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RESUMEN

Shigella spp exhibe mecanismos de resistencia ante los antibioticos notablemente
elevados y muy desarrollados, lo cual constituye un desafio global para la salud
publica. Una de las principales vias de transmision de esta resistencia se observa en
los alimentos de origen animal, resaltando que la falta de higiene y control sanitario
en los centros de faenamiento contribuye a su propagacion. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la antibiorresistencia de cepas de Shigella spp aisladas de
carne de pollo en la ciudad de Ambato, Provincia de Tungurahua. Se trabajo con 17
cepas de Shigella spp sometidas a dos fases de investigacion. En la primera fase, se
utiliz6 el método fenotipico Kirby Bauer (disco-placa) para determinar si son
resistentes, intermedias o susceptibles las cepas a un grupo de medicamentos que
incluye Azitromicina (AZM), Gentamicina (CN), Ceftriaxona (CRO), Amoxicilina +
acido clavulanico (AMC) y Ciprofloxacina (CIP). Los resultados fueron analizados
mediante la prueba de Kruskal Wallis, complementada con la prueba U de Mann
Whitney. Se obtuvo una resistencia del 82.4% a CIP, 64.7% para AMC, 29.4% a CRO,
23.5% a CN y 5.9% para AZM. En la segunda fase, se determind la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) de las cepas que mostraron sensibilidad en la fase 1 a los
antibidticos mencionados. Los resultados se analizaron descriptivamente mediante
curvas, estableciendo las CMI para AZM 160 pg/ml, CN 10 pg/ml, AMC 160 pg/ml,
CRO 1.25 pg/ml y CIP 20 pg/ml, siguiendo los puntos de corte de CLSI en 2016. Se
considerd esencial investigar los mecanismos de resistencia exhibidos por Shigella
spp. En primer lugar, se enfocd en las fluoroquinolonas, ya que este grupo mostré una
resistencia significativa debido a la presencia de mutaciones cromosémicas. Ademas,
se observo resistencia relacionada con la produccion de BLEE para los betalactamicos,
asi como la alteracion del sitio diana presentes en los aminoglucdsidos, existencia de

genes como mphA o ermB en los macrdlidos.

Palabras clave: Shigella spp, antibiorresistencia, CMI, mecanismos, antibioticos.
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ABSTRACT

Shigella spp exhibits remarkably high and highly developed antibiotic resistance
mechanisms, which constitutes a global challenge for public health. One of the main
routes of transmission of this resistance is observed in foods of animal origin,
highlighting that the lack of hygiene and sanitary control in slaughter centers
contributes to its spread. The objective of this research was to evaluate the
antibioresistance of Shigella spp strains isolated from chicken meat in the city of
Ambato, Tungurahua Province. We worked with 17 strains of Shigella spp subjected
to two phases of research. In the first phase, the Kirby Bauer phenotypic method (disk-
plate) was used to determine the resistance, intermediate or susceptibility of the strains
to a group of drugs that includes Azithromycin (AZM), Gentamicin (CN), Ceftriaxone
(CRO), Amoxicillin + clavulanic acid (AMC) and Ciprofloxacin (CIP). The results
were analyzed using the Kruskal Wallis test, complemented by the Mann Whitney U
test. A resistance of 82.4% was obtained for CIP, 64.7% for AMC, 29.4% for CRO,
23.5% for CN and 5.9% for AZM. In the second phase, the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) of the strains that showed sensitivity in phase 1 to the
aforementioned antibiotics was determined. The results were analyzed descriptively
using curves, establishing the MICs for AZM 160 pg/ml, CN 10 pg/ml, AMC 160
pg/ml, CRO 1.25 pg/ml and CIP 20 pg/ml, following the CLSI cut-off points in 2016.
It was considered essential to investigate the resistance mechanisms exhibited by
Shigella spp. First, we focused on fluoroquinolones, as this group showed significant
resistance due to the presence of chromosomal mutations. In addition, resistance
related to the production of ESBL was observed for beta-lactams, as well as the
alteration of the target site present in aminoglycosides, the existence of genes such as

mphA or ermB in macrolides.

Keywords: Shigella spp, antibioresistance, MIC, mechanisms, antibiotics
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

En una década la utilizacion de antibioticos ha ido en aumento aproximadamente un
40%, pero su resistencia hoy en dia se ha vuelto una amenaza mundial (Bantawa et
al., 2019). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce el progreso de

bacterias resistentes a los farmacos como una crisis global (Puzari et al., 2018).

La consciencia sobre los patdgenos que se transmiten por alimentos esta aumentando
ya que afectan la salud. La carga de enfermedades transmitidas a través del consumo
de alimentos contaminados ha incrementado debido a la antibiorresistencia, lo que
representa un mayor riesgo de fracaso del tratamiento (Bantawa et al., 2019). El alto
nivel de bacterias que pueden ocasionar enfermedades transmitidas por el consumo de
alimentos representa un problema en la salud publica. Lo cual significa que es
necesario implementar estrictos controles de higiene en toda la cadena alimentaria para
mejorar las condiciones higiénicas durante el almacenamiento, procesamiento, y

distribucion de los alimentos (Rabins, 2021).

Hoy en dia, la shigelosis es una de las importantes enfermedades que se transmite a
través de los alimentos que representan un gran problema en la salud del mundo,
especialmente en paises en desarrollo. Afecta a personas de todos los grupos de edad,
pero muy comunmente en nifios e individuos inmunocomprometidos. Esta enfermedad
causa disenteria bacilar en humanos, caracterizada por disenteria de leve a grave,

fiebre, calambres abdominales y deshidratacion (Rabins, 2021).

El tratamiento con antibidticos para infecciones provocadas por Shigella desempefia

un papel significativo en la disminucién de la morbilidad y mortalidad de esta

1



enfermedad. Sin embargo, el tratamiento de estas infecciones sigue siendo un desafio
ya que la resistencia de amplio espectro a muchos antibiéticos va en aumento a nivel
del mundo. La resistencia a los medicamentos en Shigella puede deberse a muchos
mecanismos, como la disminucion de la permeabilidad celular, la extrusion de
farmacos por bombas de flujo activas, mutacion y la sobreexpresion de enzimas
modificadoras e inactivadoras de farmacos. Por esta razdn, ademas de prestar mas
atencion a esta infeccidén existe una gran necesidad de identificar y desarrollar
estrategias de tratamiento alternativo que proporcionen herramientas innovadoras para

combatir las infecciones por Shigella (Ranjbar & Farahani, 2019).

Con respecto a lo mencionado anteriormente el presente trabajo de titulacién busca
evaluar la antibiorresistencia de cepas de Shigella, las cuales ya fueron aisladas en
anteriores estudios de muestras en carne de pollo que son vendidas en la ciudad de
Ambato, provincia de Tungurahua, para proporcionar informacién significativa sobre
la capacidad de Shigella para inhibir los mecanismos de accién de los antibioticos,
también se determinara las dosis efectivas de las cepas que se muestren sensibles a los

diferentes farmacos para detener el crecimiento bacteriano.

Se realizara en 3 fases, en la fase uno se empleara el método de kirby Bauer el cual
clasificara las cepas como Sensibles (S), Intermedias (1) y Resistentes (R), a través de
la medicidn de los halos y puntos de corte que nos indica el (CLSI, 2016) The Clinical
& Laboratory Standards Institute. En la fase dos solo se trabajara con las cepas
sensibles, en la que se llevara a cabo el CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) a
través de la dilucion de los farmacos y un espectrofotometro, el mismo que nos dara
los resultados de la medicion de densidad Optica del medio de cultivo y serd
interpretado por la curva de crecimiento. En la fase tres se establecera los mecanismos

de resistencia de Shigella por revision bibliogréafica.

Esta investigacion tiene un enorme peso para la salud publica ya que la carga de

enfermedades que se transmiten al consumir alimentos contaminados ha incrementado



debido a la antibiorresistencia, ademas tiene relacién con medicina veterinaria, ya que
Shigella es una de las bacterias mas importantes que se transmite por los alimentos
principalmente a través de la carne. Al igual que otros tipos de carnes, la de pollo se
considera un importante reservorio de bacterias patdgenas y es riesgoso para la salud

publica debido a que es un producto carnico con mas demanda en nuestro pais.

1.1 Antecedentes investigativos

En el afio 2021 se hizo una investigacion en Iran, con el fin de investigar la resistencia
antimicrobiana entre las especies de Shigella. Recolectaron 165 muestras de leche
fresca, ensalada de verduras y carne picada. También recogieron 906 muestras de
heces. Los resultados obtenidos fueron (4.84%) muestras de alimentos que contenian
Shigella sonnei. De los aislamientos fecales obtuvieron S. boydii 2,85%, S. flexneri
5,71% y S. sonnei 91,42%. No hubo S. dysenteriae. De los aislados alimentarios, un
62,5 % mostraron resistencia para tetraciclina, ante amikacina todos los aislamientos
fueron susceptibles y el 50% mostraron multirresistencia. Un dendrograma obtenido
por RAPD-PCR mostr6 que las cepas aisladas de muestras de alimentos y heces
pertenecian al mismo grupo. En cuanto a la genética existe un estrecho vinculo entre
las muestras de heces y las cepas de Shigella obtenidas de alimentos y por lo tanto, no
se debe descartar que los alimentos pueden ser los principales transmisores de Shigella
spp (Pakbin, Didban et al., 2021).

En el afio 2016 se public6 un articulo, el cual fue realizado en la Universidad Arba
Minch, Etiopia del Sur, con el fin de determinar la prevalencia, patrones de
susceptibilidad a los antimicrobianos y los factores de riesgo asociados de Shigella y
Salmonella. Recolectaron muestras de heces de 345 trabajadores de la industria
alimentaria y las analizaron en busca de patdgenos. Para ello, realizaron pruebas
bioquimicas para identificar las especies patdgenas y prueba de susceptibilidad
mediante la técnica en disco (Kirby-Bauer). El resultado fue un 6,9% de aislados de

Salmonella y un 3% de aislamientos de Shigella. Todos los aislamientos bacterianos



mostraron resistencia para amoxicilina-acido clavulanico 35%, claritromicina 41% y
amoxicilina 100%. El estado de las uiias, lavado de las manos luego de hacer uso del
bafio y la manipulacién de los alimentos con las manos desnudas fueron predictores

independientes de enfermedades intestinales (Mama & Alemu, 2016).

En el afio 2020 se publico un articulo con el tema de investigacion de la diversidad del
deterioro y las bacterias que intoxican los alimentos de la carne de pollo de Biratnagar,
Nepal, con el objetivo de investigar la diversidad de poblacion microbiana como
Pseudomonas, Shigella, Salmonella, Vibrio, E. coli y Staphylococcus, de la carne de
pollo cruda y su resistencia a los antibidticos. Se obtuvieron las principales bacterias
Vibrio 13,3%, Staphylococcus epidermidis 33,3%, Staphylococcus aureus 40 %, E.
coli 46,7 %, Pseudomonas aeruginosa 46,7%, Salmonella 53,3% y Shigella 60%. El
37,5% de Shigella eran resistentes a cefotaxima y levofloxacina; mientras que el 12,5%

mostraron resistencia a la amoxicilina (Mahato et al., 2020).

En el afio 2021 se realiz6 un estudio para evaluar el namero genotipico y fenotipico,
también la tasa de prevalencia, en cuanto a la resistencia a los antibi6ticos, a partir de
405 muestras alimentarias, leche fresca, carne molida y ensalada de verduras. La tasa
de prevalencia de Shigella en aislados alimentarios fue 4,44%. La frecuencia de S.
flexneri 0,74% fue menor que la de S. sonnei 3,7% S. Mientras que S. boydii y S.
dysenteriae no se hallaron en las muestras analizadas. Esta investigacion sefialé que
los aislamientos de Shigella mostraron resistencia a cloranfenicol 50%, azitromicina
50%, amoxicilina-acido clavulanico 50 %, ampicilina 50 %, tetraciclina 61,1 %,
estreptomicina 66,6 %, amoxicilina 66,6 % y sulfametoxazol/trimetoprima 83,3 % y
fueron sensibles a gentamicina, amikacina, cefepima y cefoxitina. Todos los

aislamientos de Shigella presentaron multirresistencia (Pakbin, Amani, et al., 2021).

En el afio 2018 se hizo un estudio con el objetivo de evaluar la calidad bacterioldgica,
haciendo hincapié en el aislamiento de Vibrio, Shigella, Staphylococcus, Salmonella,

E. coliy, Pseudomonas aeruginosa, en la carne cruda que se distribuye en Dharan, este
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de Nepal. Recolectaron 50 muestras de carne de los mercados. Encontrando coliformes
en el 84% de las muestras, obteniendo S. aureus (68%), Salmonella en el 34% de las
muestras, Shigella 6%, Vibrio presente en solo 3 muestras y P. aeruginosa se aislo en
el 40% de las muestras. Mayor carga microbiana y presencia de bacterias intestinales
Vibrio, E. coli, Salmonella y Shigella muestran que la carne se encuentra contaminada
del contenido de visceras y que los consumidores que la comen cruda tiene riesgo de

adquirir una enfermedad (Bantawa et al., 2018).

En el afio 2019 se realizd una investigacion para evaluar la contaminacién de bacterias
aisladas en la carne de pollo cocida recolectada en varias tiendas en Dhaka,
Bangladesh. Para lo cual, se analizan muestras para identificar bacterias patdgenas
entéricas en la carne de pollo. Obteniendo como resultados el aislamiento de tres
géneros de bacterias. Los aislamientos se identificaron como Shigella, Salmonella y
E. coli a través del método de cultivo convencional. Se sometieron los tres patégenos
entéricos a pruebas de PCR para confirmar su virulencia. Solo se corroboré que los
aislados de E. coli eran E. coli patégena (enterotoxigénica). Los resultados de esta
investigacién sugieren tener mas precaucion en la higiene del personal, al procesar y

manipular productos avicolas (Uddin et al., 2019).

En el afio 2022 se llevo a cabo una revision bibliografica con el objetivo de resaltar la
importancia de los patégenos zoondticos bacterianos transmitidos por la carne, la
importancia de los patdégenos transmitidos por la carne para la transmision global de
enfermedades y la seguridad alimentaria es significativa para la salud puablica. El
consumo de carne o productos carnicos contaminados con patdégenos provoca una
variedad de enfermedades bacterianas causadas por cepas de Escherichia coli,
Salmonella, Shigella, Campylobacter, Brucella, y toxinas producidas por
Staphylococcus aureus, especies de Clostridium. Igualmente, el consumo de carne y
productos carnicos contaminados con bacterias resistentes a los medicamentos supone

un grave riesgo para la salud publica (Ali & Alsayegh, 2022).



Ese mismo afio se realiz6 un estudio con el objetivo de evaluar las propiedades
microbioldgicas y presencia de Shigella en nifios que presentaban diarrea aguda, que
los atendieron en el hospital infantil de Posadas. Se utilizaron métodos
microbiologicos estandar. Se aislaron 106 de 2128 (5%) de Shigella, con una mayor
repeticion en los dias de verano 54,5%. Prevalecieron S. flexneri 60,4% vy S.
sonnei 34,9%. Los menores a 5 afios fueron los mas afectados 70 %. La tasa general
de resistencia a la ampicilina fue del 72,7% vy al trimetoprim-sulfametoxazol del
58,1%. El 97% eran sensibles a quinolonas fluoradas, la furazolidona y la
cefpodoxima. Encontraron 6 fenotipos con tasa baja de resistencia a multiples
medicamentos 2,6% (Del Valle et al., 2022).

En el afio 2022 se publicé un articulo que tenia como objetivo aislar y determinar los
patrones de susceptibilidad a los antibidticos de las especies de Salmonella y Shigella
en nifios con diarrea aguda. En cuanto al perfil de susceptibilidad a los fArmacos de las
cepas que se aislaron se evalu6 mediante el método Kirby Bauer. Se aislo
enteropatdgenos. Se obtuvieron 260 muestras de heces, de las cuales fueron aisladas
un total de 120 pat6genos entéricos. Las tasas de aislamiento se obtuvieron los
siguientes resultados Salmonella (7,3%), Shigella (6,9%) y parasitos intestinales
(31,9%). La mayor parte de los aislados de Shigella resultaron resistentes a
cloranfenicol 55,6%, cotrimoxazol 55,6%, tetraciclina 77,8 y ampicilina 88,9%. Se
observO resistencia a multiples farmacos en 16(88,9%) para Shigella
(Gebreegziabher et al., 2018).

En el afio 2021 se realiz6 una revision bibliografica para conseguir informacion acerca
de los principales patdgenos bacterianos transmitidos por los alimentos. En ausencia
de subgrupos, analizaron las estimaciones de prevalencia agrupadas de patdgenos
bacterianos en general, asi como heces humanas y muestras ambientales. En la
estimacion de la prevalencia combinada aleatoria general de patdgenos bacterianos por
alimentos se encontré Salmonella, Escherichia coli, Shigella y Campylobacter spp y
fue del 8%, con estimaciones estadisticamente mas altas (P<0,01) en muestras

ambientales 11% que en heces humanas 6% (Dinaol et al., 2021).



1.2 Categorias fundamentales

1.2.1 Resistencia antibiética

La resistencia a los antibioticos es una capacidad que tienen las bacterias para resistir
los efectos de los farmacos; esta es una habilidad adquirida o una propiedad inherente
de las bacterias mientras dura la infeccion (Giono et al., 2020).

La OMS ha reconocido que hoy en dia el desarrollo de las bacterias resistentes a los
medicamentos es una crisis global. Esto ha llevado a una tasa de fracaso cada vez
mayor en tratar las enfermedades a consecuencia de las bacterias, dado que los

medicamentos a los que antes eran sensibles ya no dan resultado (Puzari et al., 2018).

1.2.2 Mecanismos

Las bacterias pueden tener resistencia intrinseca debido a sus propiedades innatas o
adquirir esta resistencia a través de transferencia de genes y mutaciones. Entre los

principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos estan:

1.2.2.1 Enzimas hidroliticas: Hace referencia a la capacidad que poseen las bacterias
para producir una enorme cantidad de enzimas que inhiben y modifican la

accion de los antibidticos (Puzari et al., 2018).

1.2.2.2 Expulsidon del antibiotico: Las bacterias poseen la capacidad para expulsar los
farmacos desde el interior de la célula, mediante la formacion de una bomba
de eflujo, el cual expulsa el farmaco sin dafiar a la célula bacteriana (Puzari
et al., 2018).



1.2.2.3 Alteracion de los receptores: Se produce una mutacion que modifica el
receptor microbiano, inhibiendo la union del receptor a los antibioticos

bloqueando los efectos del antibiotico (Puzari et al., 2018).

Shigella utiliza mecanismos de union, invasion, motilidad intracelular, secrecion de
toxinas y mecanismos de interrupcion de la célula huésped, causando diarrea leve,
colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico en humanos a través de la
secrecién de proteinas denominadas efectores, toxinas, evasion del sistema

inmunitario de la célula huésped (Pakbin et al., 2023).

La antibiorresistencia se produce a través de varios mecanismos que impiden la
absorcion del antibiotico, dichos mecanismos son capaces de alterar al antibidtico,
disminuyen la afinidad con el objetivo del antibiotico, biotransformacion celular. La
primera barrera frente a la penetracién del antibidtico son las paredes celulares de los
microorganismos. Algunos cambios que se producen en la membrana como la
permeabilidad o alteraciones logran provocar la pérdida de porinas, lo que implica un
incremento de la concentracién minima inhibitoria (Ranjbar & Farahani, 2019).

1.2.3 Historia

Shigella fue aislada por primera vez en el afio 1898 por el microbidlogo japonés Kiyoshi
Shiga, quien le dio el nombre de bacilo de Shiga, hoy en dia conocida como Shigella.
Durante afios Shigella ha confirmado ser un modelo singular de patégeno bacteriano
invasivo y ha servido como paradigma para el estudio de otras bacterias. Ademas de la
invasion de las células epiteliales, algunos de estos rasgos compartidos incluyen la
resistencia a maltiples antibidticos, la produccion de toxinas, motilidad intracelular,

induccidn de apoptosis e inflamacion. (Lampel et al., 2018).



Esta bacteria ha sido la responsable de ocasionar disenteria bacilar en el despliegue de
tropas y operaciones militares, no obstante, la historia de Shigella es mas importante. El
impacto que produce la infeccidn para la salud publica sigue intacto incluso mas de 100
afios luego de su descubrimiento. La historia de la investigacion de Shigella proporciona
conocimiento sobre los avances tecnoldgicos, las enfermedades infecciosas bacterianas y
la evolucién de los paradigmas en el pensamiento sobre estos patdgenos en el siglo

pasado (Lampel et al., 2018).

1.2.3.1 Relacién con otras bacterias

Las especies de Shigella estan relacionadas con E. coli taxonémicamente, en efecto,
recientes estudios moleculares califican a Shigella dentro de la especie de E. coli y las
dos bacterias contintan teniendo diferentes nombres por razones médicas e historicas
mas que genética. La pérdida e inactivacion de genes a gran escala distinguen el

cromosoma de E. coli del de Shigella (Bliven & Lampel, 2017).

Debido a la estrecha relacion genética entre Shigella y E. coli permitié una aplicacion
temprana de herramientas genéticas usadas en E. coli para estudiar los mecanismos
patogénicos de Shigella. El descubrimiento de estos mecanismos patogénicos
compartidos entre estas dos bacterias ayudado al avance de nuestro conocimiento y
ha afirmado uno de los conceptos primordiales de la evolucion: cuando un organismo
halla una manera de sobrevivir o adaptarse a su nuevo entorno, la seleccion natural

empujara a otros organismos a seguir el mismo camino (Lampel et al., 2018).

Aunque hay modelos animales para diversos patdgenos bacterianos que infectan al ser
humano, los estudios de Shigella se han limitado a los primates, ya que estos son los
unicos animales que reproducen fielmente la disenteria cuando son expuestos a esta
bacteria. Sin embargo, aunque tiene una estrecha relacion con E. coli y ha

evolucionado a partir de ella, Shigella es un patdgeno bacteriano adaptado altamente



al huésped (humano) sin reservorio ambiental o animal (Lampel et al., 2018).

1.2.4 Caracteristicas generales de Shigella

Shigella es un bacilo gramnegativo que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, con
forma de baston, pequefio, no forma esporas, no tiene capsula, anaerobio facultativo, pero
se multiplica mejor en condiciones aerobias, no fermenta lactosa, es inmovil y es la
responsable de diarrea aguda que puede progresar a diarrea mucoide con sangre, también
conocida como disenteria bacilar (Rabins, 2021). Las colonias de Shigella son
transparentes, circulares, convexas y con bordes intactos que consiguen casi dos

milimetros de didmetro en 24 horas (Duarte et al., 2021).

Figura 1. Morfologia de Shigella

Fuente: (Juneja et al., 2023)

Puede sobrevivir a un bajo pH porque tiene pocas dificultades de lograr traspasar la
barrera &cida géastrica, seguidamente invade las células del epitelio del colon (células
mostradoras de antigenos) diseminandose, y luego de la multiplicacion intracelular se
provoca una lesion y por ende la muerte de la célula, siendo estos dichos procesos
mediados por un plasmido que se encuentra en todas las cepas de E. Coli y Shigella
(Rabins, 2021).
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1.2.5 Taxonomia de Shigella

Tabla 1. Categoria taxonomica de Shigella

Superreino Bacteria

Filo Pseudomonadota (proteobacteria)
Clase Gammaproteobacteria (g-proteobacteria)
Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteria
Género Shigella
Especies Shigella dysenteriae
Shigella boydii

Shigella sonnei
Shigella flexneri
Fuente: (NCBI, 2023).

1.2.5.1 Especies

Shigella es la causa mas habitual de enfermedad diarreica y continda siendo un
importante patdgeno ya que es el responsable del aumento de las tasas de morbilidad y
mortalidad en el mundo. Entre los serotipos de las cuatro especies de Shigella, el tipo 1
S. dysenteriae, es el mas virulento al presentar genes que se encargan de codificar para
producir una potente citotoxina, conocida como toxina Shiga, produce el sindrome
hemolitico-urémico, y causa una mortalidad del 20%. Este serotipo esta presente con una
alta frecuencia en los paises de bajos recursos y que poseen inadecuadas condiciones de
higiene, relacionandose con brotes epidémicos con una alta tasa de mortalidad
(Ministerio de Salud, 2019).

Por otro lado, las cepas de S. flexneri predominan en los paises en desarrollo, y produce

una artritis reactiva (sindrome Reiter) asociada infeccion por bacterias. Mientras tanto S.
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sonnei prevalece en paises desarrollados y causa una baja mortalidad, mientras que S.
boydii se esta presente especialmente en el subcontinente de la India. En relacién a las
estaciones del afio la infeccion causada por Shigella suele ser mas habitual a principio de
otofio y en verano en lugares templados, en cambio en las zonas tropicales es mas

frecuente en las temporadas lluviosas (Ministerio de Salud, 2019).

1.2.6 Transmision

Varios patdgenos que se transmiten por los alimentos, incluidos Campylobacter, E. coli,
Salmonella, S. aureus, Vibrio y Shigella, logran contaminar la carne e infectar a los
humanos si se consume poco cocida o al manipularlos crudos (Julgarnain et al., 2022).
Es una bacteria que se transmite con gran facilidad, por lo tanto, es una gran problema en
la salud publica, la dosis infectiva es de 10 a 100 ufc/g de alimento, en tanto que para
otras bacterias como Vibrio es de 108 ufc/g de alimento y para Salmonella es de 105 ufc/g
de alimento (Ranjbar & Farahani, 2019).

El género Shigella es un patdgeno natural exclusivo de los humanos y algunos primates
y pueden continuar eliminando la bacteria en las heces durante varias semanas después
de sufrir diarrea sanguinolenta. Los portadores asintomaticos también pueden transmitir
la enfermedad. Shigella reside en el tracto gastrointestinal de los individuos infectados y
se transmite especialmente por via fecal-oral, contacto directo (persona a persona) y por
contacto con heces infectadas. También puede ser transmitido por contacto indirecto a
través de moscas, fomites, o el consumo de alimentos o agua contaminada (OMS, 2022).
Musca domestica, la mosca doméstica comudn, actia como vector de transmision del

patégeno (Puzari et al., 2018).
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1.2.7 Pollo

En Ecuador, uno de los productos carnicos mas consumidos es el pollo, y son una
importante fuente de proteina animal con un consumo per cépita de 27.31
Kg/persona/afio (Conave, 2019). Normalmente, se puede encontrar muy pocos o
ningln microorganismo en la carne de animales sanos, ya que la contaminacion
bacteriana es producida por una mala higiene que surge del sacrificio, procesamiento,

transporte, distribucion y almacenamiento (Bantawa et al., 2019).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la antibiorresistencia de cepas de Shigella spp aisladas en carne de pollo

en la ciudad de Ambato, provincia Tungurahua.

1.3.2 Objetivos especificos

e ldentificar la antibioresistencia por el método de difusion en agar (Kirby

Bauer).

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los farmacos
a los que fueron sensibles las bacterias Shigella flexneri, S. sonnei y S.

dysenteriae.

e Describir el mecanismo de resistencia de Shigella flexneri, S. sonnei y S.

dysenteriae ante los antibioticos resistentes.
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1.4 Hipotesis

HO: No existe antibiorresistencia de cepas de Shigella spp aisladas en carne de
pollo en la ciudad de Ambato, provincia Tungurahua.

H1: Si existe antibiorresistencia de cepas de Shigella spp aisladas en carne de pollo
en la ciudad de Ambato, provincia Tungurahua.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1 Ubicacion

La localizacion de esta investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Biologia
Molecular situado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias perteneciente a la
Universidad Técnica de Ambato, cantdn Cevallos en la provincia de Tungurahua, con
una extension de 19,000 kmz, latitud 1°22708.7”, altitud de 2.882 msnm, y longitud
78°36°23.8”.

2.2 Caracteristicas del lugar

Tabla 2. Caracteristicas del cantdon Cevallos

Parametro Valor

Temperatura media promedio, °C 13 a16

Clima Ecuatorial Meso

Térmico Seco

Precipitacion, mm 200 - 500
Velocidad del viento, m/s 2.1-89
Humedad relativa, % 60 - 75

Fuente: (GAD-Cevallos, 2011)
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2.3 Materiales y equipos

Tabla 3. Materiales

Materiales de laboratorio

1 Cajas Petri | Portaobjetos

I Gradillas [ Mascarilla

7 A iembr L,
sas de siembra [ Cucharas de medicion

0 Varilla de agitacion [ Cofia
[ Vasos de precipitacion 0 Mandil
I Cofia
[ Zapatones

[ Papel de Aluminio " Tubos Eppendorf

' Micropipeta [ Puntas de micropipeta

I Mecheros bunsen | Cintas testigo

[ Guantes de latex .
[ Bolsas ziploc

[ Papel Kraft [ Hisopos

| cuvvets [ Palitos de naranjo

[ Microplatos 96 pocillos " Tubos de ensayo

Reactivos
[ Agar tripticasa de soya [ Discos de antibiograma
" Infusion cerebro - corazon. " Luria bertani broth Miller
0 Agar Miller Hilton S

[ Antibioticos inyectables
0 Alcohol
. I Cloro

[ Agua destilada

Equipos
[ Lector de microplacas [ vortex
0 Autoclave 0 Nevera
0 Incubador 1 Espectrofotémetro
U Agitador magnético con plancha | Balanza Analitica FC 2000 (2000

de calentamiento g; 0,01 g)

Insumos para la oficina

laptop [ Celular
Cuaderno

—

[ Impresora

Esferogréficos
marcador

Cinta maski
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2.4 Factores de Estudio

Tabla 4. Discos de Antibiéticos

Farmaco Simbologia

Descripcion

Azitromicina AZM 15 pg

Ceftriaxona CRO 30 ug

Amoxicilina+  AMC 20/10 pg
acido
clavulanico

Ciprofloxacina CIP 5 ug

Gentamicina CN 10 ug

Los macrélidos, inhiben la sintesis de las proteinas
de la bacteria uniéndose a la subunidad 50 S del
ribosoma e inhiben la translocacién del péptido.

Cefalosporina de tercera generacion, tiene efecto
bactericida ya que es capaz de inhibir la sintesis de
las paredes celulares bacterianas.

Betalactimico junto a un inhibidor de
betalactamasas, inhibe la sintesis de paredes
bacterianas y previene la actividad enzimatica
bacteriana resistentes a los medicamentos.

Fluoroquinolona, inhibe el superenrollamiento del
ADN por la girasa, bloqueando la replicacién del
ADN bacteriano.

Aminoglucésido, accién bactericida por union
irreversible a la subunidad del ribosoma bacteriano
30S, evitando la sintesis proteica.

Fuente: (Elaboracion propia)

2.5 Andlisis estadistico

2.5.1 Tamano de la muestra

Se trabajo con un total de 17 muestras identificadas molecularmente de Shigella

spp, las mismas se encuentran conservadas en el Laboratorio de Microbiologia y

Biologia Molecular perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias en la

Universidad Técnica de Ambato.
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2.5.2 Disefio experimental

Esta investigacion se realizé en tres fases:

Fase 1: Se determind la sensibilidad bacteriana de cada cepa de Shigella spp a los
diferentes discos de antibidticos, la variable a considerar sera la respuesta de Sensibilidad

(S) o Resistencia (R) ante los antibidticos evaluados.

Los datos de esta primera fase al ser variables cualitativas no presentaron una distribucion
normal ni homogeneidad, por lo tanto, el analisis estadistico se realizdé con pruebas no
paramétricas utilizando la prueba Kruskal Wallis complementada con el test U de Mann

Whitney, utilizando el paquete SPSS 26.0, con un nivel de significancia del 95%.

Fase 2: Las cepas que fueron sensibles en la fase 1 frente a los diferentes antibioticos,
fueron evaluados para determinar Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) empleando
diferentes concentraciones del antibidtico, tomando en cuenta las directrices establecidas
por la (CLSI, 2016) Clinical Laboratory Standard Institut. Esta evaluacion se realizara

midiendo densidad dptica en el espectrofotdmetro (# de bacterias/ml).

Los datos de la segunda fase, se tabularon en Microsoft Excel 2016 y se hizo un analisis
estadistico descriptivo, para que de esta manera los datos obtenidos se describieran en

forma de tablas y graficos.

Fase 3: Los resultados obtenidos fueron presentados y analizados mediante el estudio
bibliografico de los mecanismos moleculares de resistencia con cada uno de los

antibioticos.
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2.6 Metodologia

Las 17 cepas de Shigella spp que ya fueron identificadas molecularmente en anteriores
estudios, cada inoculo estaba conservado en eppendorfs, etiquetadas con su respectivo
nombre, colocados en gradillas para crioviales y envueltas en papel aluminio para
conservar mejor la temperatura adecuada de -20°C en el Laboratorio de Biologia
Molecular situado en la Facultad de Ciencias Agropecuarias perteneciente a la

Universidad Técnica de Ambato.

2.6.1 Fase 1. Refrescar las cepas de Shigella spp en Tripticasa de soya (TS)

Agar Tripticasa de soya, es un medio no selectivo, siendo medio Optimo para el
crecimiento y enriquecimiento de bacterias dificultosas de aislar, principalmente
anaerobias, la cual ayuda al crecimiento de microorganismos exigentes, sus ingredientes
principales son cloruro de sodio el cual ayuda al equilibrio del balance osmotico y
peptona de soya que actla como promotor de crecimiento (TM MEDIA, 2014).

2.6.1.1 Preparacion del agar TS (TM MEDIA)

1. Primeramente, se esterilizo los materiales para poder preparar el agar.

2. Luego se pes6 40 mg, y se mezcl6 en 1 litro de agua destilada en una botella de
vidrio.

3. Se esterilizo en la autoclave a una temperatura de 120°C durante 30 minutos.

4. Al final, se puso el agar en cajas Petri

5. Después de 15 minutos se voltearon las cajas y se procedié a envolver en papel
aluminio para conservarlas en la refrigeradora para usarlas el dia que se realizo la
siembra.

(TM media, 2014)
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2.6.1.2 Siembra de cepas de Shigellasppen TS

1. Se sacaron los eppendorfs que tenian las cepas que ibamos a trabajar, se
atemperaron unos 10 minutos, en un cuarto que previamente se habia preparado
con un ambiente completamente estéril, encendiendo mecheros de bunsen.

2. Se rotularon las cajas Petri con nombre de la cepa y su respectivo nimero.

3. Se utiliz6 un palito de naranjo previamente esterilizado para tomar una pequefia
cantidad de bacteria de cada eppendorf.

4. Se colocd una gota en la caja petri y se esperd a que seque por completo.

5. Luego se procedid a estriar con un asa estéril.

6. Al final, se puso en la incubadora durante 24 horas a 37°C.

2.6.2 Siembra de Shigella spp en Caldo Cerebro-Corazén (CC)

Se utilizd para preparar los inéculos para las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos. El caldo BHI (brain heart infusion broth) también es el medio preferido
para bacterias anaerobias, levaduras y mohos. Este medio es muy nutritivo ya que entre
sus ingredientes principales tiene: corazdn de bovino y corazén de ternera que ayudan en
el crecimiento de una amplia variedad de organismos. También estd compuesto por
peptona la cual contribuye con aminodcidos, vitaminas, nitrogeno, peptidos y carbono y
ayuda al desarrollo de las colonias (TM MEDIA, 2019a).

2.6.2.1 Preparacion de Infusién Cerebro-Corazén (TM Media)

1. Primeramente, se esterilizd los materiales que se vayan ocupar para preparar la
infusién cerebro corazon (ICC).
2. Se pesaron 37 g del polvo y se afiade a 1 litro de agua purificada o destilada.

3. Se esterilizo la mezcla en autoclave a 120°C durante 30 minutos.
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4. Se dej6 que se atempere la mezcla.
5. Se rotul6 cada tubo de ensayo con el numero de la cepa y nombre, # de réplica.
6. Se coloco 5ml de la preparacion en los tubos de ensayo y se fue colocando los
tampones.
(TM MEDIA, 2019a)

2.6.2.2 Siembra de colonias de Shigella spp en Caldo Cerebro Corazon

1. Se tomé con un asa estéril de 5 a 6 colonias de la placa de TS, en la cual ya se
habia sembrado un dia antes y tiene un tiempo de incubacion de 24 h.

2. Se coloco las cepas en los respectivos tubos de ensayo que ya se llenaron con
CC.

3. Finalmente se puso en la incubadora por un tiempo de 3 horas a 37°C.

2.6.3 Siembra de Shigella spp en Muller Hinton (MH) para antibiorresistencia

El agar Mueller Hinton se utilizé para la determinar si la cepa es sensible a los discos
de farmacos. Es un agar estandar para las pruebas de susceptibilidad bacteriana y su
desempefio estd de acuerdo con la CLSI por varias razones: Demuestra una mezcla
homogeénea por lotes, es reproducible para ensayos sensibles, tiene niveles bajos de
inhibidores de tetraciclina, sulfonamida y trimetoprima, es compatible con el
crecimiento de la mayor parte de bacterias. Entre sus ingredientes principales estan:
infusion de carne, almidon, peptona acida de casina y sangre de ovino (TM MEDIA,
2019b).

2.6.3.1 Preparacion de Agar Muller Hilton (TM Media)

1. Se esterilizo los materiales en la autoclave a 120°C.
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Se pesaron 38g y se mezcld en un litro de agua destilada.
Se esterilizé la mezcla en la autoclave a 120°C por 30 minutos.
Se distribuyo el agar sobre las cajas Petri plasticas.

Se esperd 10 min que solidifique y se procedié a voltearlas.

o a ~ D

Se dejo almacenado en la refrigeradora hasta el dia que se realizé la siembra.
Nota: Los agares se preparaban un dia antes
(TM MEDIA, 2019Db)

2.6.3.2 Medicion de la turbidez con densidad en el espectrofotometro

Transcurridas las 3 horas de la siembra en los tubos de ensayo se procedio a medir la
turbidez. Para medir se tomo un tubo control igual a 0,5 o sea con una turbidez de 1,5
x 108 UFC/ml, se agit6 el tubo en un vortex y con luz, compararamos la turbidez con
la suspension bacteriana del medio de cultivo liquido, si se llegaba a sobrepasar el

valor de la escala se ajusto la turbidez del in6culo con suero fisiologico (Ulloa, 2015).

2.6.3.3 Siembra de Shigella spp en agar MH

1. Una vez ya ajustado el inoculo a 0.5, seguidamente se sumergidé un hisopo
previamente esterilizado en la suspension bacteriana y se fue presionando
fijamente en las paredes internas del tubo de ensayo para tener una cantidad
correcta del inéculo.

2. Seguidamente se procedié a sembrar en las placas Petri que contenian el agar
MH, ya rotuladas con nombre de la cepa, se trabajaron con 3 réplicas, se fue
realizando estrias con ayuda del hisopo en cuatro orientaciones para que este
distribuida por toda la placa y se puso a secar a temperatura ambiente durante

15 minutos.
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2.6.3.4 Colocacion de los discos de antibidticos en las cajas petri

1.

2.6.4

Seguidamente ya transcurridos los 15 minutos se colocaron los discos de
antibioticos, con una pinza esteéril, haciendo una ligera presion encima de cada
disco. Basadndonos en las normas propuestas por la CLSI, en el cual sefiala que
no deben ser colocados méas de 12 discos en una caja petri de 150 mmy en una
de 100mm no mas de 6 discos.
Se coloco el disco blanco en el centro el cual sirve como control, y los otros 5
discos (AMC, CRO, AZM, CN, CIP) alrededor del disco blanco, siempre
colocando a 2 cm de distancia entre el borde de la placa y entre discos.
Se voltearon las cajas y se procedi6 a colocar en la incubadora a 37°C, por 24
horas para el dia siguiente proceder con la lectura.

(Dota, 2017)

Lectura de resultados

Finalmente se examind cada caja, se colocd sobre una superficie obscura y se
midié los didmetros de cada halo de inhibicion por disco.
Se compard los resultados con las tablas de las normas CLSI para comprobar

si las bacterias son sensibles o resistentes.

Tabla 5. Halos de antibiorresistencia (mm).

Discos de antibioticos Siglas  Sensible Intermedio Resistente

Azitromicina 15ug AZM >16 - <15

Ceftriaxona 30 ug CRO >23 20-22 <19

Ciprofloxacina 5 pug CIP >21 16-20 <15

Amoxicilina + AMC > 18 14-17 <13
acido clavulanico 20/10ug

Gentamicina 10 pg CN >15 13-14 <12

Fuente: (CLSI, 2016)
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3. Se registraba en Excel los resultados obtenidos, para tener una media de las 3
réplicas de cada cepa.

2.6.5 Fase 2. Determinar el (CMI) de las cepas Sensibles a los antibi6ticos a

través de microdilucion

En esta fase se trabajo solo con las cepas que fueron Sensibles (S) en la Fase uno, para
determinar el CMI de cada cepa a los antibio6ticos que se eligié (AMC, CRO, AZM, CN,
CIP), es decir, trabajando con la dosis minima en ptg/ml que consiga inhibir el crecimiento

de Shigella (Britanialab, 2021).

2.6.5.1 Refrescar las cepas de Shigella spp y sembrarlas en Tripticasa de soya (TS)

Se realizd el mismo proceso para la preparacion de TS ya descrito anteriormente en la
primera fase, y se siguieron los mismos para realizar la siembra y estriacion de las cepas
de Shigella que fueron sensibles (S) a los antibiéticos (TM MEDIA, 2014).

2.6.5.2 Caldo Luria Bertani (LB)

El agar Luria Bertani es un medio liquido seleccionado para realizar CMI, ayuda al
mantenimiento de las bacterias. Sus ingredientes son nutricionalmente ricos para el
crecimiento de cultivos. Entre sus componentes esta el extracto de levadura y la peptona
de caseina, las cuales proporcionan un adecuado ambiente y estimulan el crecimiento de
la bacteria, ademas tiene cloruro de sodio que suministra iones de sodio para el transporte

de membrana y mantiene el equilibrio osmoético del medio (TM MEDIA, 2022).
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2.6.5.2.1 Preparacion de Luria Bertani (TM MEDIA)

1. Primero se esterilizé todos materiales en la autoclave a 120 °C durante 30
minutos

2. Se pesd 25 gramos del producto y se disolvio en 1000 mililitros de agua
purificada/destilada.

3. Se colocé en la autoclave a una temperatura de 120°C por 30 minutos.

4. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se guardd en la refrigeradora hasta el
dia que se vaya a ocupar.

(TM MEDIA, 2022)

2.6.5.2.2 Preparacion de solucion madre de antibiético

1. Primero se tuvo en cuenta las concentraciones minimas recomendadas por la

CLSI
Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria (ug /ml)

Antibiotico Siglas Sensible Intermedio  Resistente
Azitromicina 15ug AZM <16 - >32
Ceftriaxona30 ng  CRO <1 2 >4
Ciprofloxacina5 ug CIP <l 2 >4
Amoxicilina + AMC <8/4 16/8 >32/16
acido clavulanico
20/10 nug
Gentamicina1l0 ug CN <4 8 > 16

Fuente: (CLSI, 2016)

2. Luego se realizaron los calculos tomando en cuenta las concentraciones de los
medicamentos, se realizé reglas de 3, multiplicando 20 veces la dosis que
establece la CLSI y al final se multiplico por 3ml de LB, que son de la solucién
madre del antibidtico.
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Tabla 7. Célculo de dosis para preparar la solucion madre de antibidtico

Antibitticos Regla de 3 Concentraciones
de antibidtico (ul/3ml)
Concentracion:600mg/50ml
Azitromicina 600.000 g - 50.000pl 26.67 pl x 3ml (LB) =80 pl
(AZM)

Ceftriaxona
(CRO)

Ciprofloxacina
(CIP)

Amoxicilina +
acido
clavulanico
(AMC)

Gentamicina
(CN)

320ug X =26.67 pl
Concentracion:1g/100ml
1.000.000 ug - 100.000pl
20pg X=2ul
Concentracion:200mg/100ml
2000.000 ug - 100.000pl
20ug X=10ul
Concentracion:1500mg/2ml
1.5000.000 ug - 5000ul
160ug X=0.53ul

Concentracion:80mg/2mi
80.000 ug - 2000pl
80ug X=2ul

2 Ul x 3ml (LB) =6 pl

10 pl x 3ml (LB) = 30 pl

0.53 pl x 3ml (LB) = 1.6 pl

2 Ul x 3ml (LB) =6 pl

Fuente: (Elaboracién propia)

3. Serotularon 5 tubos de ensayo 1 por cada antibiotico.

4. Se coloco 3ml de LB a cada tubo

5. Luego con ayuda de una pipeta se saco la cantidad que obtuvimos en la tabla

anterior, el resultado de concentraciones de antibi6ticos (ul/3ml).

6. Seguidamente se coloco el antibidtico de acuerdo a lo que obtuvimos en la

tabla anterior concentraciones de antibidticos (ul/3ml), para que de esta

manera podamos tener 3ml totales de solucion madre de antibidtico.
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2.6.5.2.3 Preparacion de la bacteria

1. Se rotularon los tubos con los respectivos nombres y codigo de las cepas.

2. Se llenaron los tubos con 3 ml de LB.

3. Setomaron las colonias con ayuda de un palito de naranjo, se introdujeron en
el tubo y se mezclo en el vortex.

4. Se midio la turbidez en el espectrofotometro a 600 nanémetros (nm) para que
tenga una concentracion de 0,5 o sea con una turbidez igual a 1,5 x 108
UFC/ml.

2.6.5.2.4 Siembra en las microplacas

1. Secolocé el tubo de la bacteria en una caja petri para poder tomar con la pipeta
multicanal.

2. De igual forma se coloco LB en una caja petri.

3. Con una pipeta se tomé 100 pl de LB y se deposit6 en el primer pocillo

4. Con la pipeta se tom6 50 pul de LB y se coloc6 en el segundo hasta el doceavo
pocillo exceptuando el tercero.

5. Se coloc6 100 pl de la solucion madre de antibidtico en el tercer pocillo.

6. Setomo la pipeta multicanal y se ajust6 a 50 pl para hacer las diluciones.

7. Se hicieron las diluciones seriadas, tomando 50 pl del tercer pocillo solucion
madre (concentracion mas alta) y adicionandolo al siguiente pocillo, y asi
sucesivamente.

8. A continuacion, a cada pocillo se adiciono6 50 pl de bacteria. La concentracion
final en cada pocillo estuvo entre 1 y 5 x 10* ufc/ml.

Quedando la placa como se observa en la figura:
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Figura 2. Procedimiento de microdilucion
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Fuente: (Elaboracién propia)

9. Una vez que ya estan inoculadas las placas de microdilucion, se sell6 con una
cinta parafilm para evitar la contaminacioén y evaporacion del medio de
cultivo.

10. Las placas se llevaron a incubar a 37°C por 21 horas.

11. Al siguiente dia se hizo la lectura de los resultados en el lector de microplacas.

2.7 Variable respuesta

2.7.1 Cualitativa

e Resistencia a Antibidticos evaluada mediante método Kirby Bauer

Se clasifican las cepas de Shigella spp como Sensibles (S), Intermedia (I) o Resistente

(R), tomando en cuenta el tamafio de los halos (mm) que presenten y comparandolas con
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directrices expuestas por la CLSI.

2.7.2 Cuantitativa

e Concentracion Minima Inhibitoria

La CMI refiere a la dosis mas baja del antibidtico expresada en pg/ml, la cual es
necesaria para inhibir el crecimiento de Shigella spp. Dato que se establece midiendo
la absorbancia (luz trasmitida a través del cultivo) de la muestra mediante una longitud

de onda de 600 nandmetros.

2.8 Procesamiento de la informacion

Los resultados recolectados en este estudio se anotaron en una base de datos en
Microsoft Excel ® 2016.
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CAPITULO 11l

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo, se llevo a cabo la interpretacion de los resultados obtenidos en cada
fase de la investigacion. De la primera fase, las mediciones de los halos de inhibicién,
clasificando a cada cepa en Sensible, Intermedia o0 Resistente ante los farmacos,
tomando como referencia el método fenotipico de Kirby Bauer, basandonos en los

puntos de corte sefialados segun la CLSI.
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3.1 Prueba de antibiorresistencia (sensibilidad a los antibidticos)

Tabla 8. Sensibilidad in vitro de cepas de Shigella spp. aisladas de carne de pollo frente a

cinco antibidticos (Azitromicina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, Amoxicilina + Acido

clavulanico y Gentamicina

Cepas de Shigella spp.

Sensibilidad in vitro

Rangos promedios

Media de la escala

S. sonnei SE6-1
S. sonnei Uyi_30
S. sonnei Uyi_30
S. dysenteriae 1657
S. flexneri ATCC 29903
S. flexneri ATCC 29903
S. sonnei Uyi_30
S. sonnei Uyi_30
S. sonnei Uyi_30
S. dysenteriae 1657
S. sonnei ATCC 29930
S. sonnei ATCC 29930
S. sonnei ATCC 29930
S. flexneri ATCC 29903
S. flexneri T87
S. flexneri ATCC 29903
S. sonnei 1915

182,3 a
171,8a
171,8a
155,6 ab
155,6 ab
145,1 ab
128,9 abc
128,9 abc
128,9 abc
128,9 abc
118,4 bc
102,2 bc
102,2 bc
102,2 bc
102,2 bc
75,5¢C
75,5¢C

2,6
2,4
2,4
2,2
2,2
2,0
1,8
1,8
1,8
1,8
1,6
1,4
1,4
1,4
1,4
1,0
1,0

Cepas de Shigella spp. que en una misma columna compartan letras, no difieren

estadisticamente segun la prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba U

de Mann Whitney para p<0,05.

En la tabla 8 estan descritas desde la cepa mas resistente a las mas sensible de Shigella

spp, de modo que las cepas mas resistentes son aquellas en la cual la media de la escala

se acerca mas a 3 mientras que las mas sensibles se aproximan al 1. Estadisticamente
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algunas de las cepas no muestran diferencia por lo que se determina a la cepa S. sonnei
SE6-1 como la més resistente a los 5 antibioticos empleados (AMC, CRO, AZM, CN,
CIP) en cambio las cepas més sensibles son las S. sonnei 1915 y S. flexneri ATCC
29903. Para realizar esta estadistica, se utilizaron los datos recopilados en la Fase 1,
en el cual se sacaron las medias de los tamafios de halo de las 3 réplicas por cepa,
segun el valor de corte del (CLSI, 2016) mediante el método Kirby Bauer.

En la presente investigacion se pudo observar que la misma especie de S. sonnei, pero
cepa 1915 resultd ser una de las méas sensibles, mientras que la cepa SE6-1fue una de
las més resistentes. Coincidiendo con (Marcoleta et al., 2013) ya que en su estudio
obtuvieron como resultado que de un total de 277 cepas de Shigella sonnei, el 17,3%
presentd sensibilidad ante todos los antibi6ticos (ampicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, trimetoprim/sulfametoxazol, ciprofloxacina, y &cido nalidixico) y el
82,7% fue resistente a uno 0 méas antimicrobianos. Estos datos son similares a nuestra
investigacion ya que siendo de la misma especie muestra un comportamiento diferente

siendo una mas sensible y la otra mas resistente.

Por otro lado (Ahmad et al., 2021) sustenta lo anteriormente descrito en su
investigacion ya que al realizar un analisis mutacional mostré que el clon “linaje global
III” tiene una fuerte adaptabilidad hacia el estrés oxidativo que probablemente refleja
su patron de dominancia. Por lo tanto, existe una relacion significativa entre el integron
clase Il y la resistencia desarrollada hacia los diferentes antibiéticos en S. sonnei.
La adquisicion de integrones de clase Il por parte de S. sonnei, junto con cambios
mutacionales significativos, genera una presion selectiva sobre los antibidticos, dando

lugar al desarrollo de cepas resistentes.

Shigella sonnei también cuenta con mecanismos antibacterianos. Tiene la capacidad
de activar el sistema de consumo de protones, resistir los péptidos antimicrobianos del
huésped, generar colicinas (toxinas producidas por bacterias coliformes) y mucinasas

(enzimas para degradar las mucinas). Estos mecanismos resultan letales para una
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variedad limitada de bacterias filogenéticamente relacionadas, lo que hace que S.
sonnei sea mas favorable en cepas sensibles a la colicina-mucinasa (Mattock &
Blocker, 2017). Un estudio realizado en la India revelé que el 93% de las muestras
estudiadas contenian al menos un plasmido portador de genes para la produccion de
colicinas, evidenciando asi un marcado nivel de patogenicidad preocupante
(Calcuttawala et al., 2015).

En la investigacion de (Baker et al., 2018) el estudio genémico mostré que la
transferencia horizontal de genes de solo un plasmido RAM (resistencia
antimicrobiana) entre cepas de Shigella, puede ser el culpable de las epidemias ya
existentes y de promover nuevas. El adquirir de genes de resistencia ante los
medicamentos implica varios sistemas de transferencia de genes, como integrones,

transposones, plasmidos conjugativos (Partridge, 2011).

Los plasmidos tienen una funcion esencial en el proceso de transferencia horizontal de
genes, facilitando la propagacion de genes resistentes a los antibioticos. La transmision
de genes resistentes a través de plasmidos ha reavivado espantosamente el tema de la
resistencia a los antibidticos y el reto actualmente en curso de ctx-mbla beta-lactamasa
de espectro extendido nowm-1,bla. Por ejemplo los genes que codifican carbapenemasas,
presentes en todos los patdgenos entéricos, poseen la capacidad de ajustarse y persistir
en el entorno, especialmente en ambientes acuaticos, como las aguas residuales (Das
& Mandal, 2019).

La falta de adecuado saneamiento resulta en la contaminacion del agua destinada tanto
para riego como para consumo. Dandose, asi como resultado la posible transmision e
intercambio genético entre cepas en S. sonnei lo que se ha convertido en una fuente
comun y potencial en el aparecimiento de resistencia ante los antimicrobianos. La
tipificacion de aislamientos a través de la incompatibilidad de plasmidos tiene la
capacidad de proporcionar un conocimiento detallado sobre la diversidad genética,

facilitando asi la comprension de la expansion a nivel local, global y regional. Esto
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puede ocurrir tanto a través de maultiples interacciones moleculares entre plasmidos
como por la presencia de un Unico tipo de plasmido predominante (Das & Mandal,
2019).

Tabla 9. Efectividad de cinco antibitticos (Azitromicina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina,
Amoxicilina + Acido clavulanico y Gentamicina) mediante ensayo de sensibilidad in vitro de

cepas de Shigella spp. aisladas de carne de pollo

o Sensibilidad in vitro Media de la escala
Antibidtico )
Rangos promedios
Ciprofloxacina 179,26 a 2,5
Amoxicilina +acido 155,71b ”1
clavuléanico ’

Ceftriaxona 114,76c 1,5
Gentamicina 106,91c 14
Azitromicina 83,35d 11

Antibiéticos que en una misma columna compartan letras, no difieren
estadisticamente segun la prueba de Kruskal Wallis complementada con la prueba U

de Mann Whitney para p<0,05

En la tabla 9 se realiz6 un analisis estadistico en el que se estableci6 los antibioticos
mas efectivos para bloquear el crecimiento de las cepas de Shigella spp que se
estudiaron en esta investigacion y el antibiotico menos eficaz, el cual determiné que
el antibidtico mas efectivo es la Azitromicina con una media de escala de 1.1, porque
estdn mas cerca al 1 (cuanto mas cerca estad la media al 1, mas sensible sera) y el
farmaco con la menor efectividad para inhibir a las cepas de Shigella spp fue

Ciprofloxacina con una media de 2,5.
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En la investigacion realizada por (Marami et al., 2018) obtuvieron como resultado
que Shigella spp fue 100% sensible a ciprofloxacina. De igual manera (Duarte et al.,
2021) encontr6é que ninguna cepa mostro resistencia al ciprofloxacino y encontrd un
porcentaje bajo de resistencia para ceftriaxona (4%). En cambio, en esta investigacion,
si hubo resistencia, aunque no fue muy marcada con un valor de media de escala de
2.5. En otra investigacion por (Rodriguez et al., 2023) obtuvieron como resultado
tasas de resistencia para azitromicina 52.9% y ciprofloxacino 44,1%. EIl presente
estudio discrepa con el resultado de azitromicina ya que en nuestra investigacion si
presentd sensibilidad, pero coincidiendo con el caso de ciprofloxacina ya que si fue
resistente igual que el estudio del autor.

(Chung & Baker, 2018) justifican esto ya que las fluoroquinolonas como la
ciprofloxacina se empezaron a usarse con mas frecuencia para tratar la shigelosis que
era resistente a algunos medicamentos y de esta manera su uso se fue generalizando y
es asi como ha surgido resistencia a este grupo de antibioticos. La resistencia a las
fluoroquinolonas, tanto para los aislados in vitro como para los aislados clinicos, es
debido a la acumulacion progresiva de mutaciones en la topoisomerasa y la girasa,
codificadas respectivamente por los genes cromosémicos parC y gyrA, probablemente
como una estrategia de adaptacion para la resistencia contra la quinolona de primera

generacion, el acido nalidixico.

Asi mismo (De la Fuente et al., 2015) menciona que la propagacion de cepas
resistentes a los medicamentos resultante del uso de farmacos es un proceso natural

que puede acelerarse por el uso inadecuado de ciertos medicamentos.

En otra investigacion por (Yousfi et al., 2019) obtuvieron de los 254 Shigella aislados,
76,4% fueron sensibles a la azitromicina y el 23,6% mostraron resistencia.
Concordando en cierta medida ya que la azitromicina en nuestro estudio si presento

una alta sensibilidad.
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Dichos resultados son similares a la investigacion realizada por (Villacrés & Alcocer,
2015) en el cual analizaron 79 aislados de Shigella obteniendo como resultado una
resistencia de 96.20% para tetraciclina, ampicilina 94.94%, azitromicina 15.19%,
acido nalidixico 10.13%, ceftriaxona 1,27%. Dicho resultado en el caso de la
azitromicina se puede comparar con la presente investigacion ya que este antibiotico

si fue sensible ante Shigella.

Tabla 10. Sensibilidad in vitro de las tres especies del género Shigella aisladas de carne de pollo
frente a cinco antibidticos (Azitromicina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, Amoxicilina + Acido

clavulénico y Gentamicina).

Especie Ciprofloxacina Amoxicilina Ceftriaxona Gentamicina Azitromicina
Shigella +acido
clavuléanico
S. sonnei 2,6 2,3 1,4 1,6 1,2
S. flexneri 2,6 1,6 1,8 1,0 1,0
S. 2,0 3,0 2,0 2,0 1,0

dysenteriae

Media de la escala de sensibilidad a los antibidticos (1-Sensible, 2-Intermedio, 3-

Resistente)

En la tabla 10 se describe la sensibilidad que presentaron las tres especies de Shigella
spp frente a los 5 antibidticos empleados presentando las tres especies una sensibilidad
notoria con una media de la escala de 1 frente a la azitromicina y mostrando resistencia
frente a la ciprofloxacina. En el caso de S. dysenteriae fue la especie que dio el médximo
valor 3 en la media de escala, considerandose una especie totalmente resistente a
amoxicilina mas 4acido clavulanico, sensibilidad intermedia para ciprofloxacina,

ceftriaxona, gentamicina y siendo totalmente sensible para azitromicina.

Shigella sonnei cuenta también con mecanismos antibacterianos, tiene la capacidad de

resistir a los péptidos antimicrobianos del huésped, activar el sistema de consumo de
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protones, generar mucinasas (enzimas para degradar las mucinas) y colicinas (toxinas
producidas por bacterias coliformes). Estos mecanismos resultan letales para una
variedad limitada de bacterias filogenéticamente relacionadas, lo que hace que S.
sonnei sea mas efectiva en cepas susceptibles a la colicina-mucinasa (Mattock &
Blocker, 2017). Un estudio realizado en la India revel6 que el 93% de las muestras
analizadas poseian al menos un plasmido que codifica para colicinas, evidenciando asi
un nivel significativo de un rasgo patégeno amenazante (Calcuttawala et al., 2015).
Ademas las mutaciones en gyrA y parC desempefian un papel crucial en la capacidad
de diseminacion de aislados de S. sonnei resistentes a fluoroquinolonas (Gu et al.,
2017).

Shigella sonnei presenta varios mecanismos patogénicos unicos y bien establecidos.
La capacidad de sobrevivir intracelularmente, el sabotaje de la muerte fagocitica y la
evasion del sistema inmunoldgico del huésped, especialmente las respuestas
inflamatorias, son procesos fundamentales en su patogénesis. Por ejemplo, la
inhibicion de las respuestas proinflamatorias y la modulacion de la regulacion de las
células B y T son aspectos destacados. Estos mecanismos, junto con la naturaleza
evolutiva de S. sonnei, pueden contribuir a la persistencia de la infeccion a lo largo del
tiempo (Anderson et al., 2017). Diversas investigaciones han demostrado que la
incidencia de S. sonnei se incrementa en concordancia con el progreso econémico, y
que esta especie exhibe una mayor propension a adquirir resistencia a antimicrobianos

de amplio espectro.

En la presente investigacion Shigella flexneri presentd una resistencia intermedia con
un valor de la media de la escala de 2.6 para ciprofloxacina. Un valor muy similar fue
conseguido por (Anselmo et al., 2020) quien obtuvo que el 57,14% de S. flexneri
mostrd una resistencia del 50% para ciprofloxacina. Dicho resultado concuerda con el
de nuestra investigacion ya que la especie S. flexneri si mostré resistencia ante

ciprofloxacina, aunque no fue muy marcada.
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Los plasmidos desempefian una funcién central al facilitar el intercambio genético
horizontal, promoviendo asi la adquisicion y difusion de genes de resistencia. La
accion coordinada de elementos genéticos moviles, capaces de moverse dentro de
moléculas de ADN, también contribuye a la propagacion de genes de virulencia entre
cepas altamente resistentes y virulentas de S. flexneri. Las cepas de Shigella llevan un
plasmido grande (con un tamafio de 120 a 140 megadaltons) denominado pINV, el
cual alberga genes esenciales para el comportamiento invasivo de estos patdgenos, asi
como genes relacionados con la resistencia a farmacos y otras habilidades de

supervivencia (Das & Mandal, 2019).

En el caso de Shigella dysenteriae se observd una mayor resistencia comparando con
las otras especies, ya que marcO valores mas elevados en la media de la escala. S.
dysenteriae se diferencia de otras especies debido a la produccion de toxinas (toxina
Shiga) y uno de los problemas es su resistencia frente a la mayoria de medicamentos.
Ademas de la existencia de genes que codifican para esta toxina, hay algunas
variaciones menores en los factores virulentos entre S. dysenteriae y otras especies de
la bacteria Shigella. S. dysenteriae utiliza un sistema de secrecion para introducir
efectores de proteinas en las células huésped. Estos genes (A-O) codifican y expresan

una estructura en forma de aguja (Pakbin et al., 2023).

Ademas S. dysenteriae emplea un sistema especifico de captacion de hemo como un
factor de virulencia defensivo, el cual esta codificado por los genes Shu. Este
mecanismo participa en la union directa de proteinas que contienen hemo y en la
secrecion de hemaoforos para suministrar hierro al organismo durante los procesos de
patogénesis y supervivencia. Ademas, este mecanismo protege el ADN de S.

dysenteriae tipo 1 contra el dafio oxidativo inducido por el hemo (Pakbin et al., 2023).
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3.2 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

En la segunda fase del trabajo investigativo se realizé la Concentracion Minima
Inhibitoria de las cepas que fueron sensibles a los farmacos (Azitromicina,
Gentamicina, Ciprofloxacina, Ceftriaxona, Amoxicilina + Acido Clavulanico), los
resultados seran descritos por farmaco. En esta fase se trabajé a partir de diluciones
seriadas del farmaco tomando en cuenta los puntos de corte para enterobacterias segun
la (CLSI, 2016).

De las 17 cepas de Shigella spp que se trabajaron en la fase uno de esta investigacion,
se establecidé que 16 cepas fueron Sensibles (S) ante azitromicina, 13 a gentamicina,
12 cepas fueron sensibles a ceftriaxona, 6 para amoxicilina + acido clavulanicoy 3 a
ciprofloxacina (Figura 3) con estas cepas se trabajo en la segunda fase con el objetivo

de determinar las CMI para cada cepa.

Figura 3. Porcentaje de cepas sensibles a los farmacos
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3.2.1 CMI de Azitromicina (AZM)

Segun la CLSI (2016) la CMI de AZM es < 16pg/ml.

Figura 4. Curva de inhibicion de la cepa més sensible y menos resistente a AZM
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En la figura 4 se observa las cepas que presentaron curvas de inhibicion mas
significativas en este estudio ante la Azitromicina, de tal manera la cepa N21 Uyi_30
fue la que presentd mayor resistencia al antibidtico dando como resultado una curva
de inhibicion con un CMI de 80 ug/ml con una absorbancia de 0.420 A. Mientras que
en el caso de la cepa N36- ATCC 29903 fue la que mostr6 mayor sensibilidad al
antibiotico a partir de un CMI de 160 ug/ml con una absorbancia de 0.122 A, la curva
se mantiene constante hasta 40 ug/ml, a partir de ahi la curva va subiendo debido a
gue hay menos concentracién del antibidtico. Segin el (CLSI, 2016) la bacteria es
sensible a un CMI < 16 ug /ml, mientras que en este estudio se observé que a partir de

160 pg/ml tiene una absorbancia mas baja.
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Los macrdlidos muestran actividad particularmente contra bacterias gram positivas,
pocas bacterias gram negativas muestran sensibilidad in vitro entre ellas Shigella spp.
Los macrolidos (claritromicina, azitromicina, eritromicina, etc.) de manera muy
limitada logran penetrar a través de la barrera hematoenceféalica. La azitromicina, tiene
una mejor actividad contra bacterias gram negativas en medio alcalino, muestra
actividad contra cepas de Shigella y Haemophilus y, debido a su prolongada vida, se
administra una sola vez al dia durante periodos mas cortos de tiempo (Lopardo,
2020).

En general los bacilos gram negativos son impermeables a estos medicamentos debido
al tamafo molecular y la estructura de la membrana externa. Los macrolidos
interfieren con la sintesis de proteinas (traduccion) en la etapa de elongacion de la
cadena. Distintos grupos funcionales de la eritromicina se conectan a secuencias del
dominio V del ARN ribosémico 23S (ARNTr), el cual forma parte de la subunidad 50S
del ribosoma de la bacteria. Los macrolidos tienden a desarrollar una accion
antibacteriana de desarrollo lento y es dependiente del tiempo. Esta actividad es
considerada bacteriostatica contra la mayor parte de los microorganismos. No
obstante, en altas concentraciones en medio alcalino o principalmente durante la fase
de crecimiento, pueden actuar como bactericidas. La CIM es significativamente menor
a pH alcalino debido a que la forma no ionizada se difunde mas eficientemente a traves

de la membrana citoplasmatica (Lopardo, 2020).

(Pozo et al., 2014) en su investigacion pone a prueba la azitromicina en aislados de
Shigella, Yersinia y Salmonella, como resultado obtuvo que de las 139 cepas de
Shigella 138 obtuvieron una CMI<16mg/1, resultados que no coinciden con el presente

estudio. Ya que se obtuvo una CMI de 160ug/ml.

En cambio en otra investigacion por (Pulido & Reporter, 2013) que fue realizada en
los Angeles, de un brote de Shigella, en el cual el 32,5% de los aislados

experimentados manifestaron una reducida sensibilidad ante azitromicina obteniendo
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una CMI>16mg/l. De igual manera en un estudio realizado por (Rodriguez et al.,
2023) en cuatro aislados de S. sonnei la CMI para azitromicina fue mayor a 256 mg/L,
dichos resultados coinciden con esta investigacion ya que se logré una CMI a
concentraciones >16mg/l del antibiotico. La resistencia a los macrolidos se asocia con
la expresion del gen mphA que tiene localizacion plasmidica (Pulido & Reporter,
2013).

3.2.2 CMI de Ciprofloxacina (CIP)

Segun CLSI (2016) el punto de corte para CMI de CIP en enterobacterias es < 1
pg/ml

Figura 5. Curva de inhibicion de la cepa méas sensible y menos resistente
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En la figura 5 se observa las cepas que presentaron curvas de inhibicion mas
significativas en este estudio ante la ciprofloxacina, de tal manera la cepa N16 1657
fue la que presentd mayor resistencia al antibidtico dando como resultado una curva

de inhibicion con un CMI de 20 ug/ml con una absorbancia de 0.547 A. Mientras que
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en el caso de la cepa N18 ATCC 29903 fue la que mostrd6 mayor sensibilidad al
antibiotico a partir de un CMI de 20 pug/ml con una absorbancia de 0.224 A, la curva
se mantiene mas 0 menos constante hasta 0.63ug/ml, a partir de ahi la curva va
subiendo debido a que la concentracion del antibiético sigue bajando. Segun el (CLSI,
2016) la bacteria es sensible a un CMI < 1 ug /ml, no obstante en este estudio se

observé que en 20 ug/ml tiene una absorbancia méas baja.

Las fluoroquinolonas también conocidas como quinolonas, constituyen una categoria
de antibidticos sintéticos con propiedades bactericidas de amplio espectro. Su
mecanismo de accion se basa en la inhibicion de las enzimas topoisomerasa 1V y
topoisomerasa Il (girasa de ADN) bacterianas, esenciales para procesos como la
recombinacion, reparacion, transcripcion, replicacion, y transcripcion del ADN en
bacterias. La ciprofloxacina, perteneciente a la segunda generacion de
fluoroquinolonas, exhibe su principal eficacia contra bacterias gramnegativas y
algunos microorganismos grampositivos. Como una de las primeras fluoroquinolonas
desarrolladas, se receta para el tratamiento o prevencion de infecciones bacterianas
especificas, y su espectro de accion cambia dependiendo del nivel de actividad
(Carrillo et al., 2018).

De manera similar a los aminoglucdésidos, las fluoroguinolonas exhiben un efecto
bactericida que depende de la concentracion del medicamento. Su capacidad
bactericida se intensifica a medida que la concentracion sérica del antibiético llega a
ser alrededor de 30 veces la CMI (Carrillo et al., 2018).

En el estudio realizado por (Tijerino et al., 2019) un reducido porcentaje de cepas
exhibié una disminucién en la sensibilidad a las quinolonas y dicha resistencia fue
registrada en diversas regiones del mundo como Africa, Asia y otros lugares de
Latinoamérica. Un estudio realizado en Brasil revelé un incremento notable en la
resistencia a la ciprofloxacina, pasando del 5% en 2015 al 62.5% en 2017 (Silveira
& Machado, 2018). La resistencia esta vinculada a mutaciones especificas en los
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genes gyrB y gyrA, responsables de codificar ADN girasa, asi como en los genes parE
y parC, encargados de codificar la topoisomerasa 1V, ademas se observan una
eliminacién activa del agente antimicrobiano y alteraciones de permeabilidad de la

membrana a través de bombas eflujo (Kim et al., 2008).

3.2.3 CMI De Ceftriaxona (CRO)

Segun CLSI (2016) la CMI de CRO es <1 pug /ml

Figura 6. Curva de inhibicion de la cepa méas sensible y menos resistente a CRO
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En la figura 6 se observa las cepas que presentaron curvas de inhibicion mas
significativas en este estudio, de tal manera la cepa N16 1657 fue la que presento
mayor resistencia al antibidtico dando como resultado una curva de inhibicion con un
CMI de 10 pg/ml con una absorbancia de 0,233 A. Mientras que en el caso de la cepa
N3 ATCC 29930 fue la que mostré mayor sensibilidad al antibidtico a partir de un
CMI de 1,25 ug/ml con una absorbancia de 0,050 A. Segun el (CLSI, 2016) la bacteria

es sensible aun CMI <1 ug/mly es lo que se observé en este estudio ya que, mientras
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la concentracion fue bajando a partir del 1,25 ug/ml la curva se mantenia, entonces se
pudo ver que dosis recomendada por el CLSI si fue efectiva en esta cepa ya que se

encuentra mas 0 menos entre esos valores.

3.2.4 CMI de Amoxicilina + Acido Clavulanico (AMC)

Seguin CLSI (2016) la CMI de Amoxicilina + Acido Clavulanico para enterobacterias

es < 8/4 ng/ml.

Figura 7. Curva de inhibicion de la cepa méas sensible y menos resistente a AMC

Media CMI - AMC / Absorbancia(A)
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En la figura 7 se describe la curva de inhibicién de las cepas resultando N3
ATCC29930 con mayor resistencia ante el antibi6tico, de manera que la CMI se
observo que tuvo una CMI de 160 pug/ml con una absorbancia de 0.220 A la curva se

mantiene constante en 10 ug/ml con una absorbancia de 0.826 A. En cambio, en la

45



cepa N18 T87 muestra una mayor sensibilidad ante el antibiético y se observé una
absorbancia de 0.056 A en los 160 pg/ml. Segun el (CLSI, 2016) la bacteria es sensible
a un CMI < 8/4 ng/ml mientras que en este estudio se observo que fue sensible a una

concentracion de 160 ug/ml.

Los betalactdmicos comprenden una categoria de agentes antimicrobianos que incluye
inhibidores de penicilinasas, monobactams, carbapenemes, cefalosporinas y
penicilinas. Estos antibidticos, que poseen un amplio espectro de accion, comparten el
anillo betalactdimico como componente comun, y constituye cerca del 50% de los
antimicrobianos prescritos a nivel global. EI mecanismo de accion implica la
degradacion de la pared celular bacteriana al unirse a las proteinas fijadoras de B-
lactamicos (PBP). Las bacterias, mayoritariamente gramnegativas, emplean enzimas
conocidas como betalactamasas para hidrolizar el anillo betalactdmico, bloqueando de
esta manera el mecanismo de accion. Entre estas enzimas, se destaca la Betalactamasa
de espectro extendido (BLEE), que confiere resistencia a las penicilinas y
cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion. Esta resistencia puede
ser contrarrestada por los inhibidores de betalactamasas como el acido clavulanico
(Astocondor, 2018).

El mecanismo de accion de las cefalosporinas guarda similitud con el de otros beta-
lactdmicos. La inhibicion del crecimiento bacteriano se produce al interferir con la
sintesis de la pared celular y al inducir la autélisis bacteriana. La pared celular,
compuesta por una glucoproteina denominada peptidoglucano, se encuentra finamente
estructurada y rodeada por una membrana externa constituida por proteinas y lipidos

en el caso de bacterias gram negativas (Lopardo, 2020).

La resistencia a las cefalosporinas, especialmente en bacterias gramnegativas, se debe
principalmente a la produccion de betalactamasas, que implica la inactivacion del
antibidtico a través de la hidrolisis. Estas enzimas betalactamasas poseen la capacidad

de descomponer el anillo betalactdmico presente en los antibidticos, provocando la
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destruccion y desestabilizacion de su estructura quimica. Después de interactuar con
una molécula de farmaco, la betalactamasa se separa y se regenera, lo que le permite
actuar nuevamente con otras moléculas. Los genes que contienen la informacion para
la sintesis de estas enzimas pueden estar presentes en el genoma de ciertas especies de
bacterias de manera constitutiva o estar presentes en el ADN plasmidico, facilitando
su transferencia entre diferentes especies (Lopardo, 2020).

En el estudio realizado por (Pozo et al., 2014) demostro sensibilidad a la amoxicilina,
ya que todas las cepas pertenecian al serotipo O:3, que produce una B-lactamasa

cromosOmica capaz de hidrolizar cefalosporinas de primera y segunda y ampicilina.

En la investigacion por (Gavarrete et al., 2021) se llevo a cabo la deteccion de cepas
que producen de BLEE utilizando el método de disco triple con Ceftriaxona (CRO),
Cefotaxima (FOX) y Ceftazidima (CAZ), vy, resultando en un 6% de cepas que
mostraron resistencia. Dicha resistencia ha sido reportada en varios informes de China,
Corea del Sur, Iran, Japon, Libano, Turquia, Canada, Israel, Argentinay varios lugares
de Asia, donde se ha detectado Shigella spp, que albergan diversos tipos de genes
BLEE. A pesar de que la mayor parte de las BLEE se originan de las familias de -
lactamasa SHV y TEM, inicialmente identificadas, Shigella spp. ademas puede
manifestar la familia CTXM (Ranjbar & Farahani, 2019).
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3.2.5 CMI de Gentamicina (CN)

Segun CLSI (2016) la CMI de CN es 4pg/ml

Figura 8. Curva de inhibicion de la cepa més sensible y menos resistente a CN
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En la figura 8 se observa las cepas que presentaron curvas de inhibicion mas
significativas en el presente estudio, de tal manera la cepa N19 Uyi_30 fue la que
presentd mayor resistencia al antibiético dando como resultado una curva de inhibicion
con un CMI de 80 pg/ml, con una absorbancia de 0,357 A. Mientras que en el caso de
la cepa N18 ATCC29903 fue la que mostré mayor sensibilidad al antibiético a partir
de un CMI de 10 pg/ml con una absorbancia de 0,161 A. Segun el (CLSI, 2016) la
bacteria es sensible a un CMI < 4 ug /ml mientras que en este estudio se observo que

fue sensible a una concentracion de 10 pg/ml.

Los aminoglucésidos presentan actividad bactericida la velocidad de eliminacion
bacteriana se incrementa a medida que la concentracién del antibidtico aumenta,
independientemente del tamafio del inoculo. Estos agentes son efectivos contra

diversos microorganismos, tanto grampositivos como gramnegativos, destacandose su
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actividad especialmente contra las enterobacterias. Su amplio espectro puede ser
ampliado debido a su capacidad de exhibir actividad sinérgica con otros antibidticos,
principalmente con los beta-lactamicos, tanto en bacterias grampositivas como
gramnegativas (Lopardo, 2020). Su mecanismo de accién consiste en la inhibicion de
la sintesis de proteinas al unirse al sitio A en el ARN ribosomal 16S del ribosoma 30S
(Treviiio & Molina, 2022).

La resistencia a los aminoglucésidos se origina a partir de la interaccion de tres
mecanismos distintos: 1) debido a cambios en la membrana bacteriana que afectan la
absorcion y los sistemas activos de expulsién, lo que resulta en la acumulacién
intracelular de aminoglucoésidos; 2) disminucion de la union de los aminoglucésidos
como resultado de mutaciones o metilacion en el sitio de union al ARN ribosémico
16S; y 3) inactividad enzimatica de los aminoglucésidos mediante procesos de O-

fosforilacion u O-nucleotidacién y N-acetilacion (Lopardo, 2020).

3.3 Mecanismos moleculares de resistencia de Shigella spp a CIP, AMC, CRO,
CN, AZM.

A continuacion, se describen los mecanismos moleculares de resistencia de las Cepas
mas resistente a todos los antibidticos, desde el antibiético que presentaron mayor
resistencia al méas sensible siendo CIP, AMC, CRO, CN y AZM, de manera que se
establecera las diferentes formas de evasion de la cepa de Shigella spp para bloquear,
inhibir y alterar los mecanismos de accion de los antibidticos utilizados en el presente

estudio.

3.3.1 Mecanismos de resistencia de Shigella spp a fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas fue uno de los grupos de antibidticos que mas resistencia mostro

ante Shigella spp. La resistencia a las fluoroquinolonas en organismos gramnegativos
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generalmente se atribuye a uno de dos mecanismos. Un mecanismo surge debido a
mutaciones en los genes diana de la fluoroquinolona, que incluyen gyrA y gyrB
(encargados de codificar ADN girasa), asi como parE y parC (responsables de
codificar topoisomerasa 1V). El segundo mecanismo resulta de la expulsion activa de
las fluoroquinolonas. En Shigella, se ha demostrado que una bomba de eflujo para
fluoroquinolonas confiere un alto nivel de resistencia a las quinolonas contra S.
Dysenteriae (Kim et al., 2008).

La resistencia originada por mutaciones cromosomicas en el sitio objetivo se produce
en las subunidades especificas de la topoisomerasa IV y la ADN girasa, que son gyrB,
gyrA, parE, parC, codificadas por los genes correspondientes. La ADN girasa consta
de dos subunidades gyrA y dos subunidades gyrB, mientras que la topoisomerasa IV
incluye dos subunidades parC y dos parE. Las mutaciones mas frecuentes suelen
ocurrir en los codones 83, 87 y 211, con mutaciones en gyrB detectadas con menor
frecuencia en diversos estudios. Algunos investigadores sostienen la idea de que una
sola mutacidn en gyrA podria conferir resistencia a las quinolonas, pero para reducir
la susceptibilidad a las fluoroquinolonas, se requieren mdaltiples mutaciones

adicionales en las regiones parC y gyrA (Azmi et al., 2014).

Las mutaciones del gen parC son mas frecuentes en los codones 80 entre los aislados
de Shigella. Se ha verificado que las alteraciones en el gen gyrA son considerablemente

mas prevalentes que las mutaciones en el gen gyrB (Tamanna & Ramana, 2016).

Resistencia mediada por plasmidos: La resistencia a las fluoroquinolonas mediada por
plasmidos se debe a la proteccion de ADN girasa por una proteina de la familia de
repeticion de pentapéptidos llamado gnr o ciprofloxacina: modificada por una enzima
(aminoglucosido acetiltransferasa) codificada por el gen aac 6-lb-cr (Taneja et al.,
2015).
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La razén primordial de la resistencia a las quinolonas en los aislamientos de Shigella
radica en la dispersion de genes plasmidicos identificados como regiones resistentes
ante las quinolonas mediadas por plasmidos (PMQR). Estos genes, como gnr (gnrD,
gnrB, gnrA, gnrC, gnrS, aac[6']-lb-cr, gep,), estan comdnmente asociados con
elementos transponibles o moviles presentes en plasmidos. Los genes gnr, con
frecuencia integrados en integrones, facilitan la propagacion entre Shigella y otros
miembros de la familia Enterobacterias. Posteriormente, los aislados con resistencia
ante quinolonas puede propagarse a través de distintas zonas geogréaficas debido a la
movilidad de la poblacién. La combinacién de nuevas mutaciones en GyrA y ParC,
junto con la presencia de la bomba de eflujo y los genes PMQR, contribuye al aumento
de la (CMI) en las quinolonas. Estos hallazgos son esenciales para mejorar nuestra

comprension de la resistencia a las quinolonas en estos aislados (Das et al., 2016).

(Bowen et al., 2015) realizaron un estudio en Estados Unidos, como resultado
obtuvieron una tasa de resistencia de Shigella a las fluoroquinolonas del 87 % durante
2014-2015. La resistencia de los aislados de Shigella a las fluoroquinolonas se debe
principalmente a alteraciones mutacionales en la region determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR) de los genes de la ADN girasa y la topoisomerasa 1V, pero la
resistencia a las quinolonas mediada por plasmidos (PMQR) pueden facilitar la
seleccion de aislados que exhiben niveles mas altos de resistencia a través de
mecanismos codificados extracromosémicamente y confieren una susceptibilidad

reducida a las fluoroquinolonas.

Es crucial sefialar que los aislados de Shigella que son positivos para gnrs,
particularmente las cepas de S. flexneri, exhiben una resistencia significativamente
elevada a las fluoroquinolonas. Varios investigadores de diversas regiones del mundo
coinciden en que el gen gnrS, asociado con la resistencia a las quinolonas y transmitido
por plasmidos, juega un papel fundamental en disminuir la susceptibilidad de cepas
de Shigella a fluoroquinolonas (Zhang et al., 2019).
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3.3.2 Mecanismos de resistencia de Shigella spp a Betalactamicos

Las B-lactamasas de clase A: tienen la capacidad de descomponer penicilinas de
espectro estrecho, sin afectar a las cefalosporinas ni carbapenémicos, y pueden ser
inhibidas por &cido clavulanico y tazobactam. Las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) se clasifican dentro de la clase A segun la categorizacion de Ambler. Se ha
observado la existencia de BLEE que proporcionan resistencia ante cefalosporinas de
tercera generacion en cepas de Shigella. EI primer reporte que describe el
descubrimiento de cepas de Shigella que producen BLEE provienen de Bangladesh en
2004, lo cual constituye una seria amenaza global para la salud, impactando a paises

desarrollados como a los que estan en desarrollo (Rahman et al., 2004).

A pesar de que la mayoria de las BLEE tienen su origen en las familias de -lactamasas
SHV y TEM, que fueron identificadas inicialmente, Shigella spp ademas tiene la
capacidad de expresar la familia CTX-M. Dentro de esta familia, CTX-M-15 es uno
de los descubrimientos mas significativos asociados con la epidemiologia actual de las
BLEE. Se ha identificado predominantemente en aislados de Shigella productores de
BLEE, tanto comensales como patdgenos, en diversas regiones del mundo. Hasta la
fecha, se ha constatado la presencia de CTX-M-15 en aislados de Shigella provenientes
de varios paises, incluyendo Irdn, Turquia, Bulgaria, Francia, el Reino Unido, Polonia,
Canada, Rusia y Polonia (Bialvaei et al., 2017).

Las B-lactamasas de tipo CTX-M comprenden al menos 40 variedades, y estas pueden
transferirse facilmente entre aislados de Shigella mediante plasmidos conjugativos
clasificados en los grupos IncF, IncZ e Incl (Kim et al., 2014). Segun el estudio de (L.
et al., 2015) se observé que el elemento IS Ecpl estaba ubicado de manera contigua a
todos los genes bla ctx. en las cepas de Shigella, indicando asi que desempefia un papel

crucial en la movilizacion de los genes bla ctx.
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Los genes BLEE entre los aislados de Shigella podrian ser transferidos de aislados de
E. coli a Shigella spp, particularmente a los aislados de S. sonnei, mediante el proceso
de conjugacion en el intestino humano. La adquisicion de resistencia y la presencia de
BLEE en Shigella spp. pueden ser responsables de los fallos en el tratamiento y, por

ende, restringir las opciones terapéuticas disponibles (Rashid & Harunur, 2015).

B-Lactamasas Clase B: son enzimas que tienen la capacidad de descomponer el
carbapenem y otros B-lactamicos, con la excepcion del aztreonam. A diferencia de las f-
lactamasas tradicionales, como el tazobactam y el &cido clavulanico, los cuales no pueden
inhibirlas, estas enzimas son resistentes a los inhibidores clasicos. La metalo-f-lactamasa,
inicialmente descubierta en un plasmido transferible de Pseudomonas aeruginosa, y la
IMP-1, identificada por primera vez en varios tipos de bacilos gramnegativos en Japon
(Thamizhmani et al., 2015).

En un estudio por (Hara et al., 1998) se dio a conocer la existencia de una nueva variedad
de metalo-B-lactamasa llamada MET-1, la cual estaba mediada por un plasmido presente
en S. flexneri. Los investigadores sugirieron que MET-1 podria ser un derivado de la -
lactamasa IMP-1. Dicho plasmido no solo otorgaba resistencia ante la kanamicina y
sulfonamida, sino que tambien estaba asociado con la presencia de B-lactamasa. En otra
investigacion llevada a cabo por (lyobe et al., 2000) se descubrié que MET-1 habia
experimentado dos cambios de aminoéacidos en comparacion con IMP-1. Como
resultado, el gen fue reclasificado como IMP-3, considerandose asi un ancestro de la -
lactamasa IMP-1. Ademas, se evidencio que este gen estaba ubicado en un casete
insertado en un integron de clase I, que estaba ampliamente distribuido entre varias
especies de Shigella. Este integron proporciond resistencia a practicamente todos los

antibidticos B-lactamicos.

B-Lactamasas Clase C: Se sugiere la utilizacion de ceftriaxona en el tratamiento de
Shigella que presenta resistencia a ciprofloxacina. No obstante, en la actualidad, ciertas

cepas de Shigella spp. poseen un gen que las hace resistentes a las cefalosporinas. Las
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enzimas de tipo AmpC, clasificadas como p-lactamasas de clase C, otorgan una
resistencia sustancial a las cefalosporinas. La B-lactamasa AmpC esta codificada por
genes presentes tanto en plasmidos como en el cromosoma, y el primer reporte de la
presencia de B-lactamasa AmpC de tipo CMY-2 codificada por plasmidos se identifico
en cepas de S. sonnei resistentes ante ceftriaxona conseguidas de un brote de disenteria
bacilar en Taiwan (Zamanlou et al., 2018). En una investigacion realizada en China por
(Zhang et al., 2014) identificaron dos cepas de Shigella productoras de p-lactamasa

AmpC, con bla cmy-2 y bla pHa-1 en pacientes con diarrea.

3.3.3 Mecanismos de resistencia de Shigella spp a Aminoglucosidos

Los aminoglucosidos son empleados en el tratamiento de una amplia variedad de
infecciones. La inhibicion de la sintesis de proteinas se lleva a cabo mediante
aminoglucoésidos. La resistencia a estos compuestos se vincula con la inactivacién
enzimatica, modificaciones en el ribosoma y la actividad de bombas de eflujo. Entre
estos mecanismos, las enzimas que modifican los aminoglucosidos prevalecen en el
ambito clinico. Estas enzimas se activan a través de tres reacciones generales, que dan
lugar a la adenilacion, acetilacion o fosforilacion. El aminoglucésido adeniltransferasa
(gen aadA) es especialmente prevalente en enterobacterias, particularmente en
aislados de Shigella y Salmonella, y otorga resistencia a la espectinomicina
estreptomicina (Iversen et al., 2003).

En realidad, la resistencia a la estreptomicina estd fuertemente asociada a los
integrones, dado el alto indice de presencia de cassettes del gen aadA en los integrones
de clase 1y 2. Un integrén convencional de clase 2 se caracteriza por tener un cassette
genético de 2,2 kb, que presenta una disposicion relacionada a genes de resistencia
(dfrAl — sat — aadAl). Esto confiere resistencia al trimetoprim, estreptomicina y
estreptotricina, correspondientemente. Es importante destacar que los integrones de

clase 2 atipicos no contienen el gen aadAl (Michael & Schwarz, 2016).
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Se han detectado integrones de clase 2 en el transposon Tn7, y su insercion ha ocurrido
mayoritariamente en cromosomas con una frecuencia significativa (Dutta et al.,
2014). Se ha identificado un integron atipico de clase 1 con una secuencia conservada
inusual que contiene una serie de casetes gacH - cmlA-aadAl - aadA2 - estX — psp en
diversas especies gramnegativas Shigella spp, E. coli y Salmonella de distintos
hospedadores (humana, animal y alimentaria), periodos y regiones geogréficas. Por lo
tanto, la transferencia horizontal de estos integrones a través de plasmidos facilita la
diseminacion de genes de resistencia multiple tanto en aislamientos esporadicos como

en brotes de infecciones por Shigella (Chang et al., 2011).

Se han reconocido diversos tipos de cassettes del gen aadA en las enterobacterias,
aunque los tipos aadAl y aadA2 son prominentes entre los aislamientos de Shigella.
Los genes strA y strB mas comunmente distribuidos entre los aislados de Shigella
mediante plasmidos, como IncFIl y pNV-Y394 (Gassama et al., 2010). En concreto
el gen que codifica strA se ha identificado en un 42,1% de los aislados de Shigella
recuperados de pacientes con diarrea en Pakistan (Muthuirulandi et al., 2019). En un
estudio realizado en la India por (Tariq et al., 2012), el 100 % y el 88 % de las cepas
de S. Dysenteriaetipo 1 yS. sonnei albergaban genes strA, que codificaban la

resistencia a la estreptomicina.

3.3.4 Mecanismos de resistencia de Shigella spp a Macrdlidos

La Academia Estadounidense de Pediatria y la Sociedad Estadounidense de
Enfermedades Infecciosas recomendaron la azitromicina como medicamento para el
tratamiento de la shigelosis en nifios, y también la OMS la introdujo como tratamiento
de segunda linea en adultos. Los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades han registrado aproximadamente un 3% de resistencia a la azitromicina
en los casos de Shigella examinados (Salah et al., 2019). En los brotes resistentes que
involucran a Shigella spp, se observa que los aislamientos con susceptibilidad reducida

a la azitromicina son fenOmenos mas recientes y contintian siendo identificados en
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diversos paises como Australia, Estados Unidos, América del Norte, Asia (Yousfi et
al., 2019).

En informes recientes, se ha planteado la posibilidad de que la resistencia a la
azitromicina en aislamientos de Shigella spp. esté relacionada con la existencia de
genes como mphA o ermB, los cuales son transmitidos a través de plasmidos, ya sea
de manera individual o combinada. La resistencia ante macrélidos se encuentra
intervenida por cuatro principales mecanismos: inactivacion enzimtica por
fosfotransferasas codificadas por genes mph; modificacién del sitio objetivo mediante
una ARNr metilasa codificada por genes erm ; mutaciones precisas en rplV que
codifica la proteina ribosomal L22, rpID que codifica la proteina ribosomal L4
y rrlH (23S rRNA); y resistencia a los medicamentos mediada por bombas de eflujo,
como msrA, mefA, OmpW, OmpA (Liao et al., 2017).

Todos los mecanismos de resistencia ante macrolidos tienen la capacidad de conferir
resistencia tanto para azitromicina y eritromicina. ElI gen mph(A) fue inicialmente
identificado en un aislado de E. coli originario de Japdn, y desde entonces, se ha
detectado en diversas bacterias como Shigella spp, Stenotrophomonas spp,
Pseudomonas spp, Aeromonas spp Y otros enteropatdgenos (Zhang et al., 2017). La
propagacion y adquisicién del mecanismo de resistencia a macrélidos mphA en
Shigella spp se ha demostrado principalmente a través de la diseminacion de plasmidos
de E. coli (Mannion et al., 2018). Plasmidos asociados a mphA han sido identificados
en aislamientos de E. coli, sugiriendo su papel como una fuente desde la cual puede
surgir la resistencia a los antimicrobianos en Shigella spp. Este fenémeno ha sido
previamente descrito en E. coli, donde la transferencia de mphA a S. sonnei ha sido
documentada (Darton et al., 2018).

Recientemente, se ha descrito que un plasmido que porta genes de resistencia a la
azitromicina, a saber, pKSR100 (plasmido R conjugativo) en S. flexneri serotipo 3a,

estd involucrado en la propagacion intercontinental de RSA entre el linaje de brotes
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asociados a hombres que tienen sexo con hombres (Dallman et al., 2015). Plasmidos
similares a pKSR100 estan predominantemente relacionados con el linaje de brotes
asociados a hombres que tienen sexo con hombres (HSH) en Australia y otros
lugares. Existe una cantidad significativa de investigaciones sobre la prevalencia de
resistencia a los antibiGticos en aislamientos de Shigella a nivel mundial,
especialmente en HSH. Estos estudios han evidenciado la propagacion a nivel global
de un plasmido multirresistente, fuertemente vinculado a HSH, y que se encuentra

presente en distintos continentes (Ingle et al., 2019).

3.4. Verificacion de Hipotesis

Los resultados de esta investigacion cumplen con la hipotesis alternativa, ya que las
cepas de Shigella spp aisladas en carne de pollo en la ciudad de Ambato, Provincia
de Tungurahua, muestra resistencia a los antibiéticos (ciprofloxacina, Amoxicilina +

acido clavulanico, Ceftriaxona, Gentamicina y Azitromicina) utilizados en el estudio.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Las cepas de Shigella spp aisladas en carne de pollo en la ciudad de Ambato
provincia de Tungurahua, mostraron una notable resistencia ante las
fluoroguinolonas, seguida de resistencia ante los betalactdmicos y en menor
medida ante los aminoglucdsidos y macrdlidos, siendo estos ultimos los mas

eficaces para enfrentar a la bacteria Shigella spp.

Debido a los mecanismos de resistencia que poseen las cepas de Shigella spp, la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de los diversos antibi6ticos utilizados en
el estudio, se determinaron como superiores a las dosis recomendadas por la CLSI,
esto se atribuye al rapido desarrollo y mejora de los mecanismos de resistencia de
Shigella spp, especialmente debido al uso inapropiado de antibidticos a nivel

global.

Shigella spp muestra diversos mecanismos moleculares de resistencia a una misma
familia de antibioticos e inclusive ha desarrollado mecanismos especificos para
resistir ante ciertos antibioticos, permitiéndole evadir, en algunos casos, de manera

efectiva la accion farmacodindmica de estos medicamentos.
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4.2. Recomendaciones

Se recomienda llevar a cabo investigaciones experimentales sobre los genes de
resistencia que podrian manifestar las cepas de Shigella spp analizadas en este
estudio, con especial énfasis en la diferenciacion entre especies, como S. sonnei,
S. flexneri y S. dysenteriae, ya que se han observado diferencias significativas en

sus mecanismos de accion.

Se aconseja utilizar medicamentos solo cuando resulten imprescindibles,
considerando tanto su mecanismo de accion como su espectro de actividad.
Asimismo, se sugiere, siempre que sea viable, complementar el tratamiento con un
antibiograma que identifique la sensibilidad del patégeno ante el antimicrobiano,

con el fin de prevenir el aumento de la resistencia bacteriana.

Se sugiere llevar a cabo una investigacion detallada en la ciudad de Ambato con el
propésito de identificar de manera precisa el punto de contaminacion. Ademas, es
importante implementar programas sanitarios e higiénicos durante el proceso de
faenamiento de aves, con el objetivo de prevenir la contaminacion bacteriana que

podria representar un riesgo patdégeno para el humano.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabulacién resultados Fase 1 (Antibiorresistencia)
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Anexo 2. Resultado del calculo estadistico, Fase 1

Bizlada 1

Aislado 2

Antibidtico | repeticiones

1

| I o R B R o S L R R R W B L R o Y

R SL R o DR TL R R FL N o R L B LN R T4 B o P T B o ey

Sensibilidad escala (1-3)
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Antibidticas
1- Azitromicina
| Z-Ceftriancha
3-Ciproflosacina
4- Amaxiciling + Acido clavulanico
5- Gentamicina

Sensibilidad
1-Senzible
2-Intermedio
3-Resistente



Anexo 3. Actividades realizadas durante la fase 1

Refrescamiento de cepas de Shigella spp

Estriacion en agar Tripticasa de Soya
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Siembra en infusion cerebro corazén

Colocacion de los discos de antibidticos
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Estriacion en agar Mueller Hinton

Medicion de los halos de inhibicion



Anexo 4. Tabulacion de resultados obtenidos en la segunda fase (CMI)
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Anexo 5. Media de los resultados de la segunda fase
AMC
Cepas control bacteria = # pocillo  Dosis R1 R2 R3 0,834
18 - ATCC29903 0,834 3 160pg/ml 0,202 0311 0,359 0321
4 B0pg/mi 0,34 0,346 0,62 D,435[
5 40pg/ml 0,283 0322 0,358 0,321
b 20ug/ml 0,381 0441 0474 0432
7 10ug/ml 0,683 0,736 0,726 0,715
B Spg/ml 0,605 0,648 0,723 0,659
9 2,5ug/ml 0,728 0,706 0,69 0,708
10 125pg/ml 0,729 0719 0,792 0,747
11 0,63ug/ml 0,976 0,952 0,929 0,952
12 032ug/ml 0,916 0941 0,54 0,932
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Anexo 6. Actividades realizadas durante la segunda fase

Tomar el antibidtico con la pipeta Colocar (LB) con la pipeta multicanal

Colocar la muestra en el lector de microplacas
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