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RESUMEN 

 

 El microbioma del tracto gastrointestinal es una comunidad ecológica compleja, 

influenciada por las características del nicho de colonización, por la vía de nacimiento 

del hospedero, su etapa de desarrollo, su dieta, etc. El microbioma intestinal juega un 

papel importante en procesos fisiológicos del hospedero, además de brindar protección 

contra patógenos. Se asocia a la presencia de patologías con la disbiosis del microbioma 

intestinal, sin embargo, no se tiene claro si la disbiosis es la causa o la consecuencia de 

dichas patologías. Un ejemplo es el síndrome diarreico, el cual es un grave problema de 

salud pública, representando la tercera causa de muerte en infantes <5 años y afectando 

particularmente a países subdesarrollados o en vías de desarrollo. Se reporta a Shigella 

spp. como el principal agente bacteriano causal de muertes por diarrea en el mundo, sin 

embargo, en México se desconoce la prevalencia de Shigella spp. Se han publicado 

pocos estudios sobre el impacto de Shigella spp. en el microbioma intestinal, los cuales 

sólo incluyen a infantes <5 años y la identificación de Shigella spp. se realizó por 

métodos moleculares en heces y no por cultivo. La hipótesis de este estudió es que los 

niños con shigellosis presentan un microbioma alterado en comparación con los niños 

sin diarrea y que los diferentes cuadros clínicos de shigellosis están asociados a un 

microbioma característico o a que las cepas de Shigella spp. aisladas de los casos 

severos tienen características particulares. Por un periodo de 4 años, de enero del 2010 

a julio del 2014, se realizó un estudio de búsqueda de agentes causales de diarrea 

aguda, donde se reclutaron a 999 niños con diarrea y a 238 niños sin diarrea, incluyendo 

a los niños >60 meses. En este trabajó se identificó a Shigella en el 19% de los casos 

de diarrea, sólo por debajo de los patotipos de Escherichia coli diarrogénica (PEDs) y de 

Rotavirus. Shigella spp. fue significativamente más prevalente en niños >24 meses en 

comparación con los niños ≤24 meses. La diversidad del microbioma de los casos fue 

significativamente menor con respecto a los controles, además se identificaron 8 géneros 

microbianos con una abundancia relativa diferente entre estos grupos. Se identificaron 

4 géneros con una abundancia relativa aumentada en los casos severos con respecto a 

los casos leves/moderados. La predicción del microbioma funcional reveló que el de los 

controles está enriquecido en vías que promueven la homeostasis intestinal, en contraste 

el de los casos está enriquecido en vías asociadas a mecanismos de patogenicidad. En 

el microbioma funcional de los grupos de severidad se identificaron vías enriquecidas 

que podrían ayudar a explicar las complicaciones sistémicas presentes en los casos 

severos. A partir de la secuenciación de los genomas de 20 cepas de Shigella spp. 

aisladas de los niños con shigellosis se definió al pangenoma (6,317 genes) y al 

coregenoma (2,853) de las cepas. En el análisis filogenético de las cepas se observó 

que S. sonnei fue la única especie que formó un clado aislado, mientras que de las 11 

cepas de S. flexneri secuenciadas 9 se agruparon en un clado y las otras 2 se ubicaron 

con otras especies. La evaluación de la presencia de 29 genes asociados al proceso de 

patogenicidad de Shigella spp. mostró que los genes de las familias ipa e ipg estuvieron 

presentes en todas las cepas, a diferencia de los genes que codifican para proteínas 

efectoras, los cuales varían entre especies e incluso entre cepas, evidenciando perfiles 

genéticos diferentes. De los ensayos fenotípicos, se identificó una asociación entre el 

área de las placas líticas con las cepas que se aislaron de los casos severos, lo que 

sugiere que poseen una mayor capacidad de invadir a las células adyacentes y de 

producir a la toxina ShET2 y por ende de evadir al sistema inmune del huésped. 
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ABSTRACT 

 

 The microbiome of the gastrointestinal tract is a complex ecological community, 

influenced by the characteristics of the colonization niche, the birth route of the host, its 

stage of development, its diet, etc. The intestinal microbiome plays an important role in 

host physiological processes, in addition to providing protection against pathogens. The 

presence of pathologies is associated with dysbiosis of the intestinal microbiome; 

however, it is not clear whether dysbiosis is the cause or consequence of these 

pathologies. An example is diarrheal syndrome, which is a serious public health problem, 

representing the third cause of death in infants <5 years of age and particularly affecting 

underdeveloped or developing countries. Shigella spp. is considered the main bacterial 

agent causing deaths from diarrhea in the world, however, in Mexico the prevalence of 

Shigella spp is unknown. Few studies have focused on the impact of Shigella spp. in the 

intestinal microbiome, which only include infants <5 years old and the identification of 

Shigella spp. was performed by molecular methods in feces and not by culture. The 

hypothesis of this study is that children with shigellosis have an altered microbiome 

compared to children without diarrhea and that the different clinical symptoms of 

shigellosis are associated with a characteristic microbiome or that strains of Shigella spp. 

isolated from severe cases have particular characteristics. For a period of 4 years, from 

January 2010 to July 2014, a study was carried out to search for causal agents of acute 

diarrhea, where 999 children with diarrhea and 238 children without diarrhea were 

recruited, including children >60 months. In this work, Shigella was identified in 19% of 

diarrhea cases, only below the diarrheagenic Escherichia coli pathotypes (DEPs) and 

Rotavirus. Shigella spp. was significantly more prevalent in children >24 months 

compared to children ≤24 months. The microbiome diversity of the cases was significantly 

lower compared to the controls, and 8 microbial genera were identified with a different 

relative abundance between these groups. 4 genera were identified with an increased 

relative abundance in severe cases compared to mild/moderate cases. The prediction of 

the functional microbiome revealed that the microbiome of the controls is enriched in 

pathways that promote intestinal homeostasis, in contrast the microbiome of the cases is 

enriched in pathways associated with pathogenicity mechanisms. In the functional 

microbiome of the severity groups, enriched pathways were identified that could help 

explain the systemic complications present in severe cases. Based on the sequencing of 

the genomes of 20 strains of Shigella spp. isolated from children with shigellosis, the 

pangenome (6,317 genes) and the coregenome (2,853) of the strains were defined. In 

the phylogenetic analysis of the strains, it was observed that S. sonnei was the only 

species that formed an isolated clade, while of the 11 S. flexneri strains sequenced, 9 

were grouped in a clade and the other 2 were located with other species. The evaluation 

of the presence of 29 genes associated with the pathogenicity process of Shigella spp. 

showed that the genes of the ipa and ipg families were present in all strains, unlike the 

genes that code for effector proteins, which vary between species and even between 

strains, evidencing different genetic profiles. From the phenotypic assays, an association 

was identified between the area of the lytic plaques with the strains that were isolated 

from severe cases, which suggests that they have a greater capacity to invade adjacent 

cells and produce the ShET2 toxin and therefore to evade the host's immune system. 

  



VIII 
 

  



IX 
 

ABREVIATURAS 

 

GIT Gastrointestinal tract (Tracto gastrointestinal) 

IEC Intestinal epithelial cells (Células epiteliales intestinales) 

SCFA Short chain fatty acid (Ácido grasos de cadena corta) 

BA Bile acid (Ácido biliar) 

PEDs Patotipos de Escherichia coli diarrogénica 

LPS Lipopolisacárido 

EIEC Enteroinvasive Escherichia coli (Escherichia coli enteroinvasora) 

ShET Shigella enterotoxin (Enterotoxina de Shigella) 

Ipa Invasion plasmid antigen (Antígeno del plásmido de invasión) 

pINV Plasmid of invasion (Plásmido de invasion) 

PMN Polimorfo nuclear 

T3SS Type 3 secretion system (Sistema de secreción tipo 3) 

OTU Operational taxonomic unit (Unidad taxonómica operativa) 

QIIME2 Quantitative Insights into Microbial Ecology 

ASV Amplicon sequence variant (Variantes de secuencia del amplicón) 

NMDS Non-metric multidimensional scaling (Escalamiento multidimensional no 

métrico) 

LEfSe Linear discriminant analysis Effect Size (Análisis discriminante lineal del 

tamaño del efecto) 

PICRUSt Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of 

Unobserved States 

KEGG Kyoto encyclopedia of genes and genomes (Enciclopedia de Kioto de 

genes y genomas) 

UFCs Unidades formadoras de colonias 

 



X 
 

 



1 
 

INTRODUCCIÓN 

I. GENERALIDADES DE LA MICROBIOTA Y DEL MICRIBIOMA  

La teoría endosimbiótica propuesta en los años setenta del siglo pasado por Lynn 

Margulis (Sagan, 1967) considera que las relaciones simbióticas entre bacterias y 

eucariotes unicelulares fueron esenciales para el desarrollo de los eucariotes 

multicelulares, así como para la generación de diversas especies (Sachs et al., 2011). 

Esto ha permitido establecer que varios organelos celulares tienen un origen en 

microorganismos tales como la mitocondria, los cloroplastos, el retículo endoplásmico 

etc. (Gruber, 2019). 

Por otro lado, también se había definido al “mutualismo” como la posibilidad de 

establecer interacciones simbióticas entre microorganismos con sus hospederos, como 

son: las bacterias fijadoras de nitrógeno con las leguminosas, los hongos de suelo con 

las angiospermas (Genre et al., 2020) o Escherichia coli en el intestino de los mamíferos 

(Gritsenko & Bukharin, 2000). Pero no fue hasta principios de este siglo que se inicia de 

manera intensa el estudio de las interacciones entre conglomerados de microorganismos 

con sus hospederos, esto ha permitido establecer de manera categórica en las últimas 

décadas que las interacciones entre conglomerados de microorganismos y sus 

hospederos eucariotes, incluyendo a los humanos, son indispensables para que se 

desarrollen diversos procesos fisiológicos y metabólicos, tanto en el huésped como en 

el hospedero.  

El término “microbiota” hace referencia a los microorganismos vivos que han sido 

capaces de colonizar un nicho definido (Hou et al., 2022), estableciéndose en la mayoría 

de las superficies, incluso en las superficies de los organismos multicelulares se puede 

identificar una microbiota especifica, la cual está constituida por consorcios microbianos 

específicos, conformados en su mayoría por organismos comensales y mutualistas 

(Turnbaugh et al., 2007). En su conjunto estos resultados indican que diferentes nichos 

de los seres vivos y su microbiota han evolucionado conjuntamente, estableciendo 

relaciones simbióticas entre el huésped y el hospedero.  

Particularmente en la superficie del cuerpo humano se ha identificado un vasto 

número de microorganismos, a los cuales se les ha visto cohabitando e interactuando 

entre ellos y con su hospedero, por lo que a esta comunidad de microorganismos se le 

definió como “microbiota humana”. Hoy en día, diversos estudios se han dado a la tarea 

de caracterizar las microbiotas de varias regiones del cuerpo humano, principalmente en 

condiciones de ausencia de enfermedad, incluyendo: el tracto gastrointestinal y 

respiratorio, la piel, la mucosa oral y vaginal etc. Estos estudios han mostrado que la 

microbiota de cada región del cuerpo humano es específica y que incluso puede ser 

única por individuo (Cho & Blaser, 2012). En la actualidad se han realizado estudios 

comparando la microbiota de diversas regiones del cuerpo humano entre sujetos no 

enfermos y con enfermedades particulares, con la intensión de identificar, si es posible, 

marcadores microbianos específicos de una enfermedad (Plottel & Blaser, 2011). 
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Adicionalmente, Lederberg acuñó el término “microbioma” para identificar a las 

comunidades ecológicas de microorganismos comensales, simbióticos y/o patógenos 

que habitan en nuestro cuerpo (Lederberg J & McCray A., 2001). Sin embargo, con la 

aparición y el desarrollo de la genómica se redefinió al “microbioma” como el conjunto 

de genomas (la totalidad de genes) que albergan estos consorcios microbianos 

residentes de un nicho particular (Ursell et al., 2012), por ejemplo, refiriéndose como 

“microbioma humano” a la colección de genomas de la “microbiota humana”. En este 

sentido, el “microbioma” abarca un concepto más amplio que la “microbiota”, pues hace 

referencia a la capacidad funcional de esta comunidad de microorganismos. Con base 

en esta explicación, resulta de gran importancia esclarecer las diferencias entre estos 

dos términos, ya que suelen ser usados de manera indistinta, lo cual es incorrecto. 

Una característica de estas comunidades microbianas es su diversa 

composición, definiendo a la “diversidad” como la variedad y abundancia de organismos 

que forman dicha comunidad (Magurran, 2004). La diversidad está compuesta de dos 

componentes claves: la “riqueza” que se refiere al número total de los organismos 

diferentes que conforman a la comunidad y la “igualdad” (evenness) que describe 

diferencias en la abundancia relativa de los organismos diferentes que conforman a la 

comunidad (Young & Schmidt, 2008). 

II. MICROBIOTA GASTROINTESTINAL 

 El tracto gastrointestinal (GIT), que es un tubo constituido por los órganos por 

donde pasan los alimentos y líquidos después de ser consumidos y es la región en donde 

estos se digieren, absorben y salen del cuerpo en forma de heces. Estos órganos son la 

boca, el esófago, el estómago, el intestino delgado, el intestino grueso, el recto y el ano. 

El GIT es una región del organismo que alberga una gran diversidad microbiana, donde 

en cada región o nicho realizan funciones fisiológicas especializadas, por lo que no es 

de sorprenderse que cada nicho del GIT posea una microbiota particular (Tropini et al., 

2017). Esta microbiota es dependiente, por ejemplo, de las concentraciones de oxígeno, 

CO2, y del pH en cada región del GIT, en otras regiones dependen de la presencia de los 

ácidos biliares (BAs) y de las secreciones pancreáticas, de la biodisponibilidad de los 

nutrientes y del agua. Todas estas características físicas y químicas del GIT en su 

conjunto son responsables de la presencia de diversos nichos ecológicos a lo largo del 

GIT del hospedero, lo que promueve una comunidad microbiana única por región 

(Martinez-Guryn et al., 2019) Figura 1. 

a. Boca 

 La digestión inicia en la boca, sitio donde se promueve la degradación de los 

macronutrientes por medio de la comunidad microbiana bucal, la cual contiene 

aproximadamente 108-1010 UFC/mL (O’Hara & Shanahan, 2006), constituida 

principalmente por los géneros: Streptococcus, Veillonella, Granulicatella, 

Porphyromonas, Capnocytophaga, Haemophilus, Aggregatibacter y Corynebacterium 

(Shang et al., 2018). Se ha reportado que en la cavidad bucal las bacterias del género 

Corynebacterium son las primeras en adherirse para establecer la placa dental, 

proporcionando puntos de anclaje para otros microorganismos (Welch et al., 2016). Se 
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denomina placa dental a la comunidad de microorganismos que forma una biopelícula 

sobre la superficie de los dientes del hospedero (Marsh, 2006). 

 En la boca la saliva es un factor clave para el establecimiento de las comunidades 

bacterianas puesto que: 1) disminuye la carga de bacteriana por efecto mecánico, 2) 

libera enzimas digestivas que generan los nutrientes necesarios para el metabolismo 

bacteriano, 3) secreta mucinas que promueven la agregación bacteriana, 4) contiene 

varios compuestos que tienen en efectos antimicrobianos (Pedersen & Belstrøm, 2019). 

b. Esófago 

 El esófago es un conducto que comunica a la faringe con el estómago, cuya 

microbiota contiene aproximadamente 104-106 UFC/mL (O’Hara & Shanahan, 2006) y está 

constituida principalmente por los géneros Rothia, Prevotella, Streptococcus, Veillonella, 

Actinobacillus y Sphingomonas (May & Abrams, 2018). 

c. Estómago 

El estómago es la región del tracto gastrointestinal donde se lleva a cabo la 

digestión de los alimentos mediada por los jugos gástricos. Esta región se caracteriza 

por tener un pH ácido y una gruesa capa de moco recubriendo las paredes del estómago. 

Debido a la acidez del estómago la carga bacteriana es considerablemente menor, 101-

102 UFC/mL (O’Hara & Shanahan, 2006), al resto del GIT. El microbioma del estómago 

incluye géneros como: Haemophilus, Helicobacter, Neisseria, Streptococcus, 

Enterococcus, Veillonella, Rothia y Prevotella (G. Nardone & Compare, 2015). 

d. Intestino delgado 

El intestino delgado es la sección GIT que conecta al estómago con el intestino 

grueso y constituye el 65% de la longitud del GIT, esta sección a su vez esta subdividida 

en tres regiones, la más cercana al estómago es el duodeno, seguido del yeyuno y 

finalmente del íleon, que es la porción que se une con el intestino grueso. La carga 

bacteriana se ve incrementada del duodeno al ileón (Fish E.; 2022). El intestino delgado 

está formado por una monocapa de células epiteliales intestinales (IECs) polarizadas y 

esta monocapa incluye diversos tipos de células: los enterocitos, las células M, las 

células caliciformes, las células de Paneth y las enteroendócrinas. La distribución 

diferencial de estos tipos de IECs resulta en condiciones específicas para cada región 

del intestino delgado lo que conlleva a que cada región presente una microbiota 

diferencial (Peterson & Artis, 2014). 

En esta región la carga microbiana es relativamente baja con respecto a la del 

colon, debido a su función en la absorción de macro- y micronutrientes del hospedero, 

disminuyendo la biodisponibilidad de nutrientes para las poblaciones bacteriana; así 

como por el elevado movimiento peristáltico del intestino delgado, lo que reduce el 

tiempo del tránsito intestinal en comparación con el colon, disminuyendo la colonización 

microbiana (Szarka & Camilleri, 2012). 
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1. Duodeno 

El duodeno es el sitio en donde el quimo, que son los alimentos semidigeridos 

por el ácido clorhídrico y las enzimas digestivas del estómago, se mezcla con el jugo 

intestinal, el jugo pancreático y la bilis.  

El jugo intestinal es producido por el sistema endócrino intestinal, contiene 

bicarbonato, que neutraliza la acidez del quimo y enzimas como la maltasa, la sacarasa 

y la lactasa indispensables para la degradación de los carbohidratos. El jugo pancreático 

también contiene bicarbonato y enzimas que participan en la degradación de proteínas 

como la tripsina y la quimotripsina o enzimas que degrada carbohidratos complejos y 

lípidos como la amilasa, y la lipasa, respectivamente, así como colecistoquinina una 

hormona que induce la secreción de la bilis. La bilis es producida por el hígado y 

secretada por la vesícula biliar que contiene a las sales biliares, al colesterol, a los 

fosfolípidos y a la bilirrubina. Por lo que todos estas compuestos están involucrados en 

el catabolismo de los carbohidratos, las proteínas y los lípidos. 

Debido al cambio de pH en el duodeno en comparación con el estómago, es 

posible identificar un mayor número de microorganismos 104 -105 UFC/mL (Kastl AJ., et 

al; 2019) en esta sección proximal del intestino delgado, donde los géneros identificados 

principalmente en este microbioma son: Bifidobacterium, Prevotella, Streptococcus, 

Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus, Veillonella y Neisseria (Zoetendal et al., 2012). 

2. Yeyuno  

El yeyuno es la porción del GIT donde los macronutrientes son degradados por 

las enzimas digestivas secretadas en el duodeno, por ende, es la región del intestino 

delgado en la que se lleva a cabo la mayor absorción de los nutrientes. La carga 

microbiana del yeyuno se ha estimado entre 104-107 UFC/mL (O’Hara & Shanahan, 2006) 

y su microbioma esta principalmente constituido por los géneros: Bifidobacterium, 

Clostridium, Enterococcus, Escherichia, Lactobacillus, Prevotella y Streptococcus 

(Zoetendal et al., 2012).  

3. Íleon 

El íleon es la región distal del intestino delgado y la de mayor longitud, donde se 

continúa con la absorción de los nutrientes que comenzó en el yeyuno. Es en esta región 

donde se lleva a cabo la absorción de las vitaminas, principalmente de la vitamina B12, 

así como la reabsorción de los ácidos biliares, lo que conlleva a una disminución en la 

síntesis de las sales biliares hepática (Sayin et al., 2013). Cuenta con una carga 

microbiana de 106-108 UFC/mL (O’Hara & Shanahan, 2006), en su mayoría conformada 

por anaerobios facultativos y obligados, principalmente por los géneros: Bifidobacterium, 

Bacteroides, Clostridium, Enterococcus, Escherichia, Lactobacillus, Prevotella y 

Peptostreptococcus (Zoetendal et al., 2012). 
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e. Colon 

Es la última porción del GIT, el cual está dividido en cuatro secciones: el colon 

ascendente, el colon transverso, el colon descendente y el sigmoideo, así como también 

contiene al ciego y al recto. Dichas secciones son funcionalmente distintas, donde el 

colon ascendente y el colon transverso son los sitios principales de la fermentación, de 

la absorción del agua y de los electrolitos, mientras que en el colon descendente y en el 

sigmoideo se almacenan las heces fecales hasta su expulsión. 

 El intestino grueso alberga la mayor riqueza y abundancia microbiana del GIT, ya 

que su movimiento peristáltico es menos frecuente e intenso que el del intestino delgado, 

por lo que el tiempo del tránsito de los nutrientes es considerablemente más prolongado 

(>30 h) que el del intestino delgado (2½-3 h) (Szarka & Camilleri, 2012). La carga 

bacteriana residente del colon es de ~1010-1012 UFC/mL (O’Hara & Shanahan, 2006) y 

Figura 1. Factores gastrointestinales característicos de cada región del aparato digestivo que 
determinan el tipo de microbiota identificada. Diferentes regiones del tracto gastrointestinal 
realizan funciones únicas, que junto con los factores derivados del hospedero (tipos de células 
epiteliales, diferencias en las vellosidades, grosor de la capa de moco, movimiento peristáltico, 
pH, oxígeno y tránsito intestinal) resulta en una microbiota región-específica a lo largo del 
aparato digestivo. Factores secretados al intestino, como moléculas de la respuesta inmune o 
ácidos biliares tienen efectos antimicrobianos. En algunas regiones del intestino se lleva a cabo 
el procesamiento de la fibra dietética y la fermentación de azúcares complejos, incrementando 
los niveles de ácidos grasos de cadena corta que también influencian la colonización de ciertas 
bacterias. ID = Intestino Delgado, IG = Intestino Grueso. (Tomada y modificada) (Martinez-Guryn 
et al., 2019) 

Tránsito intestinal 

Movimiento peristáltico 



6 
 

esta comunidad microbiana se encuentra conformada principalmente por géneros como: 

Clostridium, Lactobacillus, Peptostreptococcus, Eubacterium, Roseburia,  

Ruminococcus¡, Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Bilophila, Alistipes, Bacteroides, 

Prevotell, Akkermansia y Bifidobacterium (Martinez-Guryn et al., 2019). 

Es en el colon ascendente y en el colon transverso donde los anaerobios 

estrictos, como Clostridium, Eubacterium y Roseburia, procesan la fibra dietética, como 

la lignina, también es en estas regiones donde se lleva a cabo la fermentación de los 

carbohidratos complejos, como el almidón, lo que resulta en la producción de ácidos 

grasos de cadena corta (SCFAs), como el acetato, el propionato y el butirato; los cuales 

son la principal fuente de energía de los colonocitos (Koh et al., 2016). Además, el ciego 

y el colon ascendente son los sitios del procesamiento de los ácidos biliares primarios a 

ácidos biliares secundarios, procesamiento mediado por el metabolismo microbiano. Por 

ejemplo, los géneros Bifidobacterium Clostridium, Lactobacillus y Listeria codifican para 

una hidrolasa de sales biliares (BSH), responsable de la producción de ácidos biliares 

secundarios como: el ácido desoxicólico (DCA) y el ácido litocólico (LCA), los cuales son 

importantes para la emulsión y la absorción de los lípidos (Gérard, 2013; Zoetendal et 

al., 2012). 

Los microorganismos residentes del colon, además del papel que tienen en el 

metabolismo de los alimentos, también regulan diversas funciones del hospedero, entre 

ellas el movimiento peristáltico, ya que se ha demostrado que productos del metabolismo 

bacteriano, como los SCFAs y el triptófano, inducen la secreción de la serotonina por las 

células enterocromafines, un grupo células epiteliales gastrointestinales (Yano et al., 

2015). 

III. EVOLUCIÓN DE LA MICROBIOTA INTESTINAL 

Se ha observado que la microbiota intestinal difiere considerablemente entre los 
individuos “sanos”, esto se debe a factores determinantes como la vía de parto, a la 
edad, al tipo de alimentación, al estilo de vida (sedentarismo, con actividad física, etc.), 
al estatus socioeconómico (Lewis et al., 2021), entre otros; considerándose que cada 
individuo tiene un microbioma característico. Sin embargo, se han identificado 
microbiomas cuya composición es similar y con características funcionales específicas 
con base en diferentes etapas de la vida (Kundu et al., 2017) Figura 2.  

Las primeras etapas de la vida se dividen de la siguiente forma: El neonato (bebé) 
va desde el primer mes fuera del útero hasta completar el año. La Infancia (infante) 
abarca desde edades de 1 año-5 años. La niñez suele abarcar de los 6 años- 9/10 años 
(dependiendo del nivel de desarrollo físico e intelectual individual). La preadolescencia 
(la pubertad) suele comprender de los 9/10 años-14 años. 

a. Periodo prenatal 

Hasta la década pasada, se consideraba que los recién nacidos tenían su primer 

contacto con los microorganismos durante el parto, puesto que se consideraba a la 

placenta como una barrera contra la difusión de toxinas y microorganismos al flujo 

sanguíneo fetal. Sin embargo, recientemente, se han publicado estudios donde se 

reportan comunidades microbianas en placenta, líquido amniótico, sangre de cordón 
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umbilical y meconio; sugiriendo una posible colonización inicial in útero (Stinson et al., 

2017). 

b. Periodo neonatal 

1. Vía de parto 

Se ha demostrado que la vía de nacimiento juega papel importante en los 

géneros identificados en el microbioma intestinal del recién nacido. Los neonatos que 

nacen por vía vaginal están colonizado predominantemente por bacterias de los géneros: 

Prevotella y Lactobacillus, mientras que los neonatos nacidos por cesárea están 

colonizado principalmente por bacterias de los géneros Corynebacterium y 

Propionibacterium, Staphylococcus; géneros similares a los de la microbiota residente 

en la piel (Dominguez-Bello et al., 2010). 

2. Tipo de alimentación del neonato 

 Una fuente adicional de transferencia microbiana postnatal son el calostro y la 

leche materna, abasteciendo al intestino del neonato con ~8x104-106 bacterias 

diariamente. Este inóculo microbiano se encuentra formado en su mayoría por bacterias 

pertenecientes a los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus, Staphylococcus y 

Bacteroides  (Albesharat et al., 2011; Martín et al., 2009). En contraste, se ha observado 

que los neonatos que reciben una dieta basada en leche de fórmula presentan cambios 

en la composición de su microbioma gastrointestinal, diferente a los alimentados por 

leche materna, observándose un enriquecimiento en la abundancia de los géneros 

Veillonella, Clostridioides y Streptococcus (Forbes et al., 2018; Ma et al., 2020). 

c. Infancia temprana 

Durante los primeros dos a tres años de vida, la microbiota del infante adquiere 

mayor diversidad debido a los cambios en la alimentación, causados por la introducción 

de alimentos sólidos y de una dieta omnívora (Palmer et al., 2007). Se ha observado que 

disminuye la dominancia de Bifidobacterium, cuya principal función es la de procesar los 

oligosacáridos de la leche. Una vez que se inicia con la dieta de vegetales el microbioma 

se ve modificado, identificándose géneros bacterianos como Fermentimonas, 

Ruminococcus y Faecalibacterium géneros asociados al procesamiento de polisacáridos 

vegetales. Durante esta etapa también se observa un incremento en la variabilidad de la 

microbiota entre los infantes dependiendo de la alimentación (Koenig et al., 2011). 

Esta transición parece ser crucial, puesto que la microbiota tiene influencia sobre 

el desarrollo de diferentes órganos y sistemas fisiológicos. Por ejemplo, se ha 

evidenciado la comunicación e interacción del microbioma gastrointestinal tanto con el 

sistema nervioso entérico (ENS), así como con el sistema nervioso central (CNS), lo que 

ha permitido correlacionar cambios en la composición de la microbiota en etapas 

tempranas y en el desarrollo de enfermedades neurológicas en etapas posteriores 

(Collins et al., 2014). Adicionalmente, se ha mostrado que el microbioma tiene una gran 

influencia en el desarrollo del sistema inmune intestinal y de enfermedades autoinmunes 

durante esta etapa (Cahenzli et al., 2013). 
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Figura 2. Cambios en la microbiota intestinal desde el nacimiento hasta la adultez. La 
composición de la microbiota intestinal cambia con la edad del hospedero. En la actualidad se 
sugiere que desde in utero el feto tiene una microbiota característica. La microbiota del recién 
nacido depende directamente de su vía de nacimiento, por parto vaginal o por cesárea, así como 
del tipo de dieta, leche materna o fórmula. Posteriormente, la microbiota del bebé se modifica 
con la introducción de alimentos sólidos, así como con la dieta omnívora que alcanzan entre los 
dos y tres años. Durante la pubertad, debido a la aparición de las hormonas sexuales, 
nuevamente se ve modificada la microbiota. Finalmente, en el adulto se genera un “microbioma 
nuclear” que agrega flexibilidad y reduce la vulnerabilidad a desafíos tanto internos como 
externos. Este proceso de maduración toma lugar en paralelo con el desarrollo de los órganos 
del hospedero, como el alargamiento del intestino, proporcionando nichos adicionales para que 
la microbiota se expanda. (Tomada y modificada) (Kundu et al., 2017) 
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d. Niñez 

Durante la niñez el microbioma intestinal de los niños comienza a ser más 

estable, pero muestra características de un estado intermedio entre los infantes menores 

y los adultos (Derrien et al., 2019), por ejemplo: el género Bifidobacterium, que se 

encuentra en gran abundancia en niños menores de tres años, va disminuyendo su 

abundancia conforme el niño crece (Agans et al., 2011). En un estudio en el que se 

comparó una cohorte de niños de 7-12 años con una cohorte de adultos se observó que 

los niños poseen una mayor abundancia de los géneros Bifidobacterium y 

Faecalibacterium, mientras que los adultos presentaron una mayor abundancia del 

género Bacteroides. Además, este estudió también reportó que en los niños se encontró 

un enriquecimiento de los genes asociados a promover su crecimiento y desarrollo, por 

ejemplo: los genes involucrados en la síntesis de vitaminas y la degradación de 

aminoácidos (Hollister et al., 2015). 

e. Pubertad 

Fase asociada a cambios fisiológicos vinculados a la maduración sexual, 

predominantemente llevados a cabo por hormonas, lo que representa una época de gran 

impacto para la comunidad bacteriana intestinal y es en esta etapa en la que se ha 

reportado una posible microbiota específica de género (Markle et al., 2013). Estudios 

recientes sugieren que los adolescentes se caracterizan por un microbioma que es 

funcionalmente diferente al de los adultos, albergando un enriquecimiento de genes 

asociados a la síntesis de la vitamina B12 y a la síntesis del folato en el microbioma de 

los pubertos, mientras que se observó un enriquecimiento de genes asociados a la 

fosforilación oxidativa y a la síntesis de lipopolisacárido en el microbioma de los 

hospederos adultos (Agans et al., 2011; Hollister et al., 2015). Además, cada vez se 

obtienen más evidencias de que en esta etapa el microbioma adquiere un repertorio de 

genes de resistencia a antibióticos, denominado “resistoma”(Moore et al., 2013). 

f. Adultez 

El microbioma del adulto es más estable, debido a la presencia de colonizadores 

permanentes, capaces de sobreponerse a los estímulos de estrés y antibióticos 

(Turnbaugh & Gordon, 2009). Se sugiere que en esta etapa los individuos adultos 

desarrollan un microbioma nuclear funcional, a pesar de la gran variación en la 

composición de la microbiota entre individuos adultos (Lederberg J & McCray A., 2001) 

Figura 3. Entre los factores que contribuyen a la variabilidad de la microbiota están las 

alteraciones nutricionales/dietarias, las variaciones estacionales, los factores regionales 

(como la altitud), entre otros (Yatsunenko et al., 2012). El incremento en la riqueza y la 

complejidad microbiana, característico de la microbiota de un adulto, es respaldado por 

la gradual expansión de la superficie intestinal que produce nichos adicionales para la 

colonización de nuevos simbiontes, con una particular reducción de los microorganismos 

aerobios y un incremento simultaneo de los organismos anaerobios (Agans et al., 2011) 

Figura 2. 
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IV. LA DISBIOSIS Y SU PAPEL EN PATOLOGÍAS 

Se conoce como “disbiosis” cuando el microbioma intestinal se altera y pierde su 

equilibrio, observándose una disminución en la diversidad de la comunidad microbiana. 

Este desbalance en la riqueza y en la abundancia de los géneros puede ser el resultado 

de alteraciones en el hospedero, como desnutrición y enfermedades (Bäckhed et al., 

2012). Sin embargo, no se tiene claro si esta variación es un factor que contribuye a la 

patología o una consecuencia de esta. Alteraciones en la abundancia de especies 

particulares pueden conducir a la sobreestimulación o a la supresión de la respuesta 

inmune, propiciando el desarrollo de enfermedades inflamatorias o la predisposición a la 

colonización por patógenos (Thaiss et al., 2016). Un ejemplo es la infección por 

Clostridium difficile, la cual puede causar diarrea y colitis pseudomembranosa como 

resultado del uso excesivo de antibióticos, los cuales alteran riqueza y abundancia de la 

microbiota comensal cuyo resultado es la alteración del nicho original permitiendo la 

colonización de Clostridium difficile (Antharam et al., 2013). Actualmente existen 

múltiples estudios que establecen una correlación entre la disbiosis y el desarrollo de 

múltiples patologías como: la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), la obesidad, la 

diabetes tipo II y el cáncer. 

En el intestino distal, la disbiosis es caracterizada por la disminución de bacterias 

anaerobias estrictas y el incremento de anaerobias facultativas, en particular de la familia 

Enterobacteriaceae (Proteobacteria). Esta familia de bacterias gram-negativas, que en 

equilibrio representa alrededor del 0.1% de la microbiota regional, se aloja en la 

proximidad del epitelio debido a su alta tolerancia al oxígeno, presentando su expansión 

en contextos de inflamación (Lupp et al., 2007). 

 

Figura 3. El concepto de un microbioma 
humano nuclear. El microbioma humano 
nuclear (rojo) es el conjunto de genes 
presentes en un nicho determinado de todos 
o la mayoría de los humanos. El microbioma 
humano variable (azul) es el grupo de genes 
presentes en un nicho determinado en un 
subconjunto de humanos. Esta variación 
resulta de una combinación de factores tales 
como el genotipo, el estado fisiológico, el 
sistema inmune, la patobiología (el estado de 
enfermedad), el estilo de vida (incluyendo la 
dieta), el ambiente (en casa y/o trabajo) del 
hospedero y de la presencia de poblaciones 
transitorias de bacterias que no logran 
colonizar. (Tomada y modificada) (Lederberg 
J & McCray A., 2001) 
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V. EL SÍNDROME DIARREICO 

Es el conjunto de signos y síntomas que incluyen episodios de diarrea, donde las 

heces pueden tener sangre o moco, la presencia de fiebre, cólicos, náuseas y vómito. 

La deshidratación en los sujetos con diarrea está directamente involucrada con la 

perdida de líquidos corporales y electrólitos, lo cual puede llevar a choque hipovolémico 

y muerte (Hooper et al., 2014). Por otro lado, se ha demostrado que el presentar más de 

5 episodios de diarrea en los 2 primeros años de vida puede resultar en desnutrición 

crónica y retraso en el crecimiento, lo que está asociado con una disminución irreversible 

en la capacidad cognoscitiva del infante (Guerrant et al., 2001). 

a. La clasificación de la diarrea 

Con base en el tiempo de duración de la diarrea en días, la diarrea se clasifica 

en: diarrea aguda, cuya duración es menor de 14 días; diarrea persistente, de 14 a 28 

días (2-4 semanas) y diarrea crónica, con una duración de más de 28 días (4 semanas) 

(Diarrhea - NIDDK, n.d.). 

Con base a los microorganismos o productos de estos la diarrea se clasifica en: 

1.- Diarrea secretora debida a la estimulación de la secreción activa de iones cloruro y 

otros iones por las células epiteliales intestinales (Remes Troche et al., 2010). Entre los 

activadores de los mecanismos de transporte de iones están las enterotoxinas como la 

toxinas termolábil y termoestable de E. coli enterotoxigénica (ETEC), la toxina colérica 

producida por Vibrio cholerae o las toxinas producidas por el género Staphylococcus 

asociadas con intoxicación alimentaria, así como la tóxica NSP4 de Rotavirus (Kaiser & 

Surawicz, 2012). 2.- Diarrea inflamatoria o exudativa como resultado del daño epitelial y 

la disminución de la superficie de absorción epitelial y por ende de los nutrientes. Las 

deposiciones se caracterizan por la presencia de moco, de restos hemáticos y de 

leucocitos, asociada con patógenos invasores como Shigella, Salmonella, 

Campylobacter y E. coli enteroinvasora (EIEC) (ABERRA, 2005) o parásitos como 

Giardia lamblia, Entamoeba histolytica (Diarrhoeal Disease, n.d.). 

b. La epidemiología de la diarrea 

1. Relevancia a nivel mundial 

 A nivel mundial se reportaron ~1.53 millones de muertes por diarrea en el 2019, 

siendo los grupos etarios más afectados fueron los infantes <5 años y los adultos ≥70 

años, con una mortalidad de ~500,664 (32.7%) y de ~611,935 (40%), respectivamente. 

Como se muestra en la  Figura 4 a) la mortalidad por diarrea en los infantes ha disminuido 

considerablemente en las últimas tres décadas, debido a las campañas de rehidratación 

oral y la introducción de la vacuna de rotavirus en el mundo en la últimos 15 años, ya 

que paso de un 57% en1990 a un 32% en el año 2019, sin embargo la mayoría de las 

muertes en la actualidad por diarrea corresponden a adultos mayores (≥70 años), 
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pasando del 20% en 1990 al 40% en 2019, mostrando claramente la necesidad de 

realizar campañas cuyo blanco sea este grupo etario, para disminuir el número de 

muertes que no se ha disminuido desde que se iniciaron los reportes de mortalidad por 

diarrea en los años noventa (Dadonaite, B., Ritchie, H., Roser, n.d.; Roth et al., 2018) 

De forma general, la tasa de mortalidad más elevada del 2019 se presentó en 

países de África Central, donde las muertes por diarrea llegan a sobrepasar los 150 

casos por cada 100,000 habitantes, seguido por países de África subsahariana y Asia 

del sur, con tasas de mortalidad que van de 50-150 casos por cada 100,000 habitantes, 

en América Latina Haití, Guatemala y Honduras tienen tasas de mortalidad de 36, 22 y 

17 casos por cada 100,000 habitantes, respectivamente, mientras que en el resto del 

mundo la tasa de mortalidad es de 5 casos por cada 100,000 habitantes. Estos datos 

reflejan que la tasa de muertes por diarrea es más de 10 veces más alta en los países 

en pobreza extrema en comparación con los países desarrollados (Roth et al., 2018). 

Actualmente se sabe que las muertes por diarrea en los infantes son 

principalmente causadas por patógenos gastrointestinales, mayormente causadas por 

patógenos virales y bacterianos. En el 2018 se reportó que a nivel mundial Rotavirus es 

responsable de ~210,000 muertes (35.7%), Shigella spp. de ~63,000 muertes (10.8%) y 

Adenovirus de ~37,000 muertes (6.3%). En total, ese año se concluyó que 10 patógenos 

(Rotavirus, Shigella, Adenovirus, Norovirus, E. coli enterotoxigénica, Sapovirus, 

Astrovirus, Cryptosporidium, Campylobacter y Salmonella) son responsables de 3/4 de 

las muertes por diarrea (Troeger et al., 2018). 

2. Relevancia en México 

En México en 2019 se reportaron ~4,931 casos de muertes por diarrea, con una 

tasa de ~4.6 muertes por cada 100,000 habitantes. El grupo más afectado fue el de los 

Figura 4. Incidencia de muertes por diarrea desde 1990 hasta 2019. a) Gráfico que representa 
las muertes por diarrea a nivel mundial. El número total de muertes se presenta en “Millones”. 
b) Gráfico que representa las muertes por diarrea en México. El número total de muertes se 
presenta en “Miles”. En el eje X se presentan los años que abarca el censo. En el eje Y se presenta 
el número de muertes por diarrea. En colores se presentan los grupos de edad: azul → <5 años, 
marrón → 5-14 años, verde → 15-49 años, rojo → 50-69 años, naranja → ≥70 años. El cuadro 
presenta los números de muertes por diarrea separadas por grupos de edad en el año 2019. 
(Tomada y Modificada) (Dadonaite, B., Ritchie, H., Roser, n.d.) 

b) a) 
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adultos ≥70 años con ~2,454 muertes (49.8%) por diarrea, seguido de los infantes <5 

años con ~958 muertes (19.4%) (Black et al., 2010). Como se muestra en la Figura 4 b), 

se observó un incremento en las muertes por diarrea en el grupo etario ≥70 años, 

pasando del 14% al 50% y una disminución con respecto a otros años en los infantes, 

pasando del 70% al 19%, indicando nuevamente que en el México y en el mundo el 

síndrome de diarreico está afectando de manera importante a los adultos mayores. En 

México al síndrome diarreico se le consideró como la segunda causa de mortalidad 

asociada a infección en infantes <5 años, sólo precedida por las enfermedades 

respiratorias (Remes Troche, 2016). 

Nuestro grupo de trabajo ha realizado múltiples estudios sobre la búsqueda 

intencionada de patógenos de diarrea en infantes <5 años. En un estudio de diarrea de 

comunidad realizado en una zona conurbada de la Ciudad de México se siguió una 

cohorte de infantes, donde se observó que la mayoría de los casos de diarrea aguda 

bacteriana eran causados por los patotipos de las E. coli diarrogénicas (PEDs), donde 

E. coli enteropatógena (EPEC) y enterotoxigénica (ETEC) fueron los PEDs más 

frecuentemente identificados. En este estudio se observó una variación en el número de 

casos de diarrea en función de la edad, la región geográfica y la estacionalidad (Estrada-

Garcia et al., 2009).  

Como se muestra en la Tabla 1 también se han realizados varios estudios de los 

agentes que llevan a que un infante ingrese a urgencias pediátricas o a la unidad de 

rehidratación oral de los hospitales, en los cuales se ve el cambio epidemiológico 

después de la introducción de la vacuna contra rotavirus en México, en el 2007, donde 

rotavirus dejo de ser el agente infeccioso más importante causante de diarrea grave 

aguda y ahora son los agentes bacterianos, principalmente los PEDs seguidos de 

Salmonella spp., Shigella spp. y Campylobacter jejuni (Patzi-Vargas et al., 2015). La 

introducción de la vacunación de rotavirus en México no solo ha tenido un impacto en 

disminuir la severidad del cuadro clínico causado por este virus, si no de manera muy 

Tabla 1. Prevalencia de enteropatógenos en muestras de diarrea en México. Se muestra la 
prevalecía de los principales agentes etiológicos causantes del síndrome diarreico. Estas 
prevalencias se obtuvieron a través de diversos estudios realizados en México. Los patógenos 
fueron identificados en muestras de heces de niños menores de 5 años que requirieron 
hospitalización por diarrea aguda. 
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importante una disminución global del número de muertes por diarrea (Richardson et al., 

2011; Sánchez-Uribe et al., 2016). 

VI. Shigella spp. COMO PATÓGENO GASTROINTESTINAL 

A finales del siglo XIX Shigella fue identificado como el agente causal de la 

disentería bacilar tras su aislamiento y caracterización por el japonés Kiyoshi Shiga. 

Shigella es un bacilo Gram negativo, no motil, no esporulado, anaerobio facultativo y un 

patógeno intracelular facultativo. Pertenece a la familia de Enterobacteriaceae y lo que 

le distingue del resto de los miembros de esta familia es que es un patógeno restringido 

a primates, particularmente a humanos (Mattock & Blocker, 2017). 

El género Shigella está constituido por cuatro especies, las cuales a su vez están 

subdivididas en serotipos de acuerdo con las variantes del antígeno-O que presentan, el 

cual es una parte del lipopolisacárido (LPS) de la membrana externa de las bacterias 

Gram negativas. El antígeno-O está constituido por unidades repetidas de un 

oligosacárido (unidad-O), el cual posee entre dos a ocho residuos de un repertorio de 

azúcares, haciéndolo un componente muy diverso (Mattock & Blocker, 2017). Las cuatro 

especies son: S. dysenteriae (Serogrupo A, con15 serotipos), S. flexneri (Serogrupo B, 

con 19 serotipos), S. boydii (Serogrupo C, con 20 serotipos) y S. sonnei (Serogrupo D, 

con solo 1 serotipo). 

Los estudios de genómica comparativa sugieren que en realidad Shigella 

pertenece a la especie E. coli. Por ejemplo, la divergencia entre S. flexneri y E. coli K-12 

es únicamente del 1.5% (Lan et al., 2004). Adicionalmente, E. coli enteroinvasora (EIEC) 

comparte características bioquímicas, factores de virulencia y síntomas clínicos con 

Shigella spp. Con base en que EIEC posee más características de E. coli comensal, se 

cree que Shigella spp. adquirió la maquinaria de virulencia recientemente y se ha 

Figura 5 Eventos genéticos causaron la evolución de Shigella spp. Se sugiere que Shigella spp. 
evolucionó a partir de E. coli no patogénica, adquiriendo factores de virulencia y perdiendo loci 
genéticos. Debido al alto porcentaje de homología, se ubica a EIEC como una etapa intermedia 
del proceso. (Tomada y Modificada) (Schroeder & Hilbi, 2008) 
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ubicado a EIEC como una especie temprana en la evolución de Shigella (Schroeder & 

Hilbi, 2008) Figura 5 

Shigella ha perdido varios genes funcionales (Peng et al., 2006), como: 1.- Los 

genes asociados a varias rutas catabólicas, por ejemplo, Shigella perdió los genes 

responsables de la fermentación de la lactosa (Ito et al., 1991), 2.- Los genes asociados 

con la síntesis de estructuras de superficie, por ejemplo, Shigella es incapaz de sintetizar 

un flagelo o fimbrias, los cuales son activadores del sistema inmunológico del hospedero 

(Tominaga et al., 2005), 3.- Los genes que atenúan o interfieren con la virulencia de 

Shigella, por ejemplo, la proteína OmpT (outer membrane protease T), la cual está 

presente en cepas no patogénicas de E. coli, en Shigella interviene con la localización 

de la proteína nucleadora de actina IcsA y en consecuencia inhibe la propagación a 

células adyacentes (Nakata et al., 1993). Todos estos cambios son característicos de la 

adaptación de las bacterias de vida libre a la vida intracelular, pues se reduce la presión 

selectiva y también la necesidad de responder a cambios ambientales, ya que habitan 

dentro de células cuyo ambiente no varía y solo requieren de genes que les permiten 

explotar los recursos del hospedero (Maurelli, 2007). 

a. Los elementos genómicos de Shigella spp. 

La información genética que constituye al fenotipo de Shigella spp. está 

codificada tanto en el cromosoma bacteriano como en un plásmido de virulencia, los 

cuales en combinación y sincronía codifican para la maquinaria molecular necesaria para 

la invasión del epitelio intestinal, el estilo de vida intracelular, así como los genes de 

virulencia que están asociados con los signos y síntomas de la enfermedad (Sansonetti 

et al., 1983). La evolución bacteriana es un proceso dinámico a través de la transferencia 

horizontal de genes y/o la deleción de genes, por ejemplo, la adquisición e incorporación 

cromosómica de elementos génicos inestables que contienen genes de virulencia 

denominados “Islas de patogenicidad” (PAI) (F. Yang et al., 2005). 

Hasta el momento, en Shigella se han identificado múltiples islas de 

patogenicidad (SHI) localizadas en el cromosoma bacteriano, cuya presencia y 

localización genómica difiere entre las distintas cepas, estas islas de patogenicidad 

contribuyen a la diversidad de los fenotipos virulencia (Schmidt & Hensel, 2004). Hasta 

el momento, se ha caracterizado la función específica de varios de genes codificados en 

estas islas de patogenicidad:  

a) En la isla SHI-1 están codificados los genes para la proteasa citotóxica SigA 

(Shigella IgA-like protease homologue), como para la enterotoxina ShET1, ambas 

proteínas asociadas con la secreción de fluido intestinal. En la cadena complementaria 

a ShET1 está codificada la serin proteasa Pic (protease involved in intestinal 

colonization), la cual participa en la degradación del moco intestinal. 

 b) En las islas SHI-2 y SHI-3 se han identificados los genes iucA-D, iutA los cuales 

codifican para un sistema de adquisición de hierro, también en estas islas se ha 

identificado al gen shiA, el cual se describió asociado a la inhibición del proceso de 

inflamación. Aún se desconoce el mecanismo exacto mediante el cual actúa ShiA, pero 
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se reportó que en ausencia de ShiA hay un incremento en la expresión de citocinas 

proinflamatorias como IL-6, IL-17 e IL-1β y por ende incrementa la migración de 

neutrófilos y células T (Ingersoll & Zychlinsky, 2006). 

 c) La isla SHI-O alberga los genes que modifican para la estructura del antígeno-

O del LPS, asociado con la gran diversidad de los serotipos de Shigella. El antígeno-O 

participa en la evasión de la bacteria del sistema inmune del hospedero. 

 d) En la isla Stx-phage P27 se encuentra un operón conformado por los genes 

stxA y stxB, los cuales codifican para la toxina Shiga. La toxina Shiga (Stx) es una 

citotoxina AB5 que inhibe la síntesis de proteínas en las células eucariotes, 

desencadenando la muerte celular (Gray et al., 2014). 

En Shigella la maquinaria molecular esencial para la invasión y su sobrevivencia 

intracelular está codificada en el plásmido de virulencia pINV (“plásmido de invasión”), 

que es de ~200 kb y contiene alrededor de 100 genes. Como se muestra en la Figura 6, 

el núcleo de este plásmido es conocido como la “región de entrada” y mide 

aproximadamente 31 kb. Esta región conservada está constituida por 34 genes 

organizados en dos operones que se transcriben en direcciones opuestas, entre los que 

se encuentran los genes que codifican a las proteínas involucradas en la invasión celular. 

Con base en las funciones de las proteínas, los genes se clasifican en 6 grupos (Mattock 

& Blocker, 2017). 

 1.- El primer grupo esta codificado por más de la mitad de la región de entrada, 

incluyendo al locus mxi-spa, el cual codifica para los componentes necesarios para el 

ensamblaje y la función del sistema de secreción tipo 3 (T3SS), cuya función es la de 

transportar aproximadamente 25 proteínas del citoplasma bacteriano a la célula 

eucariote. 2.- En el segundo grupo se encuentran las proteínas IpaB, IpaC e IpaD, las 

cuales se colocan en la punta del T3SS y forman al translocador. Como su nombre lo 

sugiere, esta estructura multimérica es la que se inserta en la membrana de la célula 

eucariote y permite la translocación de las proteínas efectoras bacterianas. 3.- El tercer 

grupo está representando por proteínas que son activadores transcripcionales, los 

Figura 6. Organización genómica de la región de entrada en el plásmido pINV. Los genes son 

agrupados en dos operones, el ipa/ipg y el mxi/spa. Los genes se encuentran marcados en colores 

de acuerdo con su función. Maquinaria de secreción se refiere a los componentes del T3SS. 

Translocadores son componentes del translocón, un poro insertado dentro de la membrana del 

hospedero que permite la translocación de los efectores. Chaperonas son componentes que 

estabilizan a los efectores previo a su secreción de la bacteria. Reguladores modulan la expresión 

y función del T3SS. (Tomada y modificada) (Mattock & Blocker, 2017) 
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cuales regulan la expresión de los genes asociados al T3SS. 4.- El cuarto grupo consiste 

en las proteínas efectoras que son secretadas y que afectan a las moléculas o a los 

procesos de la célula hospedera. 5.- El quinto grupo está conformado por cuatro genes 

que codifican para las chaperonas (ipgA, ipgC, ipgE y spa15), que estabilizan a los 

efectores en el citoplasma bacteriano, mientras que las proteínas IpgC y Spa15 también 

participan en la regulación transcripcional de efectores localizados fuera de la región de 

entrada (Menard et al., 1994). 

 Además, hay otro grupo de genes que codifican para proteínas que no están 

codificadas en la región de entrada (Osp), que incluyen genes que codifican para 

proteínas efectoras que participan en funciones de virulencia posteriores a la invasión, 

en su mayoría secuestrando a proteínas de las células hospederas, modulando así la 

regulación transcripcional, la actividad metabólica y la respuesta inmune de la célula 

eucariote (Menard et al., 1994). 

b. La transmisión y la patogénesis de Shigella spp. 

Shigella spp. se transmite por la ruta fecal-oral, cuya dosis infectiva es sólo 10-

100 UFCs (DuPont et al., 1989), una de las dosis infectivas más bajas para las bacterias 

enteropatógenas, lo cual se ha atribuido a la presencia de sistemas de resistencia a pH 

ácido, lo que le permite a Shigella sobrevivir al ambiente del estómago y del intestino 

delgado para finalmente llegar al colon, donde establece su nicho de infección. 

S. flexneri ha sido la especie más estudiada de este género y de donde se tiene 

el mayor conocimiento sobre los mecanismos asociados a la patogénesis de Shigella. 

Como se observa en la Figura 7 se ha documentado que la infección por esta bacteria 

tiene varias etapas. En la fase inicial de la infección, Shigella no invade la barrera epitelial 

por el polo apical del enterocito, en su lugar induce su captación por las células M y 

realiza su transición a través de la capa epitelial, por lo que no tienen que activar su 

sistema de invasión, contenido en su plásmido de invasión, para penetrar a estas células. 

Las células M son células epiteliales especializadas, cuya función es la de transportar 

continuamente partículas del lumen intestinal y entregarlas a los ganglios linfoides 

secundarios, donde puede ser iniciado el procesamiento de los antígenos e inducir la 

respuesta inmune adaptativa contra estos antígenos (Rey et al., 2020). Tras la 

transcitosis, Shigella es liberada dentro de un compartimiento intraepitelial, donde la 

bacteria se encuentra con macrófagos residentes de la lámina propia los cuales fagocitan 

y degradan el material captado. Shigella asegura su supervivencia escapando de la 

vacuola fagocítica, activando la vía de señalización del inflamosoma e induciendo la 

muerte celular del macrófago vía piroptosis (Zychlinsky et al., 1996). Dicha muerte es 

acompañada por la liberación de citocinas proinflamatorias como la IL-1β y la IL-18. 

Mientras que la IL-1β induce la fuerte inflamación intestinal característica de la 

shigellosis, la IL-18 está involucrada en la generación de una respuesta antimicrobiana 

efectiva al activar a las células NK (Natural Killer) y promover la producción de IFN-γ, 

amplificando así la respuesta inmune innata (Zychlinsky et al., 1996). 

Una vez liberada del macrófago, Shigella invade a las células epiteliales 

intestinales por el lado basolateral, escapa del endosoma y se replica en el citoplasma 

(Sansonetti,’ et al., 1986). Shigella se desplaza en el citoplasma al inducir la 
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polimerización dirigida de actina, lo cual permite a la bacteria propagarse a las células 

adyacentes, evitando así exponerse a componentes extracelulares de la respuesta 

inmune del hospedero (Stevens et al., 2006). Sin embargo, la invasión de las células 

epiteliales intestinales provoca una fuerte respuesta inflamatoria, ya que la célula detecta 

fragmentos de peptidoglicano intracelular y activa la vía NF-κB, lo que induce la 

expresión y secreción de la IL-8, la cual promueve la migración de los neutrófilos o 

polimorfos nucleares (PMNs) al sitio de infección (Philpott et al., 2000). 

Los neutrófilos infiltrados alteran la integridad de la barrera epitelial, permitiendo 

que más Shigella del lumen alcancen la lámina propia, exacerbando la lesión del tejido 

(Perdomo et al., 1994). Aunado a esto, Shigella es capaz de debilitar el sellado de las 

uniones estrechas del epitelio intestinal al alterar la composición proteica de dichas 

uniones (Sakaguchi et al., 2002). A la larga, los neutrófilos reclutados al sitio de infección 

captan y matan a las bacterias, resolviendo así la infección (Zhang et al., 2001). 

La infección por Shigella culmina con la destrucción severa del tejido, lo que 

resulta en una liberación de agua, nutrientes, solutos, moco y sangre hacia el lumen 

Figura 7. Patogénesis celular de Shigella spp. Shigella cruza la barrera epitelial por transcitosis 
a través de las células M y se encuentra con macrófagos residentes. La bacteria evade la 
degradación al inducir la muerte celular vía piroptosis, acompañado de una señalización 
proinflamatoria. La bacteria libre invade células intestinales epiteliales por el lado basolateral y 
se divide en el interior de estas células. La bacteria se desplaza a través del citoplasma de las 
células por la polimerización de actina y se dispersa hacia células adyacentes. La señalización 
proinflamatoria involucra a células NK y PMNs. El influjo de PMNs desintegra la hermeticidad de 
la barrera epitelial, exacerbando la infección y destrucción del tejido. Por otro lado, los PMNs 
fagocitan y matan a las bacterias, contribuyendo a la resolución de la infección. (Tomada) 
(Schroeder & Hilbi, 2008) 
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intestinal. La alteración en la homeostasis de electrolitos, así como la secreción de iones 

y fluido, son características distintivas de la shigellosis. Notablemente, la enterotoxina 1 

y 2 de Shigella (ShET1, ShET2) son capaces de inducir la secreción de fluido de los 

tejidos hacia el intestino (Fasano et al., 1997). Además, la toxina Shiga, la cual es 

producida únicamente por Shigella dysenteriae serotipo 1, es citotóxica para una 

variedad de tipos celulares y responsable de lesiones vasculares en el colon, el riñón y 

el sistema nervioso central. Debido a su alta toxicidad, infecciones con Shigella 

dysenteriae serotipo 1 son frecuentemente asociadas con complicaciones 

potencialmente mortales (Cherla et al., 2003). 

c. Factores y mecanismos de virulencia de Shigella spp. 

• SPATEs: Las proteínas SPATEs (Serine Protease Autotransporters of 

Enterobacteriaceae) son una familia de proteasas que catalizan su propia secreción 

a través de un T5SS. Shigella es capaz de codificar distintas SPATEs, no todas ellas 

presentes en todas las cepas de Shigella. Dentro de las SPATEs se encuentran: SigA 

(Shigella IgA-like protease homologue), Sat (secreted autotransporter toxin), Pet 

(plasmid-encoded toxin), SepA (Shigella extracelular protein A) y Pic (protease 

involved in intestinal colonization). Estas proteínas presentan diferentes funciones 

para la invasión intestinal, como la inducción de la secreción y la degradación de la 

mucina, la desestabilización de adhesiones focales y de las uniones estrechas, la 

capacidad de enterotoxicidad, la acumulación de fluido y la descamación epitelial. 

 

• IcsA (VirG): Es una proteína de membrana externa de 120 kDa, del grupo de 

proteínas autotrasportadoras con una secreción mediada vía Sec. Esta vía Sec 

consta de una translocasa integrada a la membrana citoplásmica de la bacteria que 

transporta proteínas no plegadas al especio periplásmico (Natale et al., 2008). Como 

la mayoría de las proteínas autotrasportadoras, IcsA está compuesta de tres 

dominios: Una secuencia señal en el extremo N-terminal, un dominio α central y un 

barril β en el extremo C-terminal, el cual forma un poro en la membrana externa de la 

bacteria y por el que se transloca el dominio central (T. Suzuki et al., 1995).  

IcsA está asociada con la capacidad de Shigella de adherirse a las células 
epiteliales intestinales (Brotcke Zumsteg et al., 2014). Aún no se ha dilucidado el 
mecanismo completo de regulación, pero se ha reportado que el ácido biliar ácido 
desoxicólico (DOC) se une a IpaD en la punta del T3SS, lo que induce el reclutamiento 
de IpaB y la activación del T3SS (Barta et al., 2012). Esta activación del T3SS genera 
un cambio conformacional de la proteína IcsA, promoviendo que se adhiera a 
receptores aun no identificados en la superficie de la célula eucariote (Qin et al., 
2020).  

Una de las funciones más estudiadas de IcsA es su papel en la propagación 

intercelular de Shigella, donde se ha reportado que IcsA actúa de forma similar a 

Cdc42, una GTPasa pequeña de la familia Rho, que activa a N-WASP, una proteína 

de andamiaje de la célula hospedera que transmite señales de la superficie celular al 

citoesqueleto de actina. La activación de N-WASP permite el reclutamiento de Arp2/3 

(Egile et al., 1999; Shibata et al., 2002), un miembro de un complejo proteico que 

juega un papel en el ensamblaje del citoesqueleto de actina, lo que promueve el 

ensamblaje de la F-actina y la formación de filamentos en el extremo N-terminal de 
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N-WASP, confiriéndole a Shigella la fuerza propulsora para moverse a través de la 

célula. Actualmente, se ha descrito que además de IcsA no se requieren otros factores 

adicionales para el desplazamiento de Shigella entre célula y célula (Monack & 

Theriot, 2001). Sin embargo, la proteína IcsP o la estructura del LPS son 

indispensables para la localización polarizada de IcsA y el movimiento unidireccional 

de la bacteria (Egile et al., 1999). 

 

• IcsB: A IcsB se le atribuye un papel fundamental en la prevención de la autofagia 

(Ogawa et al., 2003), mediante múltiples mecanismos: 1.- IcsB se une a IcsA, 

enmascarando el sitio de reconocimiento de la proteína Atg5 del hospedero, 

involucrada en la primera fase de la formación del autofagosoma (Ogawa et al., 2005). 

2.- IcsB también puede reclutar a la proteína Toca-1 (transducer of Cdc42-dependent 

actin assembly) impidiendo la fagocitosis mediada por la proteína LC3 (Baxt & 

Goldberg, 2014a), que está asociada con la biogénesis del autofagosoma y con la 

selección de sustratos que serán autofagocitados. 3.- IcsB también previene que los 

filamentos de septina formen estructuras en forma de jaula alrededor de Shigella 

previniendo la formación de las colas de actina que desplazan a Shigella (J. Huang & 

Brumell, 2014). 

 

• IpaA: Proteína involucrada en la regulación negativa de las extensiones de la 

membrana de las células epiteliales mediante la despolimerización de los filamentos 

de actina. Se ha propuesto que IpaA interactúa directamente con la vinculina, una 

proteína de la célula hospedera, que conecta al citoesqueleto con la matriz 

extracelular y la unión de IpaA-vinculina induce un cambio conformacional en la 

vinculina, exponiendo un sitio de unión al extremo barbado en los filamentos de F-

actina, previniendo la unión de nuevos monómeros de actina y causando la 

despolimerización de los filamentos (Izard et al., 2006). Por lo que, IpaA previene la 

formación descontrolada de extensiones de actina, inducidas por IpaC en el sitio de 

contacto de Shigella (Van Nhieu, 1997).  

 

• IpaB: Esta proteína bacteriana involucrada en la adhesión a las balsas lipídicas en la 

membrana basolateral de la célula epitelial intestinal, mediante la interacción con la 

glicoproteína CD44 del hospedero (Skoudy et al., 2000). La interacción entre IpaB-

CD44 podría ser un factor clave para la invasión basolateral de la célula epitelial por 

Shigella. IpaB al interactuar con IpaC también participa en la formación del translocón 

del T3SS de Shigella (Lafont, 2002). 

Por otro lado, IpaB participa en la inducción de piroptosis en los macrófagos del 

hospedero, ya que en la región hidrofóbica de IpaB se encuentra un sitio de unión a 

la caspasa-1, también conocida como enzima convertidora de la interleucina 1β (ICE), 

caspasa que forma parte del inflamosoma con una función proinflamatoria y pro-

piroptótica (Guichon et al., 2001). Cuando IpaB interactúa con la caspasa-1, el 

complejo IpaB-ICE escinde a los precursores de las citocinas proinflamatorias IL-1β 

e IL-18 para producir a las citocinas maduras, las cuales son liberadas al ocurrir la 

piroptosis del macrófago (Thirumalai et al., 1997), generando un ambiente 
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proinflamatorio, lo que promueve la migración de PMN y la activación de células NK 

para la resolución de la infección. 

IpaB también ha sido vinculada con el arresto del ciclo celular a través de su 

interacción con la proteína Mad2L2, que es un inhibidor del complejo promotor de la 

anafase (APC), el cual es un complejo ligasa de ubiquitina E3 (Iwai et al., 2007). 

Mad2L2 en las células epiteliales está involucrado en promover que estas entren a la 

mitosis al interactuar con Cdh1, un factor asociado al complejo APC, el cual está 

involucrado en prevenir la mitosis mediante la degradación de las ciclinas mitóticas. 

Una vez que la mitosis ha ocurrido, Mad2L2 y Cdh1 se disocian, entonces Cdh1 

arresta a la célula impidiendo que esta entre a un nuevo ciclo de mitosis. IpaB 

interfiere con la interacción Mad2L2-Cdh1, causando que Cdh1 suprima la mitosis 

mediante la degradación de las ciclinas, manteniendo a las células epiteliales 

ancladas a la matriz extracelular y unida a las células adyacentes, favoreciendo así 

la formación de un mejor nicho para la replicación y colonización bacteriana (Iwai et 

al., 2007). 

 

• IpaC: Es una proteína crucial para la formación del poro de translocación (translocón) 

del T3SS de Shigella (Blocker et al., 1999) y en consecuencia para la invasión de los 

enterocitos por Shigella (Terry et al., 2008). La inserción de IpaC en la membrana de 

la célula epitelial promueve el rearreglo del citoesqueleto de actina, lo que permitirá 

la macropinocitosis de Shigella (Ménard et al., 1996). SipC, un homólogo de IpaC en 

Salmonella, es capaz de polimerizar a la actina a partir de su dominio C-terminal, por 

lo que se sugiere que IpaC también pueda tener esta función (Hayward, 1999). Por 

otro lado, también se ha sugerido que IpaC puede activar de manera indirecta a las 

GTPasas Cdc42 y Rac1, proponiéndolo como un mecanismo alterno para manipular 

la polimerización de actina (Van Nhieu, 1997). 

El translocón IpaB-IpaC también participa en la lisis de varias vacuolas: 1. de la 

vacuola fagocítica que se forma cuando los macrófagos fagocitan a Shigella (Bârzu 

et al., 1997), 2. de la vacuola que se produce por la entrada de Shigella al invadir a 

las células epiteliales intestinales (Du et al., 2016; Osiecki et al., 2001), 3. de la 

vacuola de doble membrana formada por el movimiento intercelular de Shigella 

(Campbell-Valois et al., 2014a; Page et al., 1999). En un modelo de macrófagos 

humanos se usaron cepas de Shigella que sólo codificaban para las proteínas 

estructurales del T3SS, IpaD, IpaB e IpaC (Du et al., 2016; Sansonetti,’ et al., 1986). 

Estas cepas son capaces de inducir la lisis de la vacuola fagocítica, sin la necesidad 

de secretar efectores. Se ha propuesto que la inserción del translocón IpaB-IpaC en 

la membrana de la vacuola es lo que promueve su lisis (High et al., 1992), como 

resultado de la formación de poros y en consecuencia la desestabilización de la 

membrana vacuolar. 

 

• IpaD: Esta proteína polimeriza en la punta de la aguja del T3SS (Espina et al., 2006) 

y actúa como un transductor de señales (Roehrich et al., 2013), indispensable para la 

completa activación del T3SS y la secreción de efectores, por ejemplo, detecta la 

presencia de activadores como a los ácidos biliares o el contacto con la membrana 
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de la célula eucariote. Posteriormente, IpaD actúa como un andamio donde se une 

IpaB y posteriormente IpaC, para formar el poro de translocación IpaB-IpaC 

(Veenendaal et al., 2007). 

Se ha reportado que Shigella es capaz de inducir apoptosis en las células B, 

impidiendo la producción de anticuerpos contra el LPS de esta bacteria, así como 

células de memoria contra este antígeno (Nothelfer et al., 2014). Aún no se ha 

dilucidado el mecanismo exacto, pero se ha demostrado que la señalización activada 

por IpaD vía TLR2, presente en la membrana del linfocito B, lo que resulta en la 

regulación positiva de las proteínas con un dominio de muerte asociado a Fas 

(FADD), mientras que una molécula aún no identificada induce la pérdida del potencial 

de la membrana mitocondrial, culminando en la apoptosis de las células B. 

Las proteínas de la familia IpaH se caracterizan por tener una región de repetidos 

ricos en leucina (LRR) en el extremo N-terminal y una región C-termnal (CTR) altamente 

conservada, la cual contiene un residuo de cisteína necesario para la actividad de ligasa 

de ubiquitina E3 (S. Suzuki et al., 2014). 

• IpaH7.8: Una vez que Shigella ha escapado de la vacuola fagocítica actúa en el 

citoplasma del macrófago (Paetzold et al., 2007). IpaH7.8 es una E3 ubiquitina ligasa 

que tiene como blanco a la proteína glomulina (GLMN), que es un inhibidor de la 

activación del inflamosoma, que al ser ubiquitinado es marcado para su degradación 

mediada por el proteosoma. Mediante este mecanismo Shigella puede facilitar la 

activación del inflamosoma, que desencadenará la muerte por piroptosis del 

macrófago (S. Suzuki et al., 2014). 

 

• IpaH9.8: IpaH9.8 juega un papel crucial en atenuar la respuesta inflamatoria durante 

la infección por Shigella. Entre los sustratos de IpaH9.8 se incluyen a U2AF35 y 

NEMO/IKKγ, activadores de la vía NF-κB, a los cuales IpaH9.8 ubiquitina e induce su 

degradación dependiente del proteosoma, atenuando así la respuesta proinflamatoria 

de la célula hospedera (Ashida et al., 2010; Okuda et al., 2005). 

 

• IpaH0722: IpaH0722 actúa sobre TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), factor 

necesario para la activación de la vía NF-κB mediada por TNF-α. IpaH0722 ubiquitina 

a TRAF2, promoviendo su degradación dependiente del proteosoma y en 

consecuencia reduciendo la activación de la vía NF-κB en la célula hospedera, lo que 

conlleva a que no se sinteticen moléculas proinflamatorias (Ashida et al., 2007, 2013). 

 

• IpaJ: IpaJ está codificada río abajo del operón ipaBCDA y se transcribe de forma 

contraria a dicho operón, razón por la que se le ha asociado con los efectores tardíos 

de Shigella. IpaJ es una cistein-proteasa que escinde preferencialmente proteínas N-

miristoiladas (Burnaevskiy et al., 2013). La N-miristoilación es una modificación post-

traduccional en la cual un grupo miristoil (derivado del ácido mirístico) se une 

covalentemente mediante un enlace amida al grupo alfa-amino del aminoácido N-

terminal de un polipéptido naciente, garantizando el correcto tráfico intracelular de las 
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proteínas. IpaJ actúa sobre el factor de ADP-ribosilación 1 (ARF1) (Burnaevskiy et al., 

2015), el cual es una GTPasa anclada a la membrana del aparato de Golgi y juega 

un papel en el tráfico vesicular entre el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi 

(D’Souza-Schorey & Chavrier, 2006). Al escindir al grupo miristoil de la ARF1, IpaJ 

causa la liberación irreversible de ARF1, inhibiendo el tráfico vesicular. 

 

• IpgB1/B2: Estas dos proteínas comparten sólo el 25% de identidad, sin embargo, 

ambas poseen un motivo WxxxE, motivo común en los factores intercambiadores de 

guanina (GEFs), los cuales están involucrados en la activación de las GTPasas Rho 

(Hachani et al., 2008). Estas GTPasas son necesarias para el ensamblaje de los 

filamentos de actina, filamentos necesarios para formar las prolongaciones de la 

membrana de la célula epitelial intestinal del hospedero, lo que culminará en la 

macropinocitosis de Shigella (Ohya et al., 2005). Posteriormente, a través de las 

estructuras cristalográficas de estas proteínas, se confirmó que IpgB1 es capaz de 

interactuar específicamente con las GTPasas Cdc42 y Rac1, mientras que IpgB2 se 

une y activa a la GTPasa RhoA (Z. Huang et al., 2009). 

 

• IpgD: IpgD actúa como una inositol (fosfoinosítido) 4-fosfatasa, cuyo principal 

sustrato en la célula hospedera es el fosfatidilinositol 4,5-difosfato 

[PtdIns(4,5)P2/PIP2], el cual es desfosforilado por IpgD para producir fosfatidilinositol 

5-fosfato [PtdIns(5)P/PIP] (Niebuhr et al., 2002), lo que conlleva a la disminución en 

la fuerza de tensión de la membrana plasmática, puesto que el PtdIns(4,5)P2 controla 

la fuerza de adhesión entre la membrana plasmática y el citoesqueleto de actina. Es 

por lo que se le ha atribuido a IpgD un papel en la formación de estructuras de entrada 

en el sitio de contacto de la bacteria con la célula epitelial intestinal (Niebuhr et al., 

2000), pues la disminución de la fuerza de tensión en la membrana promueve la 

extensión de los filopodios que concluirán en la macropinocitosis de Shigella. 

Adicionalmente, en el mismo paso de la captación de Shigella por parte de la célula 

epitelial intestinal, también se ha implicado que la producción de PtdIns(5)P activa a 

la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), la cual genera al PtdIns(3,4,5)P3, el cual recluta a 

la proteína ARNO (ARF nucleotide binding site opener), una proteína intercambiadora 

de guanina (GEF) que activa a la GTPasa ARF6, la cual en estado activo promueve 

la remodelación de actina (Garza-Mayers et al., 2015). 

Por otro lado, el incremento en los niveles de PtdIns(5)P, mediados por IpgD, 

promueve la fosforilación de Akt a través de la activación de la fosfatidilinositol-3-

cinasa (PI3K) (Mayo & Donner, 2001). La activación de la serina-treonina cinasa Akt 

causa que Akt fosforile y active a Mdm2, un regulador negativo de p53, inhibiendo la 

activación de la vía proapoptótica, estableciendo un fenotipo de supervivencia en la 

célula hospedera (Bergounioux et al., 2012). 

Finalmente, IpgD también es capaz de interferir con la migración de las células T 

mediante la desfosforilación del PtdIns(4,5)P2 (Konradt et al., 2011). La concentración 

de PtdIns(4,5)P2 en la membrana plasmática de las células T es responsable de la 

activación de las proteínas ERM (ezrina, radixina y miosina). Estas proteínas 

asociadas a los filamentos de actina y que en respuesta a la estimulación por 
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quimiocinas permiten a las células T migrar en dirección del quimioatrayente 

(Salgado-Pabón et al., 2013). Se desconoce si Shigella es capaz de invadir las células 

T o sólo de inyectar a IpgD, lo que reduce la concentración de PtdIns(4,5)P2, 

previniendo la migración de las células T a los sitios de infección 

 

• OspB: A esta proteína se le atribuye la fosforilación y la activación de ERK 

(extracelular-signal-regulated kinases) y de p38 de la vía de las MAPK (Mitogen-

activated protein kinases), favoreciendo la secreción de hepoxilina A3 y de IL-8 por 

parte de las células epiteliales intestinales, promoviendo un ambiente proinflamatorio 

y la migración de los neutrófilos a la zona de la infección (Ambrosi et al., 2015). Esta 

respuesta inmune innata del hospedero tiene el objetivo de resolver la infección por 

Shigella. Por otro lado, OspB también promueve la activación de mTOR, el regulador 

maestro de crecimiento celular, a través de la interacción con la proteína intermediaria 

IQGAPI, la cual interactúa con ERK1/2, que son los activadores de mTOR (R. Lu et 

al., 2015). 

 

• OspC3: Es un miembro de la familia de genes ospC que juega un papel en la 

regulación negativa de la muerte celular proinflamatoria en la célula epitelial intestinal. 

OspC3 interactúa con la subunidad p19 de la caspasa-4, impidiendo la interacción 

p19-p10, inhibiendo así la activación de la caspasa-4 y la muerte por piroptosis 

(Kobayashi et al., 2013). 

 

• OspE1/E2: Estas dos proteínas son 99% idénticas, lo cual sugiere que estas 

proteínas provienen de la duplicación de un gen y ambas son efectores secretados 

por el T3SS (Buchrieser et al., 2000). Tal parece que estas proteínas favorecen la 

adherencia de Shigella, cultivada en medio que contiene sales biliares, a la superficie 

apical de las células epiteliales intestinales polarizadas, ya que cepas ospE1-/ospE2- 

pierden esta capacidad de adherencia (Faherty et al., 2012). 

 

• OspF: Es una fosfotreonina liasa, lo que significa que desfosforila a la treonina de 

manera irreversible (Li et al., 2007), inactivando así la vía proinflamatoria de las MAPK 

(Mazurkiewicz et al., 2008). Usando el modelo de asa ligada de conejo se evidenció 

que las cepas mutantes ospF- promueven una mayor migración de neutrófilos y un 

incremento en la pérdida de la integridad de la barrera epitelial (Arbibe et al., 2007). 

 

• OspG: La proteína OspG tiene un dominio de cinasa y requiere interactuar con una 

enzima conjugadora de ubiquitina E2 en conjunto con la ubiquitina (Pruneda et al., 

2014), confiriéndole a OspG estabilidad y la conformación de cinasa activa (Grishin 

et al., 2014). OspG es capaz de interactuar con UbcH5b~Ub, la cual es un 

componente de la enzima SCFβ-TrCP ligasa E3, inhibiendo la ubiquitinación de fosfo-

IκBα, el inhibidor de la vía proinflamatoria NF-κB, proponiéndole un papel en la 

atenuación de la respuesta inflamatoria del hospedero (Kim et al., 2005). 
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• OspI: Esta proteína posee una triada catalítica con los aminoácidos C-H-D, la cual es 

crucial para que OspI pueda actuar como una glutamina desaminasa, interfiriendo con 

la activación de la vía NF-κB Za través de la vía de TRAF6 (TNF-receptor-associated-

factor) (Sanada et al., 2012). Un sustrato de OspI es la proteína UBC13, una enzima 

conjugadora de ubiquitina E2, necesaria para la activación de TRAF6. OspI desamina 

específicamente a la Gln100 de UBC13, convirtiéndola en Glu, inhibiendo así la 

función de UBC13 y previniendo la activación de la vía TRAF6-NF-Κb (Nishide et al., 

2013). Ensayos con cepas mutantes ospI- evidenciaron el incremento en los niveles 

de transcritos de citocinas proinflamatorias, como IL-8, el incremento en los niveles 

de la fosforilación de IκBα y el incremento en la translocación al núcleo de la 

subunidad p65 de la vía NF-κB. 

 

• OspZ: Esta proteína tiene diferentes funciones dependiendo de la especie de Shigella 

e inclusive entre diferentes serotipos. Por ejemplo, en S. flexneri OspZ parece tener 

un papel proinflamatorio, excepto en el serotipo 6 de S. flexneri, ya que en esta 

especie la secuencia del gen ospZ contiene un codón de paro en el aminoácido 188, 

generando una proteína trunca (Newton et al., 2010a). A través de ensayos knockout, 

se observó que las cepas ospZ- promovían una menor migración de los neutrófilos, 

en comparación con las cepas silvestres, así como una reducción en los niveles de 

fosforilación de ERK1/2 y en la activación de la vía NF-κB (Zurawski et al., 2008). 

En contraste, en el resto de las especie de Shigella (S. boydii, S. sonnei y S. 

dysenteriae) se ha evidenciado que OspZ tiene un papel antinflamatorio, donde 

aparentemente la presencia de la secuencia IDSYMK entre los aminoácidos 208-214 

es crucial para que OspZ tenga esta función en estas especies (Newton et al., 2010a). 

OspZ actúa inhibiendo específicamente la activación de la vía NF-κB, bloqueando la 

translocación nuclear de p65, en respuesta a la presencia de las citocinas TNFα e IL-

1β. Por otro lado, OspZ también es capaz de inhibir la degradación de IκB, sin 

embargo, el mecanismo exacto es desconocido, pero se sugiere que podría ser por 

la inhibición de IKKβ, responsable de la fosforilación de IκB (Nadler et al., 2010). 

 

• VirA: Esta proteína pertenece a la familia de las proteínas activadoras de las 

GTPasas (GAPs), las cuales comparten el dominio catalítico conservado de GTPasa 

para promover la hidrólisis del GTP por Rab1 (Dong et al., 2012). La GTPasa Rab1 

está involucrada en el transporte vesicular del retículo endoplásmico al aparato de 

Golgi, además Rab1 es crucial para la formación del autofagosoma (Carlos Martín 

Zoppino et al., 2010). VirA estabiliza a Rab1 en el estado GDP inactivo, evitando el 

intercambio de la molécula GDP por una nueva molécula de GTP, interfiriendo 

directamente en la inducción de autofagia y alterando el tráfico vesicular (Dong et al., 

2012). 

También se ha reportado que VirA está involucrada indirectamente en la lisis de 

las vacuolas de membrana sencilla, debido a que VirA puede interactuar con múltiples 

GTPasas Rab, como Rab35, inhibiendo así el tráfico de endosomas, evitando la 

fusión de las vesículas de reciclaje con la vacuola de entrada y en consecuencia 
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propiciando la lisis de la vacuola que no es capaz de contener a la Shigella cuando 

esta comienza a replicarse. 

La enterotoxina de Shigella 1 (ShET1) y la enterotoxina de Shigella 2 (ShET2) son 

factores de virulencia que inducen la secreción de líquido de los enterocitos y propician 

la colonización del colon por Shigella. A pesar de compartir nombres similares por sus 

propiedades como enterotoxinas, no hay homología entre los genes que codifican a 

ShET1 y ShET2. 

• ShET1: En los aislados de S. flexneri 2a, ShET1 está codificada por los genes set1A 

y set1B localizados dentro de la isla de patogenicidad SHI-1, en el cromosoma 

(Vargas et al., 1999; YAVZORI et al., 2002). Estos genes codifican para dos 

subunidades diferentes de una holotoxina con una estructura A1-B5, con un peso de 

de 55 kDa (Fasano et al., 1997).Esta holotoxina es secretada vía dependiente de Sec 

y por un T2SS. 

 

• ShET2 (OspD3): Es una proteína de 63 kDa codificada por el gen ospD3, la cual se 

encuentra en todos los serotipos de Shigella uno de los tres genes ospD se encuentre 

codificado en el plásmido de invasión (Parsot et al., 2005).Los alineamientos entre los 

tres genes ospD muestran un alto grado de homología entre ospD2 y ospD3, mientras 

que ospD1 presenta un mayor grado de divergencia. A diferencia de ShET1, la 

secreción de ShET2 es dependiente del T3SS (Farfán et al., 2011). 

 
d. Epidemiología de Shigella spp. 

1. Relevancia Mundial 

En 1892, William Osler describió a la disentería como “Una de las cuatro 

principales enfermedades epidémicas del mundo, la cual cobra más vidas en el trópico 

que el cólera”. Posteriormente, en 1897, Kiyoshi Shiga identificó al bacilo Shigella como 

la causa de una epidemia de disentería con alta mortalidad en Japón. A raíz de esto se 

le prestó gran atención a la epidemiologia de esta enfermedad (K. Kotloff et al., 2018). 

En el 2010, se reportaron ~188 millones de casos de shigellosis, dentro de los 

que se incluyó 62.3 millones (33%) de casos en niños <5 años con una incidencia de 2-

7 casos por 100 niños al año en los países y regiones menos desarrolladas del mundo, 

presentándose la mayor incidencia en los infantes de entre 12-23 meses de edad. En 

contraste, en los países industrializados las incidencias en los niños son de tan sólo 0.02 

casos por 100 niños y de 0.01 casos por 100 habitantes (Liu et al., 2016). 

Para el 2017, a nivel mundial, se reportó que la shigellosis es la segunda causa 

de muerte por diarrea, únicamente por detrás de rotavirus. Shigella es responsable de 

alrededor de 164,300 muertes al año, representando el 12.5% de todas las muertes por 

diarrea, de las cuales 54,900 (~33%) corresponden a niños <5 años, particularmente del 

sur de Asia y de África subsahariana (Roth et al., 2018). 
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2. Relevancia en México 

Como en la mayoría de los países de Latinoamérica, la epidemiología de Shigella 

spp. ha cambiado en los últimos 50 años. A principios de la década de los 70s, Shigella 

dysenteriae tipo 1 causó en México numerosos y severos brotes asociados con cepas 

multidrogoresistentes (MDR). Posteriormente, los cuadros de shigellosis causados por 

S. dysenteriae disminuyeron, incrementándose los episodios de shigellosis causados por 

Shigella flexneri (Datta & Olarte, 1974). Sin embargo, todavía a finales de la década de 

los 80s se aisló S. dysenteriae de casos de diarrea del viajero de los visitantes a la 

península de Yucatán, sugiriendo que esta especie aún circulaba en esas fechas en 

nuestro país (Centers for Disease Control (CDC), 1988). 

En México, la epidemiología de las enfermedades gastrointestinales infecciosas 

se ha modificado en los últimos 40 años, por un lado, los programas de rehidratación 

oral y la introducción de la vacuna contra Rotavirus en el 2007, han tenido un enorme 

impacto en las tasas de mortalidad, junto con los cambios socioeconómicos que ha 

tenido el país, mayor acceso a agua potable, una mejora en el sistema de drenaje y en 

la eliminación de residuos sanitarios, etc. Entre los cambios epidemiológicos hemos 

observado que en los niños que requieren hospitalización o que acuden a las unidades 

de hidratación oral (UDHATOS) por diarrea severa presentaban cuadro clínicos de S. 

flexneri, como se menciona anteriormente, pero también se identificó a S. sonnei y S, 

boydii. Esta última especie se consideraba restringida al Subcontinente Indio (Kalluri et 

al., 2004; Woodward, 2005), pero nuestro grupo de trabajo ha sido capaz de identificar 

a S. boydii en niños mexicanos con diarrea aguda (Patzi-Vargas et al., 2015). Por otro 

lado, los métodos moleculares han permitido identificar que los patotipos de Escherichia 

coli diarrogénicas son en la actualidad los principales agentes causales de diarrea en 

niños mexicanos que requieren hospitalización (Almaguer-Molina, 2024).  

Finalmente, varios estudios han identificado el surgimiento de cepas drogo-

resistentes de Shigella spp. (Zaidi et al., 2013). Sin embargo, en México, al igual que en 

otros países de Latino América, existen pocos estudios epidemiológicos de búsqueda 

intencionada de patógenos causales de gastroenteritis, así como deficientes registros de 

agentes causales de diarrea, incluyendo a Shigella, por parte de los sistemas públicos 

de salud, los cuales desafortunadamente se basan en el cuadro clínico y no en estudios 

microbiológicos, lo que dificulta comprender la magnitud y el impacto de la 

gastroenteritis, así como la identificación de los principales agentes de diarrea en nuestro 

país. 

e. Influencia de Shigella spp. en la microbiota gastrointestinal 

 Hasta el momento existen pocos estudios sobre el impacto que ejerce Shigella 

en la composición de microbiota intestinal, uno de esos estudios es el que desarrollaron 

Lindsay B. y colaboradores (Lindsay et al., 2015) donde se dieron a la tarea de evaluar 

la microbiota intestinal de infantes menores a 5 años, provenientes de cuatro países 

subdesarrollados (Gambia, Mali, Kenia y Bangladesh). En el estudio se consideraron las 

muestras de heces recolectadas de diciembre del 2007 a diciembre del 2009, tomando 

una muestra por cada infante, resultando en un total de 3,035 muestras de heces, de las 
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cuales 1,735 muestras (57%) corresponden a controles sin diarrea y 1,300 muestras 

(43%) corresponden a casos de diarrea. En estas 3,035 muestras se evaluó la carga de 

EIEC/Shigella mediante la identificación del gen ipaH por qPCR, dividiendo las muestras 

en dos grupos: con alto número de copias del gen ipaH (≥14,000 copias) o con bajo 

número de copias del gen ipaH (<14,000 copias). Se identificaron 404 muestras heces 

(13%) con alto número de copias de ipaH, 277 (69%) correspondieron a las muestras 

heces de diarrea y 127 (31%) a las muestras sin diarrea; sugiriendo una asociación entre 

un alto número de copias del gen ipaH y el cuadro clínico de diarrea. 

 Posteriormente, se caracterizó y comparó la composición de la microbiota 

intestinal de las 3,035 muestras de heces, identificando 9 géneros comunes entre los 

grupos, algunos de estos géneros mostraron diferencias en su abundancia relativa entre 

casos con diarrea y sin diarrea, así como entre las muestras con alto número de copias 

y con bajo número de copias de ipaH; resultando en cuatro grupos de estudio como se 

muestra en la Figura 8. La composición general del grupo con diarrea demostró una 

disminución de la abundancia relativa de bacterias anaerobias estricticas, con el 

respectivo incremento de las bacterias anaerobias facultativas, en comparación con el 

grupo sin diarrea. Particularmente, el género Prevotella mostró una menor abundancia 

en el grupo de heces con diarrea y alto número de copias de ipaH, mientras que se 

Figura 8 Comparación de la composición de la microbiota intestinal entre individuos con y sin 
diarrea y entre un número alto y bajo de copias del gen ipaH. Perfiles de la comunidad 
bacteriana basada en la secuenciación del gen 16S rRNA (Abundancia proporcional) de muestras 
con diarrea y alto nivel del gen ipaH (n=277), muestras con diarrea y bajo nivel del gen ipaH 
(n=1023), muestras sin diarrea y alto nivel del gen ipaH (n=127), muestras sin diarrea y bajo nivel 
del gen ipaH (n=1608), provenientes de infantes de países de bajos recursos. “Otros” representa 
los géneros que no se identificaron como 1 de los 9 géneros más abundantes. (Tomada) (Lindsay 
et al., 2015) 
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observó una mayor abundancia de Prevotella en el grupo sin diarrea, pero sin observar 

diferencia entre el número de copias de ipaH. 

 Es importante remarcar que el nivel de EIEC/Shigella cuantificada por qPCR 

representa sólo una porción del género Escherichia/Shigella identificado por 16S, ya que 

estas no pueden ser diferenciadas de las cepas comensales y otros patotipos de E. coli 

por secuenciación del gen 16S rRNA Figura 8. Se observó que las muestras de heces 

con diarrea tenían una mayor proporción de los miembros del género 

Escherichia/Shigella que las muestras sin diarrea, independiente del número de copias 

de ipaH. Sin embargo, las muestras de diarrea con alto número de copias de ipaH 

tuvieron significativamente una mayor proporción de secuencias de Escherichia/Shigella 

en comparación con las muestras de heces con diarrea con bajo número de copias de 

ipaH. 

VII. ANTECEDENTES DIRECTOS 

En el 2013 nuestro grupo publicó un estudio sobre la epidemiología de las 

bacterias entéricas Salmonella spp. y Shigella spp. a partir de muestras de niños, 

recolectadas en un hospital de Yucatán, México. De enero del 2005 a diciembre del 

2011, se admitieron 2344 niños menores de los 10 años por gastroenteritis aguda, de 

los cuales 2067 niños (92%) se encontraban en el grupo de <5 años (Zaidi et al., 2013). 

Se recolectaron un total de 218 aislados de Shigella spp. y 365 aislados de 

Salmonella spp., los cuales permitieron observar una tendencia hacia el incremento en 

el número de infecciones por Shigella, logrando representar para el 2011 el 12.1% de 

los agentes causales de gastroenteritis aguda Figura 9 a). En cuanto a la distribución de 

las especies de Shigella, se observó una predominancia de S. flexneri (68-72%), seguida 

de S. sonnei (16-17%), S. boydii (5-12%) y S. dysenteriae (2%), respaldando lo 

previamente observado para el caso de México donde predomina la especie S. flexneri, 

mientras que la especie menos aislada a partir de muestras de pacientes es S. 

dysenteriae (Datta & Olarte, 1974) (Centers for Disease Control (CDC), 1988). 

Al analizar los datos clínicos completos de 118 pacientes infectados con 

Salmonella spp. y de 112 pacientes infectados con Shigella spp. En comparación con 

los niños con salmonelosis, aquellos que contrajeron shigellosis presentaron 

significativamente más casos con fiebre ≥38.5 °C (17% vs 36%), más casos de diarrea 

con sangre (36% vs 59%), más casos con deshidratación (15% vs 27%) y más casos de 

convulsiones (3% vs 11%) Figura 9 b). Mostrando que los niños con shigellosis presentan 

cuadros clínicos más severos que los niños con salmonelosis y por ende con un mayor 

riesgo de muerte. 
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Figura 9. Frecuencia y presentación clínica de infecciones por Shigella spp. y Salmonella spp. 
de niños en Yucatán, México, 2005-2011. a) Como se observa, hubo un incremento en el número 
de casos de shigellosis del 2010 (8.3%) al 2011 (12.1%). Mientras que se observó una disminución 
significativa de la gastroenteritis causada por Salmonella spp., del 2005 (17.7%) al 2011 (11.2%) 
(p<0.001). b) Los niños con shigellosis tuvieron dos veces más casos de fiebre ≥38.5 °C, heces con 
sangre y deshidratación; y casi cuatro veces más casos de convulsiones que los niños con 
salmonelosis. Los niños con salmonelosis fueron más propensos a ser admitidos con shock 
hipovolémico. (Tomada) (Zaidi et al., 2013) 
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JUSTIFICACIÓN 

 
 Está claro que el microbioma del tracto gastrointestinal es una comunidad 

ecológica compleja que juega un papel importante en múltiples procesos fisiológicos del 

hospedero, además de brindar protección contra la colonización por patógenos, mientras 

que la disbiosis está asociada con el inicio o el desarrollo de enfermedades y de diversas 

patologías. Un ejemplo de estas enfermedades es el síndrome diarreico, el cual continúa 

siendo un serio problema de salud pública tanto en México como en el mundo, 

representando la tercera causa de muerte en infantes menores de 5 años a nivel 

mundial.  

 Shigella spp. es el principal agente etológico de brotes y casos de diarrea con 

sangre, presentando la mayor tasa de incidencia en países subdesarrollados, pero no 

limitándose a estos. Sin embargo, en México en general hay muy pocos estudios de 

búsqueda intencionada de patógenos causantes de diarrea, por lo que desconocemos 

la importancia real de este patógeno en nuestro país. Previamente, nuestro grupo de 

investigación demostró que Shigella spp. es la bacteria causal de los casos más severos 

en niños que requieren hospitalización por diarrea aguda, puesto que se le asoció a 

diarrea con sangre en el 59% de los casos y a episodios de convulsiones en el 11% de 

los casos. 

 Hasta el momento, en México se han realizados pocos estudios sobre la 

caracterización del microbioma de niños con y sin diarrea, y ninguno del microbioma 

asociada a la shigellosis. En este estudio se realizó la caracterización de la composición 

del microbioma en niños con shigellosis, se identificaron los géneros bacterianos 

asociados con esta enfermedad y se determinó si las manifestaciones clínicas más 

severas de la shigellosis, como la diarrea con sangre y las convulsiones, están asociadas 

a un microbioma particular, a cepas de Shigella spp. con factores específicos de 

virulencia o a ambos. 
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HIPÓTESIS 

 
 Los niños con shigellosis presentan un microbioma alterado en comparación con 

los controles y los diferentes cuadros clínicos están asociados a un microbioma 

característico o a cepas de Shigella spp. con características particulares. 
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OBJETIVOS 

I. OBJETIVO GENERAL 

 
 Caracterizar y comparar el microbioma intestinal de niños con shigellosis vs. 

niños sin diarrea y entre los diferentes cuadros clínicos (severo, moderado y leve), así 

como caracterizar diferentes cepas de Shigella spp. aisladas de estos casos de 

shigellosis. 

 

II. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1. Establecer la prevalencia de los casos de Shigella spp. en todos los niños del 

estudio Biomarcadores 2010-2014. 

2. Caracterizar y comparar la composición del microbioma intestinal entre los niños 

con shigellosis vs los niños sin diarrea y entre los diferentes cuadros clínicos de los niños 

con shigellosis. 

3. Predecir y comparar la composición funcional entre el microbioma de los niños 

con shigellosis vs el microbioma de los niños sin diarrea y entre los microbiomas 

asociados a la severidad de los cuadros clínicos de shigellosis. 

4. Realizar la secuenciación de las cepas de Shigella spp. aisladas de los pacientes 

y evaluar posibles factores de virulencia. 

5.  Realizar ensayos fenotípicos asociados al proceso de infección de Shigella spp. 

con algunas de las cepas secuenciadas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

I. DESCRIPCIÓN DEL ESTUDIO 

 Por un periodo de 4 años, del 2010 al 2014, se realizó un estudio de casos y 

controles de búsqueda intencionada de patógenos asociados con diarrea. Casos: Niños 

(0-10 años) con diarrea aguda adquirida en la comunidad, con menos de 8 días de 

evolución y que llegaron a urgencias pediátricas del “Hospital General Agustín O’Horán” 

en Mérida, Yucatán. Controles: Niños sin diarrea pareados por edad, que asistieron a la 

clínica de vacunación o a urgencias pediátricas (porque presentaban fracturas simples) 

en el “Hospital General Agustín O’Horán”. Pacientes con enfermedades 

gastrointestinales o trastornos inmunológicos, así como niños con cirugías recientes del 

tracto digestivo fueron excluidos del estudio. 

 Declaración ética: Sólo se incluyeron en el estudio los casos y los controles que 

accedieron a participar y cuyos padres o tutores firmaron el formato de consentimiento 

informado. Las muestras sólo se utilizaron para investigación. El estudio fue aprobado 

por el comité de ética del “Hospital General Agustín O’Horán” en Mérida, Yucatán y por 

el comité de bioética para estudios de investigación en humanos del CINVESTAV-IPN. 

II. TOMA DE DATOS CLÍNICOS Y CÁLCULO DE LA SEVERIDAD DE LA 

ENFERMEDAD. 

En la admisión de los niños, a través de encuestas realizadas por el personal capacitado 

del hospital, se recabaron los datos demográficos y clínicos de los niños con y sin diarrea. 

La información que se recabó fue: 

• Datos demográficos 

• Datos al ingreso (datos antropométricos, antecedentes, padecimiento actual, 

tratamiento previo) 

• Evaluación clínica al ingreso 

• Tratamiento al ingreso 

• Toma de muestras de sangre y heces para pruebas de laboratorio 

• Evaluación clínica a las 48 y 72 horas posterior al ingreso 

• Evolución al día del egreso 

• Resultados de pruebas de laboratorio 

• Complicaciones 

 

a. Cálculo de la severidad de la diarrea con base en la escala Ruuska-Vesikari 

modificada  

Con el historial clínico recolectado de los pacientes, se utiliza la escala de 

Ruuska-Vesikari (Ruuska & Vesikari, 1990) modificada, esta escala contempla los 

siguientes parámetros: 

1. Máximo número de deposiciones en 24 h (puntos) 

a) 1-3 (1) 

b) 4-5 (2) 
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c) ≥6 (3) 

 

2. Duración de la diarrea en días (puntos) 

a) 1-4 (1) 

b) 5 (2) 

c) ≥6 (3) 

 

3. Máximo número de vómitos en 24 h (puntos) 

a) 1 (1) 

b) 2-4 (2) 

c) ≥5 (3) 

 

4. Duración del vómito en días (puntos) 

a) 1 (1) 

b) 2 (2) 

c) ≥3 (3) 

 

5. Temperatura corporal máxima en ºC (puntos) 

a) 37.1 ºC – 38.4 ºC (1) 

b) 38.5 ºC – 38.9 ºC (2) 

c) ≥39 ºC (3) 

 

6. Severidad de la deshidratación (puntos) 

a) Nada (0) 

b) Leve (2) 

c) Moderada/Severa (3) 

 

7. Tratamiento (puntos) 

a) Solución de rehidratación oral (1) 

b) Hospitalización (2) 

Con base en la sumatoria del puntaje que se obtiene de la escala se establece la 

severidad del caso de diarrea: Leve 0-8 puntos; Moderada 9-14 puntos; Severa ≥15 

puntos. Sin embargo, ya que originalmente esta escala fue diseñada para evaluar la 

severidad de infecciones causadas por Rotavirus, fue modificada para también poder 

evaluar la severidad de la diarrea causada por bacterias, por lo que se realizaron las 

siguientes consideraciones: ante la presencia de complicaciones clínicas tales como 

sangre en heces, choque hipovolémico, alteraciones hidroelectrolíticas o sepsis; se 

incrementa en un nivel la severidad del cuadro clínico. Además, aquellos casos cuyo 

cuadro clínico presenten convulsiones se establecen directamente como casos severos. 

b. Determinación del estatus nutricional  

Usando los datos antropométricos, la edad y el género de cada niño, se realiza 

la determinación de su estado nutricional, con base en los estándares de crecimiento 

infantil de la OMS. Para los niños <5 años se emplean los índices peso/talla y talla/edad 
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para determinar un estado de desnutrición aguda o de desnutrición crónica, 

respectivamente. Para los niños ≥5 años se calcula el índice de masa corporal (IMC) 

empleando su peso y talla. 

III. TOMA DE MUESTRAS DE HECES Y ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO 

 Adicionalmente, se colectaron las muestras de heces de cada niño, cada muestra 

recolectada se dividió en dos tubos: un tubo contenía medio de transporte Cary Blair 

para el aislamiento de patógenos entéricos y un tubo que no tenía medio de transporte 

se guardó en congelación a -70 ºC, para la posterior detección de Rotavirus y para 

evaluar el microbioma. Los tubos se transportaron al Laboratorio de Investigación del 

Hospital General Agustín O’Horán en un periodo máximo de 48 horas.  

 A todas las muestras de heces colectadas en el tubo con medio de transporte 

Cary Blair, tanto de los casos como de los controles, se les realizó la búsqueda e 

identificación de bacterias causales de diarrea como Escherichia coli, Shigella spp., 

Salmonella spp., Campylobacter spp. y Vibrio spp., usando medios selectivos. Las 

muestras se inocularon en los agares XLD y Hektoen entérico para la identificación de 

Salmonella spp. y Shigella spp., en los agares verde brillante, tetrationato y Rappaport 

para la identificación de Salmonella spp., en el agar TCBS y agua peptonada alcalina 

para la identificación de Vibrio spp., en el agar Cefex para la identificación de 

Campylobacter spp. y en el agar MacConkey para la identificación de Escherichia coli. 

Todas las placas y tubos se incubaron a 37º C por 18-24 h y algunos casos hasta 48 h. 

La identificación de los aislados presuntivos de Shigella y Salmonella se realizó por 

pruebas bioquímicas convencionales y el resultado se confirmó con tiras API 20E 

(BioMerieux, Marcy l'Etoile, Francia). En el caso de la identificación de aislados 

presuntivos de E. coli, se seleccionaron cinco colonias con características de E. coli de 

cada placa de agar MacConkey, se confirmó la identificación de E. coli mediante pruebas 

bioquímicas convencionales. La detección rápida de Rotavirus se realizó por prueba de 

aglutinación en latex (Pastorex Rotavirus, BioRad, Hercules, EUA) y posteriormente se 

realizó la detección de Rotavirus por ELISA (Premier Rotaclone, Meridian Bioscience 

Inc., Cincinnati, USA) y PCR. A partir del año 2013 a las muestras de heces se les realizó 

la búsqueda de Adenovirus, Norovirus y Astrovirus por RT-PCR. Se realizó la búsqueda 

de parásitos como Entamoeba histolytica, Giardia lambia, Cryptosporidium parvum, 

Ascaris lumbricoides y Trichuris trichiura. 

Las colonias de E. coli seleccionadas fueron caracterizadas para determinar la 

presencia de genes de virulencia asociados con los 6 patotipos de E. coli diarrogénica 

descritos hasta el momento (DAEC, EAEC, ETEC, EPEC, EIEC y EHEC) utilizando dos 

PCR multiplex de punto final, previamente descritos y desarrollados en nuestro 

laboratorio (López-Saucedo et al. 2003, Meza-Segura et al. 2020). Para todos los 

ensayos de PCR, se preparan lisados de bacterias resuspendiendo una colonia aislada 

en 1 mL de agua MiliQ en un tubo Eppendorf, el tubo se hierve por 1 minuto y se usan 2 

µL del lisado bacteriano como templado de cada PCR multiplex Finalmente, los 

productos de PCR se visualizan en geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio 
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IV. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE Shigella spp. 

 Con el propósito de aislar e identificar cepas de Shigella spp., se colocan 10 mL 

de la muestra en 90 mL de agua peptonada, se mezcla y se deja reposar por 30 min. 

Posteriormente, la muestra se inocula por estría cruzada sobre los agares XLD y 

Hektoen entérico, los cuales son los medios de cultivo selectivos y diferenciales 

utilizados para el aislamiento de Shigella spp. y Salmonella spp. Las placas inoculadas 

se incuban a 37 ºC por 18-24 h.  

1. En el agar XLD las colonias de Shigella spp. son transparentes y parecen de 

color rojo por el color del medio, esto se debe a que las colonias de Shigella no fermentan 

la xilosa, la lactosa, ni la sacarosa, por lo que el rojo fenol no vira a amarillo. Además, 

las colonias de Shigella spp. son incapaces de descarboxilar a la lisina, por lo que no se 

produce un color rojo-púrpura alrededor de las colonias y son incapaces de producir H2S, 

por lo que no se producen colonias con el centro negro.  

2. En el agar Hektoen entérico las colonias de Shigella spp. son transparentes y 

parecen de color verde por el color del medio, esto debido a que estas colonias no 

fermentan la lactosa, la sacarosa, ni la salicina, por lo que no se promueve que el medio 

vire a naranja o amarillo. Además, las colonias de Shigella spp. son incapaces de 

producir H2S, por lo que no se producen colonias con el centro negro. 

 Se selecciona una colonia con características de Shigella spp. y de cada colonia 

se toma la mitad para realizar pruebas bioquímicas convencionales de identificación y la 

otra mitad de la colonia se inocula en agar peptonado. La identificación bioquímica de 

cada una de las posibles colonias de Shigella spp. aisladas se realiza mediante un panel 

de cinco pruebas: Triple Sugar Iron (TSI), Lysine Iron Agar (LIA), Motility Indol Ornithine 

(MIO), Simmons’ Citrate, y ureasa. En la prueba de TSI se analiza la fermentación de la 

glucosa, de lactosa y de la sacarosa, la formación de H2S y la producción de gas; en la 

prueba de LIA se evalúa la descarboxilación de la lisina; en la prueba de MIO se 

determina la movilidad, la descarboxilación de la ornitina y la producción de indol a partir 

del triptófano; en el agar de Simmons’ Citrate se analiza el uso de citrato como fuente de 

carbono; en la prueba de ureasa se evalúa la capacidad de las bacterias de desdoblar 

la urea. Se seleccionan aquellas cepas glucosa positivas, lactosa/sacarosa negativas, 

así como negativas para la producción de H2S y gas, lisina descarboxilasa negativas, 

citrato negativas, ureasa negativa y no son mótiles 

Finalmente, todos los aislados identificados como Shigella fueron seroagrupados, 

es decir, se usaron mezclas de inmunosueros para poder identificar las especies de 

Shigella (S. flexneri, S. sonnei, S. boydii y S. dysenteriae) y únicamente los aislados de 

S. dysenteriae fueron serotipificados. 
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V. ANÁLISIS DE LA COMPOSICIÓN DEL MICROBIOMA INTESTINAL DE NIÑOS 

INFECTADOS CON Shigella spp. Y NIÑOS SIN DIARREA 

a. Selección de las muestras de heces a analizar 

Para la selección de las muestras de heces de niños con diarrea se consideraron 

aquellas muestras en las que se identificó a Shigella spp. como el único patógeno, 

negativas para todas las otras bacterias (E. coli, Salmonella spp., Campylobacter spp., 

Vibrio cholerae), parásitos (E. histolytica, G. lambia, C parvum, A. lumbricoides y T. 

trichiura) y virus (Rotavirus), así como las muestras positivas del 2013 a Adenovirus, 

Norovirus y Astrovirus.  

Se incluyeron los siguientes grupos de estudio: 1. Todos los casos severos de 

shigellosis, 2. Todos los casos moderados de shigellosis, 3.- Dos casos leves de 

shigellosis pareados por edad con los casos severos 4. Controles, niños sin diarrea y 

coprocultivo negativo a cualquier patógeno intestinal, se incluyeron al menos dos 

controles pareados por edad con los casos severos. Por lo que al final se incluyeron un 

total 31 muestras de heces de niños con diarrea y 35 muestras de heces de niños sin 

diarrea.  

b. Extracción del DNA de las muestras de heces 

 La extracción de DNA bacteriano se realiza utilizando el QIAamp Fast DNA Stool 

Mini Kit (QIAGEN, cat. No. 51604), siguiendo las instrucciones del proveedor. Se realiza 

a partir de 220 mg de la muestra de heces congelada y la extracción se finaliza con el 

DNA eluido en 100 uL del Buffer ATE. La concentración del DNA y la pureza de las 

muestras se determina con el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (NanoDrop 

Technologies). La presencia del gen 16S rRNA en la muestra del DNA extraído, se 

determina por PCR punto final, utilizando iniciadores previamente reportados que 

hibridan con un sitio conservado del gen 16S rRNA y amplifican un fragmento de 107 pb 

del gen y se visualiza por electroforesis en un gel de agarosa, teñido con bromuro de 

etidio. 

c. Secuenciación del gen 16S rRNA 

 Para identificar los géneros bacterianos que componen al microbioma se realizó 

la secuenciación del gen 16S rRNA, el cual tiene una longitud aproximada de 1.5 kb y 

contiene nueve regiones variables, distribuidas entre regiones altamente conservadas. 

Las regiones conservadas del gen se emplean para el diseño de iniciadores universales 

que permitirán la secuenciación, mientras que las regiones variables del gen son usadas 

en la clasificación taxonómica de los microorganismos. 

 La generación de las bibliotecas a partir del DNA extraído de las heces y su 

secuenciación se realizaron por el “Laboratorio de Servicios Genómicos” del 

“LANGEBIO-CINVESTAV”, usando la plataforma 2 x 300 pb de extremos pareados en 

el sistema MiSeq de Illumina. Para este proyecto, se amplificaron las regiones variables 

V3-V5 del gen del rRNA 16S usando los primer 357-F y CD-R, los cuales hibridan en 
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regiones conservadas que flanquean dichas regiones variables y generarán un amplicón 

de ~650 pb. Los amplicones obtenidos dependerán de la especie o género de bacteria  

d. Análisis de la diversidad bacteriana 

 De la secuenciación se generaron archivos intermedios de análisis en formato 

FASTQ, consistentes en archivos “demultiplexados” (Separación de las lecturas con 

base en la secuencia de los índices que etiquetan las muestras de cada biblioteca). El 

análisis de los archivos se procesó usando la plataforma QIIME2 (Quantitative Insights 

Into Microbial Ecology 2, versión 2020.2), las secuencias pareadas se filtraron en función 

de su calidad y longitud, utilizando el “script-q-score” integrado a QIIME2. Para obtener 

las ASV (variantes de secuencia del amplicón). Posteriormente, las secuencias fueron 

recortadas para obtener amplicones de 240 pb, usando el programa Deblur. La 

asignación y agrupación taxonómica de los ASV en OTUs (Operational Taxonomic 

Unitis) con una identidad del 99% se realizó mediante el programa Trained Naive Bayes 

de QIIME2, el cual compara las lecturas contra la base de datos SILVA 132-99nb. Los 

datos resultantes se exportaron del entorno QIIME2 a RStudio, donde se generaron los 

gráficos y se realizaron las pruebas estadísticas correspondientes. Las secuencias de 

una sola lectura (singletones) y los ASV identificados como mitocondriales o de 

cloroplastos se eliminaron de la tabla de abundancia. 

Con el propósito de determinar los índices de diversidad alfa (la diversidad 

taxonómica por muestra), se usó la función rarefy_even_depth, con la cual se realizó un 

muestreo aleatorio de 23,432 lecturas por muestra, lo cual corresponde al valor más bajo 

del número de secuencias en una de las muestras secuenciadas. Con estos datos se 

generó una tabla de riqueza por muestra (el número observado de ASV) utilizando los 

paquetes microbiome y phyloseq en el ambiente de R para establecer el índice de 

diversidad de Shannon. 

 Para determinar la diversidad beta (comparación de las diferencias taxonómicas 

entre las comunidades de los grupos de estudio) se usó la abundancia normalizada de 

cada género por muestra, para calcular el índice de diversidad de Bray-Curtis mediante 

la función ordinate del paquete phyloseq y se generaron los gráficos NMDS (Non-metric 

multidimensional scaling). 

 Los gráficos de abundancia relativa de los taxones a nivel de género se realizaron 

en el ambiente R. Los gráficos de barras ilustran todos aquellos taxones que presentaron 

una abundancia relativa mayor o igual al 1%, mientras que los taxones restantes se 

agruparon en la barra de “Otros”. Los paquetes ggplot, reshape2 y heatmap se utilizaron 

para realizar los gráficos. 

Para evaluar si los grupos taxonómicos permiten explicar la enfermedad 

diarreica, se realizó la predicción de posibles biomarcadores, eligiendo los géneros 

resultantes del análisis LEfSe (Linear discriminant analysis Effect Size). Los datos se 

dividieron en dos grupos, uno para generar el modelo aleatorio discriminatorio 

(denominado entrenamiento) y otro para la validación del modelo. Se probó el modelo 

lineal generalizado, el cual es un algoritmo de entrenamiento supervisado, que permite 
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el manejo de múltiples variables simultáneamente, tanto de tipo binomial o de valores y 

que no cumplen con una distribución normal. La capacidad discriminatoria de los 

modelos fue evaluada mediante la página AUC, utilizando diferentes funciones como 

glm, predict, step, roc.curve de los paquetes ROSE, pROC y Verification en el ambiente 

de RStudio. 

e. Predicción de las rutas metabólicas 

Para la caracterización y predicción del perfil funcional de las comunidades 

microbianas en las muestras se partió de las secuencias identificadas del gen 16S rRNA 

y se realizó empleando la paquetería Tax4Fun, mediante el ambiente de R. Para la 

comparación de la composición funcional de las comunidades microbianas se utilizó el 

software PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of 

Ubobserved State, v1.1.1), usando los OTUs identificados a nivel de género y se 

compararon contra la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes), la cual según KEGG Orthology (KO) contiene los genes ortólogos de las 

diferentes bacterias como referencia para las funciones y así obtener el perfil funcional. 

En el caso de este proyecto se utilizó el nivel 3 de esta base de datos. 

VI. SECUENCIACIÓN DEL GENOMA COMPLETO DE LOS AISLADOS DE Shigella 

spp. 

a. Purificación del DNA de las cepas de Shigella spp. 

 Se seleccionaron 20 cepas de Shigella spp. (11 cepas de Shigella flexneri, 4 

cepas de Shigella boydii y 5 cepas de Shigella sonnei), 6 cepas aisladas de pacientes 

con casos severos de diarrea, 5 cepas aisladas de pacientes con casos moderados de 

diarrea y 9 cepas aisladas de pacientes de casos leves de diarrea. Es importante resaltar 

que se buscó incluir el mayor número de cepas aisladas de niños sin desnutrición para 

evitar que la severidad de la enfermedad pudiera atribuirse al estado nutricional. Sin 

embargo, se incluyeron 7 cepas aisladas de niños con desnutrición para poder completar 

el número de cepas a secuenciar. 

Cada cepa se siembra en agar MacConkey por estría cruzada y se incuba por 24 

h a 37 °C. Posteriormente, se toma una colonia aislada y se inocula en 5 mL de caldo 

LB, dejándolo incubar en agitación por 24 h a 37 °C a 200 rpm. Una vez transcurrido 

este tiempo, se centrifuga el cultivo a 4,500 rcf durante 20 minutos a 4 °C, se elimina el 

sobrenadante y la pastilla se lava una vez con 5 mL de PBS estéril 1X. Nuevamente, se 

centrifuga el cultivo a 4500 rcf durante 20 minutos a 4 °C, se elimina nuevamente el 

sobrenadante y se resuspende en 400 µL de buffer de lisis (Tris HCl 10 mM pH 7.4, 

EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.4%), se puede incrementar el volumen del buffer de 

lisis si el botón de bacterias es muy grande. La muestra se pasa a un tubo Eppendorf de 

1.5 mL y se le agregan 4 µL de proteinasa K (20 mg/mL), la solución se homogeniza y 

se deja en incubación durante toda la noche a 42 °C. Al día siguiente, se agrega 1 

volumen de una solución de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), se 

homogeniza vigorosamente en vortex por 2 minutos y se centrifuga a 14,000 rpm por 10 

minutos a 4 °C, se recupera la fase acuosa superior y se deposita en un tubo Eppendorf 
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de 1.5 mL. A continuación, se agregan 4 µL de una solución de RNAsa A (10 µg/µL) y 

se incuba por 1 h a 60 °C. Tras la incubación, se agrega 1 volumen de una solución de 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), se homogeniza vigorosamente en vortex 

por 2 minutos y se centrifuga a 14,000 rpm por 10 minutos a 4 °C, se recupera la fase 

acuosa superior y se deposita en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. A este volumen 

recuperado, se le agregan 2 volúmenes de una solución de cloroformo:alcohol isoamílico 

(24:1), se homogeniza vigorosamente en vortex por 2 minutos y se centrifuga a 14 000 

rpm por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, se recupera el sobrenadante, se le agrega 

1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2.5 volúmenes de etanol absoluto 

frío, se homogeniza por inversión e incuba por 10 minutos a temperatura ambiente. 

Concluido el tiempo de incubación, se centrifuga a 12,000 rpm por 20 minutos, se elimina 

el sobrenadante, se lava la pastilla con 500 µL de etanol al 70%, se agita la muestra en 

vortex por unos segundos, se centrifuga a 12,000 rpm por 15 minutos. Finalmente, se 

retira el exceso de alcohol, las muestras se dejan secar al aire cerca del mechero y cada 

una de las muestras se resuspende en 100 µL de agua desionizada estéril. Se determina 

la concentración y la pureza de cada muestra empleando un NanoDrop 2000. Se analiza 

la integridad del DNA mediante electroforesis cargando 1 µg de DNA en un gel de 

agarosa al 1%. 

b. Secuenciación del DNA 

A partir de las extracciones del DNA se preparan soluciones con >2 µg de DNA 

en una concentración >200 ng/µL y con las relaciones 260/280 y 260/230 ≥1.8. Los 

genomas se secuenciaron en la “Unidad de Genómica Avanzada” (UGA)-LANGEBIO del 

CINVESTAV, empleando la plataforma MiSeq de Illumina, generando lecturas pareadas 

de una longitud máxima de 301 nt (2 x 300 nt) y una profundidad de secuenciación de 

60 X. 

c. Análisis de la calidad, ensamblaje y anotación de los genomas 

Todos los procesos bioinformáticos se realizaron en Ubuntu 20.04 como un 

subsistema de Windows para Linux (WSL).  

Primero, se verificó que las lecturas (reads) correspondieran a la bacteria de 

interés a través de OneCodex. Este programa compara las lecturas contra bases de 

datos y es capaz de detectar por homología de qué bacteria provienen, lo que permite 

identificar una posible contaminación por otro microorganismo, la cual podría reducir la 

eficiencia del ensamblaje. Posteriormente, la calidad de las lecturas se evaluó en FastQC 

v0.12.0 y para aquellas lecturas que presentaban una disminución en su índice de 

calidad se realizó un ajuste de calidad usando Trimmomatic v0.39.  

Los genomas se ensamblaron de novo con SPAdes v3.15.5 el cual consta de 3 

etapas: 1.  La corrección de errores de lecturas con la herramienta BayesHammer, 2. El 

ensamblaje iterativo del genoma a partir de las lecturas con la herramienta SPAdes (Para 

esta etapa, dado que las lecturas tenían una longitud máxima de 301 nt, se usaron 

valores de k-mero de 21, 33, 55, 77, 99 y 127), 3. La prevención y corrección de posibles 

alineamientos erróneos o indels (inserciones y/o deleciones) con la herramienta 
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MismatchCorrector. La calidad de los ensambles se evaluó usando QUAST (Quality 

Assessment Tool) y comparando contra un genoma de referencia para cada una de las 

3 especies de Shigella secuenciadas. El uso de un genoma de referencia permite 

detectar contigs híbridos de regiones que deberían estar separadas, segmentos 

invertidos, segmentos faltantes o inserciones. 

La anotación de los genomas se refiere al proceso por el cual se identifican las 

características de interés en las secuencias de DNA y se les adjudican información 

biológica, esto se realizó utilizando el programa Prokka v1.13.4. 

d. Cálculo del coregenoma y del pangenoma y análisis filogenético 

Entre los archivos generados a partir de la anotación de los ensambles están los 

archivos .gff (General Feature Format), los cuales son archivos utilizados para almacenar 

la descripción de los genes y otras características de las secuencias del DNA, del RNA 

o de las proteínas. A partir de estos archivos se realizó el cálculo del coregenoma y del 

pangenoma usando la herramienta Panaroo v1.3.4, en el modo “estricto” y se usó el 

alineador PRANK para el alineamiento de los genes anotados. Se realiza el alineamiento 

de múltiples secuencias basado en la identificación del coregenoma y empleando el 

core_threshold de 0.95, lo que significa que alineará en el coregenoma a todos los genes 

presentes en al menos el 95% de los aislados. Los gráficos del pangenoma se generaron 

usando Roary v3.11.2. 

Para analizar la distribución filogenética de los 20 genomas secuenciados (11 de 

Shigella flexneri, 5 de Shigella sonnei y 4 de Shigella boydii) se incluyeron 20 genomas 

de referencia, 5 de cada especie de Shigella (S. boydii S. dysenteriae, S. flexneri y S. 

sonnei). Para este análisis se usó la herramienta VAMPhyRE (Virtual Analysis Method 

for Phylogenomic fingeRprint Estimation), la cual realiza comparaciones del genoma 

completo usando VGF (Virtual Genomic Fingerprints,). Esta herramienta fue diseñada 

para maximizar la variabilidad de las secuencias genómicas y reconocer patrones 

específicos, incluso cuando las secuencias genómicas están emparentadas. Los árboles 

se visualizaron y editaron con iTOL (interactive Tree of Life). 

e. Identificación de genes de virulencia 

Para la búsqueda de genes de virulencia se evaluaron los ensambles de las 20 

cepas de Shigella spp. secuenciadas. La detección de genes de virulencia se realizó 

empleando secuencias nucleotídicas de genes asociados con la severidad del proceso 

de infección de Shigella y se compararon contra los contigs generados por el 

ensamblaje, los cuales se analizaron mediante un alineamiento de BLAST nucleótido-

nucleótido (BLAST v2.15.0). Se anotaron como positivas aquellas secuencias que 

mostraron un porcentaje de homología y de cobertura mayor o igual al 80%. 
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VII. CARACRERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LAS CEPAS DE Shigella spp AISLADA 

DE LOS CASOS DE SHIGELLOSIS 

a. Curvas de crecimiento 

Dos días previos a realizar el ensayo, se siembra por estría cruzada la cepa de 

Shigella spp. en placas con TSA (Agar soya tripticasa)-rojo-Congo 0.03% y las placas 

se incubaron por 24 h a 37 °C. A partir de una colonia aislada, se inoculan 5 mL de TSB 

(Caldo soya tripticasa) y el cultivo se incuba por 14 horas a 37 °C a 200 rpm. El día del 

experimento, se inoculan 200 µL del pre-inóculo en dos tubos con 20 mL de TSB a 37 

°C a 200 rpm. 1.- Del primer tubo, se toman 200 µL del cultivo cada 20 minutos por 2.5 

h, se colocan en un pozo de una placa de 96 pozos y se mide la absorbancia del cultivo 

a 600 nm. Se toman mediciones a los 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 150 minutos. 2.- El 

segundo cultivo se mantiene en incubación continua por 2.5 h, concluido este tiempo se 

realizan diluciones seriadas hasta alcanzar las diluciones 10-4, 10-5 y 10-6, se toman 100 

µL de cada una de estas diluciones para inocular una placa con TSA-rojo-Congo 0.03% 

y las placas se incuban por 24 h a 37 °C. Al día siguiente se realiza la cuenta de UFC. A 

partir de estas curvas de crecimiento y de las cuentas viables se realizan posteriores 

curvas de crecimiento y conteos de UFC, pero ajustando el volumen del pre-inóculo del 

que se inician los cultivos líquidos, para que al término de las 2.5 h obtengamos la misma 

concentración de bacterias en cada cultivo. 

b. Ensayo de invasión 

En transwells invertidos se agrega una capa de colágeno y sobre ella se siembran 

células T84, las cuales se incuban en medio DMEM/F-12 (Suero fetal bovino al 10% y 

Pen-Strep al 1%) a 37 °C, con 5% de CO2, en humedad y hasta alcanzar una confluencia 

aproximada del 95%. 

Dos días previos a realizar el ensayo, se siembra por estría cruzada la cepa de 

Shigella spp. en placas con TSA-con rojo-Congo 0.03% y las placas se incuban por 24 

h a 37 °C. Un día previo a realizar el ensayo, a partir de una colonia aislada, se inoculan 

5 mL de TSB y el cultivo se incuba por 14 horas a 37 °C a 200 rpm. Este mismo día, 

también se evalúa la resistencia eléctrica trans-epitelial (TEERS) de los cultivos celulares 

y se seleccionan los cultivos que presenten resistencias en un intervalo entre 8,000 – 

13,000 ohms. Para el ensayo de invasión apical se utilizan los cultivos en un intervalo 

entre 8,000 – 11,000 ohms, mientras que para el ensayo de invasión basolateral se 

utilizan los cultivos en un intervalo entre 11,000 – 13,000 ohms. 

El día del experimento, se toma del pre-inóculo un volumen determinado para 

cada cepa en 20 mL de TSB y se incuba por 2.5 horas a 37 °C a 200 rpm. Durante el 

tiempo de incubación, se seleccionan los transwells como se indica anteriormente, 

dependiendo de si el ensayo es apical o basolateral, seleccionando 4 transwells por cada 

cepa a analizar. Concluido el tiempo de incubación del cultivo bacteriano, se homogeniza 

utilizando un vortex, se transfiere 1 mL del cultivo a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se 

coloca en hielo. Los 19 mL restantes de cultivo se centrifugan por 25 minutos a 4 °C a 

4,500 rpm con pausa lenta. Durante estos 25 minutos, se realiza la primera cuenta viable, 
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el tubo con 1 mL de cultivo que se había colocado en hielo se agita en vortex por 30 

segundos, de este tubo se toman 10 µL y se agregaron a un tubo que contiene 990 µL 

de HBBS+ (Dilución 10-2), se repite todo este proceso y se generan las una diluciones 

10-4 y 10-5,, se toman 100 µL de estas dos últimas diluciones, se siembran por 

espatulación en una caja de Petri  con TSA-rojo-Congo 0.03% y se incuban a 37°C por 

24 h, al día siguiente se determina el número de UFCs en cada caja. Por otro lado, al 

concluir los 25 minutos de centrifugación del cultivo antes mencionado, se descarta el 

sobrenadante y el botón de bacterias se resuspende en 10 mL de HBSS+ frío. 

Posteriormente, las bacterias se vuelven a centrifugar por 25 minutos a 4 °C a 4,500 

rpm. En lo que se centrifugan las bacterias, los transwells con las células T84 se retiran 

de la placa de 24 pozos usando pinzas y se enjuagan por inmersión en HBSS+ 

precalentado a 37 °C , se enjuagan tres veces y al finalizar los lavados se colocan los 

transwells en una placa de 24 pozos que contine 1 mL de HBSS+ en cada pozo y se 

agregan 200 µL de HBSS+ al interior del transwell, la placa se coloca en la incubadora 

de 37 °C, con 5% de CO2 y en humedad. Al concluir los 25 minutos de centrifugación del 

cultivo de bacterias, se elimina el sobrenadante y el botón de bacterias se resuspende 

en 19mL de HBSS+ frío. El cultivo se homogeniza por 30 segundos utilizando un vortex, 

se transfiere 1 mL del cultivo a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y a partir de él se preparó 

el inóculo, que para la infección basolateral tiene que estar en volumen final de 120 µL 

y para la invasión la invasión apical tiene que estar en un volumen final de 40 µL. 

• En la infección basolateral los transwells se retiran de la placa de 24 pozos usando 

pinzas, se elimina el HBSS+ del interior del transwell, los transwells se vuelven a 

color en la placa de 24 pozos y se les agregan los120 µL del inóculo.  

• En la infección apical los transwells se retiran de la placa de 24 pozos y se invierten 

de tal manera que las células T84 quedan expuestas en la superficie del transwell y 

se colocan en una cámara húmeda, preparada con sanitas y agua MilliQ, y se les 

agregan los 40 µL del inóculo sobre la superficie de las células. 

Los transwells de cada experimento con las bacterias se incuban durante 3 horas 

a 37 °C. Transcurrido este tiempo de incubación los transwells se sacan de la 

incubadora, se elimina por inversión la bacteria, el transwell se coloca en un plato de 24 

pozos nuevo al que previamente se le había agregado 1 mL de HBSS+ frío a cada pozo 

a y al interior del transwell se agregan 200 uL de HBSS+. Este paso se repitió hasta 

completar 3 lavados y para cada lavado el transwell se mueve a un pozo nuevo. Una vez 

finalizados los lavados, los transwells se enjuagaron tres veces en una solución de 

gentamicina a una concentración de 0.48 mg/mL y se elimina la solución por inversión, 

la cuarta vez que se sumergen en la solución de gentamicina no se invierten y se colocan 

en una placa de 24 pozos que contiene 1 mL de la solución de gentamicina 0.48/HBSS 

mg/mL, a cada pozo se le agrega solución de gentamicina hasta que quede cubierto por 

completo el transwell y se incuba por 3 horas a 37 °C. Posteriormente, se realizan nueve 

lavados de cada transwell con HBSS+ estéril utilizando por cada tres lavados un vaso 

de precipitado entre dos mecheros. Al concluir el noveno lavado, se sacude el transwell 

para eliminar la mayor cantidad de la solución de lavados y se colocan los transwell en 

una placa de 24 pozos que contiene 800 µL de tritón 1X y se agregan 200 µL de tritón 
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1X en el interior del transwell, los transwells se incuban por 30 minutos a 4 °C en 

movimiento utilizando un agitador de balanceo, al finalizar la incubación se rompen las 

membranas de los transwell punzándolas con la punta de una micropipeta de 1000 µL, 

se homogenizan los lisado por pipeteo, se incuba la placa de 24 pozos con los lisados 

celulares por 30 minutos a 4 °C en movimiento. Finalmente, se toma el 1 mL del lisado 

celular y se coloca en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se preparan diluciones 10-1 y 10-2 

en HBSS+ estéril, se toman 100 µL de cada dilución, se siembran por espatulación en 

una caja de Petri con TSA-rojo-Congo 0.03%, se incuban por 24 horas a 37 ºC y al día 

siguiente se determinan las UFCs. 

c. Ensayo de formación de placas líticas 

En una placa de 6 pozos se siembran células T84 que están en medio DMEM/F-

12 (Suero fetal bovino al 10% y Pen-Strep al 1%), se incuban a 37 °C, con 5% de CO2, 

en humedad, hasta alcanzar una confluencia aproximada del 95%. Dos días previos a 

realizar el ensayo, se siembra por estría cruzada la cepa de Shigella spp. en cajas de 

Petri con TSA-rojo-Congo 0.03% y se incuban por 24 h a 37 °C. Se selecciona por asada 

una colonia aislada y se resuspende en 5 mL de TSB y se incuba por 14 horas a 37 °C 

a 200 rpm. 

La primera vez que se analiza una cepa se tiene que estandarizar la 

concentración del inóculo por lo que se utilizan diferentes diluciones de éste (10-2, 10-3, 

10-4, 10-5), como control positivo se utiliza la cepa de referencia de S. flexneri 2457T en 

una dilución 1:50 en HBSS+ y como control negativo la cepa de referencia de S. flexneri 

BS103 que no contiene el plásmido de invasión, también en una dilución 1:50 HBSS+. 

 El día del experimento, se toma del pre-inóculo un volumen determinado para 

cada cepa y se agregan en 20 mL de TSB, se incuban por 2.5 horas a 37 °C a 200 rpm 

y el cultivo se centrifuga por 25 minutos a 4 °C a 4,500 rpm. Al terminar la centrifugación, 

se descarta el medio de cultivo bacteriano y el botón de bacterias se resuspende en 10 

mL de HBSS+ frío, se agita en vortex y se centrifuga por 25 minutos a 4 °C a 4,500 rpm. 

Durante estos 25 minutos, a las células T84 en cada pozo se les remueve el medio de 

cultivo y se les agregan 2 mL de HBSS+ precalentado a 37 ºC por las paredes del pozo 

sin tocar la monocapa, se incuba a 37 ºC. Concluida la centrifugación, nuevamente se 

descarta el sobrenadante y el botón bacteriano se resuspende en 30 mL de HBSS+ frío, 

a partir del cual se preparan las diluciones 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5 en HBSS+. 

 En la campana de flujo laminal, se remueve el HBSS+ de cada pozo del cultivo 

celular y se agregan 400 µL de la cada una de las diluciones (10-2, 10-3, 10-4 y 10-5), 

además en cada placa se tiene un pozo de control positivo S. flexneri 2457T y un pozo 

del control negativo S. flexneri BS103. La placa se centrifuga por 10 minutos, a 

temperatura ambiente, a 700 rcf y se incuba por 2 horas a 37 °C y cada 15 a 20 minutos 

se agita suavemente la placa para garantizar que el inóculo cubra todo el pozo. Al 

finalizar el tiempo de la infección, se le agregan a cada pozo 2 mL de HBSS+ para 

disminuir la concentración bacteriana, se remueve sobrenadante del pozo por succión 

con vacío, cuidadosamente y se agregan 4 mL de DMEM/F-12 (Suero fetal bovino al 

10%) con gentamicina (Concentración final 100 µg/mL), la placa se incuba por 4 días a 
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37 ºC. Pasado este tiempo se retira el medio DMEM/F-12 con gentamicina de cada pozo 

se agregan 4 mL de medio DMEM/F-12 (Suero fetal bovino al 10%) con rojo neutro al 

2%, las células se incuban por 2 horas a 37 °C, transcurrido el tiempo de tinción, se 

remueve el medio, las células se fijan con 1 mL de formaldehido por 20 minutos a 

temperatura ambiente y se remueve el formaldehido. Finalmente se enumeran las placas 

por pozo y el tamaño de las placas se mide al microscopio en m2. 

VIII. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los análisis estadísticos de la prevalencia de Shigella spp. en las poblaciones de 

estudio, se realizaron mediante pruebas de contingencia usando la prueba exacta de 

Fisher (FET) con el software GraphPad PRISM® 5.0. 

Los análisis estadísticos del microbioma se realizaron en la plataforma R, en la 

interfaz de RStudio. La diferencia de los índices de diversidad alfa entre los grupos fue 

evaluada mediante la prueba de Wilcoxon. La diversidad beta fue evaluada entre los 

grupos comparando la distancia de disimilitud de Bray-Curtis por PERMANOVA 

(Permutational multivariate análisis of variance), utilizando la función de adonis con 1,000 

permutaciones mediante el paquete vegan. También se utilizó una prueba de corrección 

del valor p por el método False Discovery Rate (FDR). 

La comparación de la abundancia de los taxones entre los grupos (diarrea, sin 

diarrea, severidad etc) se determinó mediante la prueba de rango de Kruskal-Wallis o 

Wilcoxon acoplada al análisis LEfSe.  

Para establecer las vías metabólicas que están enriquecidas en cada grupo se 

realizó con el programa STAMP (Statistical Analysis of Metagenomic Profiles, v2.1.3) a 

partir de las vías metabólicas obtenidas con PRICRUST.  

Las comparaciones entre las cepas de Shigella spp. en los ensayos de invasión 

y de formación de placas se realizaron por la prueba U de Mann-Whitney (MWUT) con 

el software GraphPad PRISM® 5.0. 

Todos los resultados significativos se obtendrán considerando un valor p < 0.05. 

  



47 
 

RESULTADOS 

I. CARACTERIZACIÓN DE LA POBLACIÓN DE ESTUDIO Y SU ESTATUS 

NUTRICIONAL. 

Este estudio se desarrolló por un periodo de 4 años, de enero del 2010 a julio del 

2014, tiempo en el que se reclutaron 999 niños con diarrea aguda (casos) en urgencias 

pediátricas o UDHATOS (Unidad de hidratación oral), cuyo intervalo de edad fue de 0-

10 años, 586 fueron varones (58.66%) y 413 niñas (41.34%). También se reclutaron un 

total 238 niños sin diarrea (controles), con un intervalo de edad de 0-11 años, en 

urgencias pediátricas que acudieron por fracturas simples o que acudieron a la unidad 

de vacunación. De los 238 controles, 122 fueron varones (51.26%) y 116 niñas (48.74%).  

Como muestra en la Figura 10 los 999 casos de diarrea aguda se dividieron en 

grupos: 

1.-  El primer grupo incluye los casos con diarrea a los que no se les identificó ningún 

de los 16 patógenos evaluados en este estudio. Este grupo estuvo formado por 373 

casos (37.34%), 214 varones (57.37%) y 159 niñas (42.63%) y la edad promedio fue de 

2.2 años. Del total de niños del grupo, 182 (48.79%) tuvieron desnutrición, de estos 56 

(30.77%) tuvieron desnutrición aguda y 126 (69.23%) tuvieron desnutrición crónica. 

2.-  El segundo grupo incluye los casos con diarrea a los cuales que se les identificó 

al menos uno de los 16 patógenos buscados. Este grupo estuvo formado por un total 

626 casos (62.66%), 372 varones (59.42%) y 254 niñas (40.58%), la edad promedio de 

los niños fue de 2.5 años. De los 626 casos, 301 (48.08%) niños tuvieron desnutrición, 

106 (35.22%) tuvieron desnutrición aguda y 195 (64.78%) tuvieron desnutrición crónica. 

Este grupo lo dividimos a su vez en dos subgrupos:  

2.1.- El subgrupo de infección simple, que corresponden a los casos a los que se 

les identifico solo uno de los 16 patógenos que se buscaron que incluyo 384 (61.34%) 

niños de los 626 casos en los que se identificó algún patógeno. De los 384 niños del 

grupo, 174 (45.31%) tuvieron desnutrición, 70 niños (40.23%) presentaban desnutrición 

aguda y 104 niños (59.77%) presentaban desnutrición crónica. 

2.2.- El subgrupo de infección mixta, que corresponden a los casos de diarrea 

donde se identificaron dos o más patógenos. Este grupo estuvo formado por 242 

(38.66%) niños de los 626 casos en los que se identificó algún patógeno. De los 242 

niños del grupo, 127 (52.48%) tuvieron desnutrición, 36 niños (28.35%) presentaban 

desnutrición aguda y 91 niños (71.65%)* presentaban desnutrición crónica. 

Al realizar la comparación entre los casos con infección simple e infección mixta 

y los estatus nutricionales, se observó que de manera significativa los niños con 

desnutrición crónica tienen una mayor probabilidad de tener una infección mixta (FET 

p<0.05, OR=1.701, IC 1.045-2.772). 

3.-  El tercer grupo incluye a los 238 controles sin diarrea. Este grupo estuvo 

conformado por 120 controles a los que no se les identifico ninguno de los16 patógenos 
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caracterizados, con un intervalo de edad de 0-11, donde 60 fueron varones y 60 fueron 

niñas. 

II. PREVALENCIA DE LOS PATÓGENOS IDENTIFICADOS. 

Como se muestra en la Figura 11 de los 16 patógenos identificados en los 626 

casos con diarrea, los patógenos más prevalentes fueron los patotipos de Escherichia 

coli diarrogénica (PEDs) con una prevalencia de 309 (49.36%) casos, seguido de 

Rotavirus en 237 (37.86%) casos, Shigella spp. en 118 (18.85%) casos, Salmonella spp. 

en 115 (18.37%) casos, Campylobacter spp. en 52 (8.31%) casos, parásitos en 48 

(7.67%) casos y V. cholerae en 16 (2.56%) casos. 

Como se muestra en la Tabla 2 los casos de diarrea se dividieron en 6 grupos 

etéreos de: 0-12 meses, >12-24 meses, >24-36 meses, >36-48 meses, >48-60 meses y 

>60 meses. Los PEDs fueron los patógenos más prevalentes en los infantes de 0-36 

meses, representando al menos el 50% de los casos de diarrea con patógenos en estos 

grupos etarios, indicando la importancia de la búsqueda de los 6 PEDs en estudios de 

diarrea. También se observó que los PEDs están significativamente asociados como 

agentes causales de diarrea en el grupo de infantes ≤24 meses en comparación con los 

grupos etarios de infantes >24 meses (FET p<0.05, OR=1.388, IC 1.018-1.898). Es 

interesante que Rotavirus fue el patógeno intestinal más prevalente en los niños de >36 

meses y el análisis estadístico indica que los infantes >24 meses tienen 

Figura 10. Distribución de los casos de diarrea colectados durante el estudio Biomarcadores 
del año 2010-2014. En el estudio lograron colectarse 999 muestras de diarrea que cumplieron 
con los criterios de inclusión, los cuales se dividieron en 373 casos de diarrea sin patógeno 
identificado y 626 casos de diarrea con al menos un patógeno. El grupo de casos de diarrea con 
patógeno se dividió en 242 casos de infecciones mixtas y 384 casos de patógeno único. 
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significativamente mayor número de casos diarrea causada por Rotavirus que los ≤24 

meses (FET p<0.01, OR=1.64, IC 1.118-2.26). 

Por otro lado, Shigella, el segundo patógeno bacteriano más prevalente y el tercer 

agente causal de diarrea después de Rotavirus. En comparación con los PEDs se 

identificó Shigella spp. más frecuentemente en las heces de los niños con diarrea >24 

meses, siendo 4 veces más probable que los niños >24 meses tengan shigellosis que 

los infantes ≤24 meses (FET p<0.0001, OR=3.592, IC 2.315-5.489). Es importante 

mencionar que inclusive es 3 veces más frecuente identificar casos de Shigellosis en los 

niños >60 meses que en los infantes ≤24 meses (FET p<0.001, OR=3.192, IC 1.795-

5.696). Además, cuando consideramos a los 999 casos de diarrea aguda colectados y 

comparamos la prevalencia de Shigella spp. en los niños >60 meses vs en los niños ≤60 

meses, encontramos que es casi 2 veces más probable que se identifique a Shigella spp 

en un niño >60 meses con diarrea que en un niño ≤60 meses* (FET p<0.05, OR=1.733, 

IC 1.036-2.850), sugiriendo la relevancia de contemplar a este grupo etario y no sólo a 

aquellos infantes <5 años, como hacen la mayoría de los estudios de diarrea en niños, 

lo que permitirá caracterizar la epidemiología real de Shigella spp.  

Salmonella spp. y Campylobacter spp. se identificaron más frecuentemente en 

infantes 0-12 meses, siendo 2 veces más frecuentemente aislados en las heces de 

infantes ≤24 meses que en niños >24 meses (FET p<0.001, OR=2.3, IC 1.464-3.521) 

(FET p<0.01, OR=2.428, IC 1.315-4.449). En contraste, la frecuencia de la identificación 

de parásitos en las heces de los niños con diarrea fue significativamente más prevalentes 

en los niños >24 meses, donde se observó que es casi 6 veces más probable que los 

niños de este grupo etario estén infectados con un parásito que los infantes ≤24 meses 

(FET p<0.0001, OR=5.848, IC 2.85-12.17). Por otro lado, Vibrio cholerae fue el único 

patógeno bacteriano con mayor prevalencia en los niños >60 meses en comparación 

con los niños ≤60 meses, siendo casi 4 veces más probable que V. cholerae este 

asociado con los casos de diarrea en este grupo etario (FET p<0.05, OR=3.975, IC 

1.413-10.55). 
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Figura 11. Prevalencia de los patógenos intestinales en todos los niños del estudio 
Biomarcadores. Se presenta el número de casos en los que se identificó cada uno de los 7 
patógenos buscados durante el estudio. En la parte superior del cada barra se muestra el número 
total de casos en los que se identificó al patógeno. Cada barra muestra el número de casos de 
patógeno único (en azul) y el número de casos de patógeno mixto (en naranja) donde se 
identificó al patógeno. 



51 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Prevalencia de los patógenos intestinales identificados por grupos de edad. Los 999 casos de diarrea se separaron en 6 grupos etarios, 
representados por las filas de la tabla. En cada celda se especifica el número de casos (%) identificados para cada condición especificada en las 
columnas. 
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III. PREVALENCIA DE LAS ESPECIES DE Shigella. 

 Como se ilustra en la Figura 12, la especie más prevalente de los niños con 

diarrea fue Shigella flexneri la cual se identificó en 84 (71%) casos de diarrea de los 118 

casos positivos para Shigella, seguido por S. sonnei que se aisló de 19 casos (16%), S. 

boydii en 12 (10%) y por último 3 casos (3%) S. dysenteriae, estos tres casos fueron de 

infecciones mixtas. Todas las especies mostraron mayor prevalencia (70%) en el grupo 

de mayor de 24 meses. S. flexneri y S. boydii fueron más prevalentes en el grupo etario 

de mayor de 24 meses a 36 con 29% y 58%, respectivamente, mientras que S. sonnei 

mostro una mayor prevalencia en el grupo etario de mayor de 60 meses (42%) Tabla 3. 

 

 

Figura 12. Distribución 
de las cuatro especies 
de Shigella en todos los 
niños del estudio 
Biomarcadores. En el 
gráfico de pastel se 
representa el número 
de casos (%) en los que 
se identificó a cada 
especie de Shigella. 

Tabla 3. Prevalencia de 
las cuatro especies 
Shigella spp. por 
grupos de edad. 
Características de los 
niños catalogados 
como “caso severo de 
diarrea” donde se 
identificó a Shigella 
como patógeno único y 
que se seleccionaron 
para analizar su 
microbioma. 
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IV. CARACTERIZCIÓN Y COMPARACIÓN DE LA COMPOSICIÓN DEL 

MICROBIOMA INTESTINAL ENTRE LOS NIÑOS CON SHIGELLOSIS VS LOS 

NIÑOS SIN DIARREA. 

a. Características de los grupos de estudio 

Con el objetivo de entender el papel que juega Shigella spp. sobre el microbioma 

intestinal, analizamos un total de 31 casos de diarrea aguda en donde Shigella spp. fue 

el único patógeno aislado de las muestras de heces de estos pacientes. Se incluyeron 

todas las muestras de heces los niños que tuvieron casos severos de shigellosis con 

base en la escala modificada de Ruuska-Vesikari (Descrita en la sección de Materiales 

y métodos), en total fueron 8 casos severos. Como se ilustra en la Tabla 4 fueron 6 casos 

de S. flexneri 1 de S. boydii y 1 de S. sonnei, de los cuales todos presentaron 

convulsiones y 5 de los niños tuvieron diarrea con sangre con la excepción de dos casos 

de S. flexneri y el único caso de S. sonnei. También se incluyeron todas las muestras de 

heces de los casos de diarrea moderada, en total fueron 7 pacientes como se observa 

en la Tabla 5. Las especies aisladas de estos casos fueron 5 S. flexneri, 1 de S. boydii y 

1 de S. sonnei, 6 de estos casos presentaron diarrea con sangre con excepción de un 

caso de S. flexneri. Finalmente, como se muestra en la Tabla 6, de los 34 casos leves de 

shigellosis en el estudio, se seleccionaron 16 (47%) muestras de heces, 2 casos por 

cada caso severo pareados por edad. 

Con respecto a los 120 niños controles sin ningún patógeno identificado en heces, 

se seleccionaron 35 (29%) muestras donde al menos 2 de los controles fueron pareados por 

edad con los casos severos de diarrea, en un intervalo de edad de 0-7 años, incluyendo a 

18 varones y a 17 niñas Tabla 7. 

 

Tabla 4. Casos severos de diarrea seleccionados para la caracterización de su microbioma. 
Características de los niños catalogados como “caso severo de diarrea” donde se identificó a 
Shigella como patógeno único y que se seleccionaron para analizar su microbioma. 
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Tabla 6. Casos leves de diarrea seleccionados para la caracterización de su microbioma. 
Características de los niños catalogados como “caso leve de diarrea” donde se identificó a 
Shigella como patógeno único y que se seleccionaron para analizar su microbioma. 

Tabla 5. Casos moderados de diarrea seleccionados para la caracterización de su microbioma. 
Características de los niños catalogados como “caso moderado de diarrea” donde se identificó a 
Shigella como patógeno único y que se seleccionaron para analizar su microbioma. 
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Tabla 7. Controles sin diarrea seleccionados para la caracterización de su microbioma. 
Características de los niños catalogados como “control sin diarrea” donde no se identificaron 
patógenes y que se seleccionaron para analizar su microbioma. 
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b. Análisis y comparación del microbioma intestinal 

A partir de las 66 muestras de heces seleccionadas, se realizó la extracción del 

DNA total y se realizó la secuenciación de las regiones hipervariables V3-V5 del gen 16S 

rRNA con la tecnología MiSeq de Illumina, generando un total de 4,166,840 lecturas, las 

cuales se analizaron en QIIME2. Estas lecturas presentaron un intervalo de 23,432 

lecturas (la muestra con menor número de lecturas) – 109,471 lecturas (la muestra con 

mayor número de lecturas), las cuales se agruparon en 2,289 OTUs bacterianos, de los 

cuales 224 correspondieron a nivel de género. Se seleccionaron aleatoriamente 23,432 

lecturas de cada muestra, con el propósito de representar la riqueza (número de OTUs 

diferentes) dentro de cada muestra y se graficaron las curvas de rarefacción. Estas 

curvas se usan para representar a la riqueza de OTUs, cuyo uso correcto es comparar 

estas curvas únicamente cuando han cubierto casi la riqueza completa dentro de la 

muestra, lo cual se evidencia cuando la curva alcanza la asíntota. Como se muestra en 

la Figura 13 las curvas de rarefacción de las 66 muestras, representando en color cian a 

las curvas graficadas a partir de las muestras de los casos y en naranja a las curvas 

graficadas a partir de las muestras de controles. En la imagen se puede ver que las 66 

curvas alcanzaron la asíntota y se evidencia que en las muestras de los casos es donde 

se identificó el menor número de OTUs observados. 

Figura 13. Curvas de rarefacción de los casos de diarrea asociada a Shigella spp. y los controles 
sin diarrea. En color cian se presentan las curvas de rarefacción de correspondientes a los casos 
de diarrea, mientras que en color naranja se presentan las curvas de rarefacción 
correspondientes a los controles sin diarrea. En el eje X se representa el número de lecturas 
(secuencias) analizadas y en el eje Y se representa el número de OTUs identificados. (Indicador 
de la riqueza en la muestra). 
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 Posteriormente, evaluamos la diversidad α del microbioma intestinal, la cual se 

define como la comparación de la diversidad microbiana entre muestras dentro del 

mismo grupo, contemplando factores como: la riqueza, la igualdad y la abundancia. En 

la Figura 14 se muestran los resultados de este análisis, usando el índice de diversidad 

de Shannon. En la Figura 14 a) podemos observar una reducción en la diversidad α de 

las muestras de los casos en comparación con las muestras de los controles (p<0.001). 

Una vez que encontramos esta reducción en la diversidad α, quisimos identificar si 

alguno de los grupos de severidad (severo, moderado o leve) en particular era el que 

presentaba una reducción en su diversidad α con respecto a los controles Figura 14 b), 

pero encontramos que los tres grupos presentaron una reducción significativa en su 

diversidad α, independientemente del grado de severidad (los casos severos vs los 

controles, p<0.01), (los casos moderados vs los controles, p<0.05), (los casos leves vs 

los controles, p<0.05).  

 Evaluamos la diversidad β que determina que tan diferentes son las comunidades 

microbianas, comparando a la comunidad microbiana en los casos con respecto a la 

comunidad microbiana en los controles, la cual mide el grado de heterogeneidad o 

disimilitud entre diferentes comunidades. Para definir nuestras comunidades 

establecimos que estas estarían formadas por los OTUs que estuvieran compartidos en 

al menos el 15% de las muestras del mismo grupo y dichas comunidades se evaluaron 

Figura 14. Comparación de la diversidad α del microbioma intestinal entre los casos de diarrea 
asociada a Shigella spp. y los controles sin diarrea. Se usaron gráficos de caja y el índice de la 
diversidad de Shannon para representar la diversidad α. a) Representa la comparación de la 
diversidad α entre los casos con diarrea y los controles sin diarrea, en cian y en naranja, 
respectivamente. b) Representa la comparación de la diversidad α entre los casos de diarrea, 
separados por la severidad del caso: el grupo de casos severos en azul, el grupo de casos 
moderados en verde y el grupo de casos leves en amarillo; los controles sin diarrea en naranja. 
Se usó la prueba de Wilcoxon p *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001. 
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mediante una escala multidimensional no métrica (NMDS), basada en el algoritmo de 

disimilitud de Bray-Curtis. El algoritmo de Bray-Curtis genera un valor que se ubica entre 

0 y ±1 y mientras este valor se encuentre más alejado del cero mayor es la disimilitud 

entre las comunidades. 

 En la Figura 15 a) podemos observar que la diversidad β de la comunidad de los 

casos es significativamente diferente a la de la comunidad de los controles (p ajustada 

por fdr < 0.001). A continuación, comparamos las comunidades microbianas de los tres 

grupos de severidad de los casos contra la comunidad microbiana de los controles Figura 

15 b), donde las comunidades de casos graves, moderados y leves fueron 

estadísticamente diferentes a la de la comunidad de los controles (p ajustada por 

fdr<0.01). 

 Basados en las diferencias de la diversidad α y la diversidad β entre los casos y 

los controles, determinamos si estas diferencias se debían a la composición del 

microbioma intestinal a nivel de género. Se identificaron 224 géneros diferentes, de los 

cuales 60 géneros presentaron una abundancia relativa estadísticamente diferente entre 

los casos y los controles, aplicando la prueba de Wilcoxon (p < 0.05), donde en los casos 

de diarrea 33 de estos géneros están disminuidos y 27 géneros están incrementados, 

con respecto a los controles. 

En la Figura 16 se muestran los 19 géneros que tuvieron una abundancia relativa 

≥ al 1% y en la tabla de la Figura 16 se resaltan los 8 géneros con una abundancia relativa 

significativamente diferente mostrando que 5 géneros (Bacteroides, Bifidobacterium, 

Figura 15. Comparación de la diversidad β del microbioma intestinal entre los casos de diarrea 
asociada a Shigella spp. y los controles sin diarrea.  Se usaron gráficos NMDS para representar 
la diversidad β de las comunidades microbianas. a) Representa la comparación de la diversidad 
β entre la comunidad microbiana de los casos con diarrea (en cian) y la comunidad microbiana 
de los controles sin diarrea (en naranja). b) Representa la comparación de la diversidad β entre 
las comunidades microbianas de los casos con diarrea, separados por la severidad del caso: la 
comunidad de casos severos (en azul), la comunidad de casos moderados (en verde) y la 
comunidad de casos leves (en amarillo) vs la comunidad de los controles sin diarrea (en naranja). 
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Parabacteroides, Collinsella y Flavonifractor) disminuyeron, mientras que 3 géneros 

(Neisseria, Haemophilus y Escherichia/Shigella) incrementaron en los casos con 

respecto a los controles. 

 Realizamos un análisis LEfSe con el propósito de identificar posibles 

biomarcadores alterados en el microbioma de los casos con respecto al microbioma de 

los controles. Para realizar este análisis se estableció como punto de corte un puntaje 

de LDA de 3 y se realizó la prueba de Kluskall. En la Figura 17 se muestran los resultados 

de este análisis, donde se identificaron 28 géneros con una presencia estadísticamente 

diferente (p < 0.05), 11 géneros identificados en los casos y 17 géneros identificados en 

los controles. Dentro de los posibles biomarcadores de los casos y los controles se 

identificaron los 8 géneros previamente mencionados, 3 géneros asociados a los casos: 

Escherichia/Shigella (p < 0.05), Haemophilus (p < 0.0001) y Neisseria (p < 0.0001); así 

como 5 géneros asociados a los controles: Bifidobacterium (p < 0.0001), Bacteroides (p 

< 0.01), Parabacteroides (p < 0.01), Collinsella (p < 0.01) y Flavonifractor (p < 0.001). De 

Figura 16. Composición del microbioma intestinal presente en los casos de diarrea asociada a 
Shigella spp. y en los controles sin diarrea. Representación de la composición de la microbiota 
de los 31 casos con diarrea asociada a Shigella y de los 35 controles sin diarrea. En esta 
representación se muestran los géneros más abundantes (Con una abundancia relativa >1%) de 
cada microbioma. En la tabla junto al gráfico se muestran los 8 géneros que presentaron una 
diferencia estadísticamente significativa entre ambas microbiotas: en azul se resaltan los géneros 
con una abundancia menor en los caso con respecto a los controles y en rojo se resaltan los 
géneros con una abundancia mayor en los casos con respecto a los controles. Se usó la prueba 
de Wilcoxon p *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001. 
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esta forma demostramos que los 8 géneros fueron identificados estadísticamente 

diferentes entre ambos grupos, mediante dos análisis bioinformáticos distintos. 

V. CARACTERIZCIÓN Y COMPARACIÓN DE LA COMPOSICIÓN DEL 

MICROBIOMA INTESTINAL ENTRE LOS DIFERENTES CUADROS CLÍNICOS DE 

LOS NIÑOS CON SHIGELLOSIS. 

 Como se muestra en la Figura 18, evaluamos si había diferencias en el 

microbioma intestinal asociado a la severidad del cuadro clínico de diarrea, por lo que 

comparamos la diversidad α y la diversidad β entre los tres diferentes cuadros de 

severidad (Leve vs Severo, Leve vs Moderado y Moderado vs Severo), además de 

realizar las comparaciones entre las agrupaciones Leve/Moderado vs Severo y Leve vs 

Moderado/Severo. Sin embargo, no identificamos diferencia significativa entre ninguna 

de estas comparaciones Tabla 8. 

Figura 17. Identificación de posibles biomarcadores presentes en los casos de diarrea asociada 
a Shigella spp. y en los controles sin diarrea. Análisis LEfSe de los taxones bacterianos 
diferencialmente abundante entre los 31 casos con diarrea asociada a Shigella y los 35 controles 
sin diarrea. Los taxones que se muestran en la figura presentan un valor de LDA mayor a 3. Se 
usó la prueba de Kluskal p *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001. P=Phylum, C=Clase, 
O=Orden, F=Familia, G=Género. 
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 Al comparar la abundancia de los géneros del microbioma intestinal entre la 

severidad de los cuadros clínico de diarrea, se observó que 4 géneros: Azospirillum, 

Bilophila y Stenotrophomonas (p<0.05) y Brevibacillus (p<0.01) estaban incrementados 

significativamente en los casos severos en comparación con los casos leves/moderados. 

Cabe mencionar que estos 4 géneros tienen una abundancia relativa <1%, por lo que se 

muestra su dispersión mediante gráficos de cajas en la Figura 19 a), y en la tabla inferior 

izquierda de la Figura 19 se presenta la abundancia relativa de cada género. Una vez que 

se identificaron estas diferencias estadísticamente significativas, se buscaron aquellos 

posibles biomarcadores asociados al cuadro clínico de diarrea entre los grupos de 

severidad leve/moderado vs severo Figura 19 b). Para este análisis LEfSe se estableció 

Tabla 8. Resultados del análisis 
y comparación de la diversidad 
α y de la diversidad β con 
respecto a la severidad del 
cuadro clínico de diarrea. 

Figura 18. Comparación de la diversidad α y la diversidad β del microbioma intestinal entre los 
grupos de severidad de los casos de diarrea asociada a Shigella spp. a) Se usaron gráficos de 
caja y el índice de la diversidad de Shannon para representar la diversidad α. Representa la 
comparación de la diversidad α entre los casos con diarrea, separados por la severidad del caso: 
el grupo de casos severos en azul, el grupo de casos moderados en verde y el grupo de casos 
leves en amarillo. b) Representa la comparación de la diversidad β entre las comunidades 
microbianas de los casos con diarrea, separados por la severidad del caso: la comunidad de casos 
severos en azul, la comunidad de casos moderados en verde y la comunidad de casos leves en 
amarillo. 
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como punto de corte un puntaje de LDA de 2 y se realizó la prueba de Wilcoxon, 

identificando que 3 de los 4 géneros previamente mencionados estaban presentes 

(Bilophila y Azospirillum con p < 0.05 y Brevibacillus con p < 0.01), sugiriendo que tal vez 

se puedan utilizar como posibles biomarcadores de casos severos de diarrea. 

VI. PREDECCIÓN Y COMPARACIÓN DE LA COMPOSICIÓN FUNCIONAL DEL 

MICROBIOMA INTESTINAL. 

 Con base en el análisis de PICRUST es posible establecer teóricamente los 

componentes funcionales del microbioma, lo cual también puede orientar hacia que 

productos metabólicos deben de identificarse en las muestras de heces de estos 

pacientes y controles. Este análisis de PRICUST se basa en las abundancias relativas 

previamente identificadas a nivel de género y en la comparación contra las bases de 

datos KEGG. Usando una prueba de t de Student sin corrección, se encontró que la 

posible estructura funcional del microbioma en los casos asociados a Shigella spp. es 

significativamente diferente a la estructura funcional del microbioma de los controles 

(p<0.05). Como se ilustra en la Figura 20 se identificaron 40 vías posiblemente 

enriquecidas en el microbioma de los controles, mientras que se encontraron 43 vías 

posiblemente enriquecidas en el microbioma de los casos Figura 21.  

Figura 19. Identificación de posibles biomarcadores presentes en los casos severos de diarrea 
asociada a Shigella spp. a) Abundancia relativa de los 4 géneros que presentan un incremento 
estadísticamente significativo en los 8 casos severos de diarrea asociada a Shigella en 
comparación con los 23 casos leves/moderados. En la tabla se presentan los valores de la 
abundancia relativa de los 4 géneros b) Análisis LEfSe de los taxones bacterianos 
diferencialmente abundante entre el grupo de casos severos con diarrea asociada a Shigella y el 
grupo de casos leves/moderados. Los taxones que se muestran en la figura presentan un valor 
de LDA mayor a 2. Se usó la prueba de Wilcoxon p *<0.05, **<0.01. 
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Figura 21. Vías metabólicas incrementadas en el microbioma de los casos de diarrea asociada 
a Shigella spp. Mediante gráficos de barras se evidencian las 43 vías metabólicas con un 
incremento estadísticamente significativo en los casos asociados a Shigella (en color cian) en 
comparación con los controles (en color naranja). Los gráficos de círculos muestran la diferencia 
en las proporciones medidas entre los dos tipos de muestra y los valores corregidos de p. Se usó 
la prueba de t sin corrección. p <0.05. 

Figura 20. Vías metabólicas incrementadas en el microbioma de los controles sin diarrea. 
Mediante gráficos de barras se evidencian las 40 vías metabólicas con un incremento 
estadísticamente significativo en los controles (en color naranja) en comparación con los casos 
asociados a Shigella (en color cian). Los gráficos de círculos muestran la diferencia en las 
proporciones medidas entre los dos tipos de muestra. Se usó la prueba de t sin corrección. p 
<0.05. 
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Por otro lado, al predecir el microbioma funcional asociado a la severidad del 

cuadro clínico de los casos se identificaron 6 vías con un enriquecimiento 

significativamente diferente (p<0.05). Se identificaron 5 posible vías enriquecidas en el 

microbioma asociado a casos severos de diarrea, mientras que se identificó 1 posible 

vía enriquecida en el microbioma asociado a casos leves/moderados Figura 22. 

VII. SECUENCIACIÓN DE GENOMA COMPLETO DE LAS CEPAS DE Shigella spp. 

AISLADAS DE LOS CASOS DE SHIGELLOSIS. 

a. Identificación del coregenoma y del pangenoma de las cepas de Shigella spp. 

 Una de las metas del presente trabajo fue establecer si hay una conexión directa 

entre la severidad del caso clínico y la cepa de Shigella spp aislada del paciente. Por lo 

que se mandaron a secuenciar 20 cepas de Shigella que contenían el plásmido de 

invasión y así poder integrar los genomas Tabla 8. 

 Una vez que ensamblados y anotamos los genomas de las 20 cepas, se 

caracterizaron tanto el coregenoma como el pangenoma. En la Figura 23 a) se muestra el 

pangenoma de las 20 cepas, el cual se define como el número total de genes presentes 

en las cepas, el cual está constituido por un total de 6,317 genes (en azul). Las 20 cepas, 

representadas por el árbol que se ubica en el lado izquierdo del gráfico, se comparan 

contra una matriz de presencia/ausencia de genes, donde cada fila de la matriz 

representa a una cepa. En la matriz se muestra al coregenoma como la región donde las 

20 cepas tienen la presencia de todos los genes (en azul sólido) y conforme nos 

desplazamos hacia la derecha de la matriz es donde se muestra el genoma accesorio, 

que son los genes que no son compartidos por todas las cepas (en marcas blancas se 

muestra la ausencia del gen). 

Figura 22. Vías metabólicas presentes en el microbioma de los grupos de severidad de los casos 
de diarrea asociada a Shigella spp. Se evidencian las 7 vías metabólicas con un incremento 
estadísticamente significativo en los casos severos de diarrea asociada a Shigella (en color azul) 
o los casos leves/moderados (en color verde). Los gráficos de círculos muestran la diferencia en 
las proporciones medidas entre los dos grupos de severidad y los valores corregidos de p. Se usó 
la prueba de t sin corrección. p <0.05. 
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 En la Figura 23 b) y c) se muestra la distribución del pangenoma, con 2,853 genes 

formando el coregenoma, que representa a los genes presentes en el 100% de las cepas 

secuenciadas y los 3,464 genes restantes conforman el genoma accesorio, el cual se 

divide en: el “soft-coregenome” que representa a los genes presentes en el 95% de las 

cepas secuenciadas (19 cepas en este estudio) y está integrado por 286 genes, el 

“shellgenome” que representa a los genes presentes en más del 10% de las cepas 

secuenciadas (3-18 cepas en este estudio) y está integrado por 2,565 genes y el 

“cloudgenome” que representa a los genes presentas en el 10% o menos de las cepas 

secuenciadas (menos de 3 cepas en este estudio) y está integrado por 613 genes. 

Tabla 9. Cepas seleccionadas para la secuenciación de su genoma. Características de las 20 
cepas de Shigella spp. que se seleccionaron para secuenciar, así como las características clínicas 
del caso de diarrea a partir del que se aisló cada cepa. 
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b. Análisis filogenético de las cepas de Shigella spp. 

 Una vez identificado el pangenoma de las 20 cepas, se procedió a realizar el 

análisis filogenético de las cepas, para esto se incluyeron 20 genomas de referencia de 

Shigella descargados del NCBI, 5 genomas por especie de Shigella (S. flexneri, S. boydii, 

S. sonnei y S. dysenteriae) Tabla suplementaria 1.  

Figura 23. Identificación del coregenoma y del pangenoma de las cepas de Shigella spp. 
secuenciadas. a) Árbol generado a partir de los 20 genomas de Shigella spp. secuenciados y 
comparado con una matriz de presencia y ausencia de los genes que conforman el coregenome 
y los genes accesorios. b) Gráfico de barras con la frecuencia en la que se encuentran los genes 
con respecto a los 20 genomas secuenciados. c) Gráfico de pastel que representa la distribución 
de los genes dependiendo del número de aislados en los que estén presentes.  Se definió como 
core a los genes presentes en las 20 cepas, como soft core a los genes presentes en 19 cepas, 
como shell a los genes presentes en 18-3 cepas y como cloud en menos de 3 cepas. 
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 En la Figura 24 se muestra el árbol filogenético construido a partir de los 40 

genomas de Shigella, donde se observa que Shigella sonnei forma un clado (en color 

morado) que incluye a las cepas secuenciadas en este estudio (MXSh16-20), pero cabe 

mencionar que nuestras cepas constituyen un subclado diferente al de las cepas de 

referencia. De las 11 cepas de S. flexneri que se secuenciaron en este estudio (MXSh1-

11), 9 cepas formaron un clado con las 5 cepas de referencia de S. flexneri (en color 

amarillo) y las 2 cepas restantes se identificaron en clados diferentes, uno constituido 

principalmente por las cepas de S. boydii (en color naranja), en el cual están incluidas 

las 4 cepas de nuestro estudio (MXSh12-15) y el otro clado constituido por las 5 cepas 

de referencia de S. dysenteriae (en color azul). 7 de las cepas de S. flexneri (MXSh1-

4,7-9) forman un subclado dentro del clado de S. flexneri (en color amarillo), mientras 

que las otras 2 cepas (MXSh5,10) divergen de este subclado. 

Figura 24. Árbol filogenético del pangenome de Shigella spp. El árbol se generó a partir de los 
20 genomas de Shigella spp. secuenciados y los 20 genomas de referencia descargados (5 cepas 
de Shigella flexneri, 5 cepas de Shigella boydii, 5 cepas de Shigella sonnei y 5 cepas de Shigella 
dysenteriae), con base en la presencia o ausencia de los 11,027 grupos de genes del pangenome 
de las 40 cepas de Shigella spp. Las especies de Shigella están representadas con distintos 
colores: S. flexneri en amarillo, S. boydii en naranja, S. sonnei en morado y S. dysenteriae en azul. 
Los genomas secuenciados en este estudio se indican como “MXSh” y los genomas de referencia 
como “Ref”. 
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c. Identificación de genes asociados a la patogénesis de Shigella spp. 

 Se realizó la búsqueda dirigida de 29 genes previamente caracterizados e 

involucrados en la patogénesis de Shigella spp. La búsqueda se realizó por homología 

mediante un Blast con secuencias de la base de datos del NCBI Tabla suplementaria 2. 

En la Figura 25 se muestra la matriz que se realizó a partir de la presencia/ausencia de 

los 29 genes en cada uno de los 20 genomas. Para determinar la presencia de un gen 

se determinaron como positivos aquellos alineamientos que presentaron una homología 

y una cobertura ≥80%. Si el alineamiento presentaba una homología ≥80% la celda se 

marcó en gris, si el alineamiento presentaba una homología ≥95% la celda se marcó en 

color negro. 

En la matriz se describe que todos los genes que constituyen a las familias ipa e 

ipg, así como los genes icsA, icsB, virA, ospB y ospF están presentes en las 11 cepas 

S. flexneri, en las 4 de S. boydii y en las 5 de S. sonnei con una homología ≥95%. 

Comenzando con las cepas de S. flexneri, basándonos en los 29 genes 

buscados, esta fue la especie que presento un perfil genético más heterogéneo entre las 

11 cepas que se secuenciaron. Por ejemplo, en 7 de las 11 cepas se encontró la forma 

de ospZ que posee un codón de paro prematuro, generando una proteína más corta, en 

3 cepas se encontró el gen de ospZ que codifica para la proteína completa y en una cepa 

no se encontró. El gen ospD3 que codifica para la enterotoxina 2 de Shigella (ShET2) 

sólo se encontró ausente en 2 cepas de S. flexneri (MXSh4 y MXSh9). Dentro de las 

cepas de S. flexneri resulta importante resaltar a la cepa MXSh11, pues es la única de 

las 20 cepas que no posee los genes ospE1/E2 (Genes que codifican a proteínas con 

funciones de adhesinas), ni el gen ospI (Asociado con la reducción de la activación de 

la vía NF-κB), además de ser la única cepa de S. flexneri que posee los genes ospC3 y 

ospG con una homología menor al 95%. En contraste con la mayoría de las cepas de S. 

flexneri, MXSh11 codifica para la forma completa de OspZ. De forma similar, la cepa 

MXSh6 también presenta un perfil genético distinto del resto de las cepas de S. flexneri, 

siendo más similar al de las cepas de S. boydii, pues al igual que las cepas MXSh12, 

MXSh13, MXSh14 y MXSh15, no codifica para la proteína OspG , codifica para la forma 

completa de OspZ y codifica para la SPATE SigA. Por otro lado, logramos observar que 

el porcentaje de homología de los genes en esta cepa es similar al de las cepas de S. 

boydii e incluso presentando un patrón de cambio de nucleótidos similar al de las cepas 

de S. boydii. 

 Por otro lado, las cepas de S. boydii presentan un perfil genético muy similar, 

donde logramos observar que las 4 cepas tienen la presencia de los mismos 22 genes y 

la ausencia de los mismos 7 genes. En el caso de las cepas de S. sonnei, presentan un 

patrón genético más heterogéneo que las cepas de S. boydii, pero menos heterogéneo 

que las cepas de S. flexneri, teniendo la presencia de los mismos 21 genes y la ausencia 

de los mismos 6 genes, presentando diferencias sólo en los genes ospC1 y ospC3. El 

gen ospC1 se encontró ausente en las cepas MXSh17 y MXSh18, pero presente en las 

otras 3 cepas, mientras que el gen ospC3 está presente únicamente en las cepas 

MXSh16 y MXSh18 con una homología ≥80%. 
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 En lo que respecta a las SPATEs (Serin Protease Auto-Transporters of 

Enterobacteriaceae) sólo las cepas de S. flexneri, exceptuando a MXSh6 y MXSh11, 

codifican para SepA; en el caso de Pic, esta proteasa sólo se encontró en la cepa MXSh7 

y como sugiere el dogma, también fue la única cepa donde se encontraron codificadas 

las dos subunidades de la enterotoxina ShET1 (Genes setA y setB), dado que estas dos 

subunidades se localizan en la secuencia complementaria de pic; la serin-protesa SigA 

se encontró codificada en todas las cepas de S. boydii y S. sonnei, así como en las cepas 

MXSh6, MXSh7 y MXSh11 de S. flexneri; Sat se encontró sólo en 3 cepas de S. flexneri, 

en MXSh5 y MXSh10 con una homología ≥95% y en MXSh7 con una homología ≥80%; 

por último, en ninguna de las 20 cepas se identificó la presencia del gen que codifica 

para la proteasa Pet. 

 Considerando los resultados de los alineamientos de los 29 genes tiene sentido 

que la cepa MXSh11, en la Figura 25, se ubique separa del resto de las cepas de S. 

flexneri, pero además separada de las cepas de S. sonnei y S. boydii, pues de las 20 

cepas secuenciadas en este estudio fue la que presentó un perfil genético más diferente. 

Por otro lado, a partir de estos mismos resultados, también se vuelve más claro que la 

cepa MXSh6 se ubique junto a las cepas de S. boydii. De manera similar, las cepas 

MXSh5 y MXSh10, las únicas 2 cepas en las que se encontró el gen sat con una 

homología ≥95%, se encuentran en un extremo del clado donde se ubicaron la cepas de 

S. flexneri, mientras que las cepas MXSh4 y MXSh9, las únicas 2 cepas en las que se 

observó la ausencia del gen ospD3, se ubicaron en el extremo opuesto del clado en el 

que se ubicaron a las cepas de S. flexneri secuenciadas por nosotros. 
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Figura 25. Matriz de presencia/ausencia de genes involucrados en el proceso de infección de Shigella spp. En la matriz se presentan 29 genes 
buscados en los 20 genomas secuenciados en este estudio. Estos 29 genes se encuentran involucrados en al menos uno de los pasos del proceso 
de infección del epitelio intestinal por parte de Shigella spp. La presencia o ausencia del gen se indica según el color indicado en la parte inferior 
de la matriz. El gen ospZ presenta una forma “prematura” en algunas cenas de Shigella flexneri debido a la presencia de un codón de paro 
prematuro y este forma se representa con el color morado en la celda del gen. Las especies de Shigella están representadas con distintos colores: 
S. flexneri en amarillo, S. boydii en naranja y S. sonnei en morado. 
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VIII. REALIZAR ENSAYOS FENOTÍPICOS ASOCIADOS AL PROCESO DE 

INFECCIÓN DE Shigella spp. CON ALGUNAS DE LAS CEPAS SECUENCIADAS. 

a. Sincronización de las curvas de crecimiento. 

 Para iniciar estos experimentos fue necesario estandarizar las curvas de 

crecimiento de cada cepa, ya que son aislados clínicos que no se comportan como las 

cepas de referencia. La estandarización de las curvas de crecimiento permite determinar 

los tiempos para obtener un cultivo sincrónico de bacterias a partir del cual se realizan 

las inoculaciones de los ensayos fenotípicos, usando las concentraciones bacterianas 

adecuadas. Determinamos que las aislados de S. flexneri y S. boydii, de nuestros 

pacientes llegaban a la mitad de la fase exponencial a los 150 minutos. Cabe mencionar 

que en S. sonnei el plásmido de invasión se pierde muy fácilmente y corroboramos que 

esta especie muestra diferencia morfológica entre las cepas de S. sonnei que tienen el 

plásmido y las que no lo tienen. Por lo que las cepas de S. sonnei cuando tienen el 

plásmido nos dan curvas de crecimiento más largas que las que no lo tienen. 

b. Ensayos de invasión. 

 Ya que la invasión de las células epiteliales es un paso importante durante la 

infección por Shigella spp, por lo que se evaluó la eficiencia de invasión de diferentes 

cepas de Shigella. Los ensayos de invasión se realizaron en células T84 polarizadas, 

realizando los ensayos de invasión basolateral y apical. 

 De las 13 cepas de S. flexneri secuenciadas se probaron 7 cepas en el ensayo 

de invasión. Como podemos observar en la Figura 26 la cepa MXSh3 es la cepa que 

presenta significativamente el mayor porcentaje de invasión, en ambos ensayos de 

invasión (p<0.01), mientras que la cepa MXSh11 no mostro la capacidad de invadir las 

células epiteliales, tanto en la invasión basolateral como en la invasión apical. Por otro 

lado, al comparar la cepa MXSh1 vs MXSh2 y la cepa MXSh9 vs MXSh7, las cepas 

MXSh1 y MXSh9 presentan un mayor porcentaje de invasión que las cepas MXSh2 y 

MXSh7 en los ensayos de invasión basolateral, respectivamente (p<0.05, p<0.01). Sin 

embargo, al realizar los ensayos de invasión apical y comparar los resultados de las 

mismas cepas, podemos observar que ahora las cepas MXSh2 y MXSh7 presentan un 

porcentaje de invasión significativamente mayor que el de las cepas MXSh1 y MXSh9, 

respectivamente (p<0.05). Estos resultados sugieren que, mientras que las cepas MSh1 

y MXSh9 son más eficientes en la invasión de las células epiteliales, las cepas MXSh2 

y MXSh7 parecen ser más eficientes cruzando la barrera epitelial, el cual es un paso 

importante durante la infección por Shigella. 

Posteriormente, se evaluó la capacidad de invasión de las 4 cepas de S. boydii 

secuenciadas en este estudio. Lo primero que llama la atención en los resultados 

representados en la Figura 27 es el porcentaje de invasión de la cepa MXSh15, tanto en 

los ensayos de invasión basolateral como en los ensayos de invasión apical, siendo su 

porcentaje de invasión significativamente el mayor de todas las cepas de S. boydii 

probadas (p<0.001). Por el contrario, podemos observar que la cepa MXSh13 no fue 

capaz de invadir a las células epiteliales en ninguno de los ensayos de invasión. Mientras 
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tanto, las cepas MXSh12 y MXSh14, al igual que la cepa de referencia de S. boydii 

602068, presentaron significativamente un menor porcentaje de invasión con respecto a 

la cepa de referencia de S. flexneri 2457T en los ensayos de invasión basolateral. Sin 

embargo, al comparar los resultados de los ensayos de invasión apical podemos 

observar que hay una recuperación en el porcentaje de invasión de las cepas MXSh12, 

MXSh14 y 602068 de S. boydii, no presentando diferencia significativa al comparar la 

capacidad de invasión de estas tres cepas con la capacidad de invasión de la cepa de 

referencia de S. flexneri. 

 Finalmente, se evaluó la capacidad de invasión de las 5 cepas de S. sonnei 

secuenciadas en este estudio. Como podemos observar en la Figura 28, de las 5 cepas 

evaluadas la cepa MXSh19 es la única que no presenta la capacidad de invadir a las 

células epiteliales, mientras que el resto de las cepas de S. sonnei, incluyendo a la cepa 

de referencia de S. sonnei 53G-7F1, presentan en ambos ensayos de invasión un 

Figura 26. Ensayos de invasión con cepas de Shigella flexneri. a) Ensayo de invasión basolateral. 
b) Ensayo de invasión apical. Ensayo con 7 de las cepas que se secuenciaron en este estudio y la 
cepa de referencia de S. flexneri 2457T.  En el eje X se especifican las cepas evaluadas y en el eje 
Y el porcentaje de invasión con respecto a la cepa de referencia 2457T. Se usó la prueba U de 
Mann-Whitney. p *<0.05, **<0.01, ***<0.001, ****<0.0001. 

Figura 27. Ensayos de invasión con cepas de Shigella boydii. a) Ensayo de invasión basolateral. 
b) Ensayo de invasión apical. Ensayo con 4 de las cepas que se secuenciaron en este estudio, 2 
cepas de referencia de S. boydii y la cepa de referencia de S. flexneri 2457T.  En el eje X se 
especifican las cepas evaluadas y en el eje Y el porcentaje de invasión con respecto a la cepa de 
referencia 2457T. Se usó la prueba U de Mann-Whitney. p *<0.05, **<0.01, ***<0.001, 
****<0.0001. 
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porcentaje de invasión significativamente menor que el observado en la cepa la cepa de 

referencia de S. flexneri 2457T (p<0.01). La cepa MXSh16 presenta un porcentaje de 

invasión basolateral significativamente menor que el de las cepas MXSh17, MXSh18 y 

MXSh20, sin embargo, no presentó diferencia significativa en su capacidad de invasión 

con respecto a nuestras otras tres cepas al realizar los ensayos de invasión apical, 

sugiriendo ser una cepa eficiente en su capacidad de cruzar la monocapa celular. 

c. Ensayos de formación de placas. 

 Este ensayo consiste en la infección de una monocapa de células T84, con una 

cepa de Shigella y transcurrida la infección, se incuban las células en un medio de cultivo 

celular que contiene gentamicina (un antibiótico que no ingresa a la célula), por lo que 

elimina de la superficie de las células a las bacterias que no penetraron. Puesto que se 

ha documentado que la toxina ShET2 solo se libera cuando la bacteria está dentro de la 

célula y causa la lisis de las células, este ensayo indica que la cepa de Shigella invadió 

a las células, además de que también estas bacterias realizaron la migración a células 

adyacentes. 

 El primer acercamiento fue usar concentraciones elevadas de bacterias y evaluar 

el daño o destrucción de la monocapa celular infectada. A partir de este primer 

acercamiento se identificaron tres fenotipos diferentes como los que se muestran en la 

Figura 29: donde observamos que la cepa MXSh2 destruye por completo la monocapa 

celular, mientras que las cepas MXSh12 y la MXSh20 no destruyen la monocapa 

completamente, pero causan daño severo a la monocapa. Por otro lado, cepas como la 

MXSh4 y la MXSh13 no causaron ningún daño a la monocapa celular, a pesar de utilizar 

altas concentración de bacterias durante la infección. Este resultado parece 

correlacionar con los resultados del ensayo de invasión, pues las cepas que no 

invadieron a las células T84 tampoco generaron daño a la monocapa. Finalmente, la 

cepa MXSh15 sólo causo un daño mínimo a las células (Como se observa en la parte 

inferior del pozo), lo que resulta interesante, pues esta cepa mostró una elevada 

Figura 28. Ensayos de invasión con cepas de Shigella sonnei. a) Ensayo de invasión basolateral. 
b) Ensayo de invasión apical. Ensayo con 5 de las cepas que se secuenciaron en este estudio, la 
cepa de referencia de S. sonnei y la cepa de referencia de S. flexneri 2457T.  En el eje X se 
especifican las cepas evaluadas y en el eje Y el porcentaje de invasión con respecto a la cepa de 
referencia 2457T. Se usó la prueba U de Mann-Whitney. p *<0.05, **<0.01, ***<0.001, 
****<0.0001. 
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capacidad de invasión, pero no fue capaz de generar placas en la monocapa celular. 

Este resultado podría sugerir que esta cepa posee un defecto en la migración a células 

adyacentes y es por ello que se observa daño en la monocapa, pero no formación de 

placas. 

 Evaluamos aquellas cepas que si dañaban la monocapa y se estandarizaron 

concentraciones de estas bacterias que resultaran en la formación de placas líticas 

aisladas. En la Figura 30 a) podemos observar el resultado de uno de estos ensayos, 

donde logramos obtener placas aisladas, además también se observó que distintas 

cepas de Shigella spp. producen placas líticas de diferentes tamaños, por ejemplo, en la 

imagen podemos observar que la cepa MXSh1 generó placas con una mayor área que 

la cepa MXSh7. El tercer pozo en la imagen representa el control negativo del ensayo el 

cual contiene a las células T84 inoculadas con la cepa de S. flexneri BS103 que no tiene 

el plásmido de invasividad. Posteriormente, como se observa en la Figura 30 b), se midió 

el área de las placas aisladas usando, el software ZEN Microscopy, delimitando 

cuidadosamente el borde de la placa Figura 30 c). Se realizaron dos experimentos 

independientes con duplicados por cepa y se graficaron los valores. 

 Los resultados obtenidos de las 10 cepas evaluadas (S. flexneri: MXSh1, MXSh2, 

MXSh3, MXSh6, MXSh7; S. boydii: MXSh12, MXSh14; S. sonnei: MXSh16, MXSh17, 

Figura 29. Capacidad de algunas cepas de Shigella spp. de dañar la monocapa celular. En la 
imagen se muestra el resultado del ensayo realizado con 6 cepas secuenciadas en este estudio. 
Las 3 cepas que se usaron en los 3 pozos superiores del plato fueron capaces de destruir la 
monocapa de células T84, las cepas MXSh4 y MXSh13 no generaron daño y la cepa MXSh15 
generó daño mínimo sin causar la destrucción de la monocapa. 
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MXSh20), se muestran en la Figura 31 con un gráfico de violín, donde en el eje X están 

los nombres de las cepas y la especie, mientras que en el eje Y tenemos el área de las 

placas en µm2; para realizar la estadística de los resultados se usó la prueba U de Mann-

Whitney.  

 En la imagen podemos observar que las cepas S. flexneri MXSh1 y MXSh3 son 

las que generaron las placas de mayor área, seguidas de la cepa MXSh2 y están tres 

cepas fueron aisladas de casos severos de diarrea. Hacia el lado derecho del gráfico, se 

muestran los resultados de las cepas de las cepas de S. flexneri MXSh6 y MXSh7, 

aisladas de casos moderados de diarrea en donde se observa claramente que el tamaño 

del área de las placas es significativamente menor que el de las cepas de S. flexneri 

aisladas de casos severos. 

Se evaluaron en este ensayo las cepas de S. boydii MXSh12 aislada de un caso severo 

de diarrea y MXSh14 aislada de un case leve. Como se muestra en el gráfico, 

Figura 30. Evaluación de la formación de placas por cepas de Shigella spp. a) Resultado de un 
ensayo de formación de placas en una monocapa de células T84. Hay una diferencia entre el 
tamaño de las placas generadas por las cepas MXSh1 y MXSh7. Como control negativo se usó la 
cepa sin plásmido de invasión BS103. b) Los pozos donde se realizó el ensayo de formación de 
placas se fotografió al microscopio y se midió el área de las placas aisladas. c) El área de la placa 
se midió delimitando cuidadosamente el borde de la placa. 
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nuevamente, la cepa aislada del severo MXSh12 produjo placas de un tamaño 

significativamente mayor que las placas producidas por la cepa MXSh14. La cepa de S. 

sonnei, MXSh16 aislada de un caso moderado de diarrea formó placas 

significativamente menores que las placas de las cepas MXSh17 y MXSh20 aisladas de 

casos leves. 

  

Figura 31. Cuantificación del área de las placas formadas por distintas cepas de Shigella spp. Se 
presenta el área de las placas en un gráfico de violín, los cuales indican la mediana y los 
percentiles 25 y 75. En el eje X se mencionan las 10 cepas de Shigella spp. evaluadas, separadas 
en 3 especies: S. flexneri, S. boydii y S. sonnei. En el eje Y se encuentra el valor del área de la placa 
en µm2. Se usó la prueba U de Mann-Whitney. p*<0.05, **<0.01,***<0.001, ****<0.0001. 
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DISCUSIÓN 

Han sido varios los estudios que han reportado que el mayor número de casos 

de diarrea se presentan en países subdesarrollados y en vías de desarrollo, 

principalmente asociados a problemas de sanitización del agua y de los alimentos (Black 

et al., 2010; Kosek et al., 2003; K. L. Kotloff et al., 2012). Dentro de los grupos 

históricamente más afectados suele resaltarse al de los niños <5 años (Hartman et al., 

2023; K. L. Kotloff et al., 2013; Platts-Mills et al., 2015), lo que explica porque, a pesar 

de que este estudió no estuvo enfocado sólo en niños <5 años, la edad media de los 

niños de nuestro estudio fue de 2.4 años. 

En los resultados epidemiológicos identificamos que los PEDs fueron los 

patógenos más prevalentes, como se observa en la Figura 11, algo que ya se había 

observado en el análisis previo de este estudio (Meza Segura, 2017; Patzi-Vargas et al., 

2015). Sin embargo, estos estudios sólo se enfocaron en niños <5 años, por lo que era 

importante realizar el análisis de la población completa reclutada para establecer la 

prevalencia real de Shigella spp. Durante la tesis doctoral de Meza-Segura se evaluó un 

total de 893 casos de diarrea, donde identificaron a los PEDs, a Rotavirus y a Salmonella 

spp. cómo los 3 patógenos causales de diarrea más prevalentes. Sin embargo, al 

considerar a todos los niños del estudio, pudimos evidenciar que Shigella spp. ahora se 

ubica como el tercer patógeno más prevalente, desplazando a Salmonella spp. a la 

cuarta posición. Este aumento en los números de casos de diarrea asociada a Shigella 

spp. sobre el número de casos de diarrea asociada a Salmonella spp. concuerda con el 

aumento observado y previamente reportado por nuestro grupo de trabajo, como se 

observa en la Figura 9 (Zaidi et al., 2013). 

En este trabajo se reporta que los PEDs fueron particularmente prevalentes en el 

grupo etario de ≤24 meses (<2 años), presentes en el 53.1% de los casos de diarrea en 

los que se identificaron patógenos, como se evidencia en la Tabla 2. Ya ha sido 

ampliamente reportada la prevalencia de los PEDs en los infantes <5 años (Khairy et al., 

2020; Saka et al., 2019; Zhou et al., 2018), pero en aquellos estudios en los que se han 

enfocado en infantes de menor edad o que han dividido su población en grupos etarios 

concuerdan con que la mayor prevalencia identificada es en los niños ≤24 meses 

(Estrada-Garcia et al., 2009; Mwape et al., 2023; Ochoa et al., 2016). Por otro lado, 

Rotavirus, el segundo patógeno más recurrente Figura 11, se identificó significativamente 

más prevalente en niños >24 meses, específicamente en los niños mayores >36-48 

meses, presente en el 55% de los casos de diarrea en los que se identificaron patógenos 

Tabla 2. Estos resultados correlacionan con la introducción de la vacuna de Rotavirus en 

México durante el 2007, sugiriendo que durante los años en los que se realizó el estudio, 

del 2010 al 2014, los niños de mayor edad que fueron incluidos en los casos de diarrea 

no habían sido vacunados contra Rotavirus, explicando los resultados obtenidos 

(Esparza-Aguilar et al., 2009; Perez Schael et al., 2012; Richardson et al., 2010).  

Con lo anteriormente explicado y con base en los resultados obtenidos, 

sugerimos a Shigella spp. como el patógeno causante de diarrea más prevalente en 

niños >24 meses en nuestro estudio, como se evidenció en la Tabla 2. Este resultado es 
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muy similar a lo reportado en el GEMS (Global Enteric Multicenter Study), un estudio de 

casos y controles de diarrea en niños <5 años, desarrollado en 7 países de África y Asia. 

En este estudio se identificó a E. coli enterotoxigénica (ETEC) y a Shigella spp. como los 

patógenos bacterianos más prevalentes, reportando a Shigella spp. como el patógeno 

más prevalente en los niños de 24-59 meses (K. L. Kotloff et al., 2012; The et al., 2016). 

De forma similar, otros reportes identifican a Shigella spp. como un patógeno importante 

en niños <5 años, resaltando que la prevalencia tiende a disminuir en los niños más 

pequeños, al igual que lo que se pudo observar en este trabajo (Gebrekidan Kahsay & 

Teklemariam, 2015; Thompson et al., 2014). Además, algunos estudios reportaron la 

mayor prevalencia de Shigella en niños >5 años (Herwana et al., 2010; Moosavian et al., 

2019), respaldando la relevancia de evaluar la prevalencia de este patógeno en todos 

los niños colectados en este estudio. 

Algo interesante que ha revelado el estudio de la epidemiología de Shigella spp., 

es que hay una distribución geográfica definida de las especies de Shigella spp.. Se 

ubica a S. flexneri como la especie con mayor prevalencia en los países 

subdesarrollados o en vías de desarrollo de África, de Asia y de América, siendo S. 

flexneri la causante del ~70% de los brotes de diarrea asociada a Shigella en estos 

países (Gu et al., 2012; Kahsay & Muthupandian, 2016; Nikfar et al., 2017; The et al., 

2016), mientras que S. sonnei es la causante del ~20% de los casos de diarrea en los 

países en vía de desarrollo, pero la principal especie identificada en los países 

desarrollados, siendo la responsable de hasta el 80% de las infecciones asociadas a 

Shigella en Europa y en el norte de América (Libby et al., 2020; Matanza & Clements, 

2023; Muthuirulandi Sethuvel et al., 2020). Estos datos reportados concuerdan con los 

resultados presentados en la Figura 12, donde mostramos que de los 118 casos de 

diarrea en los que se identificó a Shigella spp.,  el 71% y el 16% de ellos corresponden 

a S. flexneri y a S. sonnei, respectivamente. Por otro lado, se reporta que las especies 

S. boydii y S. dysenteriae son responsables de <10% de las infecciones en el mundo por 

Shigella spp. (The et al., 2016). La especie S. boydii se consideraba restringida a la India, 

por lo que era raro que esta especie causara brotes de diarrea en otras partes del mundo 

(Khan et al., 1985). Sin embargo, el serotipo 20 de S. boydii se identificó en viajeros de 

centro América, lo que demostró que la epidemiología de esta especie no era tan simple 

como se predecía (Kalluri et al., 2004; Woodward et al., 2005). Estos antecedentes 

respaldan que en este estudio S. boydii represente el 10% de los casos en los que se 

identificó a Shigella, lo que podría estar asociado con la proximidad geográfica entre el 

estado de Yucatán en México y centro América. Por último, la especie S. dysenteriae 

sólo representó el 3% de los casos con Shigella en nuestro estudio, siendo la especie 

menos prevalente, similar a lo reportado para el resto del mundo donde se reporta que 

esta especie es la causante de <5% de las infecciones por Shigella (Bardhan et al., 2010; 

The et al., 2016). 

Una vez que explicada la elevada prevalencia de Shigella spp. en este estudio, 

nos dimos a la tarea de intentar identificar la razón por la que el cuadro clínico de diarrea 

asociada a Shigella spp. es más severo que el cuadro clínico asociado a otros patógenos 

gastrointestinales. Nuestro primer acercamiento fue caracterizar el microbioma de los 
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niños con shigellosis y compararlo con el microbioma de los niños sin diarrea, con la idea 

de que la disbiosis generada por la infección por Shigella podría explicar la severidad del 

cuadro clínico. En el gráfico de las curvas de rarefacción en la Figura 13 se muestra que 

todas las curvas de rarefacción alcanzaron la asíntota, lo que sugiere que la 

secuenciación ha cubierto la riqueza completa de las muestras de heces. Este resultado 

es importante para los posteriores análisis de diversidad, ya que algunos estudios de 

diarrea asociada a patógenos gastrointestinales discuten la posibilidad de variación de 

sus resultados debido a la falta de la cobertura de la riqueza en sus muestras (Gallardo 

et al., 2017; Ling et al., 2014). La falta de cobertura en la riqueza de la muestra, 

demostrada en sus curvas de rarefacción incompletas, podría ser la responsable de un 

sesgo al estudiar la diversidad en las muestras (Chao & Jost, 2012; Zou et al., 2023) 

Al comparar la diversidad α Figura 14 y la diversidad β Figura 15 entre las muestras 

de heces de casos con diarrea y las muestras de heces de controles sin diarrea 

observamos tanto una reducción en la diversidad α como una disimilitud en la diversidad 

β de los casos de diarrea en comparación con los controles. Esta reducción en la 

diversidad del microbioma intestinal ya ha sido previamente reportada por varios grupos, 

por ejemplo: el grupo de Gallarado P. reportó que la composición del microbioma era 

estadísticamente diferente entre niños chilenos con diarrea asociada a los PEDs y los 

niños sin diarrea (p=0.002) (Gallardo et al., 2020)y de forma similar Rouhani observó en 

niños peruanos que la frecuencia y la duración de los episodios de diarrea estaban 

negativamente asociados con la riqueza y la diversidad del microbioma (p<0.05) (Iancu 

et al., 2023; J. Lu et al., 2020; Rouhani et al., 2020). Adicionalmente, el grupo de Rasko 

comparó la diversidad α entre casos positivos a Shigella con y sin diarrea y controles 

negativos a Shigella con y sin diarrea, donde observaron que no es la presencia de 

Shigella el factor determinante para la reducción en la diversidad α (p=0.52), si no la 

presencia de la diarrea (p=0.012) (Ndungo et al., 2022). 

Cuando comparamos la composición del microbioma de las muestras de heces 

de casos de shigellosis vs las muestras de heces de controles sin diarrea, resalta la 

diferencia estadística en la abundancia relativa de 8 géneros, como se evidencia en la 

Figura 16. Se compararon los resultados de este trabajo con uno de los pocos estudios 

sobre el impacto de Shigella en el microbioma intestinal (Lindsay et al., 2015), en el cuál 

únicamente se reportan los 9 géneros con la abundancia relativa más alta y donde 

destacan tres diferencias significativas, mientras que nuestro estudio muestra a todos 

aquellos géneros con una abundancia relativa ≥1%, lo que dificulta establecer las 

diferencias y similitudes entre los estudios. Sin embargo, los 9 géneros reportados por 

el estudio de Lindsay y colaboradores también fueron identificados entre los géneros del 

gráfico de barras de la Figura 16, aunque con una abundancia relativa diferente. Además, 

en nuestro estudio la abundancia relativa de los géneros Bacteroides (Zafar & Saier, 

2021) y Bifidobacterium (Alessandri et al., 2021; Hidalgo-Cantabrana et al., 2017) 

presentaron una disminución estadísticamente significativa en las muestras de los casos 

de diarrea vs las muestras de los controles sin diarrea, mientras que ellos no mencionan 

una variación significativa en estos dos géneros. Por otro lado, ellos reportan una 

disminución significativa en la abundancia relativa del género Prevotella, así como un 
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incremento en la abundancia relativa del género Streptococcus, ambos en las muestras 

de diarrea vs las muestras sin diarrea, mientras que los resultados de nuestro trabajo no 

evidencian un cambio significativo en ninguno de estos 2 géneros. Todas estas 

comparaciones permiten concluir que, a pesar de que ambos estudios muestran 

similitudes, también se observan claras variaciones, las cuales podrían ser influenciadas 

por factores extrínsecos como la localización geográfica del estudio, la dieta de los 

infantes, el hecho de que en su estudio no seleccionaron muestras con Shigella como 

patógeno único o que en las muestras de los controles que se usaron para nuestro 

estudio no se identificaron patógenos. 

Al integrar los resultados de la alteración de la composición del microbioma 

intestinal en los casos en comparación con los controles observados en la Figura 16 y la 

Figura 17 y la predicción del microbioma funcional de ambos grupos, mostrada en la Figura 

20, fue cuando se intentó responder a la pregunta ¿Cómo participan los 5 géneros 

disminuidos en los casos de diarrea en la homeostasis del microbioma?:  

a) El género Bifidobacterium posee la capacidad de metabolizar un amplio 

repertorio de carbohidratos (Tojo et al., 2014; Turroni et al., 2018), desde los 

carbohidratos de origen vegetal, como el almidón (Kelly et al., 2021), los oligosacáridos 

de la leche materna (HMO) (Thomson et al., 2018) e inclusive los carbohidratos 

secretados por el hospedero (Zúñiga et al., 2018), como las mucinas (Katoh et al., 2017; 

Turroni et al., 2011). Bifidobacterium es capaz de usar todas estas fuentes de carbono 

para producir ácidos grasos de cadena corta, principalmente acetato y butirato (Rivière 

et al., 2016), que ingresan a los colonocitos y son utilizados como fuente de energía 

(Bottacini et al., 2017).  

b) El género Flavonifractor está asociado con el metabolismo de los flavonoides 

(Justesen et al., 2000), que son los metabolitos secundarios de productos vegetales, 

generando subproductos que promueven la supervivencia de las células epiteliales 

(Rodriguez-Castaño et al., 2020).  

c) El género Bacteroides promueve el equilibrio de las bacterias residentes del 

lumen intestinal: 1. Generando azúcares biodisponibles para aquellas bacterias 

incapaces de metabolizar carbohidratos (Flint et al., 2012; Foley et al., 2016; Grondin et 

al., 2017), 2. Estableciendo la comunicación con otras bacterias a través de exosomas 

(vesículas) (Bryant et al., 2017; Elhenawy et al., 2014; Jones et al., 2020), 3. Controlando 

la expansión de patobiontes a través de la secreción de bacteriocinas (Coyne et al., 

2019; Roelofs et al., 2016) o por contacto directo a través de su T6SS (Coyne et al., 

2016; Coyne & Comstock, 2019).  

d) El género Parabacteroides está vinculado con la prevención de la ruptura de 

la barrera intestinal promoviendo la formación de uniones adherentes y estrechas 

(Zaylaa et al., 2018). Además, Parabacteroides produce succinato (de Vadder & 

Mithieux, 2018; Wang et al., 2019), el cual es un producto intermedio durante la síntesis 

del propionato. El succinato es sustrato utilizado en la gluconeogénesis intestinal (De 

Vadder et al., 2016), promoviendo la homeostasis de la glucosa en el cuerpo humano 
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(Mithieux, 2009). También se ha reportado que el género Parabacteroides es capaz de 

promover un ambiente tolerogénico y anti-inflamatorio (Kverka et al., 2011; Liew et al., 

2016; Neff et al., 2016; Ouyang et al., 2011; J. Zhang et al., 2019).  

e) El género Collinsella está asociado con el procesamiento de los ácidos biliares, 

promoviendo su paso a ácidos biliares secundarios, favoreciendo así la emulsificación, 

la absorción y el metabolismo de los lípidos de la dieta (Fujio-Vejar et al., 2017; Gomez-

Arango et al., 2018; Wegner et al., 2017). 

Muchas de estas funciones convergen en los modelos propuestos por Litvak y 

Alaire (Allaire et al., 2018; Litvak et al., 2018), donde los microorganismos que procesan 

la fibra proveniente de la dieta, específicamente anaerobios obligados (Byndloss & 

Bäumler, 2018), generan SCFAs, de los cuales particularmente el butirato es 

metabolizado por lo colonocitos diferenciados, ubicados en el borde de las criptas del 

colon, este proceso es caracterizado por un elevado consumo de oxígeno, resultando en 

una concentración de oxígeno <1%, manteniendo un ambiente anaeróbico en el lumen 

intestinal (Fan et al., 2015). Específicamente PPAR-γ (Receptor activado por 

proliferadores de peroxisomas-γ), un receptor nuclear, es activado por el butirato 

(Duszka et al., 2017; Lefebvre et al., 1999), promoviendo así la integridad de la barrera 

epitelial (Furuta et al., 2001; Ogasawara et al., 2010), suprime la expresión del gen que 

codifica para la “Sintetasa de óxido nítrico” y promueve la β-oxidación mitocondrial de 

ácidos grasos y fosforilación oxidativa. Una vez que el ácido graso es transportado al 

interior de la célula se le adiciona un grupo “CoA” y para que el acil graso-CoA generado 

pueda ser transportado a través de la membrana mitocondrial el acil graso-CoA entra a 

la β-oxidación, el cual es un proceso de cuatro pasos, del cual resulta un acetil-CoA y un 

acil graso-CoA 2 carbonos más corto por cada ciclo de β-oxidación (Charo, 2007). Este 

acetil-CoA entre en el ciclo del ácido tricarboxílico y los NADH y FADH2, producidos tanto 

en la β-oxidación como en el ciclo TCA, son usados en la fosforilación oxidativa para 

producir ATP, etapa en la que se consume el O2 que había entrado por difusión al epitelio 

intestinal (Byndloss et al., 2017). 

 Todos estos géneros y sus vías asociadas se encuentran desregulados en los 

niños con diarrea asociada a Shigellosis, como se muestra en la Figura 20 y en la Figura 

21, lo que nos hizo preguntarnos ¿Cómo participan en la disbiosis los 3 géneros 

incrementados en los casos de diarrea asociada a Shigella spp?”  

a) Cuando llega al colon Shigella, esta bacteria puede colonizar la mucosa 

gracias a la producción de serin-proteasas, atraviesa la barrera intestinal, infecta a los 

colonocitos, promueve un ambiente proinflamatorio y todo esto, junto la secreción de 

enterotoxinas por parte de Shigella, promueve el daño del epitelio intestinal (Gillis et al., 

2018). Durante este mecanismo de infección, Shigella contribuye al enriquecimiento de 

algunas de las vías que identificamos enriquecidas en los casos de diarrea, como: 

*Sistemas de secreción bacterianos, como el T3SS de Shigella spp. y el T6SS 

específicamente presente en Shigella sonnei; *Transportadores con casetes de unión de 

unión a ATP, encontrados en los T1SS; *Infección por E. coli patogénicas, dado que 

Shigella spp. está genéticamente asociada a E. coli; *Invasión bacteriana de células 
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epiteliales. En conjunto, todos estos procesos mencionados desencadenan la alteración 

del microbioma intestinal, lo pudimos observar en los análisis de diversidad. 

 Litvak y colaboradores explican en su modelo (Litvak et al., 2018) que bacterias 

entéricas promueven un ambiente proinflamatorio a través de sus factores de virulencia, 

reduciendo la abundancia de los microorganismos productores de SCFAs (Rivera-

Chávez et al., 2016), junto con la capacidad de las Gammaproteobacterias para 

metabolizar SCFAs (Bronner et al., 2018; Spiga et al., 2017), por ejemplo: los géneros 

Escherichia, Shigella, Haemophilus, Serratia; todos estos son géneros con una mayor 

abundancia relativa en nuestros casos de diarrea. Esta reducción en la disponibilidad de 

SCFAs promueve que los colonocitos cambien a un metabolismo asociado a la 

inflamación (Charo, 2007), los cuales se caracterizan por tornar su metabolismo a una 

glicólisis anaeróbica, incrementando la liberación de lactato y la difusión de O2, junto con 

la producción de óxido nítrico por la iNOS (Sintetasa de óxido nítrico inducible). Este 

óxido nítrico puede ser usado por bacterias anaerobias facultativas o microaerofílicas 

como un aceptor de electrones (Winter et al., 2010, 2013), mientras que el lactato 

liberado provee una fuente de carbono para las bacterias (Gillis et al., 2018). Es bajo 

estas nuevas condiciones del colon que se promueve la colonización por bacterias que 

en son menos abundantes en los niños sin diarrea, por ejemplo:  

b) El género Haemophilus se ha asociado con la colonización de mucosas 

afectadas, respaldada por el uso de NAD como sustrato de crecimiento (Reidl et al., 

2000). NAD es liberado durante el metabolismo de los ácidos biliares o es liberado por 

los eritrocitos, mientras que específicamente H. influenzae también requiere hemina 

como factor de crecimiento, encontrando un ambiente favorable en la diarrea con sangre, 

causada por el daño epitelial (Olivart et al., 2017). Adicionalmente, Haemophilus posee 

un ciclo de ácido tricarboxílico incompleto, típicamente encontrado en bacterias 

fermentativas, pero en contraste con estas Haemophilus posee una versátil cadena 

respiratoria con 5 deshidrogenasas capaces de metabolizar lactato y NADH y al menos 

6 reductasas, permitiéndole usar como aceptores de electrones al oxígeno y a los 

compuestos nitrogenados (Othman et al., 2014), todos estos presentes en el ambiente 

de disbiosis asociada a Shigella;  

c) El género Neisseria, al igual que Shigella, es capaz de formar biopelículas, 

contribuyendo así al enriquecimiento de esta vía en nuestros casos de diarrea, 

permitiéndole adaptarse y colonizar nichos con un elevado flujo de líquidos, como es la 

región nasofaríngea, la uretra, los cuales son nichos recurrentes de esta bacteria, pero 

también podría colonizar el colon con diarrea (Schoen et al., 2014). Aunado a esto, ya 

se ha reportado la preferencia de Neisseria por el lactato como fuente de carbono, el 

cual es catabolizado a una tasa más rápidas que la glucosa. Además, Neisseria posee 

la capacidad de crecer en condiciones microaeróbicas, pues posee un tipo de Citocromo 

C Oxidasa que, bajo condiciones limitadas de oxígeno, puede usar óxido nítrico como 

sustrato respiratorio (Y. Huang et al., 2010). Para este proceso respiratorio Neisseria 

requiere hierro, por lo que posee sistemas de captación de hierro que se basan en 

receptores de alta afinidad a proteínas asociadas a hierro, como la transferrina, la 

lactoferrina y la hemoglobina (Perkins-Balding et al., 2004), contribuyendo al 
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enriquecimiento de vías como: *Sistema de dos componentes, sistema con la función de 

censar el ambiente y bajo la presencia de los estímulos apropiados promueve la 

proliferación celular; *Biosíntesis de sideróforos, encontrando un ambiente favorable en 

la diarrea con sangre asociada a la colonización por Shigella. 

Todos estos cambios generan un panorama completamente diferente del que se 

encontraría en los niños control sin diarrea, donde la reducción en la abundancia relativa 

de las bacterias fermentativas y el incremento de las bacterias microaerofílicas 

contribuyen al enriquecimiento de la vía del ácido tricarboxílico (TCA)  

Al comparar el microbioma asociado a la severidad del cuadro clínico de los 

casos con diarrea, no identificamos diferencia significativa entre ninguna de las 

comparaciones realizadas, ni en la diversidad α ni en la diversidad β, evidenciado en la 

Figura 18. Esto es diferente de lo observado por Ling en su estudio de diarrea asociada 

con Clostridium difficile (Ling et al., 2014), donde encontraron diferencia significativa 

entre los casos de diarrea asociada con la severidad del caso de diarrea. Sin embargo, 

en el caso de dicho estudio, la severidad del cuadro clínico está directamente asociada 

con el número de toxinas que es capaz de codificar la cepa de Clostridium difficile, donde 

aquella cepa que sintetiza a las toxinas A y B está asociada con los casos más severos. 

Mientras que en nuestras cepas de Shigella spp. no observamos una correlación entre 

las toxinas que codifica y la severidad del caso de diarrea, al menos en lo que respecta 

a las enterotoxinas ShET1 y ShET2. 

Por otro lado, mediante dos análisis bioinformáticos distintos, se identificaron 3 

géneros bacterianos aumentados en los casos severos con respecto a los casos 

leves/moderados de los géneros bacterianos, como se muestra en la Figura 19. Ay las 

vías diferencialmente enriquecidas entre los cuadros clínicos severos y los cuadros 

clínicos leves/moderados, vías mostradas en la Figura 22, podrían sugerir una explicación 

a las complicaciones sistémicas presentes en los casos severos de shigellosis: 

a) El género Bilophila se ha reportado incrementado en eventos proinflamatorios, 

como la apendicitis, la colitis ulcerativa y el cáncer de colon. Brevemente les explico que, 

los ácidos biliares son secretados como sales biliares, que son desconjugadas para 

pasar a ácidos biliares primarios y posteriormente a secundarios, como se explicó para 

el caso del género Collinsella (Foley et al., 2019). Se sabe que Bilophila usa a la taurina 

como sustrato de crecimiento y bajo condiciones óptimas, como es la dieta rica en 

lípidos, este género incrementa su abundancia relativa. Se ha reportado que Bilophila 

previene el metabolismo de los ácidos biliares, causando el aumento en la relación de 

los ácidos primarios vs los ácidos secundarios (Natividad et al., 2018). Esto concuerda 

con el enriquecimiento de las vías: *Biosíntesis de ácidos biliares, en los controles sin 

diarrea y *Metabolismo de la taurina, en los casos de diarrea. Del metabolismo de la 

taurina Bilophila libera sulfuro de hidrógeno, el cual se ha sugerido como el responsable 

de capacidad de inducir un ambiente proinflamatorio (Peck et al., 2019), contribuyendo 

así al enriquecimiento de vías como: *Metabolismo del sulfuro y *Liberación del sulfuro. 
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b) Desde el siglo pasado se reportó que los aminoácidos ramificados (la valina, 

la leucina y la isoleucina) pueden ser usados como una fuente alterna de energía por 

bacterias (Massey et al., 1976), plantas (Binder, 2010) y mamíferos (Harper et al., 1984), 

cuyas vías catabólicas generan intermediarios como acetyl-CoA y propionil-CoA. El 

catabolismo de estos tres aminoácidos usa las mismas enzimas en los primeros 2 pasos: 

1.- la primera reacción es realizada por una transaminasa con un α-cetoglutarato como 

aceptor, generando tres diferentes α-cetoácidos. 2.- la segunda reacción es realizada 

por una α-cetoácido deshidrogenasa, generando tres diferentes derivados de CoA (acil-

CoA). A partir de este punto, cada acil-CoA sigue su propio camino. La degradación de 

la isoleucina culmina en la generación de acetil-CoA y propionil-CoA, la degradación de 

la valina también culmina en la generación de propionil-CoA, los cuales pueden ser 

degradados y producir succinil-CoA, un intermediario del ciclo TCA (Vía que ya 

explicamos previamente que se encuentra enriquecida en los casos de diarrea); mientras 

que la degradación de la leucina genera acetoacetato (un cuerpo cetónico) y acetil-CoA, 

ambos usados como fuente de energía (Gipson et al., 2017; Harper et al., 1984). 

Además, otros compuestos orgánicos, como los terpenos y los alcoholes de cadena 

larga, también pueden ingresar a estas vías catalíticas, por ejemplo: los terpenos son 

convertidos a cis-geranyl-CoA (G-CoA), el cual tras algunas reacciones puede converger 

con la vía de la degradación de la leucina (Aguilar et al., 2008; Harper et al., 1984). El 

acetoacetato y el acetil-CoA promueven la síntesis de cuerpos cetónicos y el succinil-

CoA la síntesis de glucosa. 

Los cuerpos cetónicos son una familia moléculas pequeñas compuesta por tres 

miembros: la acetona (Ac), el β-hidroxibutirato (BHB) y el acetoacetato (AcAc). La 

producción de cuerpos cetónicos, cetogénesis, es un mecanismo metabólico adaptativo 

para producir energía cuando las reservas de glucosa u otros carbohidratos son limitadas 

(Bendridi et al., 2022; Rich, 1990). Han sido diversos los estudios enfocados en los 

beneficios de la dieta cetogénica, las cual se caracteriza por un déficit en el consumo de 

carbohidratos, un consumo elevado de lípidos y una ingesta adecuada de proteínas 

(Miranda et al., 2012). Esta dieta ha sido tradicionalmente usada para tratar diversas 

patologías, como: el cáncer (Branco et al., 2016), la obesidad (Dashti et al., 2007; Paoli, 

2014), la diabetes (Bolla et al., 2019), enfermedades neurodegenerativas (Enders et al., 

2023) y epilepsia (McNally & Hartman, 2012; Wheless, 2008). Estudios in vivo sugieren 

que los cuerpos cetónicos pueden presentar propiedades anticonvulsivas (Rho et al., 

2002; SEYMOUR et al., 1999; Uhlemann & Neims, 1972) y se ha propuesto que el 

mecanismo de acción podría ser a través de la regulación de los niveles del glutamato y 

del ácido γ-aminobutírico (GABA), los principales neurotransmisores excitatorio e 

inhibitorio, respectivamente. Se sugiere que en un cerebro en cetosis hay un incremento 

en la conversión de glutamato a glutamina, la cual es captada por las neuronas, donde 

es eventualmente convertida en GABA (McNally & Hartman, 2012; Yudkoff et al., 2008). 

Se ha reportado que las bacterias intestinales son capaces de producir D-Glutamato, el 

cual puede ser usado como sustrato para la síntesis de GABA (Baj et al., 2019; Chang 

et al., 2020). Por otro lado, se ha demostrado que la implementación de una dieta 

cetogénica tiene un impacto sobre el microbioma intestinal, modificando su composición 

y en consecuencia su actividad (David et al., 2014; Paoli et al., 2019; Reddel et al., 2019; 
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Rew et al., 2022). Olson y colaboradores desarrollaron un estudio donde administraron 

una dieta cetogénica a dos modelos murinos de convulsiones, logrando observar un 

incremento en los géneros bacterianos Akkermansia y Parabacteroides, correlacionando 

con un cambio en el perfil metabolómico del lumen del colon, del suero y del hipocampo, 

elevando los niveles de GABA/glutamato en el hipocampo. En conjunto, este trabajo fue 

capaz de establecer una conexión entre la dieta cetogénica y el papel del microbioma 

intestinal al modular la susceptibilidad a convulsiones (Olson et al., 2018). 

Esta explicación, nos permite dar sentido a los resultados de las vías 

enriquecidas en los casos severos de diarrea, casos en los que todos los niños 

presentaron convulsiones. Podemos sugerir que, en un ambiente de falta de 

biodisponibilidad de nutrientes en el lumen intestinal, como asumimos que es el caso 

para los niños con desnutrición del estudio, así como sucedería durante la diarrea 

severa, las microorganismos podrían usar moléculas alternas a los carbohidratos para 

generar energía, por ejemplo: activando la vía de *Degradación de la valina, leucina e 

isoleucina, la cual evidenciamos que es capaz de conectar con la vía de *Degradación 

del geraniol y ambas vías culminan con la producción de acetoacetato y acetil-CoA. A 

partir de estas moléculas las bacterias son capaces de obtener la energía, enriqueciendo 

la vía de *Síntesis y degradación de los cuerpos cetónicos. Debemos recordar que estas 

vías son presentes en los microorganismos residentes, no en el metabolismo del 

hospedero, por lo que podríamos sugerir que cuando las bacterias activan estas vías 

reducen la biodisponibilidad de moléculas para que el hospedero realice su propia 

cetogénesis en el hígado, la cual vimos que tiene un papel en promover la presencia de 

géneros bacterianes capaces de modular la susceptibilidad a convulsiones. Es por esto 

anteriormente mencionado, que podría hacer sentido que la vía del *Metabolismo de D-

glutamina y D-glutamato esté enriquecida en los casos leves/moderados con respecto a 

los casos severos, pues el correcto metabolismo de estos neurotransmisores está 

asociado con un papel anticonvulsivo. 

Sin embargo, no hay que olvidar que el modelo murino en el que se evaluó el 

papel anticonvulsivo de la dieta cetogénica era un modelo susceptible a convulsiones. A 

uno de los ratones se le provocaban las convulsiones eléctricamente, mientras que el 

otro ratón era genéticamente predispuesto a presentar las convulsiones, lo que podría 

sugerirnos que hace falta un estímulo adicional además de la ausencia de una dieta 

cetogénica y la alteración del microbioma intestinal. En los niños de este estudio, esto 

podría explicarse por las complicaciones sistémicas reportadas, pues en muchos de ellos 

se reportó “desequilibrio hidroelectrolítico” asociado a la diarrea. Hay múltiples reportes 

que establecen que un desbalance severo de electrolitos puede manifestar síntomas 

neurológicos o convulsiones y que las convulsiones suelen presentarse principalmente 

en el desbalance del nivel de sodio (hiponatremia), pero también en el desbalance del 

nivel de calcio (hipocalcemia), del nivel de potasio (hipocalcemia) y/o del nivel de 

magnesio (hipomagnesemia) (Castilla‐Guerra et al., 2006; R. Nardone et al., 2016). 

Finalmente, realizamos la caracterización de cepas de Shigella spp. aisladas de 

los casos con diarrea de este estudio. A partir de la secuenciación del genoma completo 

de 20 cepas de Shigella aisladas de los casos de diarrea de este estudio, mas 20 
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genomas de referencia descargados del NCBI, realizamos la identificación del 

coregenoma y del pangenoma de esta colección de cepas y con base en los cambios en 

las secuencias del genoma conservado, así como en la presencia de genes accesorios, 

pudimos diseñar el árbol filogenético presentado en la Figura 24. De forma general, 

resalta que en nuestro árbol filogenético del género Shigella los 40 genomas se separan 

en clados casi específicos para cada una de las 4 especies de Shigella, con la excepción 

de 2 cepas de S. flexneri y 2 cepas de S. boydii. 

Los primeros trabajos sobre la filogenia y evolución del género Shigella 

reportaron que el género Shigella estaba compuesto de tres clados principales (C1, C2 

y C3) y un número pequeño de serotipos que no se incluían en ninguno de los clados 

(Sahl et al., 2015; The et al., 2016). 

Por un lado, en el clado C3 se ubicó a todos los serotipos de S. flexneri, excepto 

al serotipo 6¸así como al serotipo 12 de S. boydii (Pupo et al., 2000). Los datos 

reportados por Pupo y colaboradores son muy similares a lo que podemos observar en 

nuestro árbol filogenético de la Figura 24, donde podemos observar que en el clado de 

mayor tamaño se ubicaron a la mayoría de los genomas de S. flexneri (9 de los genomas 

de S. flexneri secuenciados en este estudio y los 5 genomas de referencia de S. flexneri) 

y un genoma de S. boydii (el genoma de referencia 7), el cual podría corresponder al 

serotipo 12 de S. boydii. 

Mientras tanto, en los clados C1 y C2 se agruparon a la mayoría de los serotipos 

de S. dysenteriae y S. boydii, así como al serotipo 6 de S. flexneri (Pupo et al., 2000; J. 

Yang et al., 2007). En el segundo clado más grande de nuestro árbol filogenético 

podemos observar un resultado que se asemeja a lo anteriormente descrito, donde la 

mayoría de los genomas de S. boydii (los 4 genomas de S. boydii secuenciados en este 

estudio y los genomas de referencia de S. boydii 9 y 10), 2 genomas de S. dysenteriae 

(los genomas de referencia 18 y 20) y 2 genomas de S. flexneri (los genomas de S. 

flexneri, secuenciado en este estudio, MXSh6 y MXSh11). Estos resultados podrían 

sugerir que las cepas MXSh6 y MXSh11, identificadas como Shigella flexneri mediante 

antisueros, corresponden al serotipo 6, pues está reportado que este serotipo está 

filogenéticamente alejado del resto de serotipos de S. flexneri y está más relacionado 

con S. boydii (Mai et al., 2021).  

Finalmente, dentro de los serotipos que no se ubicaron en ningún clado se 

encontraban los serotipos 1, 8 y 10 de S. dysenteriae, el serotipo 13 de S. boydii y el 

único serotipo de S. sonnei (The et al., 2016). De nuevo, en el árbol filogenético de la 

Figura 24 podemos observar que 4 genomas no se ubicaron dentro los clados del árbol, 

3 genomas de S. dysenteriae (los genomas de referencia 16, 17 y 19) y un genoma de 

S. boydii (el genoma de referencia 8), el cual podría corresponder al serotipo 13 de S. 

boydii.  

En lo que respecta a S. sonnei, debió a que esta especie sólo presenta un 

serotipo, resulta lógico que no se ubicara dentro de los clados previamente 

mencionados. Los resultados de la secuenciación de los genomas de cepas de S. sonnei 
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de todo el mundo estiman que esta especie se diferenció de un ancestro en común hace 

<400 años (Holt et al., 2012), por lo que los 10 genomas de S. sonnei que usamos para 

construir el árbol en la Figura 24 que se separan un mismo clado, el cual a su vez se 

separa en 2 subclados: en un clado donde se ubican los 5 genomas de S. sonnei que 

secuenciamos en este estudio (MXSh16-20) y en el otro clado los 5 genomas de 

referencia de S. sonnei (Ref11-15). A diferencia de las otras especies de Shigella, S. 

sonnei expresa un antígeno O el cual está codificado por el mismo gen que se posee 

Plesiomonas shigelloides (Shepherd et al., 2000), lo que ayuda a justificar que S. sonnei 

es agrupe en un clado independiente del resto de las especies. 

Retomando al serotipo 6 de S. flexneri, Newton y colaboradores evidenciaron en 

el 2010 que todos los serotipos de S. flexneri codifican para una forma trunca de la 

proteína OspZ, a excepción del serotipo 6 de S. flexneri que codifica para la forma 

completa de OspZ, al igual que S. boydii (Newton et al., 2010b). En la matriz de 

presencia/ausencia de genes, representada en la Figura 25, podemos observar que las 

cepas MXSh6, MXSh10 y MXSh11 codifican para la forma completa de OspZ, mientras 

que la cepa MXSh5 presenta la ausencia completa del gen ospZ. En la sección de los 

resultados se describió que la cepa MXSh6 presentaba un perfil genético que se 

asemejaba al identificado en las cepas de S. boydii, con la ausencia de los genes ospG 

y sepa, pero con la presencia de sigA (Mai et al., 2021) y a su vez esta asociación 

filogenética con S. boydii podría explicar el resulto del ensayo de formación de placas, 

donde las placas formadas por la cepa MXSh6 son de menor área que las del resto de 

las cepas de S. flexneri y de un área similar a las de las cepas de S. boydii.  

Adicionalmente, se sugiere que la diversidad genética y el gran número de 

serotipos dentro del género Shigella pueden ser explicados mediante tres procesos 

claves: 1.- varios reportes han sugerido que la diferenciación entre Shigella y E. coli no 

ha sido un evento único, si no que la diferenciación de Shigella ha ocurrido a partir de 

múltiples ancestros en ocasiones independientes (Kaas et al., 2012; Pupo et al., 2000; 

Touchon et al., 2009; Y. Zhang & Lin, 2012), generando la teoría en la cual diferentes 

cepas fundadoras de Shigella han ganado, de forma independiente, el plásmido de 

invasión que le permite ser un patógeno intracelular, 2.- la adquisición de plásmidos que 

codifican para genes de virulencia, como: el plásmido pHS-2 que promueve la síntesis 

de una cadena de antígeno O de mayor longitud (Hong & Payne, 1997; Réhel & Szatmari, 

1996), los plásmidos que les confieren resistencia a antibióticos (Baker et al., 2015, 2018; 

Gu et al., 2012; Holt et al., 2013), entre otros, 3.- la adquisición de elementos móviles 

que han contribuido a la pérdida y a la ganancia de genes, lo que ha contribuido a 

transformar a esta bacteria en un patógeno restringido a humanos (Ochman & Davalos, 

2006; Siguier et al., 2014; Wagner & de la Chaux, 2008; F. Yang, 2005). Estos procesos 

sugieren una explicación a la agrupación de serotipos de S. boydii en clados con 

serotipos de S. flexneri o S. dysenteriae, así como justifica que la cepa MXSh11 de S. 

flexneri, la cepa que presenta el perfil genético con mayor diferencia entre las 20 cepas 

secuenciadas en este estudio se ubique en el mismo clado que S. dysenteriae, mientras 

que las cepas MXSh5 y MXSh10 sí se ubicaron en el clado con el resto de las S. flexneri. 
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Como se mencionó en la sección de resultados, el cultivo y la sincronización de 

las cepas de S. sonnei resultó ser el más complicado de realizar durante los ensayos 

fenotípicos, debido a que esta especie era la más propensa a perder el plásmido de 

invasión. Desde los años 80, Sansonetti reportó que el plásmido de invasión de Shigella 

era indispensable para la virulencia de esta bacteria, demostrando la presencia de cepas 

de Shigella virulentas y avirulentas (Sansonetti et al., 1981) y a finales de los años 90, 

Schuch R. y colaboradores observaron en S. flexneri 2a que la inestabilidad del plásmido 

de invasión estaba asociada con la expresión de los genes de invasión, presentándose 

un mayor crecimiento de colonias avirulentas al cultivar las bacterias a 37ºC o al sobre 

expresar a los activadores de las transcripción de los genes de invasión (Schuch & 

Maurelli, 1997). En la actualidad se sabemos que S. sonnei es más inestable en 

mantener al plásmido de invasión que S. flexneri, ya que S. flexneri cuenta con cinco 

sistemas para mantener al plásmido: dos sistemas de partición y tres sistemas toxina-

antitoxina (Pilla & Tang, 2018); mientras que S. sonnei sólo cuenta con dos sistemas de 

partición, uno de ellos diferente de los de S. flexneri y un sistema toxina-antitoxina 

(Martyn et al., 2022). 

Adicional a la mayor tasa de pérdida del plásmido de invasión, S. sonnei es la 

única de las cuatro especies que presenta cambios en la morfología de sus colonias al 

perder el plásmido de invasión, pues es la única de las especies que codifica al antígeno 

O en el plásmido de invasión, identificando a aquellas colonias con morfología pequeña 

y lisa como las que mantienen el plásmido, mientas que las colonias con morfología más 

grande y rugosa son aquellas que han perdido el plásmido (Torraca et al., 2020; Wu et 

al., 2021). Estas colonias con morfología rugosa presentaron un menor tiempo de 

replicación que las colonias con morfología lisa, por lo que al concluir con los tiempos de 

cultivo de las cepas de S. sonnei obteníamos un cultivo mixto de bacterias virulentas que 

mantuvieron el plásmido de invasión y de bacterias avirulentas que perdieron el plásmido 

de invasión, lo que es casi seguro que influye en los resultados obtenidos durante los 

ensayos de invasión y de formación de placas, sugiriendo que los resultados de estos 

ensayos in vitro podrían no reflejar la verdadera capacidad de patogenicidad de las 

cepas de S. sonnei en el hospedero, resaltando la importancia de desarrollar un modelo 

in vivo. 

Por otro lado, en las tres especies de Shigella identificamos cepas que 

mantuvieron el plásmido de invasión y que no fueron capaces de invadir a las células 

epiteliales y/o de formar placas en la monocapa celular, como se muestra en la Figura 

26, en la Figura 27 y en la Figura 28. El ensayo de formación de placas es una prueba 

funcional clásica que permite evaluar dos pasos importantes en el ciclo de la infección 

de Shigella: el evento de invasión y la diseminación a células adyacentes (Oaks et al., 

1985). A través de este ensayo se han logrado identificar diferentes factores de 

virulencia, por ejemplo, se ha reportado que la pérdida de genes que codifican a 

proteínas como IcsA (Bernardini et al., 1989; Brotcke Zumsteg et al., 2014), IcsB (Baxt 

& Goldberg, 2014b), IpaB e IpaC (Campbell-Valois et al., 2014b) están principalmente 

asociados con defectos en los procesos de invasión o diseminación a células adyacente 

de Shigella. Sin embargo, como mostramos en la Figura 25 estos 4 genes se encontraron 
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presentes en las 20 cepas de secuenciadas y con la misma homología. Este resultado 

podría sugerir que el defecto en estos pasos del ciclo de infección de Shigella puede ser 

atribuido a la ausencia de otros genes, como genes asociados a la estructura y el 

ensamblaje del T3SS, por ejemplo, se ha reportado que las cepas de Shigella mxiD- 

pierden su capacidad de invasión (Sharma & Puhar, 2019). También se ha evidenciado 

que genes ajenos al plásmido de invasión participan en el ciclo de infección de Shigella, 

por ejemplo, Hong y colaboradores reportaron que las cepas de Shigella vpsC-y vpsA-, 

dos genes codificados en el cromosoma de Shigella, presentaron un defecto en la 

formación de placas, pero mostraron una capacidad de invasión similar al de las cepas 

WT (Hong et al., 1998). Estas cepas de Shigella vpsC-y vpsA- podrían sugerir una 

explicación del resultado de la cepa MXSh15, una de nuestras cepas de S. boydii que 

presentó un elevado porcentaje de invasión, pero fue incapaz de formar placas. 

Una segunda posibilidad es que haya algún defecto en la expresión de los genes 

de virulencia. Haidar-Ahmad y colaboradores detallan la cascada de regulación de la 

expresión de los genes de virulencia en Shigella (Haidar-Ahmad et al., 2023), la cual se 

basa en la presencia de una proteína reguladora tipo histona (H-NS) (Picker & Wing, 

2016) y de los tres activadores maestros de la transcripción Virf, VirB y MxiE. Shigella 

es capaz de percibir múltiples factores ambientales que tienen una influencia directa en 

esta cascada de regulación de la expresión de los genes de virulencia, por ejemplo, a 

temperaturas <32ºC H-NS se une a los promotores de virF y virB, silenciando la 

expresión de virF y virB (Beloin & Dorman, 2003), mientras que a 37ºC se debilita la 

unión de H-NS al promotor de virF, permitiendo la expresión de virF (Di Martino et al., 

2016). También se ha observado que, a un pH inferior al fisiológico, pH 7.4, (Nakayama 

& Watanabe, 1995), en la ausencia de fosfato (C. Yang et al., 2012), de Mg+2 (Lin et al., 

2017) o de una fuente de carbono que active la glucólisis (Gore & Payne, 2010) hay una 

reducción en la expresión de virF; mientras que, en bajas concentraciones de hierro 

intracelular (Mey et al., 2021; Troxell & Hassan, 2013) o en condiciones anaeróbicas 

(Marteyn et al., 2010) se reprime la expresión de virB. Por último, debemos recordar que 

Shigella es un patógeno intracelular restringido a humanos, por lo que no se cuenta con 

un modelo animal para la infección por Shigella, mientras que las condiciones óptimas 

para activar la expresión de los genes de virulencia de Shigella aún no se han logrado 

reproducir en cultivos in vitro, lo que ha retrasado el entendimiento de los mecanismos 

de virulencia y la identificación de posibles blancos terapéuticos en este patógeno de 

relevancia mundial. 
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CONCLUSIONES 

▪ Shigella spp. es el tercer agente causal de diarrea aguda más prevalente y el 

segundo agente bacteriano más prevalente. Shigella spp. fue el agente 

bacteriano causal de diarrea aguda más prevalente en los niños >24 meses. Se 

identificó a Shigella spp. significativamente más prevalente en los niños >60 

meses que en los niños ≤24 meses. El número de casos de diarrea asociada a 

Shigella spp. no estuvo asociado con el estatus nutricional de los niños o con la 

severidad del cuadro clínico de la enfermedad. La especie de Shigella más 

prevalente fue S. flexneri, representando ~70% de los casos de shigellosis, 

seguida de S. sonnei, S. boydii y S. dysenteriae, respectivamente. 

 

▪ El microbioma de los casos de diarrea presentó una diversidad α 

significativamente menor y una diversidad β significativamente diferente con 

respecto al microbioma de los controles sin diarrea. El microbioma de los tres 

grupos de severidad del cuadro clínico de la diarrea (leve, moderado y severo) 

presentó una diversidad α significativamente menor y una diversidad β 

significativamente diferente con respecto al microbioma de los controles.  

 

▪ Al comparar la composición del microbioma de los casos con el microbioma de 

los controles se identificaron 8 géneros con una abundancia relativa 

significativamente diferente entre los casos y los controles: 5 géneros 

(Bacteroides, Bifidobacterium, Collinsella, Flavonifractor y Parabacteroides) se 

identificaron con una abundancia relativa disminuida y 3 géneros 

(Escherichia/Shigella, Haemophilus y Neisseria) se identificaron con una 

abundancia relativa aumentada en los casos con respecto a los controles. 

Mediante un análisis LEfSe se identificaron a los mismos 3 géneros como 

posibles biomarcadores de los casos y los mismos 5 géneros como posibles 

biomarcadores de los controles. 

 

▪ No se identificó diferencia significativa al comparar las diversidades a y β entre 

los tres grupos de severidad de la diarrea. Se identificaron 4 géneros 

(Azospirillum, Bilophila, Brevibacillus y Stenotrophomonas) con una abundancia 

relativa significativamente mayor en el grupo de casos severos con respecto al 

grupos de casos leves/moderados. Mediante un análisis LEfSe se identificaron a 

3 de los 4 géneros (Azospirillum, Bilophila y Brevibacillus) como posibles 

biomarcadores de casos severos. 

 

▪ Al predecir y comparar el microbioma funcional de los casos y de los controles, 

se identificaron 40 vías enriquecidas en el microbioma de los controles, con vías 

asociadas al mantenimiento de la homeostasis intestinal y al metabolismo de los 

nutrientes de la dieta. Por otro lado, se identificaron 43 vías enriquecidas en el 

microbioma de los casos, con vías asociadas a mecanismos de patogenicidad y 

al metabolismo de productos de la glicólisis anaeróbica. Estas vías enriquecidas 

en los casos parecieran correlacionar con las vías metabólicas reportadas para 
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los géneros con una abundancia relativa aumentada en los casos. Además, al 

comparar el microbioma funcional de los tres grupos de severidad, se 

identificaron 6 vías enriquecidas en el grupo de casos severos y 1 vía enriquecida 

en el grupo de casos leves/moderados. Estas vías podrían ayudar a explicar la 

severidad del cuadro clínico, como las complicaciones sistémicas presentes en 

los casos severos. 

 

▪ Al realizar el análisis filogenético de las 20 cepas secuenciadas, la especie S. 

sonnei fue la única especie que formó un clado separado de las otras 3 especies. 

De las 11 cepas de S. flexneri que se secuenciaron en este estudio, 9 cepas 

formaron un clado con las 5 cepas de referencia de S. flexneri y las 2 cepas 

restantes se identificaron en clados diferentes, uno constituido principalmente por 

las cepas de S. boydii, en el cual están incluidas las 4 cepas de nuestro estudio 

y el otro clado constituido por las 5 cepas de referencia de S. dysenteriae. 

Durante la búsqueda de la presencia o ausencia de 29 genes que codifican para 

proteínas asociadas al proceso de patogénesis de Shigella spp., se identificó en 

las cepas un perfil genético que pareciera correlacionar con la distribución del 

análisis filogenético. 

 

▪ En la caracterización fenotípica de las cepas, no se observó una correlación entre 

la severidad del cuadro clínico y la capacidad de invasión de las cepas, mientras 

que aquellas cepas que no presentaron la capacidad de invasión fueron las 

mismas que no fueron capaces de formar placas y este defecto en el paso de 

invasión no parece correlacionar con los 29 genes buscados en los genomas. 

Las 3 cepas que formaron las placas líticas más grande fueron cepas de S. 

flexneri aisladas de casos severos. La cepa MXSh15 de S, boydii, que presentó 

una eficiente capacidad de invasión, no fue capaz de formar placas líticas, pero 

sí genero daño en la monocapa celular. Es posible que esta cepa presente algún 

defecto en la migración a células adyacentes, lo que podría explicar su 

incapacidad en la formación de placas. 
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PERSPECTIVAS 

▪ Realizar los análisis de regresión logística multivariada que permitan identificar 

una posible asociación entre las variables del historial clínico o los datos 

antropométricos del paciente y la composición del microbioma intestinal. 

 

▪ Realizar los análisis de redes que permitan predecir tanto a las interacciones 

microbianas, así como a aquellos miembros del microbioma intestinal que 

desempeñan un papel importante en la interacción de la comunidad establecida. 

 

▪ Cuantificar la carga bacteriana de Shigella spp. en las muestras de heces de los 

casos y de los controles y comparar la carga bacteriana entre casos severos, 

moderados y leves. 

 

▪ Buscar por espectrometría de masas, en las muestras de heces, los metabolitos 

bacterianos asociados con el microbioma funcional predicho en este estudio. 

 

▪ Comparar el genoma accesorio de las 20 cepas secuenciadas con bases de 

datos de factores de virulencia y comparar los resultados entre especies y entre 

los grupos de severidad del caso del que fueron aisladas. 

 

▪ Realizar ensayos fenotípicos adicionales con las cepas secuenciadas de Shigella 

spp., como : inducción de piroptosis en macrófagos, inducción de migración de 

neutrófilos, formación de biopelículas y la prueba de Sereny. 
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ANEXOS 

 

 

 

 

 

Tabla suplementaria 1. Genomas de referencia descargados del NCBI. Códigos de acceso del 
NCBI y características de los 20 genomas descargados del NCBI y usados como genomas de 
referencia en el análisis filogenético de las cepas de Shigella. 
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Tabla suplementaria 2. Genes del NCBI que se buscaron en los genomas. Características e 
identificador del NCBI de los 29 genes asociados al proceso de infección de Shigella spp. que se 
buscaron en los 20 genomas ensamblados. 


