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El género Shigella (Familia: Enterobacteriaceae) estd compuesto por cuatro especies: Shigella sonnei, Shigella flexneri, Shigella
boydii y Shigella dysenteriae. Todas poseen capacidad patégena, causando enteritis invasora caracterizada por producir dolor
abdominal cdlico, diarrea y fiebre. La afectacion coldnica da lugar a una reaccion inflamatoria intensa con moco y pus, pudiendo
formarse Ulceras sangrantes, por lo que las deposiciones son, caracteristicamente, de pequefio volumen y pueden ir
acompafiadas de moco y sangre dando lugar, en conjunto, al cuadro denominado disenteria bacilar. S. dysenteriae es la especie
que suele producir cuadros clinicos mas graves.

Las shigelas tienen como Unico reservorio al hombre y su dosis infectante minima es pequefia, lo que permite su transmisién no
solo a través de los alimentos, sino también a través del agua y por contacto directo entre nifios en las guarderias. Sin embargo,
como todos los microorganismos de transmision fecal-oral cuyo Unico reservorio es humano (shigelas y Salmonella bioser Typhi),
pueden llegar a erradicarse con medidas de higiene personal y ambiental. De hecho, las tres especies autdctonas de nuestro pais
S. sonnei, S. flexneri y S. boydii, afortunadamente, se observan con muy poca frecuencia, llegando a resultar ya excepcionales en
algunas zonas. Sin embargo, no es infrecuente detectar cualquiera de las cuatro especies como agente causal de diarrea del
viajero o en inmigrantes de paises donde la shigelosis es endémica.

Es interesante destacar que tanto Shigella como Yersinia enterocolitica, bacterias patdogenas invasoras, han sido tomadas como
modelo para el estudio de los mecanismos moleculares de invasion, lo que ha permitido conocer los procesos que les inducen a
atravesar activamente la mucosa intestinal intacta. Curiosamente, Shigella, el ejemplo de bacteria invasora, alcanza la

submucosa del colon y es capaz de ulcerar esos tejidos, pero sélo produce bacteriemia en casos absolutamente excepcionales.

Para el estudio microbioldgico, las heces deben recogerse, si es posible, en un volumen significativo (4-5 ml si son liquidas; una
porcién del tamafio de una nuez si son pastosas) mediante una cucharilla o espatula y depositarlas en un frasco limpio con cierre
hermético. Si resulta imposible porque el paciente no puede producir muestra en un momento critico, 0 no puede movilizarse, o
por otra razdn, se tomara una muestra mediante escobillonado rectal, asegurandose que se recoge un minimo de materia fecal.

Las shigelas, campilobacter, C. difficile y los trofozoitos de los protozoos son muy labiles a diversos agentes fisicos y quimicos,
por lo que las muestras de heces deben procesarse antes de dos horas o incorporarse a diversos medios de transporte, segun
los estudios a realizar. Los escobillones, para evitar la desecacién, siempre deben incluirse en un medio de transporte, que
generalmente incorporan. En la tabla 1 se propone un esquema para el transporte de las heces.

El examen directo (tincién de Gram) no aporta informacion adicional en las enteritis bacterianas, excepto en las causadas por
campilobacterias, que pueden observarse en la mitad de los casos en que se recuperaran por cultivo. La observacién de las
heces en fresco, teflidas con azul de metileno o fijadas por la solucién de mertiolato-yodo-formol (MIF), permite detectar la
presencia de leucocitos y hematies. Estos se observan en alrededor del 40-70% de las enteritis bacterianas invasoras
(campilobacter, salmonela, shigela, yersinia, etc.).Tanto el examen directo, como el cultivo deben hacerse, preferentemente, a
partir de fragmentos de heces con moco, pus o sangre, si existen.

No existen medios liquidos de enriquecimiento Utiles para las shigelas, a pesar de que se ha recomendado el caldo para
gramnegativos segln Hajna. En nuestra experiencia no se ha demostrado eficaz.

Los diversos medios de cultivo utilizados para la siembra directa poseen diferente capacidad selectiva, e incluso un mismo medio
puede variar segun el fabricante e incluso el lote. Los medios mas utilizados, para el aislamiento de enterobacterias
enteropatdgenas, de menos a mas selectivos (inhibidores), son el agar eosina azul de metileno (EMB), el de Mac Conkey, el agar
xilosa-lisina-desoxicolato (XLD), el de Hektoen, y el agar Salmonella-Shigella (SS). Los medios de XLD y Hektoen han sido
recomendados especificamente por muchos microbiélogos para el aislamiento de las shigelas. Otros medios, con elevadas
concentraciones de verde brillante no son adecuados para el aislamiento de las shigelas (Tabla 2). Por todo lo sefialado es
recomendable efectuar la siembra directa para el aislamiento de enterobacterias enteropatdégenas en un medio poco inhibidor y
otro mas inhibidor. Nosotros utilizamos el XLD y el SS, pero quizas el factor mas importante para conseguir el mayor rendimiento
es la experiencia que posee cada bacteriélogo con el medio que utiliza.

Los medios XLD y Hektoen, cuando funcionan correctamente, poseen un soberbio poder diferencial, pero no ha de olvidarse
cuando se trabaja con medios con lactosa como sustrato diferencial (Mac Conkey, Hektoen y SS) que las colonias de S. sonnei, a
las 24 o 48 horas, pueden aparecer como discretamente lactosa positivas y ofrecer al observador dos tipos morfolégicos fruto de
la segregacion espontanea del plasmido de patogenicidad (medianas, prominentes, lisas, de borde regular o grandes aplanadas,
estriadas, con bordes irregulares).

Es muy recomendable resembrar las colonias sospechosas simultaneamente en los medios de Kligler (KIA) y agar lisina hierro
(LIA). Toda colonia que en estos medios fermenta la glucosa sin producir gas, no utiliza la lactosa, no produce SH», es inmovil, no
descarboxila la lisina ni la desamina (ver LDA, en Tabla 3) es sospechosa de shigela, aunque también puede tratarse de una
yersinia (éstas poseen un ureasa muy activa) o de cepas atipicas de Escherichia coli lisina negativa (son ONPG e indol positivas),
de Citrobacter diversus agaségeno (positivo para el citrato de Simmons), de cepas de Morganella o Providencia atipicas que no



desaminan activamente la lisina ni producen gas (se diferencian por ser fenilalanina positiva), o bien de Aeromonas caviae
(oxidasa positiva) (Tabla 3).

Segun la estrategia adoptada, puede procederse primero a identificar metabdlicamente la cepa mediante técnicas estandar
(baterias de identificacion comerciales o de elaboracién propia), o bien aglutinarla directamente a partir del Kligler si la sospecha
es elevada segun los datos de la tabla 3.

Existen comercializadas mezclas de antisueros frente a las diferentes especies de Shigella (las cuales, en realidad, son
bioserogrupos de una Unica genoespecie) debiendo empezarse la aglutinacion con los mas frecuentes: S. sonnei; S. flexneri; S.
boydii y S. dysenteriae, por este orden, o segun la propia nocién epidemiolégica. Si la shigela es ONPG positiva, hay que
aglutinar con antisuero anti-S. sonnei (Tabla 3). Cuando la cepa aglutina con el primer suero utilizado debe vigilarse que no sea
autoaglutinable (no debe producirse aglutinacion con una gotita de una solucién de NaCl al 2%). Si la sospecha de shigela es
muy elevada o incluso ha sido confirmada metabdélicamente y no aglutina con los antisueros especificos para las shigelas, debe
practicarse una suspension espesa de la bacteria en un tubo de centrifuga con 2-3 ml de suero fisiol6gico, llevar a bafio maria a
100° C durante 15-30 minutos, centrifugar, decantar y aglutinar el sedimento. Si aglutina en estas condiciones, hay que controlar
que la cepa no se ha vuelto autoaglutinable.

No existen sondas o0 métodos de amplificacién comercializados (PCR u otros) para la deteccién de estos microorganismos,
aunque si se han descrito procedimientos para desarrollarlos en el propio laboratorio. La mayoria de ellos se basan en la
deteccion o amplificacion del gen de virulencia ial, comin a todas las shigelas y a E. coli enteroinvasora. El locus detectado se
halla en el plasmido de patogenicidad, que puede perderse espontaneamente durante las resiembras, en particular en S. sonnei,
por lo que este método no se utiliza para la identificaciéon de las cepas de coleccion.

La aparicion de resistencias no es infrecuente, en particular a sulfamidas, cotrimoxazol, ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas,

cloranfenicol, acido nalidixico y otros, por lo que debe efectuarse siempre antibiograma. Cuando son activos, la amoxicilina, el
cotrimoxazol, las fluoroquinolonas y la furazolidona suelen ser muy eficaces.
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Tabla 1. Toma de muestras.

« Universal (bacteriologia/parasitologia/virologia)

o Volumen:
Heces pastosas: 4-6 gramos (tamafio de una nuez). Si son liquidas, 5-10 ml.

o Recipiente:
Frasco de plastico, limpio, cerrado herméticamente.

o Transporte al laboratorio:
Rapido. Menos de 2 horas desde la emision, si se procesa dentro de este tiempo puede mantenerse a
temperatura ambiente



Si no se puede transportar la muestra con la rapidez sefialada (universal) o s6lo se desea realizar un tipo de andlisis:

» Bacterioldgico
o Volumen:

Heces pastosas: 1-2 gramos. Si son liquidas, 3-5 ml

o Recipiente:

Frasco conteniendo medio de transporte tipo Cary-Blair modificado PRAS (pH 7,4-8,4)

o Conservacion:
Refrigeracion 4-6°C.

Para el estudio de la toxina de C. difficile por técnicas inmunoldgicas, mantener las heces sin conservantes en la

nevera, a 4-6°C

« Parasitolégico
o Volumen:

Heces pastosas: 1-2 gramos. Si son liquidas, 3-5 ml

o Recipientes:
Frasco con solucion MIF (mertiolato-yodo-formol, existe en el comercio)?; también, fijador de alcohol polivinilico

(APV)a

Frasco con formol al 10% para estudio de Cryptosporidium

o Conservacion:
Temperatura ambiente

« Virologico
o Volumen:

Heces pastosas 1-2 gramos. Si son liquidas 3-5 ml

o Recipientes:

Frasco sin medio de transporte

o Conservacion:
Refrigeracion 4-6°C

ag| mertiolato-yodo-formol fija los protozoos y los colorea discretamente, facilitando su observacién. El alcohol polivinilico no
permite la observacion en fresco y las heces fijadas deben tefiirse con una tincién permanente.

Tabla 2. Medios selectivos y de enriquecimiento para enterobacterias

Sustancias

reveladores del sistema
diferencial

Medio selectivas Sistema diferencial Utilizacion
Medio con cisteinay | Ninguna Lactosa Medio diferencial sin actividad selectiva. Permite
lactosa, deficiente en Azul de bromotimol el crecimiento de todas las enterobacterias.
electrolitos (CLED) Proteus no invade.
Se utiliza para aislamiento general de
enterobacterias (orinas y otros productos).
Agar eosina-azul de Eosina Lactosa Poco inhibidor. Permite el crecimiento de
metileno (EMB) Azul de Sacarosa enterobacterias y enterococos. Diferencia E. coli
metileno Los colorantes son de otras lactosa positivas.

Posee gran caracter diferencial para Candida y
actinomicetales aerobios.

Agar Mac Conkey

Sales biliares
Cristal violeta

Lactosa
Rojo neutro

Poco inhibidor. Permite el crecimiento de
enterobacterias y enterococo.

Agar xilosa-lisina
desoxicolato (XLD)

Desoxicolato
sdédic

Tiosufalto sédico

Citrato férrico amonico
Lisina

Xilosa, lactosa, sacarosa

Se utiliza para el aislamiento de shigelas y
samonelas. Posee buen caracter diferencial para
estas enterobacterias.

Medio de Hektoen

Sales biliares
Desoxicolato
sadico

Citrato férrico amonico
Tiosulfato sédico
Lactosa, sacarosa,
salicina

Azul de bromotimol
Indicador de Andrade

Permite el crecimiento de salmonelas y shigelas.




Agar
salmonela-shigela
(SS)

Sales biliares
Verde brillante
Citrato sédico

Tiosulfato soédico
Citrato férrico
Lactosa, rojo neutro

Permite el crecimiento selectivo de salmonelas,
shigelas y yersinias

Agar Verde Brillante

Verde brillante

Lactosa, sacarosa
Rojo fenol

Permite el crecimiento de salmonelas.

Medio de Wilson Blair

Verde brillante
Sulfito de
bismuto

Sulfito ferroso

Esté indicado para el aislamiento de S. typhi

Agar
cefsulodin-irgasan
Novobiocina
(CIN)

Desoxicolato
Cefsulodin
Irgasan
Novobiocina
Cristal violeta

Manitol
Rojo neutro

Es altamente selectivo para Yersinia yAeromonas.

Caldo selenito (Medio
de enriquecimiento)

Selenito sodico

Enriquecimiento de salmonelas.

Caldo tetrationato
(Medio de
enriguecimiento)

Sales biliares
Tetrationato
sédico

Enriguecimiento de salmonelas.

Tabla 3. Identificacidén presuntiva de las shigelas

KIA LIA Pruebas complementarias

Gluc/gas | Movil | SH, | Lactosa LDC | LDA® Ureasa | FDA | Indol | ONPG | Simmons | Oxidasa(?
Yersinia

- -a - - - - + - -

enterocolitica® | + t +
Shigella sonnei | +/ - - - - - - - - + - .
Otras shigelas | +/-4 - - - _ _ + _ _ _ _
Escherichia
coli35) +-2 e 2 |- - S + - -
Citrobacter
diversus(3.6) +/-2 -4 ) } - - - + + + -
Morganella®) +/-a -a - - -a + + + . ] ~
Providencia® | +/- -a - - -a + + + R + _
Aeromonas
caviae®) +- -2 - - - - - + ¥ } +

KIA: Agar hierro de Kligler. LIA: Agar lisina hierro. Gluc/gas: fermentacion de la glucosa/produccion de gas. Movil: movilidad.
LDC: Lisina descarboxilasa. LDA: Lisina desaminasa. FDA: fenilalanina desaminasa .ONPG: [I-galactosidasa.

a: Caracter atipico o variante metabdlica, el resto de caracteres son los tipicos.

1.

Cuando la lisina es desaminada, el pico de flauta del medio LIA vira a rojo teja y cuando no es deaminada permanece
violeta.

No practicar la reaccion de colonias obtenidas a partir de medios con sangre o azUcar, no utilizar asa de nicrom (usar un
palillo).

Comprobar la movilidad entre porta y cubre a partir de un cultivo en medio liquido incubado a temperatura 6ptima
(Yersinia 22°C, resto 37°C) durante 6 horas. Determinar la produccién de gas en un tubo de Durham (caldo glucosa con
campana invertida incubado 18-24 h). Con estos métodos mas sensibles algunas cepas aparentemente inmoviles y
agasdgenas se detectaran como maéviles o productoras de gas, lo que excluye las shigelas. Las pruebas rapidas para el
estudio de la fenilalanina (5min) y ureasa (20 min) permiten descartar a Y. enterocolitica, Morganella y Providencia. Las
cepas que son simultaneamente ONPG e indol positivos no son shigelas (E. coli o Citrobacter). Las aeromonas son
oxidasa positiva.

Excepcionalmente, los serotipos exoticos S. flexneri 6, S. boydii 13y 14, y S. dysenteriae 3 son gaségenos.

Algunas cepas de E.coli son enteroinvasoras como las shigelas y pueden ser agasdgenas y LDC negativas e incluso
presentar reacciones serolégicas cruzadas con las shigelas. Su identificacién en centros no especializados es dificil; se
hace mediante la prueba de Séreny, o el estudio de la invasion de las células Hela o mediante marcadores genéticos
(PCR del locus ial).

Muchas cepas producen olor fétido, semejante al de Citrobacter freundii
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