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Resistencia a antibióticos y epidemiología
molecular de Shigella spp. en el nordeste
argentino

Luis A. Merino,1 Gabriela E. Hreñuk,1 María C. Ronconi1 y José M. Alonso1

Objetivos. Evaluar la resistencia a antibióticos de cepas de Shigella spp. aisladas de mues-
tras de heces en el nordeste argentino y caracterizarlas desde el punto de vista de su epidemio-
logía molecular.
Métodos. Se estudiaron 132 aislamientos de Shigella spp. obtenidos de las heces de igual
número de pacientes con diarrea que asistieron a diferentes laboratorios privados y estatales de
las provincias del Chaco y Corrientes, Argentina, durante el período de 1998 a 2002. Cada cepa
se caracterizó según su serotipo, su resistencia a 13 antibióticos individuales o combinados y
su sensibilidad a las piocinas. A 52 cepas seleccionadas en función de sus perfiles de suscepti-
bilidad antimicrobiana se les determinaron la dotación plasmídica mediante lisis alcalina y las
secuencias repetitivas palindrómicas extragénicas mediante la amplificación de segmentos re-
petitivos de ADN con la reacción en cadena de la polimerasa (REP-RCP). Se aplicó la prueba
de ji al cuadrado para comparar proporciones. El nivel de significación estadística fue de 0,05.
Resultados. Shigella flexneri fue la especie más frecuente (78%), seguida de S. sonnei (22%).
En general, la resistencia de S. flexneri a los antibióticos estudiados fue mayor que la de S. son-
nei y esta diferencia fue estadísticamente significativa (P < 0,001) frente a ampicilina, tetraciclina,
cloramfenicol y la combinación de ampicilina con sulbactama. Las cepas de S. flexneri también
mostraron mayor multirresistencia que las de S. sonnei (84,5% frente a 31,0%; P < 0,001). Las
cepas aisladas de S. flexneri pudieron agruparse según 5 piocinotipos, 3 perfiles plasmídicos y 5
patrones de secuencias repetitivas palindrómicas. Por su parte, las cepas de S. sonnei conforma-
ron 3 piocinotipos, 2 perfiles plasmídicos y 3 patrones de secuencias repetitivas palindrómicas.
Conclusiones. Las especies de Shigella estudiadas mostraron una elevada resistencia a los
antibióticos de uso más frecuente, por lo que se deben poner en marcha actividades de vigilan-
cia a fin de detectar y controlar la aparición de nuevas cepas resistentes. La aplicación de téc-
nicas de tipificación epidemiológica puede ayudar a conocer con mayor precisión la distribu-
ción y evolución de cepas de microorganismos resistentes circulantes.
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RESUMEN

Las diarreas agudas de origen infec-
cioso constituyen una de las causas más

frecuentes de mortalidad infantil en los
países en desarrollo, aunque muchas
de ellas —como la shigelosis— pueden
ser tratadas eficazmente con antibióti-
cos (1). La sensibilidad de las especies
del género Shigella a los antibióticos ha
evolucionado en los últimos años de-

bido a la fuerte presión selectiva im-
puesta por el uso irracional de estos
medicamentos. Este fenómeno se ha re-
flejado en el aumento del número de
enfermedades causadas por cepas re-
sistentes, tanto en Argentina como en
otros países (1, 2).
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La tipificación epidemiológica de las
cepas bacterianas es un elemento im-
portante para identificar los brotes in-
fecciosos, determinar la fuente de la
infección y reconocer las cepas par-
ticularmente virulentas (3). Entre las
técnicas de tipificación más frecuente-
mente empleadas se encuentran la
clasificación por biotipos, serotipos,
antibiotipos y piocinotipos bacterianos;
el análisis de plásmidos; y el estudio
del ácido desoxirribonucleico (ADN)
cromosómico mediante electroforesis
en campo pulsátil (PFGE) o por ampli-
ficación de segmentos repetitivos de
ADN mediante la reacción en cadena
de la polimerasa (REP-RCP) (4).

El objetivo de este trabajo fue eva-
luar la resistencia a antibióticos de las
cepas de Shigella spp. aisladas de
muestras de heces en la región del nor-
deste argentino y caracterizarlas desde
el punto de vista de su epidemiología
molecular.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se estudiaron 132 aislamientos de
Shigella spp. obtenidos de heces de
igual número de pacientes con diarrea
que asistieron a diferentes laboratorios
privados y estatales de las provincias
del Chaco y Corrientes, Argentina, du-
rante el período de 1998 a 2002. Las
muestras se recolectaron por emisión
espontánea en frascos estériles de boca
ancha y se enviaron a los laboratorios
en el transcurso de la siguiente hora
para su procesamiento. Las muestras
se analizaron macroscópicamente y al
microscopio mediante montaje hú-
medo y se sembraron en agar con trip-
teína soya suplementado con 5% de
sangre, agar eosina-azul de metileno y
agar para Salmonella-Shigella. Las cepas
identificadas preliminarmente como
Shigella spp. mediante pruebas bioquí-
micas clásicas se inocularon en agar
nutritivo al 7% y se enviaron al Insti-
tuto de Medicina Regional, en la ciu-
dad de Resistencia, donde se confirmó
su identificación mediante pruebas
bioquímicas y serológicas y se efectua-
ron pruebas de sensibilidad a antibió-
ticos. Los aislamientos se mantuvieron

a –20 °C en infusión de cerebro y co-
razón con glicerina al 15% hasta que 
se hicieron las pruebas de biología
molecular.

Para la tipificación serológica de las
cepas se utilizó la técnica de aglutina-
ción en placa con antisueros comercia-
les contra los grupos de Shigella A, B, C
y D (Sanofi Diagnostics Pasteur, Fran-
cia). Las cepas se enviaron posterior-
mente inoculadas en agar al 7% al Ins-
tituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas Dr. Carlos G. Malbrán, de
la ciudad de Buenos Aires, Argentina,
donde se confirmó el grupo serológico
y se determinó el serotipo según co-
rrespondiera, de acuerdo con lo esta-
blecido en el país.

La sensibilidad de las cepas se eva-
luó mediante la técnica de difusión en
agar (5) con los siguientes antibióticos:
10 µg de ampicilina (AMP); 10 µg de
ampicilina con 10 µg de sulbactama
(AMS); 10 µg de cefalotina (CEF); 10
µg de gentamicina (GEN); 30 µg de
neomicina (NEO); 30 µg de tetraciclina
(TET); 30 µg de cloranfenicol (CMP);
10 µg de colistina (COL); 30 µg de
ácido nalidíxico (NAL); 5 µg de cipro-
floxacina (CIP); 100 µg de furazolidona
(FUR); 200 µg de fosfomicina (FOS); y
una mezcla de 1,25 µg de trimetoprima
con 23,75 µg de sulfametoxazol (TMS).
Como control de las pruebas de sensi-
bilidad se utilizó la cepa de Escherichia
coli ATCC® 25922.

Se determinó la sensibilidad de
todos los aislamientos a bacteriocinas
de Pseudomonas aeruginosa (piocinas)
mediante el método de estrías cruza-
das descrito por Wahba (6), utilizando
cepas productoras pertenecientes a la
colección de los autores (7).

Se analizó la dotación plasmídica de
52 cepas escogidas por ser multirresis-
tentes o por compartir igual perfil de
susceptibilidad, mediante la técnica 
de lisis alcalina descrita por Kado y Liu
(8) y modificada por Nakamura y cola-
boradores (9). Se aisló el ADN plasmí-
dico mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0,75% y se determinaron los
pesos moleculares por comparación
visual con los plásmidos presentes en
las cepas de referencia de Escherichia
coli V517 y 39R861.

Se amplificaron las secuencias repe-
titivas palindrómicas extragénicas de
las cepas de igual serotipo que podían
tener alguna relación epidemiológica
por provenir de un mismo sitio y ha-
ber sido aisladas en fechas cercanas.
Para ello se aplicó el método de REP-
PCR descrito por Gallardo y colabora-
dores (10) con el cebador REP3: 5'-
GCG CCG ICA TGC GGC ATT-3'
(Invitrogen Corporation, California,
EUA). Para visualizar mediante elec-
troforesis los segmentos amplificados,
se colocaron 20 µL del producto final
de cada reacción en geles de agarosa al
1,5% con 0,5 µg/mL de bromuro de
etidio. Los segmentos se fotografiaron
con películas Polaroid. Para la compa-
ración de pesos moleculares se utilizó
un marcador de 100 bp. Se emplearon
controles negativos y controles positi-
vos de amplificación de beta-globina.

Los datos se registraron y analiza-
ron mediante el programa Epi Info
(versión 6.04b). Se aplicó la prueba de
ji al cuadrado para comparar propor-
ciones y el nivel de significación esta-
dística se fijó en 0,05.

RESULTADOS

De las 132 cepas de Shigella estudia-
das, 29 (22%) correspondieron a S. son-
nei y 103 (78%) a S. flexneri. De estas úl-
timas, ocho cepas eran del serotipo 6,
tres pertenecían al serotipo 3, una co-
rrespondía al serotipo 1 y las 91 cepas
restantes pertenecían al serotipo 2.

En general, la resistencia de S. flex-
neri a los antibióticos estudiados fue
mayor que la de S. sonnei y esta dife-
rencia fue estadísticamente significa-
tiva (P < 0,001) para los antibióticos
AMP, AMS, TET y CMP (cuadro 1).
Las cepas de S. flexneri también mos-
traron mayor multirresistencia que las
de S. sonnei (84,5% frente a 31,0%; P <
0,001) (cuadro 2).

Con respecto a los patrones de sus-
ceptibilidad obtenidos frente a la pro-
ducción de piocinas por parte de las
cepas de Pseudomonas aeruginosa, las
cepas de S. flexneri se agruparon en 5
piocinotipos, mientras que las de S.
sonnei conformaron 3 piocinotipos di-
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ferentes, independientemente del per-
fil de resistencia que presentaran a los
antibióticos (cuadro 3).

Entre los aislamientos de S. sonnei
seleccionados de acuerdo con sus per-
files de susceptibilidad antimicrobiana
se observaron dos perfiles plasmídicos
que solo diferían en un plásmido de
5,0 kb; entre las cepas multirresistentes
de S. flexneri se encontraron tres perfi-
les que diferían entre sí por la presen-
cia de uno o dos plásmidos (cuadro 4).
Además, todas las cepas contenían un
plásmido de aproximadamente 130 kb.
En la figura 1 se muestran los diferen-
tes patrones plasmídicos observados.

En cuanto a la caracterización me-
diante la técnica de REP-PCR, las cepas
de S. flexneri se agruparon en cinco per-
files según las bandas de ADN que ge-
neraban (A, B, C, D y E), caracterizadas
por una gran diversidad de tamaños,
mientras que las cepas de S. sonnei se
agruparon en tres perfiles (F, G y H)
con mayor homogeneidad en el ta-
maño de las bandas (figura 2).

En el cuadro 4 se resumen las carac-
terísticas de las cepas estudiadas y la
relación encontrada entre los perfi-
les más frecuentes de resistencia a
antibióticos y los demás marcadores
epidemiológicos.

DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio con cepas de Shigella ais-
ladas de muestras clínicas confirman
resultados previos que revelan una
mayor prevalencia de S. flexneri, parti-
cularmente del serotipo 2, seguida de
S. sonnei en Argentina (2, 11) y otros

países (12, 13), aunque algunos autores
han encontrado un predominio de los
aislamientos de S. sonnei (14, 15).

Entre los hallazgos del presente tra-
bajo debe destacarse el elevado número
de aislamientos resistentes a AMP y
TMS. En los últimos años se ha obser-
vado el aumento de la resistencia frente
a estos antibióticos en Argentina en
comparación con 1995–1996 (16) y 2000
(11), lo cual limita el empleo de estos
medicamentos antimicrobianos en el
tratamiento de las diarreas producidas
por Shigella. Esta tendencia también se
ha observado en otros países (17).

Los niveles de resistencia a NAL 
son similares a los encontrados por
otros autores (1, 12, 18). Aunque no se
detectaron aislamientos resistentes a 
CIP, la aparición de cepas resistentes 

a NAL debe servir de alerta, ya que es-
tudios realizados en Salmonella spp.
han demostrado que la resistencia a
este último antibiótico puede indicar
que ha disminuido la sensibilidad
frente a las quinolonas fluoradas (19).

La alta proporción de multirresisten-
cia encontrada en ambas especies de
Shigella ya ha sido demostrada previa-
mente por Vila y colaboradores en
cepas aisladas de pacientes con diarrea
del viajero (20), por Lima y colabora-
dores en Fortaleza, Brasil, (21) y por
Boehme y colaboradores en Temuco,
Chile (22). El hecho de que S. flexneri
sea la especie encontrada con mayor
frecuencia y la de mayor multirresis-
tencia constituye un grave problema
médico y sanitario, ya que se reducen
las posibilidades terapéuticas, princi-
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CUADRO 1. Resistencia a antimicrobianos en cepas de Shigella aisladas en la región
nordeste de Argentina, 1998–2002

S. flexneri (N = 103) S. sonnei (N = 29)

Cepas Cepas
resistentes resistentes

Antibiótico No. % No. % P a

Ampicilina 83 80,6 11 37,9 < 0,001
Tetraciclina 66 64,1 2 6,9 < 0,001
Trimetoprima/sulfametoxazol 61 59,2 18 62,1 0,78
Cloranfenicol 57 55,3 2 6,9 < 0,001
Ampicilina/sulbactama 47 45,6 2 6,9 < 0,001
Cefalotina 17 16,5 2 6,9 0,19
Gentamicina 7 6,8 0 0,0 0,17
Furazolidona 7 6,8 0 0,0 0,17
Fosfomicina 6 5,8 2 6,9 0,55
Colistina 4 3,9 1 3,4 0,91
Ácido nalidíxico 3 2,9 1 3,4 0,88
Neomicina 2 1,9 0 0,0 0,60
Ciprofloxacina 0 0,0 0 0,0 Indefinido

a Nivel de significación de 0,05.

CUADRO 2. Distribución de las cepas de Shigella resistentes a más de un antimicrobiano (multirresistentes) según 
la especie y el número de antibióticos frente a los cuales presentaron resistencia. Región nordeste de Argentina, 1998–2002

No. de Número de antibióticos frente a los Cepas

cepas cuales hubo resistencia multirresistentes

Especie aisladas 2 3 4 5 6 7 8 No. %

S. flexneri 103 11 15 24 23 12 1 1 87 84,5
S. sonnei 29 5 1 1 1 1 0 0 9 31,0

Total 132 16 16 25 24 13 1 1 96 72,7



palmente en niños y otros grupos de
pacientes en quienes el uso de quinolo-
nas fluoradas no está autorizado. El fe-
notipo de resistencia combinada frente
a AMP, CMP, TET y TMS fue también
el que encontraron con mayor frecuen-
cia Navia y colaboradores en Tanzania
(13), Brito Alayón en Argentina (23) y
Farfán y colaboradores en Chile (24).
Dicha resistencia se vinculó con la pre-
sencia de plásmidos transferibles con
pesos moleculares de 94,5 a 120 kb.

En el presente trabajo se encontró
más de un piocinotipo en cepas que te-
nían un mismo fenotipo de resistencia 
a antibióticos. Esta información es de
gran utilidad si se desea realizar una
discriminación preliminar de los aisla-
mientos según su origen clonal antes
de determinar los genotipos, ya que la
tipificación por piocinas resulta más
económica y reproducible. El poder
discriminatorio de la tipificación por
piocinas puede llegar a 0,824 y aumen-

tar a 0,945 cuando se combinan el pio-
cinotipo y el antibiotipo (7). El poder
discriminatorio es la probabilidad de
determinar correctamente que dos ce-
pas tipificadas mediante un carácter
fenotípico tienen diferente origen clo-
nal. Esta metodología se ha aplicado
con éxito en varios estudios en los que
se pudo tipificar a la mayoría de las
cepas mediante su resistencia a las pio-
cinas (14).

La tipificación bacteriana mediante
el análisis de la dotación plasmídica 
de los aislamientos estudiados en el
presente trabajo resultó de escasa
utilidad, ya que este método permite
caracterizar mejor las cepas que pre-
sentan dos plásmidos o más (25). El
hallazgo de 1 a 8 plásmidos de dife-
rentes tamaños en cepas de S. flexneri
y de hasta 12 plásmidos en cepas de 
S. sonnei permitió relacionar la resis-
tencia de esas cepas a los antibióticos
con elementos genéticos transferibles
que pueden pasar hacia otras bacterias
y transmitir la resistencia (26, 27).

Por su parte, la metodología de
REP-PCR ha sido ampliamente apli-
cada por diversos autores para tipifi-
car cepas, ya sean provenientes de
casos aislados o de brotes. Al igual que
otras técnicas que amplifican secuen-
cias repetitivas (28), esta ha demos-
trado poder discriminar cepas de dife-
rentes orígenes con una precisión
similar a la obtenida mediante electro-
foresis en campo pulsátil (13), que se
considera la técnica patrón para la tipi-
ficación molecular de cepas. En el pre-
sente trabajo, la REP-PCR permitió de-
mostrar que cepas con un mismo perfil
de resistencia tenían diferentes patro-
nes electroforéticos y viceversa. Esto
podría indicar que, aun cuando algu-
nas de las cepas proviniesen de un
mismo clon, la presión selectiva im-
puesta por el uso de medicamentos an-
timicrobianos pudo haber llevado a la
aparición de nuevos patrones de resis-
tencia debido a la incorporación de
elementos extracromosómicos transfe-
ribles. Por otro lado, la correlación en-
contrada entre los piocinotipos y los
patrones genéticos observados me-
diante la REP-PCR podría indicar la
conveniencia de realizar la tipificación
fenotípica antes de aplicar las técnicas
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CUADRO 4. Relación entre los perfiles de resistencia antimicrobiana más frecuentes en
cepas de Shigella aisladas y otros marcadores epidemiológicos. Región nordeste de Ar-
gentina, 1998–2002

Marcadores epidemiológicos

Perfil plasmídico
Fenotipo de (pesos aprox. No. de

Especie resistenciaa en kb) Piocinotipob REP-PCRc cepas

S. flexneri AMPr AMSr TETr 130; 70; 5,0; 2,5 I A 6
CMPr TMSr

II B 5
III C 4
IV D 4

AMPr TETr CMPr 130; 7,0; 2,5 I A 5
TMSr

IV D 4
V E 2

AMPr TETr TMSr 130; 5,0 II B 4
III C 2
IV D 1

S. sonnei TMSr 130 VI F 6
VII G 5

AMPr TMSr 130; 5,0 VIII H 4

a AMP: ampicilina; AMS: ampicilina + sulbactama; TET: tetraciclina; CMP: cloranfenicol; TMS: trimetoprima + sulfametoxazol.
b Patrones de susceptibilidad frente a diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras de piocinas.
c Perfiles de bandas obtenidos por amplificación de segmentos repetitivos mediante reacción en cadena de la polimerasa.

CUADRO 3. Perfiles de susceptibilidad a piocinas (piocinotipos) obtenidos en las cepas de
Shigella aisladas. Región nordeste de Argentina, 1998–2002

Cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras de piocinas

Piocinotipo NF217 NF220 NF237 NF249 NF252 NF257

I S R S S S S
II S S R S S R
III S S S R R R
IV S R S S R S
V R R S S S S
VI R S R S S R
VII R R S R R S
VIII S S S S S S

S = cepa sensible; R = cepa resistente.



de tipificación genética, que resultan
más costosas y no se hacen en todos
los laboratorios.

El escaso número de perfiles obteni-
dos con los diferentes métodos utiliza-
dos puede indicar que la aplicación ais-
lada de cualquiera de estas técnicas de
tipificación puede conducir a conclu-
siones epidemiológicas erróneas y que
solo su uso combinado en un contexto
temporal y geográfico adecuado puede
llevar a correlaciones epidemiológicas
correctas entre diferentes aislamientos.

El análisis de los resultados obte-
nidos mediante la combinación de las
diferentes metodologías empleadas
permitió concluir, tomando en consi-
deración las fechas y lugares en que se
realizaron los aislamientos, que las ce-
pas provenían de casos aislados y no
de brotes. La única excepción fueron
las seis cepas de S. flexneri resistentes a
AMP, AMS, TET, CMP y TMS, las cua-
les pertenecían al piocinotipo I y un
perfil de bandas del tipo A según la
REP-PCR, lo cual refleja que puede
existir una relación clonal y epidemio-
lógica entre dichas cepas.

Los resultados obtenidos indican
que, en las especies de Shigella estudia-
das, la resistencia a los antibióticos de
uso más frecuente es elevada, por lo
que se deben poner en marcha activi-
dades de vigilancia orientadas a detec-
tar y controlar la aparición de nuevas
cepas resistentes. La aplicación de téc-
nicas de tipificación epidemiológica
puede ayudar a conocer con mayor
precisión la distribución y evolución
de las cepas resistentes circulantes.
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FIGURA 2. Patrones electroforéticos representativos de los diferentes grupos que se
observaron en cepas de Shigella estudiadas mediante la amplificación de segmentos
repetitivos de ADN con la reacción en cadena de la polimerasa. Región nordeste de Ar-
gentina, 1998–2002

a: Shigella flexneri; b: Shigella sonnei; MP: marcador de pesos moleculares de 100 bp.
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FIGURA 1. Perfiles plasmídicos representativos de las cepas de
Shigella con multirresistencia. Región nordeste de Argentina, 1998–
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