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RESUMEN

La infeccion por Shigella spp. generalmente se contrae al consumir alimentos
contaminados, siendo la mala higiene en su manejo un riesgo clave. Asimismo, las
condiciones insalubres en el sacrificio de animales pueden ser una fuente importante
de contaminacion de la carne. Este estudio se centr6 en la identificacion de un gen de
virulencia en Shigella spp. aisladas de carne de pollo comercializada en el canton
Ambato. De las 17 cepas de Shigella utilizadas fueron previamente aisladas e
identificadas mediante técnicas moleculares en investigaciones anteriores y se
conservaron en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato. En particular, se
investigd el gen ipaH, un marcador clave de virulencia de esta bacteria. Para la
deteccidn y el analisis de este gen, se emplearon técnicas moleculares avanzadas, entre
las cuales se incluyeron la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la
electroforesis en gel de agarosa. En primer lugar, se utilizo6 ADN puro y diluido de
Shigella spp, previamente extraido de las muestras de carne de pollo, para su posterior
amplificacion. En la fase de PCR, se empleé un cebador especifico disefiado para
amplificar la secuencia objetivo correspondiente al gen ipaH, con un tamafio de 423
pares de bases (pb). En conclusién, la revision de la literatura reveld una notable
diversidad de factores de virulencia, y en todas las referencias consultadas se incluye
la presencia del gen ipaH. Sin embargo, los resultados obtenidos en la PCR no
mostraron amplificacion del gen, lo que reflejo un 0% de prevalencia del gen ipaH en
los aislamientos de Shigella previamente obtenidos de la carne de pollo. Finalmente,
segun los datos epidemioldgicos recopilados en los Gltimos cinco afios, se ha registrado
la presencia de shigelosis en Ecuador. En este sentido, es relevante sefialar que, tanto
en el afio 2023 como en la investigacion realizada en 2024, no se reporta la existencia
de esta enfermedad en la provincia de Tungurahua, ni la presencia del gen relacionado
en las cepas aisladas utilizadas para el estudio. No obstante, se observa que dichas

cepas contintian circulando en las provincias vecinas.

Palabras clave: gen, virulencia, ipaH, Shigella spp, carne de pollo, contaminacion

alimenticia.
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ABSTRACT

Shigella spp. infection is usually contracted by consuming contaminated food, with
poor hygiene in handling it being a key risk. Likewise, unsanitary conditions in animal
slaughter can be an important source of meat contamination. This study focused on the
identification of a virulence gene in Shigella spp. isolated from chicken meat marketed
in the Ambato canton. Of the 17 Shigella strains used, they were previously isolated
and identified using molecular techniques in previous research and were kept in the
Microbiology and Molecular Biology Laboratory of the Faculty of Agricultural
Sciences of the Technical University of Ambato. In particular, the ipaH gene, a key
virulence marker of this bacteria, was investigated. For the detection and analysis of
this gene, advanced molecular techniques were used, including the Polymerase Chain
Reaction (PCR) and agarose gel electrophoresis. First, pure and diluted Shigella spp
DNA, previously extracted from chicken meat samples, was used for subsequent
amplification. In the PCR phase, a specific primer designed to amplify the target
sequence corresponding to the ipaH gene, with a size of 423 base pairs (bp), was used.
In conclusion, the literature review revealed a remarkable diversity of virulence
factors, and the presence of the ipaH gene is included in all the references consulted.
However, the results obtained in the PCR did not show amplification of the gene,
which reflected a 0% prevalence of the ipaH gene in Shigella isolates previously
obtained from chicken meat. Finally, according to epidemiological data collected in
the last five years, the presence of shigellosis has been recorded in Ecuador. In this
regard, it is relevant to note that, both in 2023 and in the research carried out in 2024,
the existence of this disease in the province of Tungurahua is not reported, nor is the
presence of the related gene in the isolated strains used for the study. However, it is

observed that these strains continue to circulate in neighboring provinces.

Keywords: gene, virulence, ipaH, Shigella spp, chicken meat, food contamination.

Xii



CAPITULO |

INTRODUCCION

Actualmente, uno de los alimentos de mayor consumo es la carne de pollo, por su sabor
apetecible y la versatilidad en sus diferentes preparaciones. Sin embargo, este alimento
puede ser un vehiculo de transmision de infecciones, de ahi la importancia de que se
lleven a cabo las buenas practicas de produccion, procesamiento, transporte y sobre

todo, en los centros de expendio para su venta.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente 600
millones de personas en el mundo se enferman al consumir alimentos contaminados;

de estos, 420,000 fallecen por esta causa (OMS, 2024).

La contaminacion de productos carnicos crudos es muy comun debido a la presencia
de diferentes tipos de microorganismos, como virus, bacterias, hongos y parasitos, que
pueden causar enfermedades. De estas, las bacterias son responsables de mas del 90%
de los casos confirmados de enfermedades transmitidas por alimentos (Zuaiiga y Caro,

2017).

Las poblaciones bacterianas que pueden estar presentes en la carne de pollo provienen
del tracto gastrointestinal del animal y las que se agregan durante el manejo del ave,
desde su sacrificio hasta su venta al publico (Vasquez y Tasayco, 2020). En este
sentido, hablaremos de Shigella spp., una enterobacteria que cuenta con cuatro
especies diferentes: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii y Shigella
sonnei. Cabe mencionar que cada especie contiene genes virulentos perjudiciales para
el consumo humano y se transmite principalmente a través de la via fecal-oral, siendo
el agua de consumo una via de transmision significativa (ARCHIPIA, 2018) . Tanto
aves silvestres como urbanas, asi como las moscas, pueden servir como reservorios de

esta bacteria (Guerrero et al., 2007).

La presencia de Shigella spp. en la carne de pollo plantea una preocupacion

significativa para la salud publica, dado que puede causar shigelosis, una enfermedad
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Infecciosa que se manifiesta con sintomas como diarrea, fiebre, dolor abdominal y, en
casos graves, complicaciones serias (Cabral, 2010). Segun el Ministerio de Salud
Publica (2022), en Ecuador se reportaron 44 casos confirmados de shigelosis en 2022,
siendo los nifios de 5 a 9 afios la poblacion mas afectada. Mientras que en 2023, se
observé un incremento en la aparicion de la enfermedad, con 153 casos; el sexo mas
afectado fueron los hombres de entre 20 y 49 afios (Ministerio de Salud Publica,

2023).

Tomando en cuenta lo descrito previamente, la investigaciéon tuvo como proposito
identificar los genes de virulencia en Shigella spp. aisladas de carne de pollo que se
expende en el canton Ambato, con el fin de contribuir a la prevenciéon de la salud

publica.
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MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

Se llevé a cabo un estudio que analizé la sensibilidad a los antimicrobianos y la
deteccion de genes de virulencia en cepas clinicas de Shigella spp, utilizando un total
de 79 muestras recolectadas de Zurita & Zurita Laboratorios y del hospital Vozandes.
Mediante serotipificacion, se identificaron tres tipos principales: S. flexneri (64.6 %),
S. sonnei (29.1 %) y S. boydii (6.3 %). La deteccion de genes de virulencia se realizo
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), encontrando una
alta prevalencia de los genes ipaH (91.1 %) e ial (82.3 %), mientras que los genes que
codifican la enterotoxina 1 (setl A y set1B) estuvieron presentes en un 35.4 %. Estos

resultados indican cepas altamente virulentas (Villacrés et al., 2015).

El proposito de este estudio es detectar la presencia de Shigella spp. en carne de pollo
comercializada en Ambato a través de diferentes establecimientos. Se recolectaron 135
muestras, distribuidas equitativamente entre locales con licencia de funcionamiento,
establecimientos de venta informal y camales que abastecen la ciudad. Se emplearon
técnicas fenotipicas para la identificacion, incluyendo siembra en medios selectivos,
tincion de Gram y TSI. Las muestras sospechosas de contener Shigella spp. fueron
sometidas a identificacion molecular mediante la amplificacion de la region 16S del
ADN ribosomal, lo que revel6 la presencia de Shigella sonnei (10 muestras), Shigella
flexneri (5 muestras) y Shigella dysenteriae (2 muestras); no se detectd Shigella boydii
en ninguna muestra. En conclusion, se identificaron tres especies de Shigella,
destacandose S. sonnei como la mas prevalente, especialmente en camales y puntos de
venta informales, lo que plantea un potencial problema de salud publica (Pefiafiel et

al., 2023).

El objetivo de este estudio fue analizar 75 cultivos de Shigella spp. aislados de casos
de infecciones intestinales, identificados mediante pruebas bioquimicas y serologicas
para determinar su serogrupo y serotipo mediante aglutinaciéon en placa. De los 75

cultivos de Shigella, 54 fueron de Shigella flexneri (72%) y 21 de Shigella sonnei
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(28%). Dentro de los 54 cultivos de Shigella flexneri, el 48,15% correspondio al
serotipo 2a, seguido por los serotipos 1by 6 con el 12,96% cada uno, luego el serotipo
3aconel 11,11%, y finalmente los serotipos 1a, 4by 2b, con el 5,56%, 5,56% y 3,70%
respectivamente. Los serotipos mas frecuentes de Shigella flexneri encontrados en
infecciones intestinales en Lima fueron 2a, 1b, 6, 3a, la, 4b y 2b, siendo el 2a el mas

prevalente, seguido por el 1b y el 6. (Guerreo et al., 2012).

El objetivo de este estudio es investigar la distribucion de las toxinas ShET1 y ShET2
en dos especies de Shigella, S. flexneri y S. sonnei, aisladas de nifios con sintomas de
diarrea durante un periodo estival entre 1999 y 2002. Durante este periodo se
recolectaron 170 muestras, de las cuales se analizaron 104 cepas (51 de S. flexneri y
53 de S. sonnei). Se evaluo la presencia de los genes que codifican para las
enterotoxinas utilizando la técnica molecular de PCR con cebadores especificos. De
las cepas analizadas, 52 (50 %) mostraron la presencia de uno o ambos genes
relacionados con estas toxinas. En el caso de S. flexneri, 7 cepas (6,7 %) tenian el gen
ShET1, 25 cepas (23,9 %) tenian el gen ShET2, y 20 cepas (19,2 %) presentaban
ambos genes. En cuanto a S. sonnei, 16 cepas (15,3 %) mostraron el gen ShET2

(Lorca, 2004).

En este estudio se realiz6 el aislamiento mediante coprocultivo e identificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de Sa/monella y Shigella en nifios menores
de cinco afos, ademas de correlacionar la infeccion con los factores de riesgo
correspondientes. El andlisis de las muestras se llevo a cabo en el departamento de
Bacteriologia del Hospital La Paz. Se recolectaron 50 muestras de materia fecal en
recipientes proporcionados por el hospital, de pacientes menores de cinco afios
seleccionados segun sintomas clinicos que sugirieran infecciones bacterianas. Los
resultados obtenidos en este estudio confirmaron la presencia de Shigella spp. (10%)
y Salmonella spp. (13%) aisladas de las heces de nifios con diarrea mediante cultivo
bacteriano. Ademads, la presencia de estas bacterias se confirm6é mediante PCR,
encontrando Shigella spp. (12%) y Salmonella spp. (16%). No se detectaron evidencias

de infecciones mixtas entre ambas bacterias (Calle, 2006).
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El objetivo de esta investigacion fue determinar la frecuencia de Salmonella spp. y
Shigella spp. entre los individuos que manipulan alimentos en Huancayo. Para esto, se
llevo a cabo un estudio observacional de naturaleza basica, prospectivo y transversal,
con un enfoque descriptivo. Se analizaron un total de 24 muestras de superficies de
manos y 24 muestras de heces de manipuladores de alimentos pertenecientes a la
Asociacion de Comerciantes del Mercado "Raez Patifio" (Huancayo), seleccionados
mediante un muestreo no probabilistico intencional. Se utilizaron técnicas
microbiologicas como el hisopado y la siembra en placas para aislar e identificar
enterobacterias a partir de las muestras de superficies corporales y heces. Los datos
recopilados para cada tipo de muestra fueron registrados y organizados en un
formulario de recoleccion de datos. Al término del estudio, se encontr6 una prevalencia
promedio del 25,0% para Salmonella spp. y del 4,17% para Shigella spp., con una

distribucion similar entre las muestras de manos y heces (Mallma, 2019).

El estudio se realizé con una muestra de 98 habitantes de la comunidad Cerro Real en
el Departamento de la Cordillera, Paraguay. Este incluyo la aplicacion de una encuesta
sobre las condiciones ambientales y los habitos de las 13 familias participantes,
ademas del anélisis microbiologico de posibles fuentes de infeccion como el agua
potable y las excretas. Se identificaron 23 casos de diarrea disentérica, resultando en
una tasa de incidencia del 23%. La frecuencia de casos secundarios dentro de las
familias de los casos iniciales fue en promedio del 53%. Se observd que el riesgo de
padecer diarrea fue significativamente mayor en el grupo de nifios menores de 15 afios,
con una tasa de incidencia del 43%, en comparacion con los mayores de esta edad, que
presentaron un 6% (p<0,01). En siete de ocho cultivos de heces de los casos de diarrea
se detectd la presencia de Shigella, perteneciente a los serogrupos flexneri (cuatro
casos) y Sonnei (tres casos). Aunque cada serogrupo mostrd un perfil de resistencia
diferente, se encontr6 un patron similar en todos ellos, lo que sugiere la circulacion
simultanea de ambos serogrupos en la comunidad. Al investigar la fuente de la
epidemia, no se encontraron pruebas de contaminacion por Shigella en el agua potable
ni en las excretas de aves domésticas. No obstante, el 10% de las moscas domésticas

analizadas resultaron portadoras de Shigella flexneri (Basualdo et al., 1999).
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El objetivo de este estudio fue investigar la frecuencia de Shigella spp. y determinar
los factores relacionados en nifios en edad escolar de una comunidad tanto urbana
como rural en el departamento de Cajamarca, Pera. Se incluyeron nifos de 4 a 14 afos
inscritos en el colegio Andrés Avelino Caceres (Bafios del Inca) y en el colegio San
José de Las Vizcachas (San Pablo). Para la deteccion de Shigella spp., se utilizo la
técnica de PCR en tiempo real. La prevalencia de Shigella spp. fue del 9.1% en la
comunidad rural y del 3.6% en la comunidad urbana. En San Pablo, se encontré que
el consumo de ensaladas estaba asociado (p=0.24), mientras que en Bafios del Inca se
asoci6 con el lavado de manos antes de comer (p=0.008). Este estudio destacd una
prevalencia mas alta de Shigella spp. en la comunidad rural, sugiriendo la

implementacion de medidas preventivas contra esta bacteria y otros agentes patdogenos

(Rodriguez y Rosa, 2022).

El objetivo de este estudio fue investigar los cambios en la epidemiologia de Shigella
spp. en los ltimos cinco afos entre la poblacion infantil de Getafe, asi como identificar
el tipo de Shigella spp que conlleva a hospitalizacion, sus complicaciones y el
tratamiento asociado. Se llevo a cabo un estudio descriptivo y retrospectivo mediante
la revision de historias clinicas de pacientes menores de 15 afios afectados por
shigelosis entre los afios 2001 y 2006. Estos pacientes fueron identificados a partir del
Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de Getafe. De los 19 pacientes
identificados, solo 4 necesitaron ser hospitalizados. Se identificaron las subespecies de
Shigella spp. como S. sonnei y S. flexneri. Los sintomas mas frecuentes incluyeron
diarrea acompafiada de vomitos, dolor abdominal tipo cdlico y fiebre elevada. Solo
uno de los pacientes presentd complicaciones de deshidratacion hiponatrémica. El
tratamiento consistid principalmente en medidas sintomaticas, aunque los pacientes
hospitalizados recibieron fluidoterapia intravenosa y antibioticoterapia, lo que resulto

en la recuperacion de la enfermedad (Colmenero et al., 2008).

Se estudiaron 40 cepas de Plesiomonas shigelloides procedentes de diversas especies
de animales domésticos y de compaiia, remitidas a un laboratorio. Mediante el
esquema internacional de serotipificacion, se identificaron los siguientes tipos
serologicos: 094, 084, 035, 029, 034, 023, 022,017,011, 09, O3. Se investigaron

varios factores de virulencia en las cepas estudiadas, incluyendo la capacidad de
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adherencia a hidrocarburos, actividad hemolitica, presencia de exopolisacarido y
agregacion salina. Se observo que el 62,5% de las cepas mostraban los cuatro factores
de virulencia analizados. Al estudiar la relacion entre estos factores y los tipos
serologicos, se encontrd que los mas patégenos fueron 094, 023y O84. Se detallan
los tipos seroldgicos que presentan reacciones cruzadas con el género Shigella. Se
subraya la importancia de que los animales domésticos y de compaiia pueden actuar
como portadores de Plesiomonas shigelloides, 1o que podria dar lugar a una zoonosis

(Fariias et al., 2005).

1.2 Categorias fundamentales

1.2.1 Caracteristicas generales de Shigella

El género Shigella esta incluida en la familia Enterobacteriaceae, por ende, es una
bacteria gramnegativa. Comparte entre el 70 y el 75% de su ADN con la E. coli. Sus
dimensiones son aproximadamente 0.7 um x 3 um; de igual forma, son estaticas, no

generan esporas ni cuentan con capsula (Mallma, 2019).

La bacteria exhibe una marcada sensibilidad a las condiciones del entorno y se
desintegra facilmente, careciendo de la capacidad para soportar la aplicacion de calor
y para prosperar en temperaturas de refrigeracion (<7°C). No obstante, Shigella puede
proliferar en circunstancias especiales, como cuando los alimentos se exponen a
temperaturas elevadas y una humedad relativa baja durante su almacenamiento o
transporte. En cambio, muestra una considerable resistencia a niveles bajos de pH,
pudiendo subsistir en alimentos con una acidez notable, como ciertas frutas y verduras,
asi como en productos envasados al vacio o bajo atmdsfera modificada. Ademas, posee

la capacidad de sobrevivir en el agua (ARCHIPIA, 2018).
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¢ Taxonomia

Tabla 1. Categoria taxonémica 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, 2024)

e Etiologia

En esta clasificacion se encuentran cuatro géneros: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii
y S. sonnei, identificadas como serogrupos A, B, Cy D, respectivamente. Exceptuando
a S. sonnei, cada variante comprende diversos serotipos. S. sonnei y S. boydii
generalmente causan afecciones leves, mientras que S. flexneri es el agente
predominante de la shigelosis endémica en naciones en desarrollo. El serotipo 1 de S.
dysenteriae (SD1) conlleva enfermedades mas severas y prolongadas, ocasionalmente

con elevadas tasas de mortalidad (ARCHIPIA, 2018).
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Tabla 2. Nomenclatura de Shigella

SEROGRUPO ESPECIES SEROTIPOS
A Shigella dysenteriae 15
B Shigella flexneri 8

C Shigella boydii 19
D Shigella sonnei 1

Fuente:(Cabral, 2010).

e Patogenia

El género Shigella muestra el siguiente proceso patogénico: se une a las células M del
colon, donde inicialmente son captadas por las células presentadoras de antigenos y
luego invaden los enterocitos. Después de ingresar, se liberan del fagosoma, se
reproducen en el citoplasma y se extienden a células adyacentes. El sistema de
secrecion tipo III, una ruta de translocacion de proteinas esta disefiado especificamente

para las bacterias patogenas gramnegativas (Mallma, 2019).

e Vias de transmision

La infeccion causada por Shigella se transmite por via oral-fecal. La contaminacion de
los alimentos ocurre al estar en contacto con heces humanas a través de manos,
superficies, utensilios o agua. Los animales domésticos y de granja no son portadores.
Las moscas pueden transportar el microorganismo desde las heces hasta los alimentos

sin proteccion adecuada (ACSA, 2017).

1.2.3 Factores de virulencia

El género Shigella principalmente provoca enfermedades diarreicas que pueden

resultar en complicaciones graves, ya que las distintas especies dentro de este género
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poseen factores de virulencia como genes de invasion celular, enterotoxinas y
exotoxinas, los cuales afectan de manera significativa al paciente. En casos severos,

estas complicaciones pueden desembocar en la muerte (Villacrés et al., 2015).

Tabla 3. Genes de virulencia conocidos y supuestos en los cromosomas de Shigella.

Gen Funcion
(AR N-glicosidasa, bloquear la proteina
sintesis
setlA, setlB Secrecion de iones
senB Secrecion de iones
pic Mucinasa
sigA Secrecion de iones
iutA, iutcABCD Adquisicion de hierro
iroN, iroBCDE Adquisicion de hierro
sitABCD Adquisicion de hierro
shuA, shuS,shuTWXYUV Adquisicion de hierro
ipaH
yadA-like Desconocido
clp-like Desconocido
IcmF-like Desconocido
RTX-like Desconocido
gspC-M Desconocido

Fuente:(Yang et al., 2005)
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Tabla 4. Genes de virulencia conocidos y supuestos en los plasmidos de virulencia

de Shigella
Gen Funcion
mxi-spa  Invasion e internalizacion
Facilita la internalizacion e invasion del tejido "blanco" mediante la
‘ produccion de adhesinas e invasinas, permite la diseminacion
il intercelular de la bacteria, la transferencia y secrecion de diversos
factores de virulencia
ipaA Despolimerizacion de actina
ipaB Inducir la apoptosis
ipaC Polimerizacion de actina, activacion de Cdc42 y Rac
_ Formando un complejo con IpaB, controla el flujo de proteinas a
'paD través de la secrecion tipo 111
ipgD Inositol 4-fosfatasa, ampollas en la membrana
icsB Camuflar IcsA del sistema de defensa autofagico del huésped
VvirA Desestabilizacion de microtiibulos, erizado de membranas.
ospF/mkaD Desconocida
Facilitar el escape de las bacterias de los fagocitos.
ipaH7.8
vacuola de macrofagos
ipaH9.8  Transportado al nticleo, funcién desconocida.
ipaH4.5  Desconocida
ipgB Desconocida
ospG Desconocida
senA Secrecion de iones
senB Homologas de ShET2
icsP/sopA  Escision de IcsA
sepA Invasion de tejidos
msbB Modificacién de acilo graso del antigeno O
apy ATP-difosfohidrolasa
phoN-Sf  Fosfatasa acida no especifica
rfbU Biosintesis del antigeno O
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Tabla 4. Continuacion

ushA UDP-azucar hidrolasa (50 nucleotidasa)

virF Activacion de la transcripcion de virB e icsA.
virK Regulacion postranscripcional de la expresion de icsA.
virB Activacion de los operones ipa, spa y mxi

1csA/virG  Nucleacion de filamentos de actina.

Fuente: (Yang et al., 2005; Villacrés et al., 2015)

1.2.7 Gen IpaH

También conocido como "antigeno H plasmidico de invasion", ha sido encontrado en
el 99% de las muestras de Shigella, siendo considerado el marcador genético mas
confiable de detectar debido a su presencia en el cromosoma y en multiples copias en
el ADN plasmidico. El gen tiene 423 pares de bases y codifica una proteina con un
peso molecular de 65,3 kDa. La estructura de esta proteina muestra propiedades
hidrofilicas y exhibe una region hidrofobica en un extremo de su superficie, la cual

estd compuesta por residuos de leucina espaciados (Villacrés et al., 2015).

Tabla 5. Proteinas del gen de Shigella

Cromosoma Plasmido
ipaH0722 ipaH1.4
ipaHO0887 ipaH2.5
ipaH1383 ipaH4.5
ipaH1880 ipaH7.8
ipaH2022 ipaH9.8
ipaH2202
ipaH2610

Fuente: (Ashida et al., 2007)
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e Estructura

— Estiramiento N-terminal de 60 a 70 aminoé4cidos

— Una region repetida rica en leucina (LRR) implicadas en la interaccion
proteina-proteina.

— Una region intermedia entre corchetes por los LRRs

— La regiéon C-terminal (CTR) conservado restante de 260 residuos de

aminoacidos, pero variable (Yang et al., 2005; Ashida et al., 2007)

1.2.8 Procesamiento de faenamiento de aves

e Recepcion de aves

En el centro de faenamiento, los vehiculos que transportan aves son desinfectados y
las aves, transportadas en jaulas de plastico, pasan por una inspeccién ante-mortem.
Se espera hasta dos horas para reducir el estrés y asegurar un desangrado optimo,
mientras se controla la temperatura y humedad (Zulma et al., 2018). Los animales con
riesgos para el consumo se sacrifican fuera de la linea normal y se les hace seguimiento
post-mortem. Las aves en mal estado o en condiciones especiales requieren un
faenamiento de emergencia, y esta prohibida la matanza de animales enfermos, en mal

estado o hembras gestantes (CEER, 2020).

e Sacrificio y desangrado

Una vez descargadas de las jaulas, las aves se colocan cabeza abajo en una linea
transportadora y se sumergen en un canal de agua con electricidad de voltaje reducido
para el aturdimiento (Agrocalidad, 2020). Este proceso debe realizarse en menos de
un minuto. En mataderos pequefios, se usa una pistola con perno cautivo para aturdir

instantdneamente a las aves. Luego, durante el desangrado, se degiiellan las aves sin
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quitarles la cabeza y la sangre se recoge en un canal o recipientes especiales (CEER,

2020).

e Escaldado

Las aves se sumergen en agua caliente, a una temperatura de entre 50° y 60°C, durante
3 minutos para dilatar los foliculos de la piel y facilitar la extraccion de las plumas en

el proceso posterior (Zulma et al., 2018; CEER, 2020).

e Desplumado

Las plumas de aves se extraen manualmente, recogiendo las plumas en recipientes, o
automaticamente con una desplumadora que usa cepillos para arrojarlas a un
contenedor. Después del desplumado, se lava el cuerpo del ave para reducir la carga
bacteriana (Zulma et al., 2018). Para aves acudticas como patos y gansos, se usa
parafina caliente para adherir las plumas, que se retiran manualmente una vez enfriada.
Finalmente, se cortan cabezas y patas, que se destinan al consumo humano tras
eliminar las partes no comestibles mediante calor y tratamientos mecéanicos (CEER,

2020).

e Evisceracion

Sea de forma mecanica o manual, este proceso consiste en la extraccion de organos
internos se realiza con una pistola, cortando la cloaca y parte del intestino, que se
extraen con cuidado. Los o6rganos comestibles (mollejas, higado, corazén, cuello) se
limpian y refrigeran, mientras que las patas y cabezas se comercializan segun su
destino. Los 6rganos no comestibles (pulmoén, pancreas, vesicula biliar, intestino) se

utilizan para fabricar harinas (Zulma et al., 2018; CEER, 2020).
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e Lavado y enfriamiento

Las aves faenadas se lavan, desinfectan y escurren junto con el descenso de la
temperatura de esta a no mas de 7 °C en no mas de 90 minutos. (Zulma et al., 2018).
El descenso de temperatura se puede lograr colocando las carcasas en un recipiente
que las cubra totalmente con agua fria. Los residuos deben ser eliminados
inmediatamente luego de terminado el proceso ya que constituyen focos de atraccion

de los insectos vectores y roedores (CEER, 2020)

e Empaquetado

Las aves faenadas se almacenan en fundas plasticas de polietileno, con o sin
menudencias, y se pesan y etiquetan segun las especificaciones comerciales (CEER,

2020).

e Refrigeracion y almacenamiento

Las aves empacadas se clasifican por peso y se almacenan en gavetas plasticas en
camaras de refrigeracion o congelacion a menos de 2°C hasta sus distribuciones

(Zulma et al., 2018).

e Limpieza y mantenimiento de las instalaciones

Al finalizar el faenamiento, se debe limpiar y desinfectar todas las areas, equipos y

herramientas utilizados para asegurar su inocuidad (CEER, 2020).
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1.2.9 Factores que influyen en la contaminacion

Segin CEER (2020) menciona los siguientes puntos de contaminacion dentro del

proceso de faenamiento de aves:

e (Calidad del agua utilizada: el agua empleada en los procesos de lavado y
enfriamiento debe ser de buena calidad y tratada para evitar la proliferacion de
microorganismos.

o Higiene del personal: en el matadero es fundamental para prevenir la
contaminacion de las aves con bacterias provenientes de las manos, la ropa o
el cabello.

e Mantenimiento de las instalaciones: las instalaciones deben estar disefiadas
y mantenidas de manera que faciliten la limpieza y la desinfeccion, y reduzcan

al minimo los puntos de acumulacion de suciedad y bacterias.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Identificar genes de virulencia de Shigella spp (ipaH) aisladas de carne de

pollo que se expende en el canton Ambato.

1.3.2 Objetivos especificos

e Describir factores de virulencia presentes en Shigella spp.

e Detectar mediante PCR el gen ipaH que promueve invasion a los tejidos
relacionando las caracteristicas, estructura y funcién de la proteina que

codifica.
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e Relacionar de forma descriptiva los factores de virulencia presentes en Shigella
spp con la antibiorresistencia y la procedencia de las muestras desde el punto

de vista epidemioldgico.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1. Ubicacion del estudio

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular, que se encuentra
en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, en la
provincia de Tungurahua. Esta region tiene una extension de 19,000 kilometros
cuadrados, con coordenadas de latitud 1°2170”, una altitud de 2,885 metros sobre €l

nivel del mar, y una longitud de 78° 37 ’0” (Getamap, 2024).

2.2. Caracterizacion del lugar.

Tabla 6. Condiciones meteoroldgicas

Indicadores Parametros
Temperatura 19-24 °C
Humedad relativa, % 75 %
Altitud, msnm 2865 msnm
Velocidad del Viento Anual 3km/h
Precipitacion anual 571.2 mm

Fuente: (Red hidrometereoldgica de Tungurahua, 2024)
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2.3. Equipos y materiales

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

Equipos

Termociclador

Cémaras de electroforesis
Transiluminador
Autoclave
Transformador

Balanza de precision
Camara de flujo laminar
Nevera

Vortex

Microondas

Materiales

Mandil

Mascarillas

Mechero Bunsen

Tubos de PCR 0,2ml

Papel aluminio

Juego de micropipetas

Guantes de nitrilo

Microtubos volumen 1,5 ml

Cajas de almacenamiento para Eppendorf
Gradillas

Puntas azules, amarillas, blancas

Material de oficinas

Computadora
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e Esferos

e Cinta adhesiva

e |Impresora

e Camara fotogréafica
e Cuaderno de apuntes

e Rotulador

2.3.4 Reactivos

e Alcohol

e Primer (fervor y reverso)

e Agarosa

e Buffer TAE

e ADN de Shigella

e Marcador peso molecular 100 pares de base
e Sybrsafe

e Gotag master mix de 100 reacciones

2.4. Factores de Estudio:

Genes de virulencia (ipaH) en Shigella spp aisladas de carne de pollo que se expende

en el canton Ambato.

2.5. Manejo del experimento

2.5.1 Tamano de la muestra

El presente estudio incluy6 un total de 17 aislados de Shigella spp, los cuales estan
clasificados en especies siendo estas la Shigella dysenteriae, Shigella flexneri y

Shigella sonnei. Las mismas fueron colectadas por Pefiafiel et al. (2023). Las muestras
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provinieron de carne de pollo que se expende en el canton Ambato de locales de venta

informal y en camales.

2.5.2 Reaccion en cadena polimerasa (PCR)

Es una técnica enzimatica in vitro que permite amplificar de manera masiva una
secuencia especifica de ADN, mediante ciclos repetidos. Utiliza la enzima ADN
polimerasa, que tiene la capacidad de sintetizar ADN en las células. La PCR consta de
tres etapas: desnaturalizacion, anillamiento y extension. El proceso se realiza en
termocicladores, que regulan con precision la temperatura y el tiempo en cada ciclo.
Al concluir, se analizan los productos (amplicones) en geles de agarosa para confirmar

el éxito de la amplificacion (Tamay et al., 2023).

Tabla 7. Secuencia de los primers para amplificar el gen ipaH

Tamano de

Gen Primer Secuencia (5°-3") pares de base

(bp)

ipaH ipaH —forward TGGAAAAACTCAGTGCCTCT 423

ipaH —reverse CCAGTCCGTAAATTCATTCT

Fuente:(Gu et al., 2019)

1. Reconstituir los primers a un volumen de 600 pl.

2. Diluir los primers 1 en 10 en dos tubos de eppendorf.
Volumen: 45 pl H20 — 5 pl primer
Total: 50 pl

33



Tabla 8. Master Mix para el gen ipaH

Go Taq Primer Primer Volumen
Reactivos ADN H20 final

Green Forward Reverse mna
Volumen 3 ul 0.75 ul 075.ul 12.5 ul 8 ul 25 pl

3. Distribuir 22 pl Master Mix en cada tubo PCR.
4. Afadir 3 ul de ADN en las 17 muestras de Shigella.
Control (+): 22 ul
Control (-): 22 ul
5. Vortéx a todas las muestras.
6. Centrifugar la muestra.
7. Utilizar el termociclador con la temperatura y el tiempo adecuado con las

condiciones del ADN y del primer utilizado.

Tabla 9. Condiciones de la PCR para el gen ipaH

Etapa Tem[()oe éz)ltura Tiempo Ciclos
Dc'es'naturahzacmn 95 °C 5 min 30
inicial
Desnaturalizacion 95 °C 50 seg
Anillamiento 55°C 45 seg
Extension 72 °C 1 min
Extension final 72 °C 7 min

Fuente: (Gu et al., 2019)

2.5.3 Electroforesis en gel de agarosa

1. En labalanza analitica de Hous se pesé 1.5 gr de agarosa, esto se incorporo en

dos vasos de precipitacion con la misma medida.
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Para la preparacion de TAE que se utilizd, se afiadio 100 ml 10X
conjuntamente con agua destilada hasta completar 1 litro.

3. Una vez la agarosa en los vasos de precipitacion, se mezclo con 100 ml de
TAE.

4. Con la ayuda del microondas se disolvié el gel esto en un tiempo de 30 a 45
segundos.

5. Diluida la agarosa se debe afiadir 10 ul de safe green.

6. Sesello las cubetas con cinta masking para que el gel no se corra por las orillas,
previo a esto se afiadio en la cubeta, junto con los peines y se dejé que se
solidifique a temperatura ambiente.

7. Cuando el gel se solidificd, se desprende los peines y se introduce el gel en las
camaras de electroforesis, dichas camaras deben estar cubiertas de solucion
TAE 1X.

8. Con una pipeta, se debe colocar 5 ul del marcador de peso molecular, tanto en
los extremos de los pocillos de la cubeta, es decir el primer y Gltimo pocillo.

9. Ademas, en los pocillos restantes con ayuda de la pipeta, se debe colocar 10 pl
de cada una de las muestras con un total de 18, es necesario mencionar que se
debe cambiar las puntas para que no se dé la contaminacion de estas.

10. Se coloca la tapa de la cAmara, hay que programar la fuente de energia de
acuerdo con el parametro, en este caso se utilizé 100 volt los mismos que se
corrieron por 1 hora.

11. Terminado el tiempo se pasoé el gel al transiluminador, esto para visualizar si

la banda del ADN se amplifico al tamafio programado de 423 pb.

2.6.Variables respuestas

2.6.1 Cualitativa

Esta investigacion es de caracter descriptivo debido a que se describieron los genes de
virulencia presentes en cada especie de Shigella spp clasificadas en S. dysenteriae, S.
flexneri y S. sonnei. Ademas de la deteccion del gen ipaH con la presencia de la banda

de 423 pb y relacionarlo con la estructura y funcion de la proteina que codifica.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras de Shigella spp. fueron organizadas y enlistadas segun su especie y cepa
especifica, tal como se detalla en la tabla 10. Cada muestra fue identificada con
precision para garantizar un anélisis adecuado. La clasificacion por especie y cepa
permitio un analisis méas ordenado y sistemético de los resultados obtenidos durante el

estudio.

Tabla 10. Identificacion de las especies y cepas de Shigella

ID MUESTRA ESPECIE CEPA
S1 S. flexneri ATCC 29903
S2 S. sonnei Uyi 30
S3 S. sonnei Uyi 30
S4 S. sonnei Uyi 30
S5 S. sonnei Uyi 30
S6 S. sonnei SE6-1
S7 S. sonnei Uyi_30
S8 S. dysenteriae 1657
S9 S. sonnei ATCC 29930
S10 S. sonnei ATCC 29930
S11 S. dysenteriae 1657
S12 S. flexneri ATCC 29903
S13 S. sonnei ATCC 29930
S14 S. flexneri ATCC 29903
S15 S. flexneri ATCC 29903
S16 S. flexneri ATCC 29903
S17 S. sonnei ATCC 29930

Fuente: (Escobar, 2023)

En la Tabla 10 se presenta un listado de todas las especies de Shigella que han sido
identificadas en investigaciones anteriores y que, por lo tanto, fueron seleccionadas
para ser utilizadas en el presente estudio. De acuerdo con los resultados obtenidos, la
especie mas predominante en los analisis fue Shigella sonnei y en cuanto a la cepa esta

correspondio a la ATCC 29930. Sin embargo, es necesario mencionar la no
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identificacion de la especie Shigella boydii, la cual, aunque se habia considerado en

fases iniciales, no fue detectada en las muestras analizadas.

En la investigacion realizada por Sabour et al. (2022), se identificaron un total de 49
aislamientos de Shigella a partir de muestras fecales. De estos, 42 correspondieron a
S.sonnei, 5aS. flexneriy 2 a S. dysenteriae. Es importante sefialar que en ningln caso
se detecto la presencia de S. boydii en las muestras analizadas. Asimismo, en el estudio
de Casabonne et al. (2016) se aislaron 100 cepas de Shigella. Entre estas S. flexneri
se destacd como la mas predominante, con un total de 74 casos, mientras que de la S.
sonnei se presentd con 26 casos. Por otro lado, en el estudio descrito por Lokamar
Nyanga et al. (2017), procedieron a aislar 14 aislamientos de Shigella, de los cuales 3
resultaron ser S. boydii, 2 S. dysenteriae, 6 S. flexneri y 3 S. sonnei. Ademas, en el
estudio de Sheikh et al. (2019) obtuvieron 69 aislamientos positivos para Shigella
spp., de los cuales se identificaron 34 serotipos correspondientes a S. flexneri, 22
serotipos fueron identificados como S. sonnei, 9 como S. boydii y 4 como S.

dysenteriae.
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3.1. Descripcion de los factores de virulencia presentes en Shigella spp

Tabla 11. Shigella dysenteriae

Gen Peso molecular Funcion
Formando un complejo con IpaB, controla el flujo de

IpaD 78 KDa o
Proteinas a través de la secrecion tipo I11.

IpaA 38 KDa Despolimerizacion de actina

IpaB 62 KDa Inducir la apoptosis

IpaC 43 KDa Polimerizacion de actina, activacion de Cdc42 y Rac.

IpaGD 90 KDa Inositol 4-fosfatasa, ampollas en la membrana

IpaH 30 KDa Facilita el escape de shigella de la vacuola endocitica

VirG (IcsA) ‘ ‘

120 KDa Nucleacion de filamentos de actina
VirA Desestabilizacion de microtubulos, erizacion de
53 KDa
membranas.
También conocida como shiga, esta toxina forma
_ parte de un grupo de genes encargados de producir

Enterotoxina ] ) '

.- 20 KDa toxinas. La enterotoxina I-II es una citotoxina, lo que
significa que dafia las células del huésped y
desencadena una respuesta inflamatoria.

Se libera durante lisis celular (no es secretada por la
bacteria se une a un receptor globotriaosil (Gb3)
] ) expresado en endotelio intestinal y renal
Toxina shiga 70 KDa

Citotdxica tiende a inactivar a ribosoma 605 y esta
causa necrosis celular seguido de ulceracion de

mucosa intestinal

Fuente: (Mattock y Blocker, 2017)
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Tabla 12. Shigella flexneri

Gen Peso molecular Funcion
Activacion de la transcripcion de virB e
virF 30 KDa '
icsA.
inva (mxiB) 38 KDa Invasion e internalizacion
mxiA 76 KDa Invasion e internalizacion
ippl 18 KDa Invasion
ipaB 62 KDa Inducir la apoptosis
_ Polimerizaciéon de actina, activacion de
ipaC 43 KDa
Cdc42 y Rac.
ipaA 38 KDa Despolimerizacion de actina
Formando un complejo con IpaB, controla
ipaD 78 KDa el flujo de proteinas a través de la secrecion
tipo III.
virB 33 KDa Activacion de los operones ipa, spa y mxi
virG (icsA) 120 KDa Nucleacion de filamentos de actina
Posee 5 alelos. La proteina IpaH facilita el
IpaH 60 KDa o
escape de shigella de la vacuola endocitica
ShET2 60 KDa Enterotoxina ShET2

Fuente: (Vivas, 2013)
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Tabla 13. Shigella sonnei

Gen Peso molecular Funcion
Posee 5 alelos. La proteina IpaH facilita el
IpaH 67 KDa )
escape de shigella de la vacuola endocitica.
Este plasmido facilita la internalizacion e
invasion del tejido "blanco" mediante la
_ produccion de adhesinas e invasinas; ademas,
ial 50 KDa ‘ S
permite la diseminacidon intercelular de la
bacteria y la transferencia y secreciéon de
diversos factores de virulencia.
virB 33 KDa Activacion de los operones ipa, spa y mxi
virF 30 KDa Activacion de la transcripcion de virB e icsA.
. Actividad citopatica
siga 56 KDa o )
Actividad enterotoxica
sepa 60 KDa Invasion de tejidos
Pic 53 KDa Mucinasa
auto transportador secretado
Sat 52 KDa o '
toxina induce la muerte celular (apoptosis)
Setl A 20KDa Secrecion de iones
Set1B 16 KDa Secrecion de iones
Funciona de manera similar a ShET1 al unirse a
los receptores de guanilato ciclasa (GC)
presentes en las células epiteliales del intestino,
Sen 58 KDa

lo que activa esta enzima. Esto provoca un
incremento en la producciéon de GMPc y, como

resultado, aumenta la secrecion de liquidos

Fuente: (Gu et al., 2019)

En las tablas 12, 13 y 14 se presentan los factores de virulencia de las tres especies de

Shigella incluidas en nuestro estudio. Cabe destacar que se utilizo el gen ipaH, ya que

este se encuentra presente en todas las especies analizadas.
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En el estudio de Mattock y Blocker (2017), mencionan que la Shigella libera factores
de virulencia que provocan una inflamacion intensa y son responsables de los efectos
enterotdxicos en el colon, lo que genera la diarrea acuosa tipica en las personas que se
observa al inicio de la infeccion. En segundo lugar de acuerdo a lo que manifiesta
Cardenas et al. (2014) la Shigella introduce efectores de virulencia en las células
epiteliales mediante su Sistema de Secrecion Tipo Ill, lo que altera la estructura y
funcion de las células del huésped. Esto facilita la invasion de las células epiteliales,
creando un entorno favorable para la replicacion y causando dafio descontrolado al
epitelio colonico. Ademas Vivas (2013) indica que la Shigella produce efectores que
reducen la inflamacién y modulan la respuesta inmune innata, lo que favorece la
propagacion de la infeccion y limita la respuesta inmune adaptativa, haciendo que el
huésped siga siendo parcialmente vulnerable a futuras infecciones. La interaccion de
estos factores de virulencia puede explicar la variabilidad de los sintomas y las
capacidades infecciosas de las diferentes especies de Shigella, asi como los distintos

modos de transmision.

Barrantes y Achi (2009) mencionan que la enterobacteria Shigella utiliza los
mecanismos celulares y de defensa de su hospedero, asi como diferentes tipos de
efectores bacterianos (proteinas ipa BCDA, ipgD, icsA-virG, VirA, entre otras)
secretados por medio del Sistema de Secrecion tipo Il (SSTT) que promueven su
ingreso y sobrevivencia dentro de la célula hospedera, asi como su replicacién y
diseminacion intra e intercelular. A la vez Ashida et al. (2007) manifiestan que los
operones mxi, spa e ipa, que codifican para el SSTT y las proteinas ipa, se encuentran
codificados en el plasmido de invasion de Shigella y se transcriben al contacto de la
bacteria con el enterocito. Existen ademas otros factores de virulencia, como el
lipopolisacarido (LPS) y toxinas como la toxina Shiga, que cumplen un papel

importante en este proceso infeccioso.
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Adicionalmente Jomehzadeh et al. (2021) indica que el antigeno plasmidico de
invasion (ipaH) esta presente en multiples copias ubicadas tanto en un plasmido como

en el cromosoma son responsables de la diseminacion en las células epiteliales.

3.2 Deteccion mediante PCR del gen ipaH que promueve invasion a los tejidos

relacionando las caracteristicas, estructura y funcion de la proteina que codifica.

Figura 1. PCR para amplificar gen ipaH con los primers forward y reverse. Segun
Gu et al. (2019)

En la Figura 1 se muestra el resultado de la PCR. En la imagen se puede observar que

no se evidencio la amplificacion del ADN de cada una de las muestras. Sin embargo,
se puede notar una intensa concentracion de los mismos. Para su realizacion se siguid
el estudio de Guetal. (2019) del cual se prepar6 una mezcla Master Mix que contenia
0.75 ul de primers, 8 ul de agua libre de endonucleasas y 3 ul de ADN puro de mas de
2.000 ng/ml. Posteriormente, se realiz6 la PCR en el termociclador con una banda de
423pares de base y los primers forward TGGAAAAACTCAGTGCCTCT vy reverse
CCAGTCCGTAAATTCATTCT, siguiendo el siguiente protocolo desnaturalizacion

inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos que consistieron en una
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desnaturalizacion a 95 °C por 50 segundos, un anillamiento a 55 °C por 45 segundos y
una extensién a 72 °C durante 1 minuto. EI proceso culmind con una extension final

de 7 minutos a 72 °C.

Inicialmente, nuestro estudio se basé en lo descrito por Gu et al. (2019), utilizando la
misma secuencia de los primers para el gen ipaH. En dicho estudio, se amplificé a 423
pb bajo las mismas condiciones para la reaccion de PCR. No obstante, a diferencia de
ese trabajo, se emplearon 166 muestras de Shigella, obteniendo una prevalencia del
100% para la amplificacion del gen ipaH en las cepas analizadas.

Por otro lado, el estudio realizado por Fan et al. (2017) utilizd 545 aislamientos que
fueron confirmados como Shigella flexneri. La amplificacién del gen ipaH se llevé a
cabo mediante PCR mudltiple utilizando el mismo protocolo de nuestro estudio. En el
presente estudio, se observo una amplificacion de 423 pb, y la prevalencia del gen
ipaH alcanz6 una frecuencia del 100%, lo que indica que todas las cepas de S. flexneri

analizadas contenian este gen de virulencia.

Figura 2. PCR para amplificar gen ipaH modificado con los primers forward y

reverse. Segln Vargas et al. (1999)
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En la figura 2 se puede observar que no se evidencio la amplificacion de ningin ADN
,que bajo las condiciones anteriores no se obtuvo la banda esperada que es de 423pb
ni su amplificacion, se decidid incrementar el tiempo de anillamiento a 1.5 minutos

debido a esto se empled con las siguientes condiciones para la PCR.

La modificacion se realizé de la siguiente manera, la master Mix, contenia, 1ul de
primers diluidos , 8.5 ul agua libre de endonucleasas y 2 ul de ADN diluido. En
cambio para la PCR se siguio el mismo protocolo de Vargas et al. (1999) con una
banda de 423pb y primers forward TGGAAAAACTCAGTGCCTCT vy reverse
CCAGTCCGTAAATTCATTCT ,iniciando con una desnaturalizacion inicial de 95 °©
C con un tiempo de 5 minutos, seguido de 95 © C por 50 segundos, se utiliz6 30 ciclos,
para el anillamiento se usd 55 © C por 1.5 min, extension de 72 © C durante 1 minuto,

terminando con una extension final de 7 minutos.

Es preciso sefialar que en el estudio descrito por Vargas et al. (1999), se analizaron
varias cepas de Shigella mediante PCR para detectar genes de virulencia. Entre ellos,
el gen ipaH, asociado con la capacidad invasiva de la bacteria, fue amplificado en todas
las cepas analizadas, obteniendo un producto de 423 pb. Por ende fue un marcador
clave, ya que todas resultaron positivas para este gen con un total de 51cepas.

Por otro lado, el estudio realizado por Zhang et al. (2014) tuvo como objetivo
determinar las caracteristicas de virulencia de cepas de Shigella. En dicho estudio, se
recolectaron 356 aislamientos, observandose que mas del 99,0 % de los aislados
resistentes a cefalosporinas contenian los genes de virulencia ial, ipaH, virA 'y sen. En
el presente trabajo, se utilizd el mismo protocolo y condiciones para la PCR de nuestro
estudio, con una amplificacion de 423 pb. Como resultado, se obtuvieron 198 muestras
positivas para el gen ipaH correspondientes a las especies S. flexneri y S. sonnei.

Finalmente, al visualizar los resultados anteriores y no identificar el gen ipaH se opto

por realizar un gradiente de temperatura con ocho temperaturas diferentes en una PCR
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convencional haciendo uso del termociclador con las mismas condiciones que indica
la siguiente tabla, esto con la finalidad de encontrar la temperatura adecuada para la
fase de anillamiento. Los resultados se visualizaron mediante electroforesis en geles

de agarosa.

Tabla 14. Condiciones de la PCR en gradientes de temperatura

Fases Temperatura ( °C) Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos

Desnaturalizacion 95 50 segundos

A:63.0
B:62.4
C:614
Anillamiento D:59.9 45 segundos
E:58.1
F:56.5
G:55.6
H:55.0

Extension 79 1 minutos

Extension final 7 7 minutos

Ciclos: 30

Al explicarlo de manera detallada se menciona que para el hallazgo del gen ipaH se
opto por emplear un gradiente de temperatura para las 17 muestras de Shigella y el
control negativo, con el fin de determinar la temperatura de anillamiento 6ptima que
favoreciera la amplificacion especifica del gen de interés. El uso de un gradiente de
temperatura permite evaluar diversas condiciones térmicas en un solo ensayo,
optimizando asi el proceso de amplificacion al identificar la temperatura mas adecuada

para la correcta union de los cebadores al ADN objetivo (Garcia y Live, 2013).
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En la investigacion realizada por Kiura (2019) se evalud el efecto de la temperatura
en la amplificacion del gen 18S ARNr de dos microalgas a través de la PCR, paraello
se utilizaron muestras aisladas. Las cepas utilizadas PM016 y PM017 fueron sometidas
a evaluacion de un gradiente de temperatura que va de 59°C a 64°C para la cepa
PMO016, mientras que para la cepa PMO017 se aplicd de 55°C a 65°C. Se determin6 que
la temperatura 6ptima para la amplificacion del gen 18S ARNr es de 65°C para la cepa
PMO017 y para la cepa PMO016, es de 59°C.

En el trabajo investigativo de Leza et al. (2022) optimizo técnicas moleculares, como
la PCR punto final y la PCR de tiempo real para detectar tifosis aviar y pullorosis Al
emplear el gradiente de temperatura se observd una amplificacion positiva desde
56°C,56,4,57.1,58.6,59.9,61.4,63.0,64.5,66.1,67.3,68.0 hasta 68,4°C. Optaron por
utilizar una temperatura de 59,0°C durante la etapa de anillamiento con el fin de

mantener una alta especificidad durante las pruebas.

Asi mismo en otro estudio el objetivo descrito por Barboza et al. (2019) fue optimizar
la técnica de PCR multiplex para la identificacion de L. monocytogenes. En las que se
probaron distintas temperaturas de anillamiento para determinar cudl presentaba
mayor especificidad, evitando las amplificaciones inespecificas. En este caso el
gradiente de temperatura inicio de 49°C, 51°C, 53°C, 55°C, 57°C y 59°C.

Concluyendo que la temperatura optima es la de 57°C.

Y en cuanto al estudio de Hernandez (2012) tuvo como objetivo el determinar la
prevalencia de Babesiosis bovina. Para ello inicialmente se estandarizé la técnica de
biologia molecular PCR convencional, sequido de la dilucién de los primers BoF/BoR.
Para la realizacion de este ensayo, se empled un gradiente de temperatura compuesto
por los siguientes valores: 56°C, 58°C, 61.6°C y 63.6°C. La temperatura de 58°C fue

utilizada como referencia.
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Figura 3. llustracion de PCR en gradiente de temperatura

55°C por 45 seg 55.6°C por 45 seg 56.5°C por 45 seg 58.1°C por 45 seg
61.4°C por 45 seg 62.4°C por 45 seg 63°C por 45 seg

59.9°C por 45 seg

En la figura 3 se muestran las placas correspondientes a las diversas temperaturas de
anillamiento utilizadas en la realizacion de la PCR para el estudio. En los resultados
mostrados, se hace evidente la ausencia del gen ipaH en todas las placas analizadas, lo
que indica que no se detectd la presencia de este gen bajo las condiciones

experimentales establecidas.

En el estudio realizado por Thiem et al. (2004) propuso la deteccion de Shigella
mediante un ensayo de PCR dirigido al gen ipaH, debido a la presencia de casos de
shigelosis. Para ello, se utilizaron 60 muestras positivas a Shigella, de las cuales se
detectaron 56 casos positivos para el gen mencionado. Los primers utilizados fueron:
el forward 5" CCT TTT CCG CGT TCC TTG A 3"y el reverso 5" CGG AAT CCG
GAG GTA TTG C 3'. El protocolo de PCR empleado fue similar a los anteriores, pero
con una temperatura de anillamiento de 60 °C durante 1 minuto y un total de 40 ciclos.
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En la investigacion realizada por Sabour et al. (2022) tuvo como objetivo estudiar la
distribucion de Shigella productora de p-lactamasa de espectro extendido en cepas
aisladas de pacientes con diarrea, con el fin de detectar la presencia de los genes ipaH,
invC, wbgZ, rfpB y rfc. Se recolectaron 1280 muestras fecales de nifios, en las cuales
se identificaron un total de 49 casos positivos para el gen ipaH. Para la deteccion, se
aplico un ensayo de PCR multiplex, utilizando los primers forward 5’
GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC3’ y reverso 5'
GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 3’ para el gen ipaH. El protocolo de PCR
utilizado permitio la amplificacion de un fragmento de 619 pb, bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 minutos, desnaturalizacion a
94 °C durante 45 segundos, anillamiento 55 °C a 45 segundos, extension a 72 °C
durante 40 segundos y una extension final a 72 °C durante 10 minutos, con un total de

32 ciclos.

En el estudio de Gonzales et al. (2020) se analizaron la frecuencia de 16 genes de
virulencia, la diversidad genotipica y los perfiles de resistencia antimicrobiana de 130
cepas de S. flexneri aisladas en Brasil. El gen ipaH fue detectado en todas las 130
cepas. El amplicon utilizado para la amplificacion fue de 629 pb, y los primers
empleados para la amplificacion del gen ipaH fueron: P.F 5'-GTT CCT TGA CCG
CCTTTCCGATACCGTC-3'yP.R5-GCC GGT CAG CCACCC TCT GAG AGT
AC-3'. Las condiciones para la PCR incluyeron una desnaturalizacion inicial a 94 °C
durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos que consistieron en una desnaturalizacion a 94
°C durante 45 seg, anillamiento a 60 °C durante 45 seg, extension a 72 °C durante 1

min, y una extension final a 72 °C durante 15 min.

En el estudio descrito por Sharma et al. (2023) tuvo como objetivo dilucidar la
importancia de Escherichia coli lactosa-fermentadora como causa de diarrea en
adultos y nifios, mediante la deteccion de varios patotipos de E. coli diarreogénica en
muestras fecales de casos de gastroenteritis. Se incluyeron 3110 aislamientos, de los
cuales 22 fueron positivos para el gen ipaH, con una amplificacion de 437 pb y primer
forward 5'GAAAACCCTCCTGGTCCATCAGG3’ y reverso
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5'GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC3'. Los parametros de termociclado
utilizados para la PCR fueron los siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante
5 minuto, desnaturalizacion a 94 °C durante 30 seg ,35 ciclos, anillamiento a 58 °C
durante 30 seg seguido del mismo tiempo y temperatura para la extension de los
anteriores estudios. Los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis

en un gel de agarosa al 2%, y se visualizaron mediante un transiluminador UV.

El objetivo del estudio descrito por Casabonne et al. (2016) fue determinar la
prevalencia y los factores de virulencia de especies de Shigella aisladas de pacientes
con diarrea. Se realizaron aislamientos de Shigella a partir de 1022 muestras de heces
recolectadas en diversos hospitales de la ciudad de Rosario, Argentina. Los
aislamientos fueron caracterizados mediante pruebas fenotipicas, serotipificacion y la
determinacion de los genes de virulencia mediante PCR. Posteriormente, se analizaron
cepas clinicas de Shigella spp. para detectar los genes ipaH, virA, ial, sen y set. Para
la amplificacion de estos genes, se utilizaron los primers forward
5'GTTCCTTGACCGCCTTTCCGTACCGTC3’ y reverse
5'GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTACS3'. El producto de PCR del gen ipaH
presentd un tamafio de 661 pb, siguiendo el mismo protocolo de nuestro estudio, pero
con un anillamiento a 60 °C durante 45 segundos. Como resultado, se obtuvo la

deteccion de 100 casos positivos para el gen ipaH en las especies Shigella flexneri.

El estudio realizado por Bansal et al. (2023) incluy6 muestras de heces de 150 nifios,
de entre un mes y cinco afios, con diarrea aguda de siete dias de duracién. EI ADN
extraido fue amplificado por PCR utilizando un cebador especifico para el gen ipaH,
con un tamarfio de 424 pb. Los resultados fueron interpretados segun el porcentaje de
aislamiento de Shigella mediante PCR, microscopia y cultivo de heces. Se utilizaron
los cebadores forward 5-GCTGGAAAAACTCAGTGCCT-3' y reverse 5'-
CCAGTCCTGTAAATTCATTCT-3,, con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos, desnaturalizacion a 95 °C durante 30

segundos, anillamiento a 56 °C por 30 segundos, extension a 72 °C durante 40
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segundos y extension final a 72 °C por 10 minutos. Se detectaron 13 casos positivos
para Shigella.

En el presente estudio Lebersli et al. (2016) se empled la técnica de PCR en tiempo
real para amplificar los genes que codifican la permeasa de la lactosa (lacY) y el
antigeno del plasmido de invasion (ipaH), en un total de 121 aislamientos
fenotipicamente clasificados como Shigella spp. Los cebadores utilizados fueron:
Forward 5 GACGGACAACAGAATACACTCCATC 3' y Reverse 5
ATGTTCAAAAGCATGCCATATCTGT 3, generando un amplicon de 108 pb. El
protocolo de PCR consistio en una desnaturalizacion inicial de 15 minutos a 95 °C,
seguida por desnaturalizacion a 94 °C durante 60 segundos, anillamiento y extension
a 58 °C durante 60 segundos. En este estudio, no se detectaron casos positivos para el

gen ipaH en las muestras analizadas.

En la investigacion de Lokamar Nyanga et al. (2017) se investigo la prevalencia de
patotipos de Escherichia Coli y serogrupos de Shigella, asi como sus perfiles
antimicrobianos, en 354 nifios menores de cinco afios con diarrea en la ciudad de
Nairobi, Kenia. Para ello, se recolectaron muestras de heces, las cuales fueron
sometidas a cultivo bacteriano. El aislamiento y la identificacion de las bacterias se
realizaron mediante métodos microbioldgicos convencionales. Para la deteccion de E.
coli entero invasiva (EIEC) y especies de Shigella, se utilizo la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) con un amplicon de 600 pb. Los primers empleados
fueron el primer forward S’GTTCCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC3' y el
primer reverso 5S'GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC3', los cuales
permitieron la amplificacién del gen ipaH. Las condiciones de ciclado fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos
de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C durante 30
segundos, extension a 72 °C durante 1 minuto y una extension final a 72 °C durante
10 minutos. El analisis de los resultados obtenidos reveld que la prevalencia del gen

ipaH fue del 21.2%, ya que se identificaron 75 casos positivos en total.
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Del estudio de Sheikh et al. (2019) llevaron a cabo una investigacion cuyo objetivo
principal fue identificar Shigella spp. aisladas de pacientes con diarrea utilizando
pruebas bioquimicas convencionales, determinar los perfiles de susceptibilidad
antimicrobiana mediante el método de difusion en disco y detectar el gen ipaH
mediante PCR. Se aislaron cepas de Shigella de 522 pacientes con diferentes tipos de
diarrea, incluyendo diarrea sanguinolenta, mucoide con sangre, mucoide y acuosa. El
protocolo de PCR se realiz6 con un amplicén de 500 pb, utilizando los primers forward
S'GTT CCT TGA CCG CCT TTC CGA TA3" y reverse 5'GCC GGT CAG CCA CCC
TA3'. Las condiciones de ciclado fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5
minutos, seguida de 35 ciclos con desnaturalizacion a 94 °C durante 60 segundos,
anillamiento a 60 °C durante 90 segundos, extension a 72 °C durante 60 segundos y
una extension final a 72 °C durante 10 minutos. De los 69 aislamientos positivos para

Shigella spp., se detectd la presencia del gen ipaH.

En conclusidn, segin los estudios previamente mencionados, los cuales estan
relacionados con la identificacion del gen ipaH y la realizacion de la PCR, se puede
evidenciar que existen diferencias en varios aspectos, tales como la secuencia de los
primers, el tamafio de los pares de bases, la cantidad de muestras utilizadas v,
particularmente, en la fase de anillamiento, donde la temperatura varia en funcion de

cada estudio
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Figura 4 Caracteristicas de las proteinas codificadas por el gen ipaH en las especies
de Shigella spp.

Shigella dysenteriae Shigella sonnei Shigella flexneri
+ O 2 invasion associated pro... += 0O/ A IpaH
Prot: invasion associated protein Prot: IpaH
Qualifiers: Partial start, Partial stop Qualifiers: Partial start, Partial stop
Location: 1..131 Location: 1..110
Length: 131 aa Length: 110 aa
Links & Tools Links & Tools 4 0 2 IpaH
BLAST protein: ALE99408.1 (1..131) BLAST protein: QHO62457.1 (1..110), :
FASTA record: ALE99408.1 (1..131) FASTA record: QHO62457.1 (1..110) LErot: Ipati _
GenBank record: ALE99408.1 (1..131) GenBank record: QHO62457.1 (1..110), Qualifiers: Partial start, Partial stop
Location: 1..139
0| A NEL = O/[2] NEL Length: 139 aa
region: NEL region: NEL Links & Tools
Comment: C-terminal novel E3 ligase, LRR-interacting Comment: C-terminal novel E3 ligase, LRR-interacting BLAST protein: WPK42985.1 (1..139)
ro i S FASTA record: WPK42985.1 (1..139)
il GenBank record: WPK42985.1 (1..139)
Links & Tools Links & Tools
CDD: 433992 CDD: 433992
BLAST protein: ALE99408.1 (1..131) BLAST protein: QH062457.1 (1..110)
FASTA record: ALE99408.1 (1..131) FASTA record: QHO62457.1 (1..110)
GenBank record: ALE99408.1 (1..131) k record: QH062457.1 (1..110)

Fuente: (NCIB, 2024)

En la figura 4 se muestra las tres especies de Shigella que se identificaron, en la especie
S. dysenteriae codifica una proteina de 131 aminoéacidos (aa), S. sonnei de 110 aay S.
flexneri de 139 aa. Las proteinas son la composicion de cientos o miles de aminoéacidos

los cuales al enlazarse forman largas cadenas (Zaragoza et al., 2021).

La estructura de las proteinas de la familia IpaH contienen repeticiones ricas en leucina
N-terminal (LRR) y tienen actividad de ubiquitina ligasa E3 en sus regiones C-
terminales conservadas. La ubiquitinacion es una importante modificacién
postraduccional que regula varias funciones celulares, incluyendo la sefializacion
celular, la degradacion de proteinas, la transcripcion y la endocitosis (Ashida y
Sasakawa, 2016).

La proteina IpaH es secretada por la bacteria Shigella directamente hacia el interior de
la célula huésped a través de un sistema de secrecion tipo Ill. También se denomina

nano jeringas o inyectisomas, se distingue por la capacidad de inyectar una proteina
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virulenta de la célula bacteriana a la eucariota, algunas veces se compara con el cuerpo
flagelar bacteriano actuando como una unidad motora y apéndice extracelular que esta
dada por demasiadas proteinas. Las bacterias patdgenas sostienen un componente
estructural considerado un apéndice proteico que facilita la inyeccion de la proteina en
la célula hospedadora (Boundless, 2022). EI SST3 forma un complejo de mas de 20
proteinas que se encuentran en el interior de la membrana citoplasmatica de la célula
bacteriana. el proceso de inyeccidén o denominada transferencia requiere una ATPasa
asociada a la membrana. El inyectisoma se ha identificado en especies de Bordetella,
Chlamydia, Erwinia, E. coli, Pseudomonas, Ralstonia, Rhizobia, Salmonella, Shigella,
Xanthomonas y Yersinia (Montelongo y Cocotl, 2022). Al hablar de la enterobacteria
Shigella tiene la capacidad de generar infeccidn evadiendo el sistema inmunoldgico.
Es decir que el movimiento entre las células vecinas y la evasion del sistema inmune,
potencia su capacidad para inyectar su proteina secretora en la célula hospedadora
(Boundless, 2022).
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3.3 Relacion de los factores de virulencia presentes en Shigella spp con la
antibioresistencia y la procedencia de las muestras desde el punto de vista
epidemioldgico.

Figura 5. Prevalencia de Shigelosis de acuerdo con la MSP en el afio 2023
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En la figura 4 se evidencia que, segun los datos proporcionados por el Ministerio de
Salud Publica durante el afio 2023, no se evidencia casos de Shigelosis en la provincia
de Tungurahua, pero en Pichincha si, con un numero alto de contagios. Sin embargo,
en los afios 2021 y 2022 la prevalencia de la enfermedad fue baja, mientras que, en los
afios 2020, 2019 y 2023 se presentaron picos altos. Por otro lado, al realizar una
comparacion de las tres regiones con sus respectivas provincias se puede notar que
existe una mayor prevalencia de la enfermedad en la region Sierra 'y con respecto a la
edad aquellos de 22 a 49 afios fueron méas propensos a contagiarse, seguido de los que
contaban con un intervalo de edad de 1 a 4 afios donde la cantidad de afeccion de los
sexos se vieron similares, es decir que puede transmitirse tanto a hombres como a

mujeres.

De acuerdo al estudio de Direccion General de Salud Publica (2023) menciona que
la shigelosis es endémica debido a que se presenta en climas tanto tropicales como
templados en nifios menores de 6 meses no es usual. En términos generales, las cepas
S. flexneri, S. boydii y S. dysenteriae son las que causan la mayoria de los aislamientos
en los paises en desarrollo, mientras que S. sonnei es mas comun en los paises

industrializados, donde la enfermedad suele ser menos severa.

En el estudio de Monar et al. (2023) analiz6 la prevalencia de Salmonella spp. y
Shigella spp asociada a un sindrome diarreico en la poblacion infantil de entre 6 meses
y 6 afios con problemas gastrointestinales siendo Gtil las muestras fecales de los nifios.
Llegando a la conclusién que se evidencia la presencia de las dos enterobacterias en
nifios de 4 y 6 afios de edad, esto debido a que su sistema inmunoldgico ain se

encuentra en desarrollo.

Por otro lado, en la provincia de Cotopaxi segun Cafaveral (2016) estudio la
prevalencia de Shigelosis en nifios de 2 a 12 afios en una poblacién socioeconémica
baja de Salcedo. Para el estudio se tomd muestras de heces de los nifios. En el que se

concluyd que las nifias de 4 y 7 afios son las propensas, ademas que la zona de
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Papahurco es la més afectada por esta enfermedad, entendiéndose que es debido a las

condiciones higiénicas en las que viven.

Ademaés en la ciudad de Guayaquil dentro del estudio de Vergaray Calefio (2019) se
determind la prevalencia de enfermedades diarreicas en nifios de 0 a 5 afios atendidos
en el area de emergencia de un hospital, en este estudio los pacientes tenian problemas
diarreicos y la recoleccion de datos se realiz6 de manera indirecta. Concluyo con la
presencia de Shigella conjuntamente de otras bacterias a la vez mencionan que la
mayor afeccion se tornd en el sexo masculino a la edad de 1 afio también se encontro

que la mal higiene en los hogares influye notoriamente.

De igual manera en la ciudad de Shushufindi de acuerdo al estudio de Reyes et al.
(2019) se evaluo la etiologia de la diarrea infecciosa en nifios. Para este estudio se
recolectaron muestras fecales de ambos sexos que asistieron al laboratorio de un centro
de salud. En este estudio se demostr6é la participacion de un grupo pequefio de
patdgenos incluyendo la Shigella en nifias con un intervalo de edad de 0 a menos 2

afios de edad.

La creciente preocupacion por la resistencia a los antibiéticos ha demostrado una
interrelacion compleja entre este fendmeno y la virulencia bacteriana debido a su
evolucion de las infecciones bacterianas y su tratamiento. En este aspecto Cardenas
et al. (2014) mencionan que la virulencia se refiere a la capacidad de una bacteria para
causar dafio al huésped, mientras que la resistencia tiene que ver con la capacidad de
la bacteria para sobrevivir a las concentraciones terapéuticas utilizadas de un

medicamento (Camacho, 2023).

Se tomo en consideracion la investigacion de Soto (2024) quien evalué la
antibiorresistencia de cepas de Shigella spp aisladas de carne de pollo en la ciudad de
Ambato y trabajo con 17 cepas. En la primera fase, se utilizd el método fenotipico
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Kirby Bauer (disco-placa) a un grupo de medicamentos que incluye Azitromicina,
Gentamicina, Ceftriaxona, Amoxicilina + &cido clavulanico y Ciprofloxacina. Los
resultados mostraron una notable resistencia ante las fluoroquinolonas, seguida de
resistencia ante los betalactamicos y en menor medida ante los aminoglucésidos. Sin
embargo, debido a los mecanismos de resistencia que poseen las cepas de Shigella spp,
la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los diversos antibi6ticos utilizados en el
estudio, se determinaron como superiores a la dosis recomendada esto se atribuye al
rapido desarrollo y mejora de los mecanismos de resistencia de Shigella spp,

especialmente debido al uso inapropiado de antibioticos.

El objetivo de la investigacion realizada por Pazmifio (2024) fue comprobar la
presencia de un gen de resistencia con dos antibidticos: amoxicilina més &cido
clavulanico (AMC) y ciprofloxacino (CIP). En esta investigacion, partieron con
muestras de carne de pollo tomadas de puntos de venta y camales en Ambato, se
aislaron e identificaron un total de 17 cepas de Shigella spp. Y posteriormente se busco
el gen blaTEM que codifica para una BLEE (p-lactamasa de espectro extendido) de
clase A, encontrandose una prevalencia del 23,53%, mientras que para CIP se buscd
el gen gyrA, que codifica para las subunidades A de la ADN girasa, encontrandose una

prevalencia del 100%.

De acuerdo al estudio de Guerrero et al. (2013) su objetivo fue determinar el patron
de resistencia a los antimicrobianos de los cultivos de Shigella spp. Se evaluaron 75
cultivos de aislados de infecciones intestinales, recolectados desde tres centros de
salud de Lima, siendo 54 Shigella flexneri (72%) y 21 Shigella sonnei (28%). La
resistencia antibidtica observada en los cultivos de Shigella, independientemente del
serogrupo, fue muy frecuente para Sulfametoxazol Trimetoprim, ampicilina,
cloranfenicol y tetraciclina; ademas, algunos cultivos fueron resistentes a Aztreonam,

Furazolidona y Amoxicilina-Acido Clavulanico.
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El estudio de Abreu et al. (2021) caracteriz0 la resistencia antimicrobiana de cepas
de Shigella aisladas en nifios atendidos en el Hospital Pediétrico de la Ciudad de Santa
Clara, Provincia de Villa Clara, se identificaron 25 cepas de las cuales S. sonnei fue la
especie mas aislada, con 19 cepas, en segundo lugar, se encontro S. flexneri con5y 1
correspondiente a S. boydii; no se aislo S. dysenteriae. Shigella sonnei mostré una
marcada resistencia al cido nalidixico, con 18 cepas resistentes, para un 72% del total
de aislamientos, seguido de la ampicilina y el sulfametoxazol-trimetoprim, con el 40%
y el 32%, respectivamente, mientras que ninguna cepa fue resistente al ciprofloxacino,
al cloranfenicol y a la amikacina. Se encontr6 un por ciento de resistencia bajo (4%)
para la ceftriaxona.

El objetivo del estudio de Villacrés et al. (2015) fue establecer la sensibilidad
antimicrobiana y detectar genes de virulencia ipaH, ial, Stx, setlA, set1B en aislados
clinicos de Shigella spp. Se analizaron 79 aislados obtenidos de Zurita & Zurita
Laboratorios y del hospital Vozandes. Mediante serotipificacion, se registraron tres
especies: S.flexneri (64.6 %), S.sonnei (29.1 %), y S.boydii (6.3 %). La sensibilidad
antimicrobiana siguié el método de difusién con disco. La resistencia obtenida fue a
tetraciclina (96.20 %), ampicilina (94.9 %), trimetoprima/sulfametoxazol (86.1 %) y
cloranfenicol (84.8 %). No se registraron aislados de Shigella con resistencia a
ciprofloxacino, azitromicina ni a ceftriaxona. Se determind una alta prevalencia de los
genes ipaH (91.1 %) e ial (82.3 %), los genes codificantes de enterotoxina 1 (setlAy
set1B) se encontraron en un 35.4 %. Los resultados obtenidos demuestran la existencia

de multirresistencia a antibidticos y cepas virulentas.

En el estudio de Naranjo (2018) pretendié determinar los perfiles de susceptibilidad
antimicrobiana de Shigella spp. e identificar los serotipos mas prevalentes de la misma
.La identificacion de las cepas dio un total de 117 cepas recuperadas de las diferentes
casas de salud de la ciudad de Quito, donde se aislaron un total de 86 cepas de S.
flexneri, 30 cepas de S. sonnei y una cepa de S. boydii siendo los mayores afectado con

un 52.8% nifios menores de 5 afios, la mayoria de las cepas presentaron el siguiente
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fenotipo resistencia a la ampicilina, tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol y

resistencia intermedia al amoxicilina-acido clavulanico en un 83% .

3.2. Comprobacion de la hipdtesis

Los resultados obtenidos en el presente estudio descartan la hipétesis planteada, dado
que no se detecto la presencia del gen ipaH en ninguna de las muestras analizadas. Este
hallazgo indica que no existe virulencia asociada a este gen en los aislamientos

bacterianos provenientes de carne de pollo en el canton Ambato.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Una vez realizada una revision bibliografica de las especies de Shigella
involucradas en este estudio, se observo la existencia de una notable
diversidad de factores de virulencia presentes en cada una de ellas. Es asi
que el gen ipaH se encuentra presente con mayor frecuencia entre las
especies. Ademas, cabe mencionar que este gen relacionado con la
virulencia juega un papel fundamental en la invasion celular y en la
induccion de respuestas inflamatorias, convirtiéndolo en un marcador

adecuado para el estudio de estas cepas patdgenas.

En cuestion de la elaboracion de la PCR, no se demostro la presencia del
gen ipaH en las cepas de Shigella spp analizadas al no detectar la banda de
ADN de 423pb con las condiciones iniciales junto al gradiente de

temperatura.

De acuerdo a los datos epidemioldgicos correspondientes a los Gltimos
cinco afos, se ha observado la presencia de la enfermedad conocida como
shigelosis, cuya causa es la bacteria Shigella. En este sentido, es relevante
sefialar que, tanto en el afio 2023 como en la investigacion realizada en
2024, no se reporta la existencia de esta enfermedad en la provincia de
Tungurahua, ni la presencia del gen relacionado en las cepas aisladas
utilizadas para el estudio. No obstante, se observa que dichas cepas

contindian circulando en las provincias vecinas.
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4.2.RECOMENDACIONES

¢ Investigar otros genes que codifiquen factores de virulencia en las cepas
de Shigella que son shigatoxigénicas, con el objetivo de identificar

aquellos relacionados con la capacidad patogénica de estas bacterias.

e Ampliar el nimero de muestras de carne de pollo, ya que en los estudios
previos se ha utilizado un nimero elevado de muestras, lo que podria
proporcionar una mayor precision y fiabilidad en los resultados obtenidos,

permitiendo una mejor representacion de la diversidad de las muestras.

e Realizar investigaciones en diferentes etapas de la cadena productiva de
las aves, abarcando no solo los procesos de produccion sino también la

distribucion, almacenamiento y comercializacion de los productos.
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ANEXOS

Anexo 1. ADN puro de Shigella spp.

Anexo 2. Calculo de dilucion de ADN de Shigella

ID MUESTRA ADN (uI) AGUA (ui)
51 84 916
52 82 91.8
53 10 20
54 82 91.8
85 7.8 922
Sé 84 916
57 9 91
S8 86 914
s9 6.2 938

S10 74 926
S11 82 918
512 6.2 938
S13 7.6 924
S14 92 90.8
S15 9.4 90.6
516 74 926
s17 8 92
Volumen final 100

Anexo 3. Preparacion de la Master Mix
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Anexo 4.Rotulacion de los ependorfs y tubos para PCR

Anexo 5. Centrifugacion de las muestras en el termociclador
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Anexo 6 .Pesaje del agar de tripticasa de soya

Fa




Anexo 7. Gel de agarosa

Anexo 8. Muestras corriendo a 100 voltios por una hora en las camaras de
electroforesis
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Anexo 9.Programa instalado para el gradiente de temperatura

S




Anexo 10. Observacidn de los geles en el transiluminador de mesa
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