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RESUMEN
Objetivo: Detectar los genes B-lactamasas de espectro extendido e integron de clase 1 en cepas
de Shigella spp. del Instituto Nacional de Salud, Lima-Pert durante el periodo 2017-2020.
Método. El presente estudio es descriptivo, retrospectivo y transversal. Se confirm¢o la
identificacién de 100 cepas de Shigella spp. por métodos microbioldgicos convencionales
pertenecientes a 4 periodos anuales disintos, ademads, se evalud el perfil de resistencia
antimicrobiana por el método de disco difusion. Finalmente, se detect6 la presencia de genes
BLEE e intl 1 por PCR multiplex y convencional. Resultados: Se confirmé la identificacion de
100 cepas de Shigella, siendo S. sonnei el serogrupo mas representativo (56%) y S. sonnei 11 el
serotipo mas frecuente (57.1%). Se observaron altas tasas de resistencias a diferentes
antimicrobianos, donde el 94% de aislados fueron MDR. Se detect6 los genes BLEE en el 13%
de aislados, siendo el gen blatem (11%) el mas frecuente, seguido de blactx-m (2%). Finalmente,
se detect6 en gen intl 1 en el 88% de aislados. S. flexneri fue la especie donde se detectd con
mayor frecuencia (97.3%), seguido de S. boydii (85.7%) y S. sonnei (82.1%). Conclusiones: Se
detecté mediante PCR la presencia de genes BLEE e int/ 1 en aislados de Shigella spp. asi mismo,
las cepas presentaron un fenotipo multidrogoresistente.

Palabras clave: Shigella spp., resistencia antimicrobiana, BLEE, integron de clase 1,

MDR.
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ABSTRACT

Objective: Detect extended-spectrum PB-lactamases and class 1 integron genes in Shigella spp
strains. of the National Institute of Health, Lima-Peru during the period 2017-2020. Method. The
present study is descriptive, retrospective and cross-sectional. The identification of 100 strains of
Shigella spp. was confirmed. by conventional microbiological methods belonging to 4 different
annual periods, in addition, the antimicrobial resistance profile was evaluated by the disk
diffusion method. Finally, the presence of ESBL and in#/ 1 genes was detected by multiplex and
conventional PCR. Results: The identification of 100 Shigella strains was confirmed, with S.
sonnei being the most representative serogroup (56%) and S. sonnei 11 the most frequent serotype
(57.1%). High rates of resistance to different antimicrobials were observed, where 94% of
isolates were MDR. ESBL genes were detected in 13% of isolates, with the blatem gene (11%)
being the most frequent, followed by blactx-m (2%). Finally, the intl 1 gene was detected in 88%
of isolates. S. flexneri was the species where it was detected most frequently (97.3%), followed
by S. boydii (85.7%) and S. sonnei (82.1%). Conclusions: The presence of ESBL and int/ 1 genes
in Shigella spp. isolates was detected by PCR. Likewise, the strains presented a multidrug-
resistant phenotype.

Keywords: Shigella spp., antimicrobial resistance, ESBL, class 1 integron, MDR.
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L INTRODUCCION

La shigelosis es causada por bacterias del género Shigella spp. y es un problema de salud
publica a nivel mundial, que se caracteriza por generar una infeccion gastrointestinal que incluye
diarrea sanguinolenta con presencia de heces mucosas, calambres abdominales y tenesmo. Se
dividen en cuatro especies: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii y Shigella
sonnei. Se transmiten principalmente por la via fecal-oral y son altamente contagiosos debido a
su bajo in6culo de infeccion (10-100 microorganismos) (Pons et al., 2013).

El tratamiento antibidtico contra la shigelosis permite reducir la duracion y gravedad de
los sintomas, sin embargo, el uso excesivo de antibioticos ha generado la aparicion de cepas
multirresistentes (MDR), particularmente aquellas con presencia de enzimas betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) capaz de hidrolizar antibidticos betalactamicos (Elkenany et al.,
2022). Las betalactamasas de espectro extendido mas comunes y prevalentes son las de tipo
TEM, SHV, CTX-M entre otros (Dantas Palmeiras y Ferreira, 2020) y generalmente se
encuentran codificadas en elementos genéticos moéviles como integrones, facilitando asi la
diseminacion intraespecies e interespecies (Perozo Mena et al., 2017).

1.1.  Descripcion y formulacion del problema

Shigella es considerado como uno de los patdogenos mds comunes que causa
enfermedades diarreicas y es responsable del aumento de las tasas de morbilidad y mortalidad
por disenteria a nivel mundial, en lo que se ven afectados especialmente los nifios menores de 5
afios en paises en vias de desarrollo (Puzari et al., 2018). Se calcula que ocurren alrededor de 125
millones de episodios de shigelosis al afio, con mas de 200 000 muertes entre todos los grupos
de edad (Khalil et al., 2018), siendo Shigella flexneri el causante mas prevalente en paises en vias
de desarrollo y Shigella sonnei en paises industrializados (Kahsay y Muthupandian, 2016). En el

Perti, la prevalencia de Shigella flexneri ha sido reportado con mayor frecuencia (62%) en
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comparacion con Shigella sonnei (33%) durante el afio 2013 (Baca et al., 2014).

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica, que ha ido aumentando
durante los tltimos afos y es considerado como una de las principales amenazas en el sistema de
salud a las que se enfrenta la humanidad (Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), 2021). La
aparicion y diseminacion de cepas multirresistentes (MDR) se debe a que hay un uso inadecuado
de los antimicrobianos, a la automedicacion y al incumplimiento del tratamiento, lo que se ve
expresado en términos de morbilidad, mortalidad y gastos sanitarios derivados de la atencion
clinica que amenazan el sostenimiento del precario sistema de salud en el Perti (Miranda, 2018).
Se calcula que la resistencia antimicrobiana causa 700 000 muertes al afio en el mundo, una cifra
que se estima serd de 10 millones para el afio 2050, superando asi el nimero de muertes causadas
por el cancer y diabetes (Moges et al., 2021 y Berbers et al., 2023).

La aparicion de la resistencia antimicrobiana se estd volviendo un problema grave para
el tratamiento de la shigelosis, ahora que aproximadamente la mitad de las cepas de Shigella en
muchas partes del mundo presentan un fenotipo multirresistente (Ranjbar y Farahani, 2019),
causando gran preocupacion, sobre todo, por aquellas cepas productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) con capacidad de ser resistentes a los antibioticos B-lactimicos, como
son las cefalosporinas de tercera generacion (Behzadi et al., 2020).

Las BLEE son enzimas derivadas de la mutacion de las betalactamasas clasicas del grupo
2b segun la clasificacion de Bush (Perozo et al, 2018), se clasifican en varios tipos, siendo los
mas prevalentes los de tipo TEM, SHV y CTX-M a nivel mundial (Paterson y Bonomo, 2005).
Generalmente se encuentran codificados en plasmidos conjugativos, lo cual facilita su
diseminacion entre bacterias de la misma especie, pero también entre bacterias de diferentes
géneros y grupos. Ademas, estas enzimas forman parte frecuente de transposones e integrones,

determinando asi su asociacion con otros determinantes de resistencia transferibles, como los que
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confieren resistencia a los aminoglucosidos o trimetoprima- sulfametoxazol (Perozo et al, 2018).

Los integrones son elementos genéticos naturales que contiene una enzima integrasa que
permite a estas estructuras tener capacidad de adquirir, intercambiar y expresar genes de
resistencia a los antimicrobiano presentes en estructuras conocidas como casetes génicos,
desempenando asi, un papel crucial en el mecanismo de la transmision de genes de resistencia en
varias bacterias gram- negativas, incluyendo a Shigella (Barrantes y Achi, 2016).

En nuestro pais, existen datos sobre el perfil de resistencia antimicrobiana en Shigella, a
pesar de ello, todos estos datos sugieren la necesidad de tener una vigilancia estricta de la
resistencia antibiotica fenotipica (Riveros y Ochoa, 2015). Por otro lado, la informacion sobre
los mecanismos moleculares relacionados a la resistencia antibidtica en este patdégeno es muy
limitado. Es por ello por lo que nos formulamos la siguiente pregunta de investigacion:

(Las cepas de Shigella del Instituto Nacional de Salud Lima-Pert del periodo 2017-2020,
albergaran los genes B-lactamasas de espectro extendido e integron de clase 1?

1.2.  Antecedentes

El surgimiento de la resistencia a los antimicrobianos en cepas de Shigella data de los
afios 1940, cuando se reconocieron por primera vez en Japdn cepas resistentes a sulfonamidas
(Niyogi, 2007). Luego, para los afios 1970, eran resistentes a tetraciclina, cloranfenicol y
ampicilina, debido al plasmido R que portaba genes de resistencia a estos antibioticos. Para el
afio 1980, Shigella era resistente a las quinolonas, atribuido por la mutacion de la subunidad A
de la girasa (gyrA) y la mutacion del gen de la topoisomerasa (parC). Finalmente, en el afio 1999
se descubri6 en la India que Shigella habia desarrollado una betalactamasa de espectro extendido
tipo SHV-11, dando origen a la resistencia de cefalosporinas de tercera generacion, asi como a
las penicilinas (Bian et al., 2019).

En un estudio retrospectivo realizado por Gu et al., (2017) en China, para investigar los
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patrones de resistencia a los antimicrobianos y caracterizar molecularmente integrones de 340
cepas de Shigella sonnei, observaron un amplio espectro de resistencia a diferentes antibioticos
con altas tasas de resistencia para ampicilina (67.7%), acido nalidixico (75.2%), tetraciclinas
(73.7%) y trimetoprima-sulfametoxazol (68.7%), mientras que la resistencia a cefotaxima fue de
17.9%. La tasa de deteccion del integron de clase 1 fue del 55.9% (190/340), y el 49.4%
(168/340) de cepas albergaban un integron de clase 1 atipico. Finalizan indicando que la
resistencia a los antimicrobianos estaba estrechamente relacionada con la alta prevalencia de
integron de clase 1, sugieren ademas seguir con una vigilancia interregional a largo plazo de la
resistencia antimicrobiana para S. sonnei.

Liu et al., (2018), durante una vigilancia rutinaria de disenteria bacilar en pacientes con
diarrea, en las que analizaron un total de 458 aislados de Shigella (365 S. flexneri y 93 S. sonnei)
entre los afios 2008 y 2014 en 12 hospitales diferentes en la ciudad de Xinjiang, China, mostraron
que existe una alta resistencia a diferentes antibidticos como tetraciclina (88.9%), ampicilina
(88%), cloranfenicol (70.3%), trimetoprima-sulfametoxazol (54.4%) y cefalosporinas de tercera
generacion con tasas entre el 1.7% y 13.8%. Indicaron también, que de 57 cepas de S. flexneri y
18 cepas de S. sonnei resistentes a cefalosporinas, la tasa de expresion para los genes blatem y
blactx-m fueron de 56% y 69% respectivamente, ademas el porcentaje de expresion para el
integron de clase 1 fue del 66.7%. Afirman que se requieren de nuevas estrategias para prevenir
la propagacion de la resistencia antimicrobiana en cepas de Shigella.

Zamanlou et al., (2018), en un estudio descriptivo y prospectivo donde caracterizaron
molecularmente 142 cepas de Shigella de pacientes con diarrea de dos ciudades en Iran entre los
afios 2014-2015, encontraron altas tasas de resistencia a multiples farmacos como ampicilina,
trimetoprima-sulfametoxazol, cloranfenicol, tetraciclinas y también la resistencia a quinolonas

como acido nalidixico (31%) y ciprofloxacina (4.2%). Indicaron también sobre la resistencia de
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77 cepas a cefalosporinas de tercera generacion, detectando los genes blactx-m (98.7%) y blatem
(69.2%), pero no pudieron aislar cepas con el gen blasny. Asi mismo, detectaron la presencia de
integron de clase 1 con dos genes cassettes que codifican la resistencia a trimetoprima-
sulfametoxazol y otro para quinolonas. Concluyen expresando que la presencia de cepas MDR y
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion pueden ser un gran desafio para tratar la
shigelosis en el futuro, asi mismo, recomiendan la continuidad en la vigilancia antimicrobiana en
los aislamientos de Shigella.

Lluque et al., (2015), en un estudio para caracterizar una coleccion de aislados de Shigella
provenientes de una poblacion pediatrica en comunidades periurbanas en Lima, Peru,
encontraron que 83 cepas presentaron resistencia a multiples farmacos como a trimetoprima-
sulfametoxazol (84%), tetraciclina (74%), ampicilina (67%) y cloranfenicol (65%). No
encontraron resistencia a cefalosporinas de tercera generacion ni tampoco a quinolonas, sin
embargo, encontraron la presencia del gen blatem en 4 aislamientos y detectaron el integron de
clase 1 en el 48% de cepas analizadas. Concluyen destacando que existe una alta heterogeneidad
en los genes de resistencia y una alta prevalencia de cepas MDR en Shigella dentro de esta region

geografica.
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1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Detectar los genes B-lactamasas de espectro extendido e integron de clase 1 en cepas de
Shigella spp. del Instituto Nacional de Salud, Lima-Peru durante el periodo 2017-2020.
1.3.2. Objetivos especificos

Confirmar la identificacion de especie y serotipo de Shigella spp. por métodos
microbioldgicos convencionales.

Evaluar el perfil de resistencia antimicrobiana por el método de disco difusion de las
cepas de Shigella spp.

Detectar la presencia de los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M mediante PCR
multiplex a partir de las cepas de Shigella spp.

Detectar la presencia del gen Intl 1 mediante PCR punto final a partir de las cepas de
Shigella spp.
1.4.  Justificacion

Diversos trabajos han informado sobre la aparicién de un clon pandémico de S. sonnei
con fenotipo MDR productor de betalactamasa de espectro extendido, confieriendole resistencia
a cefalosporinas de tercera generacion (Qiu et al., 2022). La resistencia a las cefalosporinas de
tercera generacion se ha relacionado con la produccion de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), codificados por genes de las familias de betalactamasas CTX- M, TEM y SHV (Salleh,
2022).

El fenomeno de la resistencia a los antibidticos en Shigella spp. se ha asociado
generalmente por la presencia de elementos genéticos como los integrones y han jugado un papel
esencial en la propagacion de la resistencia a los antimicrobianos desde finales de los afios 1980

(Toro et al., 2022). Sin embargo, los informes sobre la identificacion y la caracterizacion de los
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integrones en Shigella spp. son escasos (Barrantes y Achi, 2016).

Dada la gravedad sobre la circulacion de cepas de Shigella portadoras de genes BLEE en
diferentes partes del mundo, este estudio pretende mostrar un problema critico que afecta a la
salud publica. Los hallazgos obtenidos en el presente trabajo, servird para tener conocimiento
acerca de la propagacion y circulacion de cepas de Shigella spp. portadoras de genes BLEE en
nuestro pais, lo que contribuye a su resistencia a betalactdmicos de tercera generacion. Ademas,
ante la escasa informacion acerca de la prevalencia del integron de clase 1 en cepas de Shigella
estudiadas en nuestro pais, el presente trabajo busca también, proporcionar informacion valiosa
sobre la frecuencia de esta estructura genética, ya que, podrian ser utilizados como potenciales
marcadores moleculares de la resistencia animicrobiana, teniendo en cuenta la relacién con
aislados con fenotipos MDR.

1.5.  Hipotesis
Debido a la naturaleza descriptiva del presente trabajo de investigacion, no fue necesario

el planteamiento de una hipotesis.
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I. MARCO TEORICO
2.1.  Bases tedricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. Shigella spp.

Son microorganismos Gam-negativos en forma de bastoncillos, anaerobios facultativos,
no moviles, no esporulados y pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Son patdgenos
intracelulares con una alta especificidad por el huésped humano en el que causan shigelosis,
conocida comunmente como disenteria bacilar. Fue aislados y caracterizado por el microbidlogo
Kiyoshi Shiga al que posteriormente denominé al patogeno Shigella (Raso et al., 2023).

La clasificacion actual divide a Shigella en cuatro especies segun la tipificacion
seroldgica del antigeno somatico O en: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii y
Shigella sonnei. A su vez, estas especies se dividen en diferentes serotipos, teniendo S.
dysenteriae 14 serotipos, S. flexneri 15 serotipos, S. boydii 19 serotipos y S. sonnei con un solo
serotipo (Kotloff et al., 2018).

La invasion, replicacion y diseminacion por todo el epitelio intestinal de las cepas de
Shigella estd mediado por una gama de proteinas efectoras que estan codificadas en un plasmido
de 220 kb llamado plasmido de virulencia o plasmido de invasion (pINV) compuesto por una
isla de patogenicidad (PAI) de 30 kb, que codifica el complejo de secrecion tipo III (T3SS) y
otros factores de virulencia implicados en la adhesion y motilidad intracelular (Raso et al., 2023).
2.1.2. Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana surge porque las bacterias cambian a lo largo del tiempo y
dejan de responder a los antibioticos, dificultando el tratamiento de las infecciones e incrementan
el riesgo de propagacion de las enfermedades, de formas graves de enfermedades y de la muerte.
Como consecuencia de la resistencia, los antibidticos se vuelven ineficaces, por lo que las

infecciones se vuelven mas dificiles de tratar (Organizacion Mundial de la Salud, 2021).
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2.1.3. Tipos de resistencia antimicrobiana

2.1.3.1 Resistencia intrinseca. Es una cualidad que estd controlada por el genoma
bacteriano y que es representativa de la especie. No depende del contacto con un antibidtico y
nose transmite por la transferencia horizontal genética. Es propia de ciertas especies que pueden
adquirir tolerancia a un firmaco debido a la estructura y propiedades funcionales. Los
mecanismosresponsables de la resistencia intrinseca son la reduccion de la permeabilidad de la
membrana externa de bacterias Gram-negativas y la actividad de las bombas de expulsion (Chis
et al., 2022).

2.1.3.2 Resistencia adquirida. Es conferida por la ganancia de nuevos determinantes de
resistencia a través de la transferencia horizontal de genes o también por mutaciones de algunos
genes cromosomicos particulares. Estos genes pueden translocarse de una parte del genoma a
otra o entre genomas bacterianos a través de estructuras genéticos moviles como plasmidos,
integrones, transposones o islas genomicas (Sandner-Miranda et al., 2018).
2.1.4. Mecanismos de resistencia

2.1.4.1.Bombas de expulsion. Se encuentran ubicadas en la membrana celular y
permiten la internalizacion o expulsion de los antimicrobianos. Las bombas de expulsion estan
mediadas por proteinas transmembranales que forman canales que exportan activamente a un
agente antimicrobiano fuera de la célula inmediatamente. Este mecanismo es comun frente a la
resistencia a tetraciclinas, quinolonas, cloranfenicol, betalactdmicos, antisépticos y
desinfectantes como como el amonio cuaternario (Fernandez-Riveron et al., 2003).

2.1.4.2. Alteracion en la permeabilidad de las membranas. Este mecanismo ocurre
principalmente porque las bacterias tienen la capacidad de generar modificaciones en la bicapa
lipidica, alterando algunos componentes de la membrana celular, como son las porinas. Este

componente celular son proteinas formadoras de canales llenos de agua introducido en la
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membrana externa, regulando el ingreso de algunos elementos como los antibioticos. Las
modificaciones conformacionales en las porinas conllevan, a que, la membrana externa restringa
el paso de estos agentes al espacio periplasmatico, ademas, retardan el ingreso de los antibidticos
al interior de la célula. Asi, cuando ocurre una mutacion en las porinas, generalmente aumentan
las concentraciones minimas inhibitorias (CIM) para el antibidtico. Los antibidticos de tipo
carbapenemes, utilizan una porina especifica llamada OprD, que cuando sufre alguna mutacién
durante la terapia, tiende a cerrarse, y, por lo tanto, se genera una resistencia a dicho antibiotico
(Tafur et al., 2008).

2.1.4.3. Modificacion en el sitio activo. Este tipo de resistencia se basa en los cambios
de algunos sitios especificos en donde actia el antibidtico, como es en la pared celular, membrana
celular, subunidades del ribosoma 50S o 30S, entre otras. Tal es el caso de la sintesis de la pared
celular, donde las proteinas unidoras de penicilinas (PBP) se encargan de la transpeptidacion,
fase crucial para el equilibrio estructural de la pared celular. Los cambios de las estructuras
secundarias generadas por mutaciones permiten que disminuya la afinidad de los betalactamico
con las proteinas PBP, permitiendo la integridad bacteriana de la pared celular y que sobreviva
(Tafur et al., 2008). Otro ejemplo, tenemos las mutaciones genéticas que ocurren en las girasas y
topoisomerasas gyrA 'y parC respectivamente, ofreciendo resistencia a las quinolonas en algunas
bacterias gram positivos y negativos como Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Mosquito
et al., 2011). Las modificaciones en las subunidades 30S y 50S ribosomales, que son blancos de
accion de aminoglucosidos, macroélidos, tetraciclinas y lincosamidas, pueden sufrir metilaciones,
tal es el caso de la subunidad 50S confiriendo resistencia a tetraciclinas, cloranfenicol y
macrolidos. En el caso de la unidad 30S, las mutaciones en esta subunidad generan resistencia a
gentamicina y amikacina (Pérez-Cano y Robles-Contreras, 2013).

2.1.4.4. Modificacion enzimatica del antibidtico. Es generado por la produccion de
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enzimas f-lactamasas con capacidad de romper el anillo B-lactamico e inactivar a diferentes
antibidticos como aminopenicilinas, cefalosporinas, carbapenems y monobactamicos (Liu et al.,
2019). Las betalactamasas toman un papel crucial en la resistencia, ya que es el mecanismo mas
prevalente en bacterias Gram-negativos (Tafur et al., 2008).

Existen también otros ejemplos de este mecanismo que incluyen a las esterasas,
vinculados a la resistencia a los antibidticos macrdlidos, como la eritromicina, que matan a las
bacterias uniéndose a la subunidad grande de los ribosomas e interfieren en la sintesis proteica.
La tendencia de estos macrolidos a ciclarse a través del enlace éster es una accion fundamental
para su actividad. Sin embargo, la estructura ciclica del antibidtico puede ser destruida por las
esterasas de macrolidos, lo que provoca una abertura que conduce a una ciclacioén interna y
deshidratacion a través de la condensacidén intramolecular. Como resultado, la actividad
antibacteriana del macrolido se perderia debido a la abertura del anillo. (Liu et al., 2019).

2.1.5. Engzimas p-lactamasas

Las enzimas betalactamasas poseen capacidad de romper el enlace amida del anillo
betalactamico de los antibidticos, generando su inactivacion. Estas enzimas se encuentran
codificadas por genes bla ubicadas en el cromosoma de las bacterias o también pueden estar en
estructuras genéticos moviles como son los plasmidos, transposones e integrones con sus casetes
de genes diseminandose a través de la transferencia horizontal de genes entre bacterias, lo que
permite el intercambio del material genético entre cepas comensales, ambientales y cepas clinicas
(von Wintersdorff et al., 2016). Actualmente se han caracterizado mas de 890 beta- lactamasas
dentro de las enterobacterias, siendo las mas comunes las que pertenecen a las familias blarem,
blasuv, blactx-m, blaoxa-1'y blacars. Las dos primeras son penicilinasas que pertenecen al grupo
2b segun la clasificacion de Bush y son neutralizadas por el acido clavuldnico. Las blaoxa-1,

pertenecen al grupo 2d que se caracterizan por hidrolizar oxacilinas. Finalmente, blacars
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pertenece al grupo 2c que se caracteriza por la accion hidrolitica contra carbenicilina (Réjiba et
al., 2011).
2.1.6. Clasificacion de enzimas f-lactamasas

Dos sistemas generales se utilizan para clasificar las betalactamasas, esta el sistema de
clasificacion funcional de Bush-Jacoby-Medeiros y el esquema de clasificacion molecular de
Ambler. El sistema de Ambler clasifica a las betalactamasas en cuatro clases principales: A, B,
Cy D, basandose en la homologia de sus proteinas (similitud de aminodcidos). Las clases A, C
y D corresponden a las denominadas serina- B-lactamasas y las de la clase B se denominan
metalo- P-lactamasas. El sistema de clasificacion de Bush- Jacoby-Medeiros, junta a las
betalactamasas por la afinidad funcional (perfil de sustrato e inhibidor) en 4 grupos principales y
varios subgrupos como se observa en la Tabla 1. Ademas, esta clasificacion es mas relevante
para el diagndstico porque se consideran a los inhibidores de PB-lactamasas y sustratos -
lactamicos que son clinicamente mas importantes (Paterson y Bonomo, 2005).
2.1.7. Beta-lactamasas de espectro extendido

Son enzimas versatiles que presentan una diversidad de formas moleculares limitadas
ubicadas en diversas fuentes bacterianas (Bush, 2018). Tienen la capacidad de hidrolizar
penicilinas, cefalosporinas de tercera generacion (particularmente, cefotaxima, ceftriaxona y
ceftazidima), ademas de monobactams como el aztreonam. Presentan sensibilidad a los
inhibidores de beta- lactamasas, como el acido clavulanico, sulbactam, tazobactam y avibactam
(Rada et al., 2019). Actualmente, existen mas de 350 variantes distintas de BLEE naturales
clasificadas en nueve clases (Tabla 2) con diferenciacion evolutivas y estructurales basadas en la
secuencia de sus aminoacidos, entre las que estan: blatewm, blasuv, blactx-m, entre otros (Ayzanoa

Canales, 2021).



Tabla 1

Esquemas de clasificacion de bacterias [-lactamasas.

Bush-  UC el .
Jacoby ks T Distinctive Inhibited by Defini istic(s) ive enzyme(s)
group substrate(s) ¢ E
Qoogy  Eoup  (subclass) CAorTZB EDTA
(1593)
Greater hyvdrolysis of
L 3 cephalosporins than E. coli AmpC, P99, ACT-1,
A 1 £ Colslowcres L No  yenzylpenicillin; hydrolyzes ~ CMY-2, FOX.1, MIR-1
cephamycins
Increased hydrolysis of
le NI Cc Cephalosporins No No ceftazidime and often other GC1, CMY-37
oxymmino-f-lactams
Greater hydrolysis of
2a 2a A Penicilline Yes No  benzylpenicillin than PC1
;q:hzlulpm'ins ’
- . mmilar hydrolysis o
2b 2% A f““"“‘“’] s saly Yes No  benzylpenicillin and TEM-1, TEM-2, SHV-1
¥ cephalosporins .
Rt deds ox)‘i:::oh-y;flaabc::;f
Jbe Tba A spectr um Yes No (cefotaxime, ceftazidime, T_EM—S, SHV-2, CTX-M-
cephalosporins, : 3 : 15, PER-1, VEB-1
S ceftriaxone, cefepime,
aztreonam)
e " Resistance to clavulanic acid, 2 .
2br 2br A Penicilline No No sulbactam, and tazobactam TEM-30, SHV-10
Estandays Increaszed hydrolysis of
R oxymmino-f-lactams combined
ber NI A MRS No No  with resistance TEM-50
: , 2 to clavulanic acid, sulbactam
and tazobactam
2 2% A Carbenicillin T N slwiuiniko PSE-1, CARB-3
ket Increased hydrolvsis of
2ce N A cc"b“’“u‘“’ o Yes No carbenicillin, cefepime, and RTG4
cefpirome
t il Increased hydrolysis of 2 i
2 2 D Cloxacillin Variable No P OXA-1, OXA-10
Extended- Hydrolyzes cloxacillin or
2de D spactrum Vanable No  oxacillin and oxyimino-f- OXA-11, OXA-15
cephalosporins lactams
2df D  Carbapenems Varizble  No H"”f‘,‘?"zd‘_‘:’f‘“’l“" or OXA-23, OXA48
Extended- Hydrolyzes cephalosporias.
Ze 2e A spectrum Yes No Inhubited by clavulanic acid CepA
cephalosporins but not aztreonam
Increased hydrolysis of
2 2f A Carbapenems Variable No  carbapenems, oxyimino-p- KPC-2, IMI-1, SME-1
lactams, cepharmyems
Broad-spectrum hydrolysis
3a 3 B(Bl) Carbapenems No Yes ncluding carbapenems butnot  IMP-1, VIM-1, CerA, IND-1
monobactams
B(B3) L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
3b 3 B(B2) Carbapenems No Yes P"-fl erential hydrolysis of CphA, Sth-1
NI 4 Unlmonn

Nota. Tomado de Bush y Jacoby, 2010.
a.CA, clavulanic acid; TZB, tazobactam b.NI, not included
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Tabla 2

Principales familias de f-lactamasas de importancia clinica.

Enzyme

Functional group

No. of enzymes b

Representative enzymes

family® or subgroup
CMY 1. 1le 50 CMY-1 to CMY-50
TEM 2b, 2be, 2br, 2ber 172
2b 12 TEM-1, TEM-2, TEM-13
2be 79 TEM-3, TEM-10, TEM-26
2br 36 TEM-30(IRT-2), TEM-31(IRT-1), TEM-
163
2ber 9 TEM-50(CMT-1), TEM-158(CMT-9)
SHV 2b, 2be, 2br 127
2b 3 SHV-1, SHV-11, SHV-89
2be 37 SHV-2, SHV-3, SHV-115
2br 5 SHV-10, SHV-72
CTX-M 2be %0 CTX-M-1, CTX-M-44(Toho-1) to CTX-
M-92
PER 2be 5 PER-1 to PER-5
VEB 2be 7 VEB-1 to VEB-7
GES 2f 15d GES-2 to GES-7(IBC-1) to GES-15
KPC 2f 9 KPC-2 to KPC-10
SME 2f 3 SME-1, SME-2, SME-3
OXA 2d, 2de, 2df 158
2d b) OXA-1, OXA-2, OXA-10
2de 9 OXA-11, OXA-14, OXA-15
2df 48e OXA-23(ARI-1). OXA-51, OXA-38
IMP 3a 26 IMP-1 to IMP-26
VIM 3a 23 VIM-1 to VIM-23
IND 3a 8 IND-1, IND-2, -2a, IND-3 to IND-7

Nota. Tomada de Bush y Jacoby, 2010.
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a Familias de enzimas incluyen aquellos para los nimeros que han sido asignados sobre la base

de las estructurasprimarias de aminodacidos.

b Compilado hasta diciembre de 2009.

¢ La suma de los subgrupos en cada familia no siempre es igual al numero total de enzimas en

cada familia, porque algunos numeros de enzimas han sido retirados, y algunos investigadores

no han asignado una designacion funcional por los investigadores que proporcionaron la

secuencia de aminoacidos.

d GES-1, adiferencia de otros miembros de la familia GES, tiene poca interaccion detectable con

Imipenem.e Nueve grupos de carbapenemasas OXA con sus miembros individuales.
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2.1.7.1. BLEE tipo TEM. Son enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar antibioticos
beta-lactamicos de espectro extendido, pero son inhibidos fuertemente por acido clavulanico y
tazobactam. Se han encontrado frecuentemente en cepas de Klebsiella pneumoniae y Escherichia
coli, y son codificados en diferentes plasmidos asociados a otros genes de resistencia. Se han
descrito mas de 200 variantes al¢licas de TEM en la actualidad (Bradford, 2001).

El gen blatem que origina la enzima, consta de una conformacion estructural en base a
dosdominios (a-helical y dominio-of3), donde su sitio activo se encuentra en la interfase de las
cadenasde ambos dominios y su sitio catalitico Ser70, esta ubicado en el Hélice 310, iniciando
una de lashélices del dominio helicoidal (Stec et al., 2005).

Se inform6 por primera vez sobre esta enzima en el afio 1965, cuando fue aislada de una
cepa de E. coli de un paciente de origen griego llamado Temoneira, de ahi el origen del nombre
(Paterson y Bonomo, 2005). En Sudamérica, el primer reporte se dio en Argentina en el afio 2003,
donde se detectaron los tipos TEM-10 y TEM-12 en K. pneumoniae (Paterson et al., 2003).

2.1.7.2. BLEE tipo SHV. Las enzimas variables sulthidrilo presentan una
conformacionque consta de dos dominios o/f: una hoja antiparalela f de cinco cadenas
flanqueadas con el a- hélice y, el subdominio ahelicoidal, con el sitio activo ubicado entre los
subdominios, conteniendoun residuo de Ser70. La expresion del espectro extendido de esta
enzima se da por las sustitucionespocos comunes de diversos aminoacidos, en las que estan
incluidos Asp 179, Arg 43, Arg 205, Glu64, Gly 156 y Ile 8 (Liakopoulos et al., 2016).

2.1.7.3. BLEE tipo CTX-M. Las cefotaximasas presentan una mayor afinidad de
hidrolisis contra los antibidticos cefotaxima y ceftriaxona, pero en menor medida a ceftazidima.
Son inhibidas con tazobactam y el acido clavulanico (Rada et al., 2019). Estas enzimas no
guardanrelacion con respecto a los BLEE tipo TEM y SHV, pues comparten menos del 40% de

identidaden sus secuencias nucleotidicas. Esta enzima consta de dos subdominios o + § y un
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dominio a- helicoidal en forma de sandwich. Los subdominios o +  abarca los extremos N- y
C-terminal de la proteina y alberga un nticleo de cinco laminas B. Las hojas f 2 y 3 estan
separadas en el espaciode secuencia por los residuos que componen el grupo helicoidal y el sitio
activo estd formado porla hendidura superficial en la interfaz entre los dos subdominios (Shurina
y Page, 2021).

Las variedades de los genes blactx-m difieren por la sustitucion de un solo aminoacido,
talcomo la sustitucion de aspartato por glicina en la posicion 240 del gen blactx- m-3 generando
una variacion del gen a blactx-m-15, presentando una actividad hidrolitica aumentada hacia
ceftazidima. La mutacion de Ser167Pro origina una blactx-m-19 y la sustitucion de Asp240Gly
genera una variacion de blactx-m-15 a blactx-m-16 (Ayzanoa Canales, 2021). Se ha informado hasta
la fecha, queexisten aproximadamente 246 variantes de CTX-M, catalogdndolo como una familia
extraordinariamente prolifica (Shurina y Page, 2021).

2.1.8. Integrones

Los integrones se definen como plataformas con capacidad de capturar genes que
desempefian un papel importante en la propagacion de genes de resistencia a los antibioticos
(Mazel, 2006). Los plasmidos conjugativos, transposones y secuencias de inserciones en
asociacion con los integrones, sirven como vehiculos en la transmision de genes de resistencia a
los antimicrobianos a nivel de intra e interespecies (Hall y Collis, 1995).

2.1.8.1. Estructura de un integréon. Los integrones inicialmente se describieron a
mediados de los afios 1980 por Stoke y Hall (Stokes y Hall, 1989). Poseen dos segmentos
conservados, 5’-CS (5° conserved segment) y 3’-CS (3’ conserved segment), entre ambos
segmentos, se encuentra una region variable que incluye casetes génicos, que son estructuras
conmarcos de lecturas abiertas que codifican diversas funciones. La region 5°-CS esta

conformado por el gen de la integrasa (intl), y por tres promotores: el primero es P o Pi, promotor



28

que permitela expresion de la integrasa, el promotor Pc 0 PANT, que permite la expresion de los
casetes génicos que carecen de un promotor de expresion y, por ultimo, el promotor P2, que
frecuentemente esta inactivo ya que solo presenta 14 nucleoétidos entre las cajas -35 y -10 en
lugarde tener los 17 nucledtidos Optimos. Dentro de esta region, se encuentra también la
secuencia de reconocimiento de la integrasa, para la integraciéon de los casetes génicos,
denominada sitio attl (attachment site), que requiere entre 40 a 70 pb para ser activo totalmente
(Hall et al., 1999).

2.1.8.2. Integrasa. Compuesto por el gen de intl, que codifica a la integrasa. Esta
enzimapertenece a la familia de las tirosinas recombinasa y pueden integrar unidades discretas
de ADN circularizado en forma de casetes génicos a través de un mecanismo conocido como
recombinacionde sitio especifico, donde la enzima cataliza la unién en la region variable entre
los sitios de unidnal integron attl y los sitios de recombinacion attC del casete o entre dos sitios
attC para escindir los casetes (Barrantes y Achi, 2016).

2.1.8.3. Casetes génicos. Representan pequefios elementos genéticos moviles,
conformados por un solo marco de lectura abierta completo o por un gen, ademas de un sitio de
recombinacion especifico conocido como elemento de 59 pb o sitio attC, ubicado en el extremo
3' del gen (Gonzalez et al., 2004). Estos elementos, a pesar de contar con una secuencia
decodificacion, no presentan promotores de expresion, por lo que la eficiencia de la transcripcion
vaa depender de la distancia respecto al promotor Pc (Kaushik y col., 2018). Ademas, pueden
existir libremente en forma de moléculas de DNA circulares covalentemente cerradas, generadas
por accién de la integrasa que escinde el casete desde un integron (Gonzalez et al., 2004).

La mayoria de los casetes génicos contienen la informacion codificada de resistencia
contrauna amplia gama de antibioticos a través de sitios attC Unicos. En conjunto, estos casetes

confierenresistencia a la mayoria de las clases de antibidticos, que incluyen todos los [3-
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lactamicos conocidos, todos los aminoglucosidos, cloranfenicol, trimetoprima, rifampicina,
eritromicina, quinolonas, fosfomicina, lincomicina y también antisépticos de la familia de los
compuestos de amonio cuaternario (Deng et al., 2015).
2.1.9. Clases de integrones

En la actualidad, existen varias clases de integrones, que se diferencia de acuerdo con la
secuencia nucleotidica del gen de la integrasa (intl), siendo los integrones de clase 1,2 y 3 los
denominados integrones de multirresistencia. Las integrasas de los integrones presentan una
homologia aminoacidica entre el 45% y 58%, lo que sugiere que existié una divergencia
evolutivadurante mas de 50 anos, correspondiendo con la era antibidtica y por lo tanto implicados
en la multirresistencia. Generalmente, los integrones de clase 1 y 2 estan asociados a plasmidos
y transposones, mientras los de clase 3 solo se han encontrado en plasmidos. Existe otro integron
conocido anteriormente como integron isla, hoy conocido como “Superintegron” (SI),
encontrado en cepas de Vibrio cholerae O1, posteriormente, fue encontrado en otros miembros
de la familia vibrionaceae. El superintegron contiene 179 genes casetes en una region de 129 kb,
que corresponde al 3% del genoma bacteriano (Sulca, 2010).

2.1.9.1. Integron de clase I. Son integrones detectados con mayor frecuencia en cepas
clinicas y siguen siendo foco de diversos estudios. Los integrones de clase 1 estan constituidos
generalmente en 3 partes: la region conservada 5'CS, que contiene el gen intl 1, el sitio attl y los
promotores de expresion, luego sigue una region variable en donde se insertaran los casetes
génicos, finalmente tenemos la region conservada 3'CS, que contiene los genes sull y qacEAI,
confiriendo resistencia a sulfonamidas y compuestos de amonio cuaternario respectivamente

(Gonzales et al., 2004).



30

M. METODO

3.1. Tipo de investigacion

El estudio actual es de tipo descriptivo, porque se describen las frecuencias de las
variables. Retrospectivo, porque se investiga la tendencia de un fenémeno previo. Transversal,
porque los datos representan un momento en el tiempo.
3.2. Ambito temporal y espacial

El procedimiento experimental de la presente investigacion se desarrolld en el
Laboratorio de Referencia Nacional de Bacteriologia Clinica del Instituto Nacional de Salud de
Lima durante el periodo de Mayo-Noviembre del afio 2023.

3.3. Variables

Variable Definicion operacional Tipo de variable | Criterios de medicion Valores postbles

. Susceptibilidad fenotipica a diversos
Perfil de susceptibilidad

antimicrobtana

-Susceptible -Intermed

antimicrobianos segun las directrices del CLET .
- Resistente

Tndependiente Categorica- politomica

y realizados mediante antibiograma.

Resistencia a tres o mas clases diferentes de

TR Dependiente | Categorica- dicotomica | -Presencia - Ausencia
antimicrobianos.

Multidrogo- resistente

Deteccion de genes asoctados a la presencia
Deteccion de Gen BLEE | de betalactamasas de espectro extendido| Independiente | Categorica- dicotomica

(BLEE)

-Presencia
-Ausencia

Deteccion del gen int] 1 asociado al integron

de clase 1 Independiente

Deteccion de integron de clase 1 R ; ;
% Categorica- dicotomica | -Presencia - Ausencia
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3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion

La poblacion inicial comprendi6 todas las cepas criopreservadas de la coleccion del
cepario del Laboratorio de Referencia Nacional de Bacteriologia Clinica, durante el periodo
2017-2020.

3.4.2. Muestra

El criterio para definir el tamafio de la muestra fue por conveniencia. Se analizaron un
total de 100 cepas criopreservadas pertenecientes a 4 periodos anuales distintos, con la finalidad
de encontrar cepas con genes BLEE e int/ 1. Se incluiran todas las cepas identificadas como
Shigella spp.

3.5. Instrumentos

La técnica que se utiliz en el presente trabajo de investigacion fue la observacion
cientifica.

Para la recoleccion y registro de la informacion sobre la identificacion, perfil de
resistencia antimicrobiana y resultados de electroforesis se utilizo plantillas del programa
Microsoft Excel 2023.

3.6. Procedimientos
3.6.1. Reactivacion

Para la reactivacion de las cepas elegidas, se procedid a inocularlas en el caldo de
enriquecimiento BHI, posteriormente se incubaron a 37°C durante 24 horas, manteniendo
siempre la esterilidad de la zona de trabajo utilizando el mechero de bunsen.

3.6.2. Identificacion bacteriana
A partir de la muestra enriquecida, se extrajo una pequeia porcion del cultivo para poder

sembrarlo por agotamiento en la placa de agar Salmonella-Shigella (SS), se procedio6 a incubar a



32

37°C durante 24 horas. Para la identificacion del género, se realizaron pruebas bioquimicas. Se
eligieron colonias tipicas de cada muestra de la placa SS y se sembro6 en agar TSI, LIA, Citrato
de Simmons, Urea, MIO, Mucato, Acetato y Manitol. Se incub6 por 24 horas a 37°C. Una vez
realizado la identificacion bacteriana, las cepas se sembraron en agar soya tripticasa (TSA)
durante 24 horas a 37°C, con la finalidad de realizar las pruebas de sensibilidad antimicrobiana,
identificacion seroldgica y ensayos de PCR para la deteccion de los genes BLEE e intl 1
(Koneman y Allen, 2008).
3.6.3. Serotipificacion

Para la identificacion y confirmacion serolédgica, se realizo por el método de aglutinacion
en placa, utilizando antisueros monovalentes y polivalentes. En una placa de vidrio, se colocod
una gota de solucion salina y se emulsific6 con una porcion de cepa (proveniente del crecimiento
en el agar TSA), luego se afiadid una gota del antisuero y se mezclod bien con movimientos de
vaivén. Se examino la mezcla a simple vista bajo una luz blanca. Una reaccion positiva
corresponde a la aparicion de aglutinacion en un maximo de un minuto (Perilla et al., 2004).
3.6.4. Susceptibilidad a los antimicrobianos

Para evaluar la susceptibilidad a los antimicrobianos de las cepas de Shigella spp., se
utilizo el método de disco difusion o Kirby Bauer (Bauer et al., 1966) cumpliendo las directrices
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023). Los antimicrobianos que se
utilizaron fueron: ampicilina, AMP (10 pg), trimetoprima / sulfametoxazol, STX (25 pg), acido
nalidixico, NAL (30 pg), nitrofurantoina, NIT (300 pg), (10 pg), cefotaxima, CTX (30 nug),
ceftazidima, CAZ (30 pg), amoxicilina / cido clavuldnico, AMC (20/10 pg), tetraciclina, TCY
(30 pg), cloranfenicol, CHL (30 pg) y ciprofloxacina, CIP (5 pg). Para realizar deteccion
fenotipica de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), se utiliz6 el método de Jarlier (Jarlier

et al., 1988), teniendo en cuenta que, las sinérgias formadas entre cualquiera de las cefalosporinas



33

de tercera generacion con el disco que contiene amoxicilina / acido clavuldnico se considerara
un resultado positivo para produccion de BLEE. La lectura se realizd entre las 16-18 horas
después de incubar las placas a 37°C. Se utilizé un vernier para medir los halos de inhibicion.
3.6.5. Extraccion del ADN genomico

La extraccion de ADN se realiz6 a partir del aislamiento de la cepa en el agar TSA y se
procedio a realizar la extraccion con el kit innuPREP Bacteria DNA (Analytikjena, Alemania),
siguiendo el protocolo del fabricante.
3.6.6. Deteccion de genes BLEE

Para detectar los genes BLEE se realizaron ensayos de PCR multiplex. Los cebadores
especificos que se utilizaron se describen en la Tabla 4. Se utiliz6 una cabina de flujo laminar
para realizar la preparacion del Master Mix. La reaccion de amplificacion de ADN se realiz6 en
un volumen final de 25 pL de acuerdo con los procedimientos estandarizados del Laboratorio de
Referencia Nacional de Bacteriologia Clinica del INS. Para la mezcla de reaccion se empled 3
pL de muestra de ADN bacteriano, solucion tampon para PCR 10X, MgCIl2 25 mM,
Desoxinucledsidos trifosfatos (ANTPs) 10 mM, cebadores 10 uM y Taq Polimerasa 5 U/uL. Las
condiciones de la PCR multiplex para los genes blatem, blasuv y blactx-m consistio en un paso
de denaturacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 10 ciclos a 94°C por un 1 minuto para
la denaturacion, 62°C por 1 minuto para el anidamiento, 72°C por 1 minuto para la extension y
20 ciclos a 94°C por 1 minuto para la denaturacion, 60°C por 1 minuto para el anidamiento, 72°C

por 1 minuto para la extension. Por ultimo 72°C por 10 minutos para la extension final.
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Tabla 3

Secuencias de primers para la PCR.

Primer Secuencia nucleotidica (3" — 3") Prc(;c)ltl:)c - Referencia
blactsm Universal F CGATGTGCAGTACCAGTAA
595 Batchelor et al.,
=2 2005
blactsm Universal R TTAGTGACCAGAATCAGCGG
blasuv F TTATCTCCCTGTTAGCCACC .
s Weill et al..
834 2004
blasuv R GATTTGCTGATTTCGCTCGG
blatem F ATGAGTATTCAACATTTCCG
964 Wuetal,
2015
blatem R ACCAATGCTTAATCAGTGAG BE>
intl 1 F GCCTTGCTGTTCTTCTAC 558 Ngetal.,
- 1999
intl 1 R GATGCCTGCTTGTTCTAC

3.6.7. Deteccion del integron de clase 1

Para la deteccion del integron de clase 1 se realizaron ensayos PCR punto final. Los
cebadores especificos utilizados se describen en la Tabla 4. Se utiliz6 una cabina de flujo laminar
para realizar la preparacion del Master Mix. La reaccion de amplificacion de ADN se realizo en
un volumen final de 25 pL de acuerdo con los procedimientos estandarizados del Laboratorio de
Referencia Nacional de Bacteriologia Clinica del INS. Para la mezcla de reaccion se emple6 3
uL de muestra de ADN, solucion tampdn para PCR 10X, MgCI2 25 mM, desoxinucledsidos
trifosfatos (ANTPs) 10 mM, cebadores 10 uM y Taq Polimerasa 5 U/uL. La programacion de
PCR para el gen intl 1 consistio en un paso de denaturacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido
por 35 ciclos a 94°C por 1 minuto para la denaturacion, 58°C por 1 minuto para el anidamiento

y 72°C por 1 minuto para la extension. Finalmente, 72°C por 7 minutos para la extension final.
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3.6.8. Electroforesis

La amplificacion de los productos de la PCR se observo mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% y una solucién tampon compuesto por buffer TAE 1X y solucion de tincion
SafeView™ en proporcion de 10:1. Se colocd el gel dentro de una camara de electroforesis con
suficiente buffer TAE 1X para que el gel quede cubierto. Se utilizd6 como buffer de carga, DNA
Loading Dye y para observar el tamafio del ADN amplificado se emple6 un marcador de peso
molecular de 100 pb. Las condiciones de la corrida de electroforesis fueron de 100 voltios durante
45-50 minutos. Para cada corrida de PCR se adicionaron controles positivos (Escherichia coli
ATCC 35218 para el gen blatem, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 como control positivo
para el gen blasuv e intl I y Salmonella infantis EQAS 17.1 como control positivo para el gen
blactx-m), un control negativo (Escherichia coli ATCC 25922 para genes BLEE e intl 1) y control
blanco (agua de grado molecular). Para la lectura del gel, se empled un transiluminador de UV
que permitio la visualizacion de las bandas formadas. Para documentar la reaccion, se tomaron
fotografias del gel.
3.7.  Analisis de datos

Se utilizd una estadistica descriptiva para describir las variables categoéricas utilizando
frecuencias relativas (porcentajes). La resistencia a tres o mas clases distintas de antimicrobianos
fue considerada para crear una variable MDR. Se utiliz6 el programa Microsoft Excel para crear
los graficos estadisticos y el grafico de perfil de resistencia fenotipico.
3.8. Consideraciones éticas

No aplica.
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IV.  RESULTADOS

4.1. Frecuencia de especies y serotipos de Shigella

Se confirmaron un total de 100 cepas de Shigella spp. perteneciente a los periodos 2017-
2020, del cual, 27% (27/100) de cepas confirmadas pertenecen al periodo 2017, 26% (26/100) al
periodo 2018, 24% (24/100) al periodo 2019 y 23% (23/100) al periodo 2020. La especie
predominate de Shigella en el presente estudio fue Shigella sonnei con el 56% (56/100), seguido
de Shigella flexneri con 37% (37/100) y finalmente Shigella boydii con 7% (7/100). No se pudo
confirmar ninguna cepa de Shigella dysenteriae. Los serotipos mas frecuentes fueron S. sonnei
fase Il con el 57.1% (32/56) y S. sonnei fase I con el 42.9% (24/56), mientras que en S. flexneri
fue el serotipo 1b con 37.9% (14/37) y en S. boydii fueron los serotipos 2 y 11 ambos con el
28.6% (2/7) como se observa en la tabla 4.
Tabla 4

Especies de Shigella confirmadas durante el periodo 2017-2020.

Afio Total Total

Especies de Shigella 2017 2018 2019 2020 de serotipos N =100

(N=2T) (N =26) IN=24) (N=23) N (%) N (%)
Shigella somnei II 10 6 9 7 32 (57.1%) S6%
Shigella somnnei 1 - 14 6 4 24 (42 9%)
Shigella flexneri 15 6 1 3 2 14 (37.9%)
Shigella flexneri 2a 7 1 4 12 (32.4%)
Shigella flexneri 4 2 2 - 3 7 (18.9%) o
Shigella flexneri Ia 1 1 - - 2 (5.4%) S
Shigella flexneri 4a 1 - - - 1(2.7%)
Shigella flexneri 3a - 1 - - 1(2.7%)
Shigella boydii 1] - - 2 - 2 (28.6%)
Shigella baydii 2 - 1 - 1 2 (28.6%)
Shigella bovdii 1 - - - 1 1(14.3%) 7%
Shigella bovdii 4 - - - 1 1(14.3%)
Shigella boydii 10 - - 1 - 1(14.3%)

4.2.  Susceptibilidad antimicrobiana

Se evalu¢ el perfil de resistencia antimicrobiana de las cepas de Shigella spp. (Tabla 5).



37

Todas las cepas confirmadas como Shigella presentaron resistencia a por lo menos 1
antimicrobiano y el 94% (94/100) de cepas fueron clasificadas como multidrogoresistentes
(anexo A). Los antimicrobianos con mayor porcentaje de resistencia fueron tetraciclina y
trimetoprima/sulfametoxazol, ambos con un porcentaje del 96% (96/100), seguido de ampicilina
con el 72% (72/100), cloranfenicol con el 63% (63/100), ciprofloxacino con el 49% (49/100),
acido nalidixico con el 28% (28/100), amoxicilina/acido clavulanico con el 12% (12/100),
cefotaxima con el 2% (2/100) y ceftazidima con el 1% (1/100). Todas las cepas fueron sensibles
a nitrofurantoina.

Tabla 5

Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de Shigella spp. periodos 2017-2020

Antibioticos Sensible (%)  Intermedio (%) Eesistente (%)
Tetraciclina 2% 2% 96%4%
Trim/Sulfa 4% 0% 96%
Ampicilina 27% 0% 73%
Cloranfenicol 29% 8% 63%
Ciprofloxacino 51% 0% 49%%
Acido nalidixico 51% 21% 28%
Amox/A Clav 41% 47% 12%
Cefotaxima 92% 6% 2%
Ceftazidima 97% 2% 1%
Nitrofurantoina 98% 2% 0%
Nota. Amox/A Clav: amoxicilina con d4cido clavuldnico; Trim/Sulfa: Trimetoprima
sulfametoxazol.

4.3. Frecuencia de genes BLEE

Respecto a la deteccion de los genes BLEE durante el periodo 2017-2020 (figura 1), se
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pudo detectar una frecuncia del 13% (13/100), siendo el gen blatem el mas frecuente, con el 11%
(11/100) y el gen blactx-m con el 2% (2/100). No se detectd el gen blasuy en ninguna de las cepas
evaluadas.

Figura 1

Frecuencia de genes betalactamasa de espectro extendido detectados en los periodos 2017-

2020.
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4.4. Frecuencia del integron de clase 1
La frecuencia de deteccion del gen intl I por PCR punto final mostro que el 88% (88/100)
de cepas de Shigella spp. presentaron el gen del integron de clase 1 durante el periodo 2017 —

2020 (figura 2). Asi mismo, en la figura 3, se observa la especie donde maés se detecto el gen int/
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1, siendo S. flexneri el mas frecuente con el 97.3% (36/37), seguido de S. boydii con el 85.7%

(6/7)y S. sonnei con el 82.1% (46/56).

Figura 2

Frecuencia de deteccion del gen intl 1 en Shigella spp. durante el periodo 2017-2020
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Figura 3

Porcentaje de deteccion del gen intl 1 en especies de Shigella durante el periodo 2017-2020.

120%%

100% 97.3%0
82.1% 83.7%
|
=
2 6% mPresencia
o
; mAnsencia
40
17.9% 14.3%
P4 I 2. 7% I
|
0%e
S sonnel £ flexnert & boydu

Finalmente, en la figura 4 se observa las cepas que presentaron los genes BLEE e Int/
I. 6 cepas en total de S. flexneri presentaron los genes blaTEM e intl 1 en los 4 periodos de
estudio, S. boydii presentd en total 3 cepas con los mismos genes durante los periodos 2018 y
2020 S. sonnei presento 2 cepas durante el periodo 2020. Ademas, para el caso de los genes
blaCTX-M e intl 1 se detectaron tambien en otras 2 cepas de S. sonnei perteneciente al periodo
2020. Todas las cepas presentaron fenotipos multidrogoresistentes (MDR), teniendo resistencia

como minimo a 3 antimicrobianos de clases distintas.
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Figura 4

Perfil de resistencia fenotipico y genes BLEE e Intl I en aislados de Shigella spp. durante los

periodos 2017-2020.
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Nota. En el perfil de resistencia fenotipico, la caja de color negro indica la resistencia, la caja
blanca indica la sensibilidad, la caja de color plomo indica sensibilidad intermedia. En el gen
intl 1, la X indica la presencia del gen.

AMP: ampicilina; C: cloranfenicol; SXT: trimetoprim/sulfametoxazol; CIP: ciprofloxacino;
NA: 4acido nalidixico; N: nitrofurantoina; AMC: amoxicilina/ac.clavulanico; CAZ:

ceftazidima; CTX: cefotaxima; T: tetraciclina.
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V.  DISCUSION DE RESULTADOS

La shigelosis es considerada una de las enfermedades diarreicas agudas (EDAS) mas
prevalentes en el mundo, siendo Shigella spp. una de las etiologias mas comunes que causa
este trastorno gastrointestinal. En este estudio se analizaron un total de 100 cepas de Shigella,
las cuales fueron confirmadas por serogrupo y serotipo (tabla 4). De las especies confirmadas,
Shigella sonnei fue la mas comun, representando el 56% del total de aislados durante los 4
periodos evaluados, seguido de la especie Shigella flexneri que represent6 el 37% y Shigella
boydii con el 7% del total de cepas. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Guevara
et al., (2014), donde del total de cepas de Shigella aisladas en el Hospital Nacional Daniel
Alcides Carrion durante el afio 2011, el 55.6% correspondieron a

S. sonnei, el 40% de aislamientos fueron de S. flexneriy el 4.4% pertenecen a S. boydii.
Esta tendencia es mencionada también por Riveros y Ochoa et al., (2015), donde indican que
durante el 2008 encontraron que el 50% de cepas de Shigella recuperadas en la Unidad de
Investigaciéon Médica No. 06 de la Marina de los EE. UU (NAMRU-6) fueron identificadas
como cepas de Shigella sonnei. Asimismo, Quino et al., (2023) informaron en un estudio
descriptivo donde analizaron un total de 1668 cepas de Shigella que fueron remitidas al
Instituto Nacional de Salud del Perti durante los periodos 2011-2020, que S. sonnei fue la
especie mas frecuente, representando el 49.2% del total de cepas, seguido de S. flexneri con el
42.2%y S. boydii con el 7.9%. Reportan también el aislamiento de S. dysenteriae con el 0.7%,
valor que difiere con nuestros resultados, ya que no se pudo confirmar ninguna cepa de S.
dysenteriae.

Estudios previos en paises de Europa y Asia mencionan también la mayor frecuencia
de S. sonnei frente a las otras especies de Shigella, como indica Pons et al., (2013), el cual

aislaron 191 cepas de Shigella provenientes de casos de diarrea del viajero en el Hospital Clinic
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de Barcelona durante el periodo de estudio del 1995-2010, siendo S. sonnei la especie mas
comun con el 57.6%, mientras que S. flexneri representd el 37.7% y S. boydii 0.5%. Caso
similar reportaron Farshad et al., (2006), en un estudio en Irdn, donde aislaron y clasificaron
82 cepas de Shigella, siendo la espcie mas comun S. sonnei con el 74.3%, S. flexneri con el
19.5% vy S. boydii con el 2.4%, datos que concuerdan con lo reportado en el presente estudio.

Los resultados concuerdan también con trabajos previos en paises de la region, donde
se ha observado la alta frecuencia de S. sonnei frente a las otras especies de Shigella, tal es el
caso de Colombia, donde Rodriguez et al., (2018) informaron un aumento constante de S.
sonnei con el 52.7% de aislamientos, frente a S. flexneri con el 43.9% y S. boydii con el 3.5%;
asimismo, en Brasil se ha reportado un predominio de cepas de S. sonnei con el 88.2% frente
a S. flexneri con el 11.8% (Sousa et al., 2013). Estos datos muestran el cambio que existe en la
frecuencia de especies de Shigella, teniendo un predominio S. sonnei sobre S. flexneri, y esto
puede ser debido a que varios paises Latinoamericanos han experimentado una creciente
industrializacion durante los ultimos afios, lo que ha generado el surgimiento de economias
nuevas que han contribuido al saneamiento del agua, asi como el acceso de este recurso a mas
poblacién (Quino et al., 2023).

La resistencia antimicrobiana en Shigella se ha convertido en un problema de salud
publica a nivel mundial, debido a la aparicion de cepas con resistencia a la mayoria de
antimicrobianos que se utilizan para su tratamiento (Gu et al., 2017). En el presente estudio, se
evaluo el perfil de resistencia de las 100 cepas confirmadas como Shigella (tabla 5), destacando
la elevada resistencia frente a diferentes antimicrobianos como es el caso de tetraciclina (96%),
trimetoprima sulfametoxazol (96%), ampicilina (73%) y cloranfenicol (63%), ademas, se
observo la resistencia a las quinolonas, como es el caso de ciprofloxacino (49%) y acido

nalidixico (28%). Contrariamente, la resistencia contra las cefalosporinas de tercera generacion
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como ceftazidima (1%) y cefotaxima (2%) fueron minimos. Ademas, el 94% (94/100) de cepas
presentaron un fenotipo multidrogoresistente (anexo A). La resistencia frente a estos
antimicrobianos se reporta con frecuencia, pero en menor medida las cefalosporinas de tercera
y cuarta generacion; sin embargo, esto varia dependiendo segun el pais. Kosek et al., (2008),
en un estudio realizado en la Amazonia peruana donde realizaron pruebas de sensibilidad
antimicrobiana a 403 aislados de Shigella, reportaron valores de resistencia contra diferentes
antimicrobianos utilizados en la terapia de primera linea contra la shigelosis, donde hubo altas
tasas de resistencias frente a ampicilina (73%), cloranfenicol (62%), trimetoprima-
sulfametoxazol (79%) y tetraciclina (83%), siendo valores similares a lo reportado en este
estudio. Sin embargo, en el caso de las quinolonas, reportaron una resistencia frente al acido
nalidixico del 2% y ciprofloxacino 1%, valores que difieren en gran medida con lo reportado
por nosotros. Otro estudio, realizado por Baca et al., (2013), en el Instituto Nacional de Salud
del Nifio en Pert, evaluaron 85 aislamientos de Shigella spp. provenientes de coprocultivos,
reportando la resistencia frente a tetraciclina (90.6%), ampicilina (88.2%), trimetoprima
sulfametoxazol (87.1%), cloranfenicol (78.8%), amoxicilina/ac. clavulanico (71.8%) y
ceftazidima (2.4%). Ademas, mencionan sobre un alto porcentaje de cepas
multidrogoresistente (82.6%). Lluque et al., (2015), en un estudio donde caracterizaron una
coleccion de 83 aislados de Shigella spp. provenientes de nifios menores de 2 afios en
comunidades periurbanas de Lima, Peru, reportaron tasas elevadas de resistencia de algunos
anitmicrobianos como trimetoprima-sulfametoxazol (84%), tetraciclina (74%), ampicilina
(67%) y cloranfenicol (65%), siendo estos valores similares a lo obtenido en el presente estudio.
Ademads, indican que no obtuvieron aislados resistentes a las quinolonas como el acido
nalidixico y ciprofloxacina ni tampoco cepas resistentes a cefotaxima. Indican también que el

60% de cepas fueron MDR. Toro et al., (2022), reportaron sobre la resistencia en 349 aislados
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de Shigella sonnei pertenecientes al periodo 1995 a 2013 en Chile, donde presentaron altas
tasas de resistencia contra ampicilina (73.6%), tetraciclina (73.6%), trimetoprima
sulfametoxazol (73.4%), cloranfenicol (55.9%), acido nalidixico (9.5%) y cefotaxima (0.9%),
indicando la frecuencia del 86% de aislados MDR, resultados similares a lo reportado por
nosotros. Por otro lado, no reportaron aislados resistentes a ciprofloxacino, lo cual difiere con
nuestros resultados.

Abbasi et al., (2019) en un estudio donde analizaron 19 casos de shigelosis en nifios en
el centro de Irdn reportaron la resistencia frente a ampicilina (100%), trimetoprima
sulfametoxazol (100%), tetraciclina (75%), cloranfenicol (50%), acido nalidixico (26.3%),
ciprofloxacino (10,5%), ceftazidima (31.5%) y cefotaxima (63.1%). En china, Wang et al.,
(2019), en un trabajo restrospectivo donde analizaron los perfiles de resistencia a los
antimicrobianos de los aislados de Shigella de la provincia de Shanxi durante 2006 a 2016,
encontraron tasas de resistencias a diverson antimicrobianos como ampicilina (97.7%),
trimetoprima sulfametoxazol (88,4%), tetraciclina (78,3%), cloranfenicol (57,4%) y a
cefalosporinas de tercera generacion como ceftazidima (0,6%) y cefoxitina (0,2%). Observaron
también que el 91.1% de los aislados fueron MDR.

Todos estos datos muestran la tendencia sobre un perfil marcado en la resistencia de
Shigella frente a ciertos antimicrobianos en diferentes partes del mundo, lo que sugiere que ya
no serian tan efectivos para un tratamiento empirico contra la shigelosis. Ademas, surge la
preocupacion por la aparicion de aislados resistentes a quinolonas y cefalosporinas de tercera
generacion, antimicrobianos recomendados por la OMS como alternativas de primera y
segunda linea contra la shigelosis (OMS, 2005). La aparicion de aislados resistentes a estos
antimicrobianos, basicamente se traduce por el uso excesivo o indebido de antimicrobianos, lo

que genera un incremento de la resistencia antimicrobiana y limita las alternativas terapéuticas
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para el tratamiento de infecciones por este patogeno.

Los resultados de la PCR para detectar los genes betalactamasa de espectro extendido,
mostraron que, de las 100 cepas analizadas, el 13% (13/100) fueron positivos para uno de los
genes BLEE (figura 1). El gen blatem fue el gen que se detecté con mayor frecuencia en las
cepas de Shigella con el 11% (11/100) y el gen blactx-m con el 2% (2/100). No se detectd en
ninguna de los aislados analizados la presencia del gen blasnv. Gonzales- Escalante et al.,
(2013) informaron acerca de dos aislamientos de S. flexneri productoras de BLEE resistentes a
ceftriaxona (cefalosporina de tercera generacion) recuperados de muestras de heces de dos
pacientes pediatricos con diarrea aguda, en el servicio de emergencia del Instituto Nacional de
Salud del Nifio del Peru y en el que detect6 el gen blactx-m en ambos aislamientos. Lluque et
al., (2015) encontraron que el 9% de los aislados de Shigella presentaron el gen blatem, sin
embargo, ningin aislado present6d el gen blasuv, lo que concuerda con lo expuesto en el
presente trabajo. Por ultimo, Gonzales Rodriguez, et al., (2024), informaron recientemente
sobre la aparicion de dos aislados de S. sonnei recuperados en noviembre del 2019 en Peru,
indicando que ambos aislados albergaron el gen blacrx-m-15, que se encontraban en un plasmido
conjugativo perteneciente al grupo Incl- y. Hasta donde se sabe, estos reportes son los inicos
en los que se ha detectado la presencia de genes BLEE en aislados de Shigella en nuestro pais.
Estos datos muestran que existe una circulacion de cepas con estos determinantes genéticos de
resistencia en nuestro medio, siendo esto uno de los mecanismos utilizados por Shigella para
presentar resistencia contra antimicrobianos betalactamicos.

Poramathikul et al., (2016) en un estudio de vigilancia de casos de diarrea en Camboya,
reportaron la presencia de genes BLEE en 10 aislados de Shigella, del cual el 90% de cepas
presentaron el gen blatem y el 20% el gen blactx-m. No reportaron cepas con presencia del gen

blasuv. Shahin et al., (2020) analizaron la presencia de 21 genes BLEE en 70 aislados de



47

Shigella provenientes de diferentes centros médicos y laboratorios en Iran, encontrando que el
55.7% de aislamientos presentaron el gen blatem, 40% el gen blactx-m 'y 14.3% el gen blasny.
Bose et al., (2024) reportaron sobre la existencia del gen blatem en el 12.3% de cepas de
Shigella que presentaron resistencia a 1 o mas antimicrobianos, asi mismo, sefialan que el
37.5% de cepas con resistencia a ceftriaxona, presentaron el gen blactx-m.

Los integrones son estructuras genéticas que han tomado mucha importancia en salud
publica durante los tltimos afios, ya que se ha observado una asociacion con el fendmeno de la
resistencia antimicrobana, debido a su capacidad de adquirir y diseminar genes de resistencia
en bacterias gramnegativas (Pormohammad et al., 2019). Esta importancia se ha visto reflejado
a través de su vigilancia, seguimiento y prevalencia a través de diversos trabajos realizados a
nivel mundial. El presente trabajo muestra la frecuencia de deteccion del integron de clase 1 a
través de la técnica de PCR para detectar la integrasa int/ 1 durante el periodo 2017-2020,
donde se obtuvo que el 88% (88/100) de cepas analizadas presentaron el gen (figura 2).
Ademas, la especie donde mas se detecto fue en S. flexneri con el 97.3% (36/37), seguido de
S. boydii 85.7% (6/7) y S. sonnei con el 82.1% (46/56) como se observa en la figura 3. Asi
mismo, en la figura 4, se muestra el perfil de resistencia de las cepas que presentaron tanto los
genes BLEE e integron de clase 1, destacando la multidrogoresistencia de todos los aislados.

Lluque et al., (2015), reportaron sobre la frecuencia del gen int/ 1, donde el 49% del
total de aislados de Shigella analizados, fueron positivos para el integron de clase 1, siendo S.
sonnei la especie que presentd el gen con mayor frecuencia (90%), seguido de S. flexneri (50%)
y S. boydii (9%). Cabe destacar, que este trabajo, es hasta el momento, el inico que ha reportado
la presencia del gen int/ 1 en aislados de Shigella en nuestro pais.

En Brasil, Yu et al., (2010), reportaron la prevalencia de integrones en aislados de S.

sonnei, indicando que el 92% de aislados presentaron el gen int/ 1 y fueron MDR, sin embargo,
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no pudieron demostrar la asociacién entre los antimicrobianos evaluados y la presencia de
integrones. Barrantes et al., (2013), informaron sobre la deteccion del gen intl 1 en el 98% de
aislados de Shigella, detectando también, un cassette génico blatem, asociado a la resistencia a
ampicilina. Ademas, observaron que el 87% de aislados presentaron multidrogoresistencia.
Toro et al., (2022), informaron sobre la frecuencia del integron de clase 1 en el 55.6% de
aislados chilenos de S. sonnei.

Abassi et al., (2019), encontraron que el 94.7% de aislados de Shigella presentaron el
gen intl 1, siendo S. flexneri la mas frecuente con el 100% (4/4), seguido de S. sonnei 93.3%
(14/15). En otro estudio, Xu et al., (2016) informaron acerca del integron de clase 1 en aislados
de S. flexneri en pacientes ambulatorios y hospitalizados en hospitales de la provincia de
Jiangsu desde enero de 2001 hasta diciembre de 2011, donde la frecuencia del integron de clase
1 fue de 69.3%, indicando que la mayoria de integrones detectados, portaban genes que
codifican la resistencia a trimetoprima y estreptomicina. Zamanlou et al., (2018) reportaron
sobre la prevalencia de integrones en especies de Shigella en Iran, indicando que el 55.6% de

aislamientos analizados presentaron el gen int/ 1, ademas, presentaron un fenotipo MDR.
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VL. CONCLUSIONES
Se confirmo la identificacion de especie y serotipo de 100 aislados de Shigella spp. por
métodos microbioldgicos convencionales.
Se evaluo el perfil de resistencia antimicrobiana por el método de disco difusion en 100
aislados de Shigella spp.
Se logro6 detectar la presencia de los genes blatem y blactx-m mediante PCR multiplex
a partir de los aislados de Shigella spp. No se detectd la presencia del gen blasuv en
ninguno de los aislados confirmados.
Se detecto la presencia del gen int/ 1 mediante PCR punto final a partir de los aislados

de Shigella spp.
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VII. RECOMENDACIONES

Es de vital importancia mantener una vigilancia activa de la resistencia antimicrobiana
en patdgenos entéricos, especialmente en Shigella, ya que se ha observado en los
ultimos afios un incremento alarmante de la resistencia frente a diversos
antimicrobianos que son utilizados como terapia de primera linea para casos de
shigelosis. Tener el conocimiento de los perfiles de resistencia de los aislados que
circulan en nuestro pais es crucial para la toma de mejores decisiones para un adecuado
tratamiento antimicrobiano y evitar asi, la apariciéon de aislados con perfiles
multidrogoresistentes.

Se recomienda seguir realizando estudios retrospectivos de este patégeno, teniendo en
cuenta la deteccion de los determinantes genéticos de resistencia y virulencia, asi como
de elementos genéticos que estan asociados a la transferencia de genes de resistencia,
utilizando metodologias mas modernas, como el secuenciamiento genémico, que nos
permitira caracterizar mejor los aislados, no solo en Shigella, sino de otros patdégenos
de importancia en salud publica.

Realizar estudios complementarios donde se tenga en cuenta un mayor nimero de
muestras, teniendo un enfoque descentralizado, ya que esa informacion permitira tener

un mejor panorama de lo que realmente sucede a nivel nacional.
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Anexo A

IX.

ANEXOS

Tabla general de los datos recolectados de la presente investigacion.
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Cantidad de
.. . Gen de . .
. . - Antimicrobianos Genes Blee . resistencia
Especie y serotipo Afio integrasa . .
antimicrobiana

AMP C SXT CIP NA N AMC CAZ CIX T TEM SHV CTX-M intl 1 R=1 R=2 R>3
Shigella flexneri 1b 2017 R R R S S S R S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 2a 2017 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 2a 2017 S S R S S S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO SI NO
Shigella sonnei Il 2017 R R R I | S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2017 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 2a 2017 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2017 S S R S S S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO SI NO
Shigella flexneri 2a 2017 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2017 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 2a 2017 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 4 2017 S S R S S S S S S S AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA SI NO NO
Shigella flexneri 1b 2017 S S R S S S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO SI NO
Shigella flexneri 1b 2017 S S R S S S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO SI NO
Shigella sonnei I 2017 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2017 S S R S S S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO SI NO
Shigella flexneri 2a 2017 R R R S S S I S S R PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 2a 2017 R R R I | S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 4a 2017 R R R S S S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2017 R R R S | S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2017 R R R S S S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2017 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2017 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2017 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2017 R R R S S S R S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri la 2017 R R S S S S R S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2017 R R R S S S R S 1 R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 4 2017 R R R S S S I S S R PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2018 R R R R | S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2018 R R R R | S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2018 R R R R | S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
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. . Gen de Ca?tida(.l de
. . - Antimicrobianos Genes Blee . resistencia
Especie y serotipo Aiio integrasa antimicrobiana
AMP C SXT CIP NA N AMC CAZ CIX T TEM SHV CTX-M intl 1 R=1 R=2 R>3
Shigella sonnei I 2018 R R R R 1 S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2018 R R R R 1 S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 4 2018 R R R S S S S S S R PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2018 R R R S S S R S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2018 R R R R 1 S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2018 R R R R R S 1 S 1 R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2018 R R R R | S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella sonnei I 2018 R R R R 1 S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2018 R R R R 1 S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 3a 2018 R I S R I S 1 S I R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO ST ST
Shigella sonnei I 2018 R R R R 1 S 1 S 1 R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2018 R R R R I S 1 S I R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella boydii 2 2018 R S R S S S R S S R PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella sonnei Il 2018 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO ST
Shigella flexneri la 2018 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella sonnei I 2018 R R R S S S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 4 2018 R R R S S S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella sonnei I 2018 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella sonnei I 2018 R R R R I S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2018 R R R R I S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella sonnei Il 2018 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella sonnei I 2018 R R R S S S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2018 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella sonnei I 2019 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO ST
Shigella sonnei Il 2019 S I R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2019 R S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2019 R R R R I I 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2019 S I R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2019 R R R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2019 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO SI
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Gen de Cantidad de
. . . Antimicrobianos Genes Blee . resistencia
Especie y serotipo Aifio integrasa antimicrobiana
AMP C SXT CIP NA N AMC CAZ CIX T TEM SHV CTX-M intl 1 R=1 R=2 R>3
Shigella flexneri 2a 2019 R R R S S S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei [ 2019 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2019 S I R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA NO NO SI
Shigella boydii 10 2019 R R R R I S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO SI
Shigella boydii 11 2019 R R R R I S R I | R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2019 S I R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2019 R R R S S S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2019 R R R S S S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella boydii 11 2019 R R R R I S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei [ 2019 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2019 R I R S S S 1 S S R PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2019 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2019 R S R R R S S S S R PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2019 R R R S S S R S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2019 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2019 S I R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2019 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2020 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella boydii 1 2020 R S R S S S 1 S S R PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2020 S S R R R S S S S S AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO ST SI
Shigella flexneri 4 2020 R R R S S S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 2a 2020 R R R S S S R S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei [ 2020 S S R R R S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 2a 2020 R R R S S S 1 S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2020 S S R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2020 R R R S S S R S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella boydii 2 2020 R S R S S I 1 S S R PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella boydii 4 2020 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2020 S I R R R S S S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 2a 2020 R R R S S S I S S R AUSENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
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Cantidad de

Antimicrobianos Genes Blee Gen de integrasa  resistencia

Especie y serotipo Aio ntimicrobiana
AMP C SXT CIP NA N AMC CAZ CIX T TEM SHV CTX-M intl 1 R=1 R=2 R=>3

Shigella flexneri 4 2020 R R R S S S 1 S S R PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 4 2020 R R R S S S S S S I PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2020 R S R R R S S R R R AUSENCIA  AUSENCIA PRESENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 2a 2020 R R S S S S R S S R AUSENCIA  AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella flexneri 1b 2020 R R S S S S R | S R AUSENCIA  AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei I 2020 R S R R R S S S R R AUSENCIA  AUSENCIA PRESENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei Il 2020 R S R R R S S S S I PRESENCIA AUSENCIA AUSENCIA PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei 2020 S S R R R S S S S R AUSENCIA  AUSENCIA AUSENCIA  PRESENCIA NO NO SI
Shigella sonnei II 2020 S S R R R S S S S R AUSENCIA  AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO SI
Shigella sonnei 2020 S S R R R S S S S R AUSENCIA  AUSENCIA AUSENCIA  AUSENCIA NO NO SI

Nota: R: resistente; I: Resistencia intermedia; S: sensible. R = 1: resistencia a 1 antimicrobiano; R = 2: resistencia a 2 antimicrobianos; R > 3:
resistencia a 3 0 mas antimicrobianos.
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Flujograma de trabajo para la deteccion de genes b-lactamasa de espectro extendido e integron

de clase 1 en cepas de shigella spp. del instituto nacional de salud, periodo 2017- 2020

Muestra

4

Reactivacion de las cepas de

Shigella spp.

=

Identificacion bacteriana.

=

Serotipificacion.

=

Prueba de susceptibilidad

antimicrobiana.

=

Ensayos moleculares

4

Analisis estadistico

- Caldo BHI (incubacion a 37°C por 24 hrs).

- Agar SS (incubacion a 37°C por 24 hrs).
- Bateria bioquimica (TSI, LIA, MIO, Urea, Citrato, Acetato,
Mucato, Manitol) incubacion a 37°C por 24 hrs.

- Antisueros monovalentes y polivalentes (método de
aglutinacion en placa).

- Disco difusion (método de kirby-bauer),

- Deteccion de Blee (método de jarlier).

- Extraccion de ADN genomico: kit de extraccion comercial innuPREP Bacteria DNA Analytikjena.
- Deteccion molecular de genes BLEE por PCR multiplex (blazg,s blase; blacry ay)-
- Deteccion molecular del integron de clase 1 por PCR convencional.

- Electroforesis en gel de agarosa 1.5%.

- Estadistica descriptiva para describir las variables categoricas utilizando frecuencias relativas
(porcentajes)

- Microsoft Excel para crear los gréficos estadisticos y el grifico de perfil de resistencia fenotipico.



