dos tercios de los casos.

Todas las especies de Shigellas son patdgenas para el hom-
bre mediante un mecanismo invasor de la mucosa intestinal; la bac-
teria penetra por pinocitocis a la célula epitelial, llega a la 14
mina propia, produce alli una reaccidén inflamatoria con infiltra-

cidn celular de polimorfonucleares y, gracias a la acumulacidn de
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metabolitos y la liberacién de endotoxinas, da lugar a hipoxia y
otras condiciones conducentes a la formacidén de tlceras. Las lesio
nes mds notables se encuentran en el recto y colon descendente, y
van disminuyendo en importancia, en sentido proximal a lo largo
del colon.

Es interesante senalar que la infeccidn por Shigella es ra-
risima en el nifo recien nacido y su frecuencia aumenta progresiva
mente hasta alcanzar el midximo a la edad de dos anos.

La Shigella dysenteriae produce también una enterotoxina ci
totoxica para las células del endotelio capilar.

El periodo de incubacidén es corto, de 1 a 4 dias. La inicia
cidn es brusca, con dolores, colicos, diarreas, tenesmo y fiebre.
El cuador clinico es muy severo y reviste especial gravedad, parti
cularmente en los ninos, por deshidratacidn y acidosis.

Como es raro que las Shigellas virulentas atraviesen la mu-
cosa intestinal, los hemocultivos suelen ser negativos.

Se ha probado que la S. dysenteriae elabora una exotoxina
citotoxica, enterotoxica y neurotoxica; no obstante, aun no se a-
clara su papel patdgeno.

Una vez que un individuo se infecta, empieza a eliminar el
microorganismo por heces fecales, situacidn que suele desaparecer
durante la convalecencia si bien, excepcionalmente, se prolonga
por periodos variables.

La transmisidn del germen tiene lugar a través de las mate-

rias fecales provenientes de enfermos y portadores, ya sea en forma




directa de persona a persona o mediante la contaminacién de alimen
tos y bebidas, por las manos a través de vectores como moscas, Cu-
carachas, hormigas, etc. que entran en contacto con las evacuacio-
nes y luego transportan el germen a los alimentos.

(1, 9 6, 10, 12, 13, 14, 19, 24 }
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO.

Para lograr el aislamiento de Shigella en materias fecales,
es mds importante elegir el material adecuado para la inoculacién,
que elegir los medios adecuados. Para la inoculacidn deben usarse
fragmentos de pus o de mucosidades. Los escobillones rectales re--
cubiertos con suero también han sido recomendados pero los aisla-
mientos son menos frecuentes en estas muestras. Algunos laborato-
ristas dan valor al exdmen microscdpico de peliculas himedas. Los
exudados celulares abundantes, compuestos principalmente de célu-
las polimorfonucleares y eritrocitos, son segun algunos, caracte-
risticos de la disenteria por Shigella.

Si no se sospecha especificamente una disenteria por Shige-
lla se puede hacer el siguiente seguimiento para el aislamiento ya
sea de Salmonella o de Shigella:

l.- Inocular la muestra directamente en una placa de agar
de MacConkey o EMB para el aislamiento primario de todas las espe-
cies de bacilos gram positivos entéricos.

2.~ Iﬁocular directamente una placa de agar SS o HE para el
"screening'" selectivo de Salmonella y Shigella. Usa: agar Sulfito
de Bismuto si hay presuncién clinica de fiebre tifoidea.

3.- Enriquecer la muestra inoculando en forma relativamente
abundante el Caldo de Selenito, Terrationato o GN durante 6 a 12
horas. Subcultivar en SS. HE 6 XLD luego de 4 a 6 horas de incuba-

cién a 35°C.
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4.- Incubar todas las placas de cultivo a 35°C durante 24 a
48 horas. Basandose en las caracteristicas morfolégicas y bioqui-
micas (refiriendose a los hidratos de carbono y fuentes de azufre
que contienen los medios usados), transferir las colonias sospecho
sas a una serie de medios diferenciales o llevar a cabo su tipifi-
cacidn seroldgica cuando sea aplicable.

Sin embargo, el caldo GN se utiliza con mayor frecuencia en
laboratorios clinicos pues es menor inhibidor del desarrollo de mu
chas de las cepas mas exigentes de Shigella. El enriquecimiento de
muestras fecales en Caldo GN durante 4 a 6 horas y subcultivo en a
gar XLD, es la técnica Optima para el aislamiento de Shigella en
casos sospechosos de disenteria bacilar. Por lo que el seguimiento
en estos casos seria el que se describe a continuacion:

l.- Enriquecimiento de una muestra relativamente abundante
de heces fecales, de preferencia como ya se dijo anteriormente con
fragmentos de pus o de mucosidades e incubarlo a 35°C durante 6 a
12 horas.

2.- Al término de la incubacién subcultivar en agar XLD e
incubar a 35°C durante 24 a 48 horas. El sulbcultivo se hace con
estriado para aislamiento que se describe adelante.

3.- Transferir las colonias sospechosas a una serie de me-

dios diferenciales o llevar a cabo su tipificacién serolégica.
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Estriado apropiado para el aislamiento:

Se toma una de las colonias sospechosas y se inoculan los

siguientes medios diferenciales para la identificacidn de la bac-

teria, aqui mismo damos los posibles resultados tedricos con los

que se puede hacer la comparacién:

(ver en la siguiente hoja).



PROPIEDAD DE LA FACULTAD
DE QUIMICA DE a U, A, @,

S HI G E L L A

MEDIOS Spp dysenteriae flexneri boydii sonnei
Glucosa y gas +* A3 A A A
Lactosa -* - - - A6
Sacarosa —-% - - A6
Manitol + o0 - - A7 A9
Dulcitol d V- -
Salicina - - - - -
Adonitol
Inositol
Sorbitol
Arabinosa
Rafinosa
Ramnosa
Melibiosa - - = -
Trehalosa NR NR NR NR
Xilosa - - Y \Y
Amigdalina — — = ~
IMViC

Indol - o0 + \Y \Y Y -
Rojo de Metilo + + + + +
Voges-Proskauer - = = - =
Citrato de Simmons - - = = =
H,S - - - - -
Malonato - - - - -
Gluconato - - - -
Ureasa = - = = -
Motilidad - - = — -
Gelatina (22°C) - - - - -
KCN = - - = -
Arginina dihidrola

sa:NH - = ~ V- \Y
Lisina descarboxilasa- - - - -
Ornitina descarboxi

|
|
|
< > |

a A A A |
|
|
|
|

lasa d* - - - +

Fenilalanina desami

nasa - - - ~ -

ONPG v+ V+ V+ V+ V+
Esculina - - - - -

* Ciertos tipos de S. flexneri producen ga; los cultivos de §S.
sonnei fermentan lactosa y sacarosa lentamente y descarboxilan or-
nitina; d diferentes tipos bioquimicos; 3 S. flexneri, serotipo 6,
produccién de gas positiva (escaso volumen); 6 puede ser retarda-
daj 7 S. flexneri serotipo 6, puede ser manitol negativa; 9 Rapi-
da; Produccidn variable de gas; A Acido; V- Resultados variables,
en su mayoria negativos; V+ Resultados variables, en su mayoria po
sitivos; NR No se dispone de resultados. -

41




