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INTRODUCCION. El objetivo de este estudio es describir un
brote de gastroenteritis por Shigella sonnei en un colegio.
METoDOS. Se realizé una encuesta epidemioldgica. En

5 pacientes se obtuvieron coprocultivos. La tipificacion
molecular de los aislamientos se realizo6 mediante
electroforesis en gel de campos pulsantes (PFGE),
secuenciacion de genes metabdlicos (MLST) y analisis
plasmidico.

ResuLTADOS. La tasa de ataque fue del 14,3% (67 alumnos).
Se aisl6 S. sonnei en los 5 enfermos. Se tipificaron 4 cepas
que resultaron indistinguibles.

ConcLusion. Estos resultados sugieren una identidad
comun de la cepa causal.

Palabras clave: Shigella sonnei. Brote. Investigacion
epidemiolégica. Tipificacion molecular.

Molecular characterization of the strain causing a shigellosis
outbreak in a Madrid school

INTRODUCTION. The aim of this study is to describe a Shigella
sonnei outbreak in a school.

MeTHoD. An epidemiological inquiry was performed. Stool
samples from 5 patients were cultured. Molecular typing
of the isolates was carried out by PFGE, MLST and plasmid
analysis.

ResuLTs. The attack rate was 14.3% (67 students). Shigella
sonnei was isolated from all 5 patients. The four strains
available for typing were indistinguishable.

ConcLusion. These results suggest a common identity of
the outbreak strain.
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Introduccion

La shigelosis es una infeccién invasiva del colon, ocasio-
nada por Shigella spp., que origina un espectro de mani-
festaciones clinicas que van desde procesos leves de diarrea
autolimitada a cuadros de disenteria bacilar. Existen 4 es-
pecies de Shigella: S. sonnei, S. flexneri, S. boydii y S. dy-
senteriae. S. sonnei suele producir casos menos severos que
las otras especies y en nuestro medio representa més del
80% de los aislamientos del género'. En Espafia esta infec-
cién ha experimentado un marcado descenso, pasando de
cifras de aislamiento en torno al 1-5% en la década de
1980%2 a resultar actualmente un hallazgo casi excepcional
(en el momento presente un porcentaje elevado de las ce-
pas de Shigella sp. aisladas en nuestro medio, lo son como
causa de diarrea en viajeros internacionales). Ocasional-
mente se detectan brotes de origen hidrico® o alimentario®.
También son posibles los brotes de transmisién interperso-
nal, especialmente en guarderias y escuelas infantiles®®. El
objetivo de este trabajo es describir un brote de gastroente-
ritis ocasionado por S. sonnei en un colegio de Madrid en
el que se realizo la tipificacion molecular de los aislamien-
tos por electroforesis en gel de campos pulsantes (PFGE),
analisis de las secuencias de diversos genes implicados en
el metabolismo general de la bacteria (MLST) y estudio del
perfil de plasmidos.

Métodos

Ante la notificacion el 2 de noviembre de 2004 de 2 casos de infec-
cién por S. sonnei en 2 hermanos que acudian a un mismo colegio se
inicié una investigacién epidemiolégica. Tras contactar con el centro
escolar se comprobé que desde la segunda quincena de septiembre se
habian producido al menos una decena de casos similares. Con objeto
de confirmar el posible brote se confeccion6 una encuesta, dirigida a
los padres, que recogié informacién sobre antecedentes recientes de
sintomatologia gastrointestinal entre los 469 alumnos del colegio asi
como el posible contacto con otras personas que hubieran sufrido una
clinica similar, tanto en el entorno familiar como extrafamiliar.

Asi mismo se efectué una visita al centro escolar para conocer la dis-
tribucién de las aulas y los aseos correspondientes a cada nivel educa-
tivo, los menus servidos en el comedor escolar los dias previos y la posi-
ble existencia de alteraciones en los conductos de distribucién de agua
potable. Se consider6 caso probable a todo alumno/a que desde el dia
15 de septiembre de 2004 padecié diarrea de comienzo brusco y dura-
cién igual o superior a 3 dias acompaiiada, al menos, de dos de los si-
guientes sintomas o signos: emisién de sangre y/o moco en heces, fiebre
o dolor abdominal. El criterio de confirmacién de caso incluy6 el aisla-
miento de S. sonnei en coprocultivo. Se realizaron coprocultivos en 5 pa-
cientes distintos siguiendo una metodologia estdndar. La susceptibili-
dad de los aislamientos frente a ampicilina, amoxicilina/dcido
clavulénico, cefotaxima, cefalotina, dcido nalidixico, ciprofloxacino, clo-
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ranfenicol, cotrimoxazol, sulfonamidas, estreptomicina, gentamicina,
kanamicina y tetraciclina se determiné mediante difusién en disco. La
tipificacién molecular de las cepas mediante PFGE se llev6 a cabo utili-
zando la enzima de restriccién Xbal (Roche, Espana) y segun el proto-
colo formulado por PulseNet Europe (www.pulsenet-europe.org). Los
patrones obtenidos fueron comparados usando el coeficiente de Dice,
con una tolerancia del 1,5%. Para la construccién del dendrograma se
utiliz6 el algoritmo UPGMA (unweighed pair group matching analysis)
contenido en el programa Fingerprinting II Informatix (BioRad, Espa-
fia). En la ejecucién del MLST se sigui6 el protocolo propuesto por
www.shigatox.net. Cada uno de los genes estudiados (aspC, clpX, fadD,
icdA, lysP, mdh y uidA) fue amplificado por reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) utilizando los iniciadores recomendados en http:/shi-
gatox.net/stec/mlst-new y a continuacién secuenciado en ambas direc-
ciones. La extraccién de pldsmidos se efectué mediante el método de
Kado y Liu". Para valorar la capacidad discriminativa de estas técni-
cas se incluyeron en el estudio 8 cepas de S. sonnei de la coleccién del
Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella y Shigella (LNRSS).

Resultados

Se obtuvo respuesta en 407 (87%) de las 469 encuestas
distribuidas y se detectaron en total 67 casos (tasa de ata-
que del 16,5% sobre el total de encuestas cumplimentadas y
del 14,3% sobre el total de alumnos del colegio). Se observé
una asociacion significativa (p < 0,05) entre mayor tasa de
ataque y menor edad (31 casos en 156 alumnos de ense-
fianza infantil [19,9%] frente a 36 casos en 313 alumnos de
secundaria [11,5%]). El brote se prolong6 por 56 dias. En-
tre el 22 de septiembre y el 18 de octubre aparecieron los
primeros cuadros clinicos y entre los dias 19 de octubre y
3 de noviembre se acumularon un 80% del total de casos
(fig. 1). Un total de 11 casos se dieron entre hermanos (tam-
bién alumnos del mismo colegio) de otros escolares sinto-
maticos. No se detect6 ningin caso ajeno al colegio ni en el
entorno familiar ni en el extrafamiliar. Los sintomas més
frecuentes (aparte de la diarrea) fueron fiebre superior a
38 °C (97%), dolor abdominal (89,6%), nauseas/vomitos

(83,6%) y emisién de sangre/moco en heces (44,8%). La du-
racién de la clinica fue de 4 a 17 dias con una media de 6,5.
El156,7% de los casos ocurrieron en ninas. La mayoria de los
pacientes recibieron tratamiento sintomético y fueron diag-
nosticados clinicamente. El primer caso confirmado apare-
ci6 el 15 de octubre. En 5 pacientes se aisl6 S. sonnei. Cua-
tro de estas cepas pudieron recuperarse para ser
caracterizadas. Las cuatro eran resistentes frente a ampici-
lina, estreptomicina, sulfonamidas y cotrimoxazol, y sensi-
bles frente al resto de los antibiéticos probados. La tipifica-
ci6én molecular por los tres métodos empleados mostré un
patrén comun (las 4 cepas exhibian una homologia del
100% por PFGE, poseian la misma combinacién de plasmi-
dos [82 y 38 kb] y revelaban el mismo perfil alélico por
MLST). La tipificacion por PFGE y la determinacién del
perfil de plasmidos diferenciaron las 4 cepas del brote de
otras 8 cepas control de S. sonnei pertenecientes a la colec-
cion del LNRSS y provenientes de casos esporadicos. MLST
s6lo revel6 polimorfismo en el gen aspC, identificdndose
2 alelos aspC1 y aspC2, que diferian en un tnico nucledti-
do que daba lugar a un cambio en un aminoéacido. A pesar
de este polimorfismo, no se logré diferenciar a las 4 cepas
del brote de otras 4 cepas de la colecciéon del LNRSS (fig. 2).
Dada la demora en la deteccién del brote no fue posible ob-
tener muestras de alimentos de los mends servidos en el co-
medor escolar durante los dias de mayor incidencia (18 al
20 de octubre). Se comprobé que los alumnos de preescolar
(3-5 anos) no siempre iban acompanados al bafio por profe-
sorado del colegio. Adem4s utilizaban aseos distintos de los
de los nifios mas mayores. Estos aseos disponian de una
sola toalla de uso comun para el secado de manos. No se
detectaron anomalias en la red de distribucién de agua po-
table del edificio.

Discusion
Los brotes causados por S. sonnei pueden surgir espo-
radicamente entre nifios de edad escolar y preescolar58.

N.2 de casos
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Figura 1. Distribucion de los casos de shigelosis segtn el dia de inicio de los sintomas.
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Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%)] MLST Perfil plasmidico (kb)
PFGE-Xbal PFGE-Xbal
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- | l I | || ||| 2136/04 S.sonnei 1 1 1 1 1 1 A 135; 5,4; 2,5
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7961/04 S.sonnei 2 1 1 1 1 1 1
| 7962/04 S.sonnei 2 1 1 1 1 1 1 82,4;38,3;2,5
| ] 796304 S.sontnei 2 1 1 1 1 1 1
8103/04 S.sonnei 2 1 1 1 1 1 1
[ | I I | I 6397/04 S.sonnei 2 1 1 1 1 1 1 82,4;5,4;2,5
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{ ' LI ] 1648/02 S.somnei 2 1 1 1 1 1 1 82,4;54

Figura 2. Andlisis de los patrones de PFGE, MLST y perfil plasmidico de las cepas de Shigella sonnei del estudio.

Los menores de 4 afios son los mas susceptibles en estas
situaciones®. En el brote aqui descrito la sintomatologia
resulté més grave que en otros brotes de shigelosis?, con
disenteria en casi la mitad de los pacientes, pero compara-
ble a la detectada en escolares de edad similar®. La mayo-
ria de los casos se agruparon en pocos dias. Este hecho
podria apuntar a una exposicién a una fuente comin. En
algunos brotes asociados con el consumo de alimentos el
origen de la infeccion puede estar mediado por una perso-
na colonizada?. Aunque no se lleg6 a confirmar la forma de
introduccién de la cepa en el colectivo, el brote podria ha-
berse iniciado a partir de un individuo infectado. La apa-
ricién de varios casos previos al pico de maxima incidencia
(uno de ellos confirmado 3 dias antes del dia que reuni6
mayor nimero de casos) respalda esta posibilidad. La des-
viacion hacia la derecha de la curva epidémica indica que
se produjo una propagacion de persona a persona. La dis-
tribucién de los casos segun los niveles educativos apunta
a diferentes grados de exposicién relacionados con héabi-
tos higiénicos deficitarios en edades tempranas®. La apari-
cién de casos entre miembros de la misma familia (her-
manos también escolarizados en el colegio) revela una
asociacion cercana entre casos. Entre las limitaciones me-
todolégicas del estudio de este brote hay que sefialar que
la encuesta epidemiolégica no se recab6 informacién espe-
cifica sobre antecedentes recientes de viajes al extranjero
de los escolares o sus contactos. Por estos motivos no se
puede descartar un origen importado del brote. En este
brote, las 4 cepas aisladas en pacientes distintos mostra-
ron un patrén andlogo de sensibilidad antibi6tica y los
resultados de la tipificacién molecular sugirieron una
identidad comun®. En consonancia con otros estudios de si-
milares caracteristicas® la determinacién del perfil de
plasmidos y PFGE demostraron tener un alto nivel de dis-
criminacién. Sin embargo, el perfil plasmidico no debe con-
siderarse una herramienta especialmente apropiada para
la diferenciacién entre cepas. Si bien es probable que ce-
pas de un brote compartan el mismo perfil, también es po-
sible que cepas no relacionadas entre si, pero originarias
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de la misma zona, incorporen los mismos plasmidos (como
consecuencia de fenémenos de conjugacion) o alberguen
otros plasmidos diferentes pero de tamaiio indiferenciable.
En la actualidad PFGE se considera la técnica de eleccién
en el estudio de enteropatégenos!®. El tipado mediante
MLST, aunque ha sido descrito con potencial variabilidad
entre las cepas de Escherichia coli diarreagénicos y Shi-
gella sp. (www.shigatox.net), resulté de escasa utilidad
como marcador epidemioldgico en S. sonnei, ya que tan
s6lo en un gen (aspC) se identific6 mas de una variante
alélica que, ademads, no permitié diferenciar inequivoca-
mente a las cepas responsables del brote.
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