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RESUMEN

Se propuso la caracterizacion de 14 cepaShigella boydiil4 aisladas de pacientes

con enfermedad diarreica aguda mediante sus plasmidos de resistencia y de las proteinas
de la membrana externa presentes en ellas. Se realizé la determinacién de la
susceptibilidad antimicrobiana por el método de concentracion minima inhibitoria, la
extraccion de plasmidos R fue seguin Manaitis, los extractos proteicos de las cepas se
obtuvieron segun el método de Blaser modificado y las proteinas de la membrana
externa fueron separadas por SDS-PAGE por el método de Laemmli. Se comprobé que
las cepas resultaron resistentes a la ampicilina (100 %), la tetraciclina (70 %) y al
cotrimoxazol (50 %), y sensibles al acido nalidixico y a la ciprofloxacina. Se observo
la presencia de plasmidos al nivel de los 43; 23; 20; 5,6 y 1,2 kb. Las proteinas de la
membrana externa y el perfil proteico demostraron diferencias con otras especies de
Shigella Este serotipo d&higellase aisla por primera vez en Cuba y y sus caracteristicas

la hacen altamente patégena y de muy dificil diagndstico, por lo que la caracterizacion
de este brote es importante desde el punto de vista epidemiolégico.

Descriptores DeCS: SHIGELLA BOYDIll/aislamiento & purificacion; DISENTERIA
BACILAR; FACTORES R/analisis; PROTEINAS DE LA MEMBRANA
BACTERIANA EXTERNA/anélisis; CUBA.

Los microorganismos del género nifios con enfermedad diarreica aguda
Shieella se encuentran entre los agentes (EDA) en los paises en vias de desarrollo.
identificados con mayor frecuencia en los Las drogas antimicrobianas han demostrado

! Especialista de | Grado en Microbiologia. Investigadora Agregada.

?Licenciada en Microbiologia. Investigadora Auxiliar.

3 Especialista de Il Grado en Microbiologia. Investigadora Titular. Profesora Titular. Subdirectora de Microbiologia.
*Licenciado en Microbiologia.

5Técnica en Procesos Bioldgicos.

8 Técnica en Farmacia.



su utilidad en esta entidad, en la shigelosis resistentes a la tetraciclina, y 50 % al
se han empleado clasicamente la ampicilina, cotrimoxazol, fueron sensibles al acido

el cotrimoxazol y la tetraciclina, a las cuales nalidixico y a la ciprofloxacina (tabla).
las cepas han demostrado alta resistencia

transmitida por plasmidos R, que codifican
los genes de multirresistencia que las hacenTABLA.Suscept/b/ﬁdadalast/rugasdeShigella boydii 14
muy patdgenad.En este estudio se

Drogas Resistencia (%)  Sensibilidad (%)
propuso la caracterizacion de cepas de ——
Shigella boydii14 aisladas de pacientes jmcina 108 2
con EDA mediante sus pladsmidos de Tetraciclina 50 50
resistencia y de las proteinas de la Acidonalidixico 2 98
Ciprofloxacina 0 100

membrana externa presentes en ellas.

METODOS

Se estudiaron 14 cepas 8éigella
boydii 14 aisladas de un brote ocurrido en
la provincia de Camaguiey en el mes de julio
de 1997 y remitidas por el Centro Provincial
de Higiene y Epidemiologia al Laboratorio
Nacional de Referencia de EDA del
Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri". Las cepas fueron comprobadas
bioguimica y serolégicamente para verificar
si pertenecian a este serotipo.

Se les realiz6 la determinacion de la sus-
ceptibilidad antimicrobiana por el método
de concentracion minima inhibitoria (CK¥I)

y a las cepas que resultaron multi-
rresistentes a las drogas de eleccion se le
realizé la extraccién de plasmidos R segun
Manaitis® los extractos proteicos de las

cepas se realizaron seguin el método de

Blaser modificadd, las proteinas de la

membrana externa fueron separadas por

SDS-PAGE por el método de Laenfratn

un gel concentrador al 5 % de acrilamida
y un gel separador al 10 %, para conocer
los patrones re-lacionados con el serotipo
de Shigella boydiil4.

RESULTADOS

Al analizarse el perfil plasmidico de las
cepas se observo la presencia de plasmidos
al nivel de los 43; 23; 20; 5,6 y 1,2 kb en todas,
lo que se corresponde con los plasmidos que
codifican los genes de resistencia a las
diferentes drogas estudiadas (fig.).

Se analizaron las proteinas de la membrana
externa presentes en estas cepas y el perfil
proteico de éstas demostrd diferencias con otras
especies dBhigellaal observarse bandas a los
niveles de 38, 34y 29 kD.

¥rg o | 4

Fig. Perfil plasmidico de las cepas de Shigella boydii 74.
Columna 1: patrdn de peso molecular, Fago Lambda Hind Ill. Columnas

Se comprobd que el 100 % de las cepas

resultaron resistentes a la ampicilina 70 % 2,34, 5,6, 7y 8: cepas de Shigella boydii /4 con bandas de plasmidos
, 0

e 43:23:20:56y 1, 2 kb,
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DISCUSION proteinas de la membrana externa de
Shigella permite establecer una
Este serotipo d&higellase aisla por ~ diferenciacion entre especies y puede
primera vez en nuestro pafs a partir de Utilizarse como un instrumento mas en la
pacientes con enfermedad diarreica aguda, caracterizacion de un brote por un nuevo
por lo que la multirresistencia a las drogas Serotipo como es el casoSleigella boydii
y la presencia de plasmidos R las hace muy 14 en Cuba.
patogenas, pues es conocido que éstos son  La caracterizacion de este brote es
transferidos facilmente de una entero- importante epidemiolégicamente debido a
bacteria a otra y esto podria dar lugar a la que este serotipo es de dificil diagndstico,
aparicion de nuevos brotes @&higella ya que una de sus caracteristicas
boydii 14 con cepas muy resistentes a las bioquimicas es la produccion de gas lo que
drogas de eleccion. Este serotipo es aisladohace que sea atipica paghigella Su
con poca frecuencia en otros paises y los aislamiento por primera vez en la provincia
brotes reportados han sido también de Camagley indica que esta cepa comienza
resistentes al tratamiento de elecdon. a circular en nuestro pais y si no se tiene
Las diferencias observadas en el presente puede escapar al diagnostico
comportamiento electroforético de las microbiolégico.

SUMMARY

The characterization of strains &higella boydiiisolated from patients with acute diarrheal disease by
resistance susplasmides, and of the proteins of the outer membrane that appear in these strans was suggested.
The antimicrobial susceptibility was determined by the minimum inhibitory concentration method, and the
extraction of plasmids R. According to Manaitis, the protein extracts of the strains were obtained by the
modified method of Blaser, whereas the proteins of the outer membrane were separated by SDS-PAGE, using
the Laemmli’'s method. It was proved that the strains were resistant to ampicillin (100 %), teteacyc

(70 %) and cotrimoxazole (50 %), and sensitive to nolidixic acid and to cyprofoflaxine. Plasmides were
observed at the level of 43; 23; 20; 5.6 and 1.2 kb. The proteins of the outer membrane and the protein
profile proved to be different from other speciesSifigella This serotype ofShigellawas isolated for the

first time in Cuba and its characteristics make it highly pathogen and very difficult to be diagnosed. That's
why, the characterization of this outbreak is important from the epidemiological point of view.

Subject headings: SHIGELLA BOYDIl/isolation & purification; DYSENTERY, BACILLARY; R FACTORS/
analysis; BACTERIAL OUTER MEMBRANE PROTEINS/analysis; CUBA.
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