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Introduccion. En Colombia, Shigella sonnei es uno de los serotipos méas frecuentemente aislados
(53,4 %) de muestras clinicas humanas asociadas a la enfermedad diarreica aguda. La identificacion
de patrones de restriccion del ADN mediante electroforesis en gel de campo pulsado constituye la base
de la vigilancia molecular de S. sonnei.

Objetivo. Establecer la base de la vigilancia molecular de S. sonnei en Colombia mediante electroforesis
en gel de campo pulsado.

Materiales y métodos. Se estudiaron 102 de los 2.048 aislamientos de S. sonnei remitidos por la Red
Nacional de Laboratorios entre 1997 y marzo del 2013; la seleccién se hizo de acuerdo con el patron
de resistencia antimicrobiana, el origen de la muestra y la relacion con brotes. Se determiné el patréon
genético mediante electroforesis en gel de campo pulsado con las enzimas de restriccion Xbal y Blnl,
segun el protocolo de la red PulseNet International. El andlisis de los patrones electroforéticos se hizo
con el programa GelCompar I, version 4.0.

Resultados. Se obtuvieron 42 patrones electroforéticos con una similitud de 70 a 100 %. El patrén mas
frecuente fue COIN08J16X01.0017 (17,6 %), seguido por los patrones COIN04J16X01.0004 (9,8 %)
y COIN02J16X01.0002 (5,8 %), y el 66,8 % restante se asocio con otros patrones electroforéticos. El
analisis de brotes demostré la relacién genética de cada brote con 100 % de similitud en la identificacion;
el patrén mas frecuente en los brotes fue el COIN08J16X01.0017 (17,1 %).

Conclusion. Se establecio la base de datos genotipicos de aislamientos de S. sonnei a nivel nacional
mediante electroforesis en gel de campo pulsado; se incluyeron los 42 patrones Unicos identificados
en este estudio.

Palabras clave: Shigella sonnei, electroforesis en gel de campo pulsado, vigilancia epidemiolégica,
Colombia.
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Molecular characterization of Shigella sonnei isolates recovered by the Laboratory Surveillance
Program for Acute Diarrheal Disease in Colombia

Introduction: In Colombia, Shigella sonnei is one of the most frequently isolated serotypes (53.4%) in
human clinical samples associated with diarrheal acute disease. The identification of DNA restriction
patterns by pulsed field gel electrophoresis is the basis for the molecular surveillance of S. sonnei.
Objective: To establish the basis for the molecular surveillance of S. sonnei in Colombia using pulsed-
field gel electrophoresis.

Materials and methods: We studied 102 of 2,048 S. sonnei isolates referred by the National Laboratory
Network between 1997 and March, 2013; the selection was made according to the antimicrobial
multiresistance profile, the source of samples, and the relation to outbreaks. The genetic profile
was determined by pulsed field gel electrophoresis using the restriction enzymes Xbal and BInl in
accordance with the PulseNet International protocol. The electrophoretic patterns were analyzed with
the GelCompare I, version 4.0 software.

Results: We obtained 42 electrophoretic patterns with a 70% to 100% similarity. The most frequent
pattern was COIN08J16X01.0017 with 17.6%, followed by patterns COIN04J16X01.0004 with
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9.8%, and COIN02J16X01.0002 with 5.8%, while the remaining 66.8% was associated with other
electrophoretic patterns. The analysis of 10 outbreaks demonstrated their genetic relation with a
100% of similarity; the most frequent pattern in outbreaks was COIN08J16X01.0017 with 17.1%.
Conclusion: The genotypic database for Shigella sonnei isolates was established using pulsed field
gel electrophoresis including the 42 unique patterns identified in this study.

Key words: Shigella sonnei, electrophoresis, gel, pulsed-field, epidemiological surveillance, Colombia.
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Shigella spp. es uno de los principales agentes
patégenos causantes de enfermedad diarreica
aguda. La shigelosis afecta principalmente a nifios
menores de cinco afos, ancianos y personas
inmunocomprometidas, y es uno de los principales
problemas de salud a nivel mundial, especialmente
en paises en desarrollo con condiciones deficientes
de higiene y con mala calidad en el suministro de
agua (1-3).

Anualmente ocurren aproximadamente 165 millo-
nes de casos de shigelosis a nivel mundial, de los
cuales el 99 % se reporta en paises en desarrollo
y 0,91 % en paises industrializados; se estima que
cada afio 1,1 millones de personas mueren por
infecciones asociadas a Shigella spp. Cerca de
580.000 casos de shigelosis se naotifican entre los
viajeros procedentes de paises industrializados y el
60 % de las muertes ocurre en el grupo de menores
de cinco afios (4). La resistencia antimicrobiana
de Shigella spp. ha llevado a introducir cambios
en su manejo terapéutico en la mayor parte del
mundo, lo cual ha reducido los tratamientos de
eleccion (5).

El tratamiento antimicrobiano para las infecciones
asociadas con Shigella spp. incluye la ampicilina,
el trimetoprim-sulfametoxazol y el 4cido nalidixico,
pero debido al aumento a nivel mundial de la
resistencia de Shigella spp. a la mayoria de estos
antibioticos (6), se recomienda la ciprofloxacina
como el medicamento de eleccion para pacientes
con shigelosis de cualquier grupo de edad (7,8).

Otras alternativas incluyen la ceftriaxona y la
azitromicina, antimicrobianos efectivos para los
aislamientos multirresistentes. Sin embargo, la
resistencia de los aislamientos de Shigella spp. a
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las fluoroquinolonas en India y en otros paises
asiaticos, limita la efectividad de estos antimicro-
bianos en el tratamiento de la shigelosis (9-12).

Shigella sonnei es responsable de la disenteria
y se considera un problema de salud publica
emergente a nivel global (13), y en algunos pai-
ses como Malasia e India, se ha observado un
incremento en la dominancia de S. sonnei como
agente etiolégico de la shigelosis (14,15).

Segun los reportes de otros paises de Latino-
américa, como Argentina, el cambio en la
frecuencia del serotipo S. sonnei se comenz6 a
evidenciar a partir del 2003 (16). La importancia
de Shigella spp. en Colombia se refleja en el
hecho de que hasta julio de 2014 los laboratorios
de salud publica del pais habian notificado
4.415 aislamientos al sistema de vigilancia de
enfermedades trasmitidas por alimentos y al de
vigilancia de la enfermedad diarreica aguda que
coordina el Grupo de Microbiologia del Instituto
Nacional de Salud. Desde 1997 y hasta julio del
2014, los serotipos mas frecuentes reportados
fueron S. sonnei (54,7 %), Shigella flexneri (42 %),
Shigella boydii (2,2 %), y Shigella dysenteriae
(0,2 %); aquellos cuyos serotipos no pudieron
identificarse representaron el 0,8 % (17).

La sensibilidad antimicrobiana encontrada en
2.418 aislamientos de S. sonnei entre 1997 y julio
del 2014, se asocid a trimetroprim-sulfametoxazol
(88 %), tetraciclina (88,3 %), ampicilina (47,7 %),
cloranfenicol (23,7 %), amoxicilina y acido cla-
vulanico (6,4 %) (datos sin publicar del Grupo
de Microbiologia-Red Nacional de Laboratorios,
Instituto Nacional de Salud).

La técnica de electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE) es un método de tipificacion
molecular con protocolos estandarizados que
permiten comparar el ADN bacteriano entre ais-
lamientos y hacer el seguimiento de patrones
moleculares a nivel regional o internacional (18).

A partir del 2004, la vigilancia molecular de
Salmonella spp. mediante la técnica de PFGE se
incorpord a la Red PulseNet de América Latina y
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el Caribe; en el 2012 el Grupo de Microbiologia del
Instituto Nacional de Salud recibio la certificacion
para la incorporacion de S. sonnei en la vigilancia
molecular de esta red y se establecid su base de
vigilancia molecular en Colombia.

El objetivo del presente estudio fue caracterizar
molecularmente aislamientos de S. sonnei recu-
perados en el marco del programa de vigilancia
por el laboratorio de la enfermedad diarreica aguda
en Colombia desde 1997 hasta el 2013.

Materiales y métodos
Tipo de estudio

El estudio epidemioldgico fue de tipo descriptivo y
su objetivo fue caracterizar, mediante PFGE, una
muestra aleatoria de aislamientos clinicos de S.
sonnei en Colombia.

Informacién epidemioldgica

Se estudiaron 102 de los 2.048 aislamientos de S.
sonnei remitidos a la Red Nacional de Laboratorios
entre 1997 y marzo del 2013 para iniciar la vigilancia
genotipica de S. sonnei en el pais mediante PFGE;
la seleccion se hizo de acuerdo con el patron de
resistencia antimicrobiana, el origen de la muestra,
los casos esporadicos y la relacién con brotes.
De los aislamientos estudiados, 43 procedian de
Bogota, 12 de Boyacda, 18 de Narifio, ocho de
Antioquia, ocho del Valle, cinco de Cundinamarca,
cuatro de Santander, dos de Risaralda, uno
del Cesar y otro de Norte de Santander; 35
aislamientos se asociaron a diez brotes ocurridos
en Bogota (n=3) y los departamentos de Boyaca
(n=8), Cundinamarca (n=5), Narifio (n=15) y Valle
(n=4), y 67, a casos esporadicos.

El 48 % (n=49) de los aislamientos correspondieron
al sexo masculino y el 52 % (n=53) al femenino;
la distribucion de los casos por edad se relacion6
con casos entre los 0 y los 5 afios (n=41, 40,2 %),
entre los 6 y los 14 afos (n=39, 38,2 %) y a
mayores de 14 (n=16,15,7 %); el 5,9 % (n=6) de
los aislamientos carecian del dato de la edad (n=6,
5,9 %). La mayoria de los aislamientos se recuperé
de materia fecal (n=95, 93,1 %), de hemocultivos
(n=3, 2,9%), y de orina (n=1, 1,0 %), y el 2,9 %
(n=3) carecia de datos.

Caracterizacién fenotipica

Los aislamientos se habian confirmado previa-
mente en el marco de las acciones de vigilancia
del Laboratorio Nacional de Referencia de la
Direccion de Redes en Salud Publica del Instituto
Nacional de Salud, mediante pruebas bioquimicas
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(19). La serotipificacién se hizo con base en el
esquema de Edwards y Ewing (20) mediante
aglutinacién en lamina usando los antisueros a,
by ¢ (Eurobium).

Se determind la sensibilidad microbiana a los
siguientes antibidticos con el método de Kirby-
Bauer: tetraciclina (TE) (30 ug), cloranfenicol (C)
(30 pg), acido nalidixico (AN) (30 pg), amoxicilina-
acido clavulanico (AMC) (10 pg) y ciprofloxacina
(CIP) (5 ug), y con el método de concentracion
inhibitoria minima (MIC, MicroScan) se determind
la sensibilidad a los siguientes antibiéticos:
ampicilina (AMP) (8-16 pg/ml), cefotaxima (CTX)
(2-32 pg/ml), ceftazidima (CAZ) (1-16 pg/ml),
ciprofloxacina (CIP) (1-2 pg/ml), gentamicina (GM)
(4-86 pg/ml), y trimetroprim-sulfametoxazol (SXT)
(2/38 pg/ml) (Manual de procedimiento para Gram
negativos de MicroScan®); para ello se siguieron
las recomendaciones y criterios del Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2013 (21).

Caracterizacién genotipica

La caracterizacion molecular de S. sonnei se
hizo segun el protocolo estandarizado por la red
PulseNet International para la subtipificacion
molecular de S. sonnei utilizando la enzima de
restriccion primaria Xbal (Promega, USA), y la
enzima de restriccion secundaria Binl (Roche,
USA), con el fin de confirmar la procedencia del
50 % de los aislamientos recuperados de brotes.
Se utilizo la cepa Salmonella Braenderup H9812
como marcador de peso molecular (18).

El analisis de los patrones de bandas generados
mediante la PFGE se hizo con el programa Gel
Compare 2® V.4.0 (Applied Maths, Saint Martens-
Latem, Belgium). Se utiliz6 el coeficiente de Dice
para comparar los patrones y establecer relaciones
genéticas entre los aislamientos. La agrupacién
se baso6 en el algoritmo del método de pares de
grupos no ponderados, usando la media aritmética
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean, UPGMA), con una tolerancia en la posicion
de las bandas de 1,5 % y una optimizacién de
1,5 %. La definicion de las categorias de las rela-
ciones genéticas entre los aislamientos, se hizo
con base en los criterios de Tenover (22).

Andlisis de los datos

Los datos se tabularon con el programa Microsoft
Excel™ y se analizaron con el paquete estadistico
Epi Info™, versién 7.0; las diferencias estadistica-
mente significativas se evaluaron mediante la
prueba de ji al cuadrado con un nivel de confianza
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del 95 % para el sexo, la edad y el perfil de resis-
tencia antimicrobiana segun los resultados de la
agrupacion obtenida mediante PFGE-Xbal.

Resultados
Analisis genotipico

Se identificaron 42 patrones mediante PFGE-
Xbal, los cuales se describen en la figura 1. Los
patrones mas frecuentes fueron COINJ6X01.
0017 (n=18; 17,64 %), COINJ16X01.0004(n=10;
9,8 %), COINJ16X01.0022 (n=6; 5,88 %), y
COINJ16X01.0031(n=5; 4,91 %) (figura 1).

ice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.08 $>0.0%) [0.0%-100.0%]

o
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Los patrones de PFGE obtenidos y la relacion
con el origen geogréfico de los aislamientos de S.
sonnei estudiados, se presentan en el cuadro 1, y
los patrones mas frecuentes y su distribucion por
grupos de edad y tipo de muestra, en el cuadro 2.

Analisis del agrupamiento de los aislamientos
mediante UPGMA

En el dendrograma obtenido a partir de los patrones
de PFGE con la enzima Xbal se establecieron tres
grupos principales, considerando un indice de
similitud del 70 %. El grupo | presenté 73,3 % de
similitud, el grupo Il, 81,97 %, y el grupo lll, 70 %. El
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Figura 1. Dendrograma de la relacion genética de los 42 patrones de PFGE-Xbal para los 102 aislamientos de S. sonnei. Programa
GelCompar Il, version 4.0, porcentaje de tolerancia y optimizacion 1,5. Grupos principales (I-111); a la derecha de la figura se indican
los patrones con mas de tres aislamientos: COINJ16X01.0017 (n=18; 17,6 %), COINJ16X01.0004 (n=10; 9,8 %), COINJ16X01.0022
(n=6; 5,9 %), COINJ16X01.0031 (n=5; 4,9 %). El 61,8 % (n=63) se agrupd en 38 patrones. El codigo de los patrones corresponde
a CO: Colombia, IN: Instituto Nacional de Salud, J16: Shigella sonnei, X01: enzima Xbal.
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Cuadro 1. Distribucion de los patrones de PFGE-Xbal de los aislamientos de Shigella sonnei por entidad territorial

Patrones Origen geografico
Bogota Narifio Boyaca Valle Santander Antioquia Nortede Cesar Risaralda Cundinamarca n (%)
Santander

COINJ16X01.0017 7 7 2 2 18 (17,6)
COINJ16X01.0004 5 1 1 3 10 (9,8)
COINJ16X01.0022 4 1 1 6 (59)
COINJ16X01.0031 2 3 5 (4,9)
Otros patrones (38) 25 8 9 5 1 7 1 2 5 63 (61,8)
Total 43 18 12 8 4 8 1 1 2 5 102

Cuadro 2. Patrones PFGE-Xbal de los aislamientos de Shigella sonnei estudiados por grupo de edad y por tipo de muestra

Patrones COINJ16X01 0,0004 0,0006 0,0011 0,0012 0,0017 0,0022 0,0023 0,0029 0,0031 Otros Total
PFGE Xbal patrones
n(%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Grupos de 0ab 5(12,2) 8 (19,5) 3 (7,3) 25 (61) 41
edad (afios) 6ald 5(12,8) 3(7,7) 3 (7,7 28 (71,8) 39
>14 3 (18,8) 3(18,8) 4 (25) 6 (37,5 16
Total 10 3 14 3 3 4 59 96
Tipo de Materia fecal 10 (10,5) 15 (16,8) 6(6,3) 5 (5,3) 58(61,1) 94
muestra Hemocultivo 1(33,3) 1(33,3) 1(33,3) 3
Orina 1 (100) 1
Total 10 1 1 16 6 1 5 58 98

Los seis aislamientos faltantes por grupo de edad y los tres aislamientos faltantes por tipo de muestra, no tenian dato. Cédigos de PFGE para
denominar los patrones de Shigella sonnei: CO: Colombia, IN: Instituto Nacional de Salud, J16: Shigella sonnei, X01: enzima Xbal

grupo Il se dividio en tres subgrupos: en el subgrupo
[IA, con una similitud de 86,7 %, se relacionaron
cuatro grupos con aislamientos genéticamente
indistinguibles (100 % de similitud) y tres grupos
presentaron patrones Unicos diferentes; en el
subgrupo IIB, con 88,6 % de similitud, se agrupa-
ron siete grupos de aislamientos genéticamente
indistinguibles (100 % de similitud), y seis grupos
presentaron patrones unicos, y el subgrupo IIC,
con 84,8 % de similitud, incluyd siete grupos
qgue relacionaron aislamientos genéticamente
indistinguibles (100 % de similitud) y 12 grupos
con patrones unicos (figura 1).

Con la enzima BiInl se identificaron 11 patrones
de PFGE de los diez brotes (n=35) estudiados
entre 2002 y 2013. Se seleccion6 el 50 % de los
aislamientos provenientes de los brotes remitidos
al Grupo de Microbiologia (n=22) para la confirma-
cién mediante la enzima BInl. Se establecieron dos
grupos principales: el grupo i present6 79,5 % de
similitud y el grupo ii, 97,5 %. El grupo i se dividio
en dos subgrupos: ia, con 90,2 % de similitud, e ib,
con 81,1 % (figura 2, cuadro 3).

Sensibilidad microbiana

De los 102 aislamientos seleccionados, el 63,8 %
(n=65) presentd multirresistencia a tres 0 mas

familias de antibidticos; el patron de multirre-
sistencia mas frecuente para tres familias de
antibiéticos correspondi6 a TE-C-AMC (n=9;
8,8 %), en tanto que el patron TE-C-SXT-AMP-
AMC (n=19; 18,9 %), fue el mas frecuentemente
relacionado con cuatro familias de antibidticos.
El 26,4 % (n=27) de los aislamientos presentaron
resistencia a una o dos familias de antibiéticos y
el 9,8 % (n=10) de los restantes fueron sensibles.
La relacion del perfil de resistencia y el patron de
PFGE se presentan en el cuadro 4.

La correlacion de los patrones de PFGE-Xbal y el
patrén de resistencia a agentes antimicrobianos,
revel6 que el patron mas frecuente fue el
COINJ16X01.0017 (cuadro 5), el cual presentd
el patrén de resistencia TE-C-SXT-AMP-AMC
en 10 aislamientos (52,6 %); el patron de
PFGE-Xbal COINJ16X01.0004 presentd6 dos
patrones de resistencia mas comunes: TE-C-
NA-AMP-AMC y TE-C-SXT-AMP-AMC en dos
aislamientos (20 %), mientras que el patron de
PFGE-Xbal COINJ16X01.0031 present6 el patron
multirresistente TE-C-AMC en tres aislamientos
(60 %). No se identificod una asociacion entre los
patrones de resistencia y los perfiles de PFGE con
respecto a la edad ni al origen geografico.
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Figura 2. Dendrograma de la relacion genética de los patrones de PFGE- BInl para el 50 % (n=22) de los aislamientos de S. sonnei
asociados a brotes. Programa GelCompar Il, version 4.0, porcentaje de tolerancia y optimizacién 1,5. Grupos principales: el grupo i,
con el 79,5 % de similitud, y el grupo ii, con un 97,5 % de similitud (i-ii). A la derecha de la figura se indican los patrones frecuentes:
COINJ16A26.0003 (n=3), COINJ16A26.0002 (n=5) y COINJ16A26.0001 (n=3).

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se bas6 en la agrupacion
obtenida mediante PFGE-Xbal en el grupo 1l (lIA,
[IBy IIC); los grupos | y Ill se excluyeron del analisis
debido al niumero de aislamientos asociados.

En el andlisis del grupo Il (lIA, 1B y IIC) se inclu-
yeron las variables de edad, sexo y patron de
resistencia antimicrobiana en cada subgrupo. Al
considerar las variables de edad y de sexo, no se
encontrd asociacion estadisticamente significativa
entre el patron de PFGE-Xbal y dichas variables
en ninguno de los subgrupos (lIA, 1IB y IIC).

Con los datos de la muestra, el patrén de PFGE-
Xbal se relacion6 con el patrén de multirresistencia
en los subgrupos lIAy 1IB (ji al cuadrado: p=0,000),
y no se encontrd relacion estadisticamente signi-
ficativa entre el patrén de PFGE-Xbal y el patron
de resistencia (cuadro 6).
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Discusion

La importancia de S. sonnei en Colombia se
debe a su frecuente notificacion (53,5 %) y a su
asociacion con los brotes (datos sin publicar,
Grupo de Microbiologia, diciembre de 2013). En
este estudio se determind la relacién genotipica
de 102 de 2.048 aislamientos colombianos de S.
sonnei recuperados entre 1997 y 2013 mediante
PFGE, y se identificaron 42 patrones.

La técnica de PFGE ha demostrado ser una
herramienta util para la discriminacion de aisla-
mientos y la identificacion clonal de linajes en
varias especies bacterianas debido a que ofrece
una vision general de la arquitectura de su
cromosoma. Mediante el analisis de recombinacion
de ADN, Karaolis establecié que S. sonnei es
genéticamente homogénea, con bajos porcentajes
de recombinacion a lo largo del tiempo, es decir
gue es una especie muy conservada y clonal (23).
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Cuadro 3. Distribucion de los patrones de PFGE-Xbal de los aislamientos de Shigella sonnei estudiados asociados a brotes por
departamentos

Entidades
territoriales

Total
personas
implicadas

()

Cundinamarca Sd 5

Aislamientos  Patron PFGE — Xbal Patron PFGE — Binl Patron de resistencia

estudiados
por PFGE (n)

Fecha (semana
epidemioldgica)

11/07/2002 COIN02J16X01.0002
(n=4)
COIN02J16X01.0041
(n=1)
COIN08J16X01.0013
(n=2)
COIN08J16X01.0012
(n=1)
COIN08J16X01.0014
(n=1)
COIN08J16X01.0015
(n=1)
COIN08J16X01.0016
(n=1)
COIN08J16X01.0017
(n=2)
COIN08J16X01.0017
(n=4)
COIN08J16X01.0027
(n=1)
COIN09J16X01.0020
(n=2)
COIN09J16X01.0021
(n=1)
COIN09J16X01.0023
(n=2)
COIN12J16X01.0031
(n=3)
COIN12J16X01.0032
(n=1)
COIN12J16X01.0029
(n=3)
COIN12J16X01.0033 TE
(n=1)
COIN13J16X01.0033
(n=2)
COIN13J16X01.0039
(n=1)
COIN13J16X01.0004
(n=1)

COIN02A26X01.0001 TE-SXT-AMP

31/07/2008 Cundinamarca/ Sd 3 COIN08A26X01.0004 TE-SXT

Bogota

23/09/2008 Boyaca Sd 3 COIN08A26X01.0005 (n=1) TE-SXT

COIN08A26X01.0003 (n=1)

28/10/2008 Narifio Sd 2 COIN08A26X01.0002 TE-C-SXT-AMP-AMC

TE-C-AMP-CTX-AMC
01/12/2008 TE-C-SXT-AMP-AMC

Narifio/La Cruz 163 5 COIN08A26X01.0002

AMC

22/07/2009 Boyaca/Santa 8 3

Sofia

COIN09A26X01.0007 TE-SXT

COIN09A26X01.0008

15/09/2009 Boyaca/ 12 2
Sotaquira

Narifio 22 4

COIN09A26X01.0006 TE-SXT / TE-SXT-AMP

30/08/2012 COIN12A26X01.0003 TE-C-AMC

24/09/2012 Narifio/ 6 4

Gualmatéan

COIN12A26X01.0010 TE-C-AMC

07/02/2013 Valle 18 4 COIN12A26X01.0011

TE-C-AMP

Sd: sin dato

Recientemente, Holt encontré evidencia soélida del
agrupamiento regional de S. sonnei, lo que indica
una asociacion geografica (24).

En este estudio, la agrupacién de los 102
aislamientos de S. sonnei mediante PFGE-Xbal
permiti6 determinar 42 patrones en tres grupos
(I-111) con alrededor de 70 % de similitud. Algunos
hallazgos reportados previamente confirman la
naturaleza clonal de S. sonnei. Mammina, et al.
(2005), relacionaron aislamientos de regiones
distantes del sur de Italia con casos importados de
Africa mediante PFGE, estableciendo dos grupos
en 64 aislamientos: A (n=13) y B (n=51); en el grupo
A los patrones fueron indistinguibles y el grupo B se

subdividié en tres grupos diferentes (B1, B2 y B3),
que diferian entre ellos en menos de tres bandas,
por lo que se consideraron como de relacién pré-
xima (25). En un andlisis mediante PFGE, Pazhani
asigno un patrén idéntico a 11 de 17 aislamien-
tos de S. sonnei, en tanto que dos aislamientos
se agruparon como cercanamente relacionados
con este grupo, con diferencias en dos o tres
bandas, y cuatro aislamientos no se relacionaron
genéticamente (11). Pichel, et al., agruparon una
muestra de S. sonnei en cuatro grupos principales
(A-D) mediante PFGE-Xbal y otros cuatro (I-1V)
mediante PFGE-BInl, y determinaron 21 patrones
de casos esporadicos y cinco patrones asociados
a brotes en 56 aislamientos (16).
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Cuadro 4. Relacion entre el patron de PFGE vy el perfil de resistencia o multirresistencia por afio, nimero de aislamientos y

departamentos relacionados

Ao N° aislamientos Patrones de PFGE—Xbal Perfil de resistencia/ Entidad territorial
multirresistencia
1997-2011 61 30 3/10 Antioquia, Bogota, Boyac4, Cesar,
Cundinamarca, Narifio, Risaralda,
Santander, Valle
2012 11 7 1/3 Bogota, Boyaca, Narifio
2013 30 16 2/8 Antioquia, Bogota, Boyaca,

Norte de Santander, Valle

Cuadro 5. Andlisis comparativo de los patrones de PFGE-Xbal y los patrones de resistencia antimicrobiana mas frecuentes en los

aislamientos de Shigella Sonnei estudiados

Patrén de resistencia antimicrobiana

TE-C-NA- TE-C-SXT- Total
Patrones de PFGE- Xbal TE-C-AMC AMP-AMC AMP-AMC TE-SXT  TE-SXT-AMP n (%)
COINJ16X01.0017 2 10 12 (20,6)
COINJ16X01.0004 1 2 2 5 (8,6)
COINJ16X01.0002 4 4 (68)
COINJ16X01.0031 3 1 4 (68)
COINJ16X01.0009 1 2 3 (517)
COINJ16X01.0013 3 3 (517)
COINJ16X01.0023 2 1 3 (517)
COINJ16X01.0029 3 3 (517)
COINJ16X01.0012 2 2 (34)
COINJ16X01.0018 2 2 (34)
COINJ16X01.0020 2 2 (34)
COINJ16X01.0037 2 2 (34)
COINJ16X01.0032, 0035 12 2 34y
COINJ16X01.0006,0011, 0041 12 3 (517)r
COINJ16X01.0025,0028,0034 12 3 (517)r
COINJ16X01.0014,0015,0016,0021, 0040 12 5  (8,6)
Total general 9 6 19 16 8 58 (100 %)

*Los 17 patrones de PFGE-Xbal restantes se agruparon en 15 patrones de resistencia diferentes.
2 numero de aislamientos correspondiente al patrén de resistencia y patréon de PFGE

b porcentaje total por patrén de resistencia antimicrobiana

Cadigos de PFGE para denominar los patrones de Shigella sonnei: CO: Colombia, IN: Instituto Nacional de Salud, J16: Shigella sonnei, X01: enzima Xbal

En este estudio se encontr6 que en algunos
patrones asociados con brotes se incluyeron ais-
lamientos esporadicos no relacionados. El patron
COINJ16X01.0017 colombiano se relacion6 con
cinco aislamientos de un brote en Narifio ocurrido
en el 2008 y con 14 aislamientos no relacionados,
dos del 2004 provenientes de Bogota y Valle, y 12
de los afios 2008, 2010, 2011 y 2013 provenientes
de Narifio, Bogota, Boyaca y Valle, lo cual indica
la dispersién de estos patrones en otros depar-
tamentos del pais.

En el estudio de Pichel, los brotes se agruparon en
cuatro grupos principales y algunos aislamientos
de casos esporadicos procedentes de areas muy
distantes se relacionaron mediante PFGE con
los aislamientos de los brotes (16). En el andlisis
de los 35 aislamientos relacionados con diez
brotes segun los criterios de Tenover, la relacién
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establecida permiti6 considerar que en dos de los
brotes (Boyaca, 2009, y Narifio, 2008), se presentd
un patrén de PFGE indistinguible, y en los otros
ocho se encontraron patrones con una relacion
muy cercana, con cambios en dos o tres bandas
de diferencia (22).

La resistencia a varios antimicrobianos en Shigella
spp. se ha incrementado en los Ultimos afios
como viene reportandose en diferentes regiones
del mundo (8-11,26), y se asocia principalmente
a mecanismos de resistencia relacionados con la
presencia de plasmidos, integrones de clase 1-2
y betalactamasas (27-30).

En los aislamientos colombianos de S. sonnei
estudiados la sensibilidad a todos los antibiéticos
evaluados fue de 9,8 % (10/102) entre 2004 y
2011; la multirresistencia antimicrobiana en estos
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Cuadro 6. Conjunto de andlisis basados en la agrupacion
obtenida mediante PFGE-Xbal del grupo Il (IIA, 1IB y 1IC)

Grupo Il Variable Categoria p
A Sexo Masculino 0,497
Femenino
Edad (afios) 0-4 0,296
5-15 0,139
>16 0,584
Patron de resistencia  Resistente 0,492
antimicrobiano Multirresistente 0,000*
B Sexo Masculino 0,367
Femenino
Edad (afios) 0-4 0,928
5-15 0,581
>16 0,551
Patron de resistencia  Resistente 0,551
antimicrobiano Multirresistente 0,000*
C Sexo Masculino 0,670
Femenino
Edad (afios) 0-4 0,459
5-15 0,549
>16 0,846
Patrén de resistencia  Resistente 0,627
antimicrobiano Multirresistente 0,179

*Prueba estadisticamente significativa

aislamientos se ha observado desde 1998, cuando
se encontr6 el patrén de PFGE COIN98J16X01.
0001 en un aislamiento de un paciente de dos
aflos procedente de Risaralda. La resistencia
a cefalosporinas de tercera generacién solo se
presentd para la cefotaxima (CTX) en 2,9 % (n=3)
de los aislamientos en los afios 1998, 2005, 2008,
y a la ceftazidima (CAZ) en 0,98 % de ellos (n=1)
en el 2005.

La resistencia al acido nalidixico se confirmd
en 17 aislamientos entre el 2003 y el 2013, 12
de los cuales presentaban alta resistencia v,
cinco, resistencia intermedia; debe recordarse
que el acido nalidixico se considera un factor
predictor de una disminucion de la sensibilidad
a la ciprofloxacina y a las fluoroquinolonas, linea
de antibidticos recomendada por la OMS para el
tratamiento de infecciones por Shigella spp. (7).
Se observo la resistencia a la ciprofloxacina en un
aislamiento del 2012 procedente de un paciente
de 7 afios en Bogotd, el cual presentaba el patron
COIN12J16X01.0003, lo que resalta la impor-
tancia de la vigilancia antimicrobiana de estos
mecanismos, ya que esta tendencia podria darse
en los aislamientos asociados con infecciones por
S. sonnei en el pais.

La resistencia al acido nalidixico y a la cipro-
floxacina en Asia y Africa, se ha incrementado
progresivamente entre el 2007 y el 2009, alcanzando
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64,5 y 29,1 %, respectivamente. En Europa y
Ameérica se siguen registrando niveles bajos de
resistencia (<5 y <1 %, respectivamente) (31).

La relacién obtenida mediante la agrupacion per-
mite encontrar patrones y relaciones significativas.
Reukit, et al., reportaron en la agrupacién clonal de
aislamientos de S. sonnei cuatro grupos principales:
en el grupo 2, representado por aislamientos con
un alto porcentaje de similitud (95,9 a 99,7 %) y
un mismo patrén de multirresistencia, se pudo
establecer la relacion entre los aislamientos estu-
diados del subgrupo clonal lIA-1IB con el perfil
de multirresistencia, lo cual permiti6 establecer
una relacién estadisticamente significativa que
podria indicar su relacion con los perfiles de
multirresistencia (32).

Khan, et al., demostraron recientemente que las ma-
nifestaciones extraintestinales de la shigelosis no
se relacionaban exclusivamente con S. dysenteriae
de tipo 1, como se habia considerado hasta
entonces (33). El espectro de las complicaciones
intestinales y extraintestinales graves que producen
todas las especies de Shigella spp. hace de esta
una enfermedad dificil de tratar una vez que las
complicaciones se han desarrollado.

Las infecciones extraintestinales como las bacte-
riemias no son comunes; se considera que la
infeccion neonatal por S. sonnei produce gran
morbilidad y mortalidad, y complicaciones como
la enterocolitis y la septicemia (34).

Se analizaron aislamientos de hemocultivos con
infeccion por S. sonnei de origen extraintestinal
(2,9 %), uno de los cuales se habia aislado en un
recién nacido procedente de Bogot4 y presentaba
el patron COIN11J16X01.0029, con resistencia
a TE; el segundo aislamiento correspondia a un
paciente de 4 afios con sindrome febril proce-
dente de Antioquia, el cual presenté el patrén
COIN05J16X01.0006 con multirresistencia a SXT-
AMP-TE, vy el tercer caso, un adulto de 35 afios
positivo para HIV procedente de Risaralda, presento
el patron de PFGE COIN09J16X01.0012 con
resistencia a SXT-TE, lo cual resalta la importancia
de la vigilancia de esta enfermedad, ya que puede
afectar a grupos de poblacién vulnerable con
manifestaciones clinicas mas graves.

En este estudio se establecié la base de datos
de los patrones electroforéticos de aislamientos
de S. sonnei mediante PFGE, los cuales seran
incorporados en la base nacional de datos. Con
ello se contribuye a la investigacion de brotes y
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casos esporadicos en Colombia y, ademas, la
informacion de dicha base alimenta la base de
datos regional del Centro de Referencia Regional
de PulseNet América Latina y Caribe, que opera
en el Instituto de Enfermedades Infecciosas,
ANLIS, “Dr. Carlos G. Malbran” en Argentina. Esta
informacion se comparte con los paises miembro de
la red PulseNet en caso de alertas internacionales
de brotes y para la notificacién de los patrones de
circulacion comun en la region que pueden persistir
en el tiempo.

Al comparar los patrones de PFGE colombianos con
la base regional de datos, se encontraron patrones
detectados en otros paises de Latinoamérica.
Es el caso de los patrones COINJ16X01.0017 y
COINJ16X01.0004, los cuales se relacionaron
con algunos de Peru (Laboratorio de Referencia
Nacional de Enteropatégenos, Centro Nacional de
Salud Publica, Instituto Nacional de Salud, Lima
LRN-INS, Per(, http://www.ins.gob.pe/portal/home-
cnsp/), asi como del patron COINJ16X01.0022,
relacionado con un patrén de PFGE de Costa Rica
(Centro Nacional de Referencia de Bacteriologia,
INCIENSA, Costa Rica, http://www.inciensa.sa.cr/
inciensa/centros_referencia/bacteriologia.aspx), el
patron COINJ16X01.0003 relacionado con uno de
Chile (Laboratorio de Genética Molecular y Seccién
de Bacteriologia, Instituto Nacional de Salud
Pdblica de Chile, http://www.ispch.cl/vigilancia-
bacteriologia-0), el patron COINJ16X01.0028
relacionado con un patron de Argentina (Red de
Diarreas y Patdgenos Bacterianos de Transmision
Alimentaria, Servicio de Fisiopatogenia y Enterobac-
terias, Antigenos y Antisueros, Instituto Nacional de
Produccion (INPB)-INEI-ANLIS, http://www.anlis.
gov.ar/cnrl/?page_id=117), y el patrén COINJ16X01.
0021, presente en los afios 2009 y 2013, el cual
se relaciondé con un patréon de Brasil (Centro
de Bacteriologia, Instituto Adolfo Lutz, Brasil)
(datos compartidos por la Red PulseNet Regional
Ameérica Latina y Caribe, Instituto de Enfermedades
Infecciosas, ANLIS, “Dr. Carlos G. Malbran”).

Estos patrones electroforéticos reportados en otros
paises sin vinculacion epidemioldgica aparente
pueden estar asociados con viajes de personas
dentro de estos paises 0 a zonas fronterizas, asi
como con fuentes comunes de infeccién, con el
potencial de diseminacion de diferentes clones
que persisten durante largo tiempo y la transmision
de persona a persona de una cepa particular
con cambios genéticos menores a lo largo de un
extenso periodo, 0 con una combinacion de todos
estos eventos (35,36).
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Al considerar factores como el incremento en la
frecuencia de S. sonnei con resistencia antimicro-
biana a nivel global y la capacidad de dispersion
de los aislamientos asociados con morbilidad
y mortalidad, se entiende por qué este patégeno
causante de la enfermedad diarreica aguda es un
problema emergente de salud publica que requiere
seguimiento microbioldgico y epidemioldgico, asi
como el fortalecimiento del sistema nacional de
vigilancia de patdgenos entéricos.
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