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RESUMEN

En México las infecciones gastrointestinales son consideradas como
un grave problema de salud a resolver. La Secretaria de Salud
informd que en el periodo de 1993 a 1997 mas de 2 millones de
personas sufrieron enfermedades gastrointestinales, con un
promedio anual de 10,300 defunciones. Entre las bacterias que
ocasionan problemas gastrointestinales, principalmente en nifos, se
encuentra Salmonella spp. La mayoria de los serotipos de
Salmonella expresan alternativamente los antigenos flagelares Fase |
y Fase Il, codificados por los genes fliC vy fljB respectivamente.

Por lo cual los objetivos de este trabajo fueron: Identificar por PCR
multiplex los serotipos mas comunes de Salmonella spp. en diarrea
de pacientes con gastroenteritis, establecer la probable existencia
de parasitos intestinales en la muestra fecal. Se recolectaron 134
muestras diarreicas de diferentes Centros de Salud del Distrito
Federal y del Estado de Meéxico y se transportaron en hielo al
Laboratorio Clinico de la CUSI-Iztacala, FESI, UNAM. Para la
deteccidn de los serotipos de Salmonella spp que expresan el flagelo
Fase | y Fase Il se utilizaron oligonucledtidos complementarios a
distintas secuencias de DNA especificas. La identificacion de los
parasitos se realizé por el método de flotacion de Faust.

El 72% (96) de las muestras fue positivo para algun serotipo de
Salmonella spp. De los 96 casos positivos, el 53% (51) correspondio
a S. ohio, 41% (39) S. typhimurium y 14 % (14) S. infantis y el 1%
(1) a S.anatum. En el 95% (111) de las muestras se identificO a
Entamoeba histolytica, 44% (52) a Giardia lamblia y 7% (8) a
Iodamoeba bitchlii. La asociacion S. ohio/E. histolytica ocurrié en un
86% (44),
S ohio/G. lamblia 43% (22) S. ohio/ Iodamoeba butschlii 4% (2).

Los resultados reflejaron que la mayoria de las infecciones diarreicas
de los infantes analizados fue ocasionada probablemente por
alguno de los serotipos de Salmonella detectados. La asociacion de
S. typhimurium, S. infantis o S. ohio con E. histolytica o G. lamblia
mostré la complicacién de las infecciones, por lo que fue urgente
iniciar el tratamiento médico necesario.



INTRODUCCION

Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS).

Las enfermedades transmitidas por alimentos representan un serio
problema de salud mundial, principalmente en los paises en vias de
desarrollo como Meéxico (Molina, 1997). Las enfermedades
transmitidas por alimentos son causadas por la ingesta de alimentos
0 bebidas contaminadas. De tal manera que el alimento actia como
un vehiculo de transmision de organismos patdgenos o de sus
toxinas (Molina, 1997).

Un brote de ETAs ocurre cuando dos o mas personas sufren una

enfermedad similar después de ingerir un mismo alimento.

Se ha reportado que las enfermedades transmitidas por alimentos

pueden agruparse en tres tipos (Gutiérrez, 1994):

a) Infecciones Transmitidas por alimentos: Son enfermedades
gue resultan de la ingestion de alimentos contaminados por
microorganismos patdégenos por ejemplo: Salmonelosis,

hepatitis viral tipo A y toxoplasmaosis.

b) Intoxicacion causada por alimentos: Ocurre cuando la toxinas
de bacterias 0 mohos estan presentes en el alimento ingerido,
estas toxinas generalmente no poseen olor o sabor y son
capaces de causar enfermedades después que el
microorganismo es eliminado.

c) Toxi-infeccidn causada por alimentos: Es una enfermedad que

resulta de la ingestion de alimentos con una cierta cantidad de



microorganismos causantes de enfermedades, los cuales son
capaces de producir o liberar toxinas que una vez que son
ingeridos pueden ocasionar enfermedades como por ejemplo

el célera.

Se ha descrito que las manifestaciones de las infecciones
alimentarias pueden ser de tipo gastrointestinal (amibiasis,
salmonelosis, shigelosis, teniasis, giardiasis, ascariasis, colera, e
intoxicaciones alimentarias) o de tipo extraintestinal (brucelosis,
cisticercosis, fiebre tifoidea, hepatitis, botulismo etc.) (Parilla y Cols,
1993). También se ha reportado que la transmisién de organismos
patdogenos puede ocasionar sindromes téxicos, respiratorios y

enfermedades cronicas (Riley y Cols, 1983).

Se han estimado que las enfermedades de origen alimentario
causan de 6 a 81 millones de enfermos y hasta 9 000 muertos a
nivel mundial (Coria, 2001). En México la Secretaria de Salud
informo que en el periodo de los afios 1993 a 1997, 2.95 millones
de personas sufrieron infecciones transmitidas por alimentos con un
promedio anual de 10 300 defunciones, ademas de cuantiosos
gastos en atencion médica y pérdidas econdmicas y laborales
(Gutiérrez, 1994).

En los paises en desarrollo las enfermedades Gastrointestinales
representan uno de los problemas de salud publica mas
importantes, con repercusiones que inciden en el ambito
economico, social y politico (Gutiérrez, 1994). México es una de las
naciones que registran a nivel mundial las tasas de mortalidad mas

elevadas por estos padecimientos (Kumate e Isibasi, 1986; Kumate,



1988), siendo muy elevado el costo tanto en vidas humanas y
recursos médicos destinados a la atencion de los enfermos, como
en pérdidas de tiempo laborable, ya que constituyen una de las

primeras causas de ausentismo laboral (Olarte, 1986).

En los aflos de 1980-1989, las diferentes instituciones de salud en
México, notificaron 3,419 casos de brucelosis, 9,790 de shigelosis,
10,939 de tifoidea, 30,899 intoxicaciones alimentarias no
especificadas, 72,754 de salmonelosis y 1, 948,542 de otras
infecciones intestinales, lo que da un total de 2, 076,343 episodios
relacionados con transmision alimentaria (Secretaria de Salubridad

y asistencia, 1990).

Durante este periodo se reportaron 79 brotes (58 de origen
microbiano) en el Distrito Federal y 16 estados de la Republica. En
este reporte se confirmd a Staphylococcus aureus como principal
agente con 792 casos y 5 defunciones, seguido por Salmonella
enterica (596 casos y 4 defunciones), Escherichia coli (68 casosy 1
defuncion), Salmonella typhi (68 casos y 1 defuncion), Clostridium
perfringes (177 casos) y Klebsiella pneumonie (85 casos y 28

defunciones).

En México la mayoria de los cuadros diarreicos son de
naturaleza infecciosa, la tasa promedio de mortalidad asociada a
enfermedad diarreica aguda en paises en vias de desarrollo es muy
elevada. En Meéxico en el 2003 ocurrieron 4 556 casos por

infecciones gastrointestinales (Salud Publica México 2005).



En los paises en desarrollo las enfermedades gastrointestinales
representan uno de los problemas de salud publica mas
importantes, con repercusiones que inciden en el ambito
economico, social y politico. México es una de las naciones que
registran a nivel mundial las tasas de mortalidad mas elevadas por
estos padecimientos (Kumate e Isibasi, 1986; Kumate, 1988),
siendo muy elevado el costo tanto en vidas humanas y recursos
meédicos destinados a la atencion de los enfermos, como en
pérdidas de tiempo laborable, ya que constituyen una de las

primeras causas de ausentismo laboral (Olarte, 1986).

Dentro de las bacterias que ocasionan infecciones intestinales
encontramos a Salmonella spp, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, etc.

La etiologia de las enfermedades Gastrointestinales es mdltiple. Sin
embargo, en México la mayoria de los cuadros diarreicos son de
naturaleza infecciosa, siendo los factores mas importantes aquellos

de caracter sanitario, socioecondémico y cultural.



Patologia

Dentro de las enfermedades gastrointestinales ocasionadas por
alimentos contaminados, se encuentran las producidas por
Salmonella. El género Salmonella se encuentra de manera habitual
en el hombre y en animales. Algunos solo son especificos del ser
humano, las especies del género Salmonella son patbégenos
importantes, colonizan el tracto intestinal en el hombre. Las
enfermedades producidas por Salmonella son de dos tipos, las
fiebres entéricas y la gastroenteritis. En ambas infecciones, las
bacterias se ingieren con la comida y al beber agua contaminada e
inicia la infeccion mediante la adherencia y la colonizacion del tracto

intestinal (Freeman, 1985).

La gastroenteritis inducida por Salmonella spp presenta sintomas
gue aparecen de seis a veinticuatro horas después de la ingestion
del alimento o agua contaminada y su evolucion es de un semana.
Se caracteriza por nauseas y vomito con cese de éstos en unas
pocas horas, seguidos por célicos abdominales y diarrea que puede
llegar a ser sanguinolenta y varia en volumen e intensidad. Después
de que los sintomas cesan, las personas infectadas pueden
excretar la bacteria por un periodo de tres meses. En un pequefio
numero de casos (1-3 %), una persona infectada puede continuar

eliminando la bacteria por mas de un afio (Fernandez, 2001).

La fiebre tifoidea en humanos es causada por S. typhi, esta
enfermedad prevalece principalmente en paises en vias de
desarrollo, hay aproximadamente 17 millones de casos anuales con
casi 600,000 muertes, la enfermedad se caracteriza por la

presencia de bacterias en la sangre, provocan diarrea, voOmitos y



fiebre. La duracion y entidad es variable, dependiendo del estado
general del hospedero, pudiendo ocasionalmente causar

enfermedades generalizadas (Fernandez, 2001).



Morfologia de Salmonella

El género Salmonella se encuentra dentro de la familia de las
Enterobacterias, son bacilos gramnegativos, anaerobios Yy
facultativos, crecen a pH de 6.6-8.2, miden entre 2 a 3 x 0.4 a 0.6
micras. EIl género Salmonella consta de dos especies, Salmonella
enterica que esta formada por seis subespecies, las cuales se
identifican mediante pruebas bioquimicas y la especie de
Salmonella bongori (Tabla 1). Esta subdivision ha sido apoyada por
varios métodos de hibridacion de DNA y métodos seroldgicos.
Mediante el uso de reacciones antigeno anticuerpo se determina la
formula antigénica de un cepa y, a partir de dicha formula, se
clasifican serovar o serotipo siguiendo el esquema propuesto por
Kauffman y White (que agrupa todas las serovariedades conocidas,

mas de dos mil quinientos) (Popoff, 2001).

Salmonella enterica, con sieis subespecies

Subespecie I: enterica.

Subespecie Il: salamae.

Subespecie llla: arizonae.

Subespecie lllb: diarizonae.

Subespecie IV: houtenae.

Subespecie VI: indica.

Salmonella bongori

TABLA 1. Especies y subespecies del género
Salmonella (POPOFF 2001).

Cada subespecie, a su vez, esta subdividida en serotipos de

acuerdo al tipo de antigeno. Estos antigenos pertenecen a tres



clases principales: antigenos O somaticos; antigenos H flagelares y

antigenos K o Vi capsulares.

Los antigenos O son lipopolisacaridos termoestables comunes
en este tipo de bacterias, estan presentes en la membrana externa

y son responsables de la actividad endotoxica.

Los antigenos H se encuentran en los flagelos de las
bacterias moviles, poseen proteinas especificas serolégicamente,

llamadas flagelinas, que son termolabiles.

Los antigenos K son la tercera clase de antigenos, éstos se
encuentran en la familia Enterobacteriacea como capsulas, o como
antigenos de la envoltura que cubre los antigenos O de superficie.
Generalmente los antigenos de esta clase son polisacaridos y su
capacidad de reaccion suele ser alterada por el calor. La
terminologia del antigeno K varia un poco en los distintos géneros.
En las pocas Salmonellas que poseen antigenos K se denomina

antigeno Vi.

Mecanismo de variacion de fases

Actualmente se han identificado 2,501 serotipos diferentes de
Salmonella spp. El género Salmonella es Unico entre los miembros
de la familia Enterobacteriacea, debido a que comunmente posee
dos tipos de antigenos flagelares (Fase | y Fase Il), los cuales son
coordinadamente regulados por un mecanismo de variacion de
fases. Los genes responsables son FliC (antigenos flagelares fase

1) y FIjB (antigenos flagelares fase IlI). De esta manera solo un



antigeno flagelar es expresado en un tiempo. Las cepas que
poseen ambos tipos de antigenos flagelares son bifasicas y las que
poseen un solo tipo son monofasicas (Tabla 2). ElI operén fljBA
incluye al gen hin que codifica la Hin recombinasa; el gene fljB que
codifica el flagelo fase Il y el gene fljA que codifica un represor para
el gene fliC. La Hin recombinasa cataliza la inversion reversible de
un segmento de 933 pb de el cromosoma que contiene un promotor
para el operon fljBA. En una orientacion el promotor dirige la
transcripcion de los genes fljB y fljA, que inducen la represion del
gen fliC. En la otra orientacion de hin, fljB y fljA no son expresados,
por lo que el antigeno flagelar fase Il es apagado, y fliC es
expresado nuevamente, seguido por la expresion del antigeno
flagelar fase I. Algunos de estos alelos son definidos por un solo
factor (antigeno i, d, 0 r): otros son definidos por varios subfactores
(e.g., antigenos l,v,g,m y e,n,x). Comparaciones entre la secuencia
de aminoacidos de las flagelinas de Salmonella ha determinado la
existencia de 8 regiones variables. Las secuencias amino y
carboxilo terminal (regiones I, Il y VIII) son conservadas y se piensa
son importantes para la polimerizacion y transportacion. La region
central que comprende las regiones IV, V y VI es altamente variable
en ambas secuencias y longitud entre los genes de los antigenos

flagelares y se creé determina los epitopes de los antigenos H.



Serotipo Serogrupo Antigenos Antigenos
Flagelares Flagelares
Fase | Fase Il
S. paratyphi A A a [1,5] puede estar
ausente
S. paratyphi B B b 1,2
S. typhimurium B i 1,2
S. heidelberg B r 1,2
S. paratyphi C Cl C 1,5
S. virchow C1l r 1,2
S. hadar Cc2 z10 e, n, X
S. newport C2 e,h 1,2
S. typhi D1 d -
S. enteritidis D1 g,m [1,7] puede estar
ausente

TABLA 2. Serotipos de Salmonella de mayor importancia en patologia humana
segun el esquema de Kauffman — White que expresan los antigenos flagelares
de Fase | y Fase Il (POPOFF 2001)

En el 2002 el Laboratorio Nacional de Referencia de
Salmonella-Shigella (LNRSS) desarrollo un nuevo método de PCR
multiplex para identificar los antigenos flagelares de Fase Il
(complejos HI, H:l,w, H:e,n,x y H:e,n,z;5) comprendidos en los mas
comunes serotipos aislados en Esparfia (Herrera y Cols, 2004).

Recientemente se desarrollo un método de PCR multiplex,
parecido al desarrollado para Fase Il, con el que se puede detectar

alelos flagelares de Fase | mas comunes (Echeita y Cols, 2002).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En los dltimos afos las técnicas microbioldgicas han evolucionado
hacia una mejor metodologia en la microbiologia Clinica, esto con el
proposito de dar una mayor rapidez en la deteccion de Salmonella
spp en pacientes infectados. En la actualidad se utilizan
Metodologias por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). La
técnica de la PCR permite producir millones de copias de un

segmento de DNA con alta fidelidad en aproximadamente 3 horas.




El procedimiento requiere de un molde de DNA (que puede estar
presente en la muestra en muy pequeia cantidad), dos
oligonucledtidos que flanquean la secuencia a ser amplificada
(definiendo los puntos de partida para la actividad polimerasa), y
una DNA polimerasa termoestable. Un ensayo de PCR tipicamente
requiere de unas 3 horas para completar 30 ciclos, cada uno de los
cuales consiste en una fase de desnaturalizacion (en donde las dos
hebras de DNA se separan), una fase de hibridacion (en la que los
oligonucledtidos se hibridan con las secuencias complementarias en
el molde) y una fase de extension (en donde la polimerasa sintetiza
nuevas hebras de DNA a partir de las secuencias determinadas por
los oligonucledtidos). En cada ciclo se generan dos nuevas copias
de DNA doble cadena a partir del molde original por lo cual luego de
30 ciclos pueden sintetizarse tedricamente un billon de copias
(Méndez, 2004).

En los dltimos afios el desarrollo de la PCR mudltiplex ha permitido
detectar y amplificar simultaneamente distintos genes de interés, lo
cual permite obtener un diagndstico rapido, sensible y eficaz, que
se ve reflejado en el tratamiento adecuado para los pacientes
infectados por microorganismos (Méndez, 2004). EI método que
utilizamos en este estudio para el diagnostico de Salmonella spp fue
desarrollado por el Instituto Sueco para la Prevencion de
Enfermedades Infecciosas (Smittskyddsinstitutet), que a su vez es
el laboratorio de referencia de E. coli y Salmonella en Suecia y uno
de los principales en la Unidon Europea en cuanto a desarrollo de
métodos y manejo de informacion epidemioldgica. Para el caso de
Salmonella, se utilizan 23  oligonucledtidos  (primers)
complementarios a regiones internas variables de los genes fliC y

fljB (fase flagelar 1 y 2 respectivamente) presentes en los serotipos



mas comunes de Salmonella spp., a fin de detectar amplicones de

tamafos caracteristicos que permiten identificar los alelos de los

antigenos H de los serotipos mas frecuentes de Salmonella spp

causantes de diarrea (Garcia, 2005) (tabla 3 y 4).

5'Posicion en el gen

Oligonicledtidos Secuencia fliC
1. Antisense-i ATAGCCATCTTTACCAGTTCC 714-734
2. Antisense-lv CCTGTCACTTTCTGTGTTAT 790-809
3. Forward G GTGATCTGAAATCCAGCTTCAAG 547-569
4. Reverse-G AAGTTTCCGCACTCTCGTTTTTGG 1055-178
5. Antisense-z10 |CGTCGCAGCTTCTGCAACC 911-929
6. Reverse-sdf-1 CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC
7. forward-sdfl TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG
8. Antisense-r AAGTGACTTTTCCATCGGCTG 741-761
9. Sense 60 GCAGATCAACTCTCAGACCCTGGG 481-504
10. Antisense-eh |AACGAAAGCGTAGCAGACAAG 658-678
11. Antisense-b CGCACCAGTCYWACCTAAGGCGG 628-650
12. Forward-d CCCGAAAGAAACTGCTGTAACCG 539-561
13. Reverse-d TGGATATCAGTATTGCTCTGGGC 625-647

Tabla 3. Ubicacion de los sitios especificos de los alelos en el gen fliC con
respecto a los oligonucleétidos en la fase flagelar .

Oligonicleétidos Secuencia 5'Posicion en el gen fliB
14. Sense-fimod CTTATGCCRATAATGGTACTACACTG 568-594
15. Antisense
R5mod GGTTACAGVAGCCGTACCAG 666-647
16. Antisense-R6 CTCCTGTACTTCTGTTTTGGTTGTA 858-834
17. Antisense-R7 TAATCGCCATTTTTGTCGAG 758-739
18. Antisense-

Rimod TTTGACCAAYKYMGCGSCSCAT 957-938
19. Sense-fw GTGGGGCAACMCTCAATACTG 569-589
20. Antisense-RW | CCTGCCACTTTCGTGGTTGC 809-790
21. Sense-fe GGCAACCCGACAGTAACTGGCGATAC 631-656
22. Antisense-Rx CCATCCTTAAAGGATACGGC 685-667
23. Antisense-Rz15 | ATCAACGGTAACTTCATATTTG 765-744

Tabla 4. Ubicaciéon de los sitios especificos de los alelos en el gen fliB con
respecto a los oligonucleétidos en la fase flagelar II.




ANTECEDENTES

- Gutiérrez y cols, (2000) en un estudio realizado en el Laboratorio
de Bacteriologia Entérica del INDRE, donde se analizaron 24, 394
cepas de Salmonella aisladas de pacientes mexicanos, durante el
periodo de 1972 a 1999, identificaron 199 serotipos diferentes entre
los que se encontraron: S. typhimurium, S. enteritidis, S. Derby, S.

anatum entre otros.

- En un estudio realizado en la ciudad de Ohio, EEUU, en el periodo
de 1999 al 2003, y en donde se analizaron un total de 7 018 cepas
de Salmonella, se detectaron un total de 155 serotipos distintos,
entre los que destacan; S. agona, S. anatum, S. derby, S. Dublin, S,

esteritidis, S. infantis, S. ohio, S typhimurium.

- Heredia y cols en el 2004 identificaron en ninos con y sin diarrea
170 cepas de Salmonella spp. En este trabajo encontraron cerca de
30 serotipos de Salmonella spp diferentes, entre los que
destacaron: S. agona, S. typhimurium, S. infantis, S. anatum, S.

poona, S. enteritidis, S. ohio, S. cerro, entre otras.



OBJETIVO GENERAL

Deteccion de Salmonella spp por PCR multiplex en muestras

aisladas de diarrea de pacientes con gastroenteritis.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Implementar en el Laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI la
técnica de PCR multiplex como un sistema de deteccion e
identificacion de Salmonella spp en muestras de pacientes con

diarrea.

2. ldentificar por PCR multiplex los principales serotipos de

Salmonella que expresan el flagelo en Fase I.

3. Detectar los principales serotipos de Salmonella que expresan el

flagelo en Fase Il por PCR multiplex.

4. Detectar los principales parasitos que ocasionan gastroenteritis.



METODOLOGIA

Obtencion de las muestras

Las muestras diarreicas de los pacientes con gastroenteritis se
colectaron a partir de Clinicas del ISSTE y el Hospital Valle Ceylan
del sector salud. Las muestras fueron transportaran en hielo al
Laboratorio de Andlisis Clinicos de la CUSI, FES lztacala, UNAM.

Siembra de las muestras de Materia Fecal

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron inspeccionadas
visualmente, con la finalidad de detectar sangre oculta, aspecto,
color, etc. Posteriormente por medio de asas estériles calibradas
(1/100) se tomoO una muestra de la materia fecal y se sembr6 por
estria cruzada en el medio de agar MacConkey, la muestra se

incub6 a 37° C por 24 horas.

Extraccion del DNA bacteriano

Obtenido el crecimiento visible de las colonias en el agar
MacConkey, y por medio de un asa estéril se tomd una muestra
bacteriana y se depositd en un tubo de rosca de 16 x 150 que
contenia 2 ml de agua desionizada estéril. La muestra fue mezclada
en un vortex por 20 segundos y hervida a bafio maria por 20
minutos. Al terminé la muestra se deposité en contenedores con
hielo por 10 minutos y se centrifugd en tubos eppendorff a 12,000
rom por 10 minutos. Finalmente se separ0 el sobrenadante
(contenia el DNA templado) y se guard6 a — 20° C para su posterior

utilizacion.



PCR Multiplex para identificar los diferentes serotipos de Salmonella

spp que expresan los antigenos flagelares en Fase | y Fase |I.

Para la deteccién de los diferentes serotipos de Salmonella spp que

expresan el antigeno flagelar en Fase | y el antigeno en Fase Il se

utilizaron los siguientes oligonucledétidos (tabla 5).

Oligonucledtidos

Secuencia5 a3

Concentracién

1. Antisense-i ATAGCCATCTTTACCAGTTCC 5 pmol
2. Antisense-lv CCTGTCACTTTCTGTGTTAT 5 pmol
3. Forward G GTGATCTGAAATCCAGCTTCAAG 5 pmol
4. Reverse-G AAGTTTCGCACTCTCGTTTTTGG 5 pmol
5. Antisense-z10 CGTCGCAGCTTCTGCAACC 5 pmol
6. Reverse-sdf-1 CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC 5 pmol
7. forward-sdfl TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG 5 pmol
8. Antisense-r AAGTGACTTTTCCATCGGCTG 5 pmol
9. Sense 60 GCAGATCAACTCTCAGACCCTGGG 5 pmol
10. Antisense-eh AACGAAAGCGTAGCAGACAAG 7 pmol
11. Antisense-b CGCACCAGTCTAAACCTAAGGCGG 7 pmol
12. Forward-d CCCGAAAGAAACTGCTGTAACCG 7 pmol
13. Reverse-d TGGATATCAGTATTGCTCTGGGC 7 pmol
14 Sense-fimod CTTATGCCGATAATGGTACTACTACACTG 5 pmol
15. Antisense 5 pmol
R5mod GGTTACAGAAGCCGTACCAG

16. Antisense-R6 CTCCTGTACTTCTGTTTTGGTTGTA 5 pmol
17. Antisense-R7 TAATCGCCATTTTTGTCGAG 5 pmol
18. Antisense- 5 pmol
R1mod TTTGACCAATGTAAGCGCCAT

19. Sense-fw GTGGGGCAACAACTCAATACTG 5 pmol
20. Antisense-RW CCTGCCACTTTCGTGGTTGC 5 pmol
21. Sense-fe GGCAACCCGACAGTAACTGGCGATAC 5 pmol
22. Antisense-Rx CCATCCTTAAAGGATACGGC 5 pmol
23. Antisense-Rz15 |ATCAACGGTAACTTCATATTTG 5 pmol

Tabla 5. Secuencia y concentraciones de las soluciones stocks de los
oligonucledtidos utilizados para detectar los Serotipos de Salmonella spp que
expresan el flagelo en Fase | y Fase I




Preparacion de la mezcla reactiva (Fase |)

El volumen final para cada mezcla de reaccion para detectar los
Serotipos de Salmonella spp que expresan el flagelo en Fase | fue
de 22 pl, para lo cual se tom6 1 ul (a una concentracion final de 5
pmol) de cada uno de los 8 primeros oligonucledtidos (1-9, tabla 5)
y 1.4 ul (7 pmol) de los 4 oligonucleotidos restantes (10-13, tabla 5)
y se depositaron en un tubo eppendorff nuevo y estéril. Al término

se adicionaron 6.9 pl de agua desionizada estéril y 1.5 ul de Buffer.

Amplificacion de DNA por PCR para Fase |

Para realizar la amplificacion del DNA, se tomaron 22 pul de la
mezcla de reaccién y se adicionaron a cada uno de los tubos que
contenia 1.5 mMolar de MgCl,, 0.5 U de Ampli Taq polimerasa y
100 mMolar de los dNTPs (marca comercial puretaq). Finalmente se
adicionaran 3 pl de DNA templado (obtenido de las cepas de las de

las muestras diarreicas de los pacientes).

La amplificacion del DNA se realiz0 en un Termociclador modelo
CGI-96, bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a
95° C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 40 segundos a 95° C,
posteriormente 20 segundos a 58° C y 20 segundos a 72° C.

Finalmente la extension se prolongo a 72° C por 7 minutos.

Preparacion de la mezcla reactiva (Fase I1)

El volumen final para cada mezcla de reaccion fue de 20 pl, para lo
cual se tomd 1 ul (5 pmol) de cada uno los 10 oligonucleétidos (14-
23, tabla 5), 10 ul de agua desionizada estéril y se depositaron en

un tubo eppendorff nuevo y esteéril.



Amplificacion de DNA por PCR para Fase |l

Al término se tomaron 20 pl de la mezcla reactiva y se adicionaran a
tubos de la marca puretaq que contenian 1.5 mMolar de MgCl,,
0.5 U de Ampli Taqg polimerasa y 100 mMolar de dNTP. Finalmente
se adicionaron 5 pl de DNA templado. La amplificacion de DNA se

realizé bajo las mismas condiciones que para la Fase |I.

Analisis de los productos de PCR por electroforésis en geles de

agarosa

Después de la amplificacion, los productos de PCR obtenidos para
la Fase | y Il fueron analizados por electroforésis en geles de
agarosa al 2.5 % (TBE 1X), bajo las siguientes condiciones: 120
volts, 94 miniampers en un tiempo de 60-120 minutos. Los tamafnos
de los fragmentos fueron determinados por la comparacion de un
marcador escalera de 50 pb. Al término de la electroforésis los
geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (BrEt) (50 pl en 500 mi
de H,O destilada) por 5 minutos y Vvisualizados en un

transiluminador de luz ultravioleta

Deteccion de Parasitos

La deteccion de los parasitos se realizé por medio de la técnica de
Faust (técnica de Flotacion en sulfato de zinc). Para lo cual la
muestra fecal fue homogeneizada con agua potable. Posteriormente
se tomO una muestra de 10 ml y se deposité en un tubo de ensaye.

El tubo se centrifugé por 3 minutos a 3000 rpm, se decant6 el



sobrenadante y se centrifugd de nueva cuenta por 3 minutos a 3000
rom. Al término el sobrenadante fue desechado, se agregdé la
solucion de sulfato de zin (densidad= 1.190) hasta formar un
menisco y se coloco sobre la superficie un cubreobjetos. Al término
de 10 minutos se coloc6 el cubreobjetos sobre un portaobjetos que
contenia una gota de lugol. Los parasitos se observaron a 40X en

un microscopio optico.



Resultados

Pacientes analizados

Se colectaron y analizaron 134 muestras diarreicas de pacientes
con gastroenteritis cronica que acudieron a Clinicas y Hospitales del
sector salud del Distrito Federal y del Edo. de México. La edad de
los pacientes se encontro comprendida entre 1y 60 afios (Figura 1).
El 59 % (79) de los pacientes correspondio al sexo femenino y el 41

% (55) masculino (Figura 2).
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Figura 1. Distribucion de los pacientes de acuerdo a la edad
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41% (55)

Femenino
59% (79)

Figura 2. Distribucion de los pacientes analizados de acuerdo al sexo.

Casos positivos

En este trabajo se encontr6 que el 72 % (96) de las muestras
analizadas fue positivo para algun serotipo de Salmonella, mientras

gue el 28 % (38) fue negativo (Figura 3).

Positivos
72% (96)

Negativos
28% (38)

Figura 3. Porcentaje de casos positivos y negativos para algun serotipo de
Salmonella.



Identificacion de los distintos serotipos de Salmonella spp.

A partir de las 134 muestras diarreicas de los pacientes con
gastroenteritis, se detectaron cuatro serotipos de Salmonella spp
mediante PCR multiplex (Figura 4). Entre los serotipos detectados
se encontraron los siguientes: S. ohio 53 % (51), S. typhimurium
41% (39), S. infantis 14% (14), y S. anatum 1% (1), cabe mencionar
que en algunos pacientes se detecté uno 6 mas serotipos (Figura
5).

Figura 4. PCR multiplex. Carril 1-4 muestras de pacientes con Salmonella ohio;
carril 5; S. typhimurium; Carril 6; S. infantis; Carril 7; marcador escalera de 50
pb Carril 8; control negativo; Carril 9-11 muestras de pacientes con Salmonella

ohio.

60%
53%

50% -
41%
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20% - 14%

10% -
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0% |
S. ohio S. typhimurium S. infantis S. anatum

Serotipos de Salmonella

Figura 5.Serotipos de Salmonella identificados



Prevalecia de los serotipos de Salmonella spp detectados con

relacion a la edad de los pacientes.

Salmonella ohio

En la figura 6 podemos apreciar que S. ohio se detecto en el 61%

(31) de los pacientes infantes menores a los diez afios, seguido por
el rango de 11-20 afios con un 14% (7), 31-40 afos con 10% (5),
21-30 y 51-60 con 6% (3), en cada caso, y finalmente el de 51-60

afios con 4 %(2).
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Figura 6. Frecuencia de S. ohio de acuerdo a la edad de los pacientes



Salmonella typhimurium

En la figura 7 se observa que S. typhimurium se detecté en el 88 %
(34) de los infantes menores a los diez afos, seguido por el rango
de 11-20 y 31-40 afios con 5% (2), en cada caso, y finalmente el de
41-50 con 2% (1).
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Figura 7. Distribucion de S. typhimurium de acuerdo a la edad de los pacientes

Salmonella infantis
En la figura 8 se aprecia que el serotipo S. infantis se detect6 en el

100 % (14) de los infantes menores a los diez afios de edad.
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Figura 8. Distribucion de S. infantis de acuerdo a la edad de los pacientes

Salmonella anatum
En la figura 9 se aprecia que S. anatum se detectd solamente en los

pacientes cuyo rango de edad se encontré entre 21-30 afios 100 %.
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Figura 9. Distribucion de S. anatum de acuerdo a la edad de los
pacientes



Deteccion de Salmonella spp gue expresan el antigeno flagelar
Fase | y Fase Il.

El 80% (41) de muestras positivas para S. ohio expresé solo el
flagelo en fase I, el 6% (3) expreso el flagelo en fase Il, mientras

que el 14% (14) expres6 ambos flagelos (Figura 10).
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Fase | Fase Il Ambas

Antigenos flagelares

Figura 10. Porcentaje de la expresion de los antigenos flagelares en S.

ohio

En el caso de S. typhimurium encontramos que el 10%(4) de los
casos positivos expreso el flagelo en fase |, el 64%(25) en fase Il y

el 26%(10) restante expres6 ambas fases (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de expresion de las fases Flagelares de S.
typhimurium

Para el caso de S. infantis el 22% (3) solo expreso el flagelo en fase
I, el 7% (1) expreso el flagelo en fase Il, mientras que el 71% (10)

expreso ambas fases (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de expresion de las fases flagelares de S. infantis.




En la figura 13 se observa a S. anatum que expres6 ambos
antigenos flagelares en un 100%(1) (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de expresion de las fases Flagelares de S. anatum

Identificacidon de parasitos

A partir de las 134 muestras diarreicas analizadas, encontramos
gue en el 87% (117) se identificd algun parasito (Figura 14). Dentro
de los parasitos detectados, la amiba Entamoeba histolytica se
identificé en el 95 % (111) de los pacientes, seguida por Giardia
lamblia con el 44 %(52), y por la amiba Iodamoeba butschlii con un
7%, cabe mencionar que algunos pacientes presentaron uno 6 mas

parasitos. (Figura 15).
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Figura 14. Porcentaje de casos positivos a algun parasito
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Figura 15. Porcentaje de parasitos detectados

El 63%(70) de los pacientes que presentd Entamoeba histolytica se
encontré entre 1-10 afios de edad, seguido por el grupo de 31-50

afios con un 11% (12), el grupo de 11-20 presenté el 9% (10),



posteriormente tenemos a los pacientes que van de los 21-30 afios
con el 4%(4) y finalmente el grupo de 51-60 con un 3% (3). (Figura
16).
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Figura 16. Distribucién de Entamoeba histolytica de acuerdo a la edad de los
pacientes

Para el caso de Giardia lamblia se observo que el 56% (29) de los
pacientes pertenecié al grupo de 1-10 afos, el 15%(8) de 41-50
afios y el 11%(6) en el intervalo de 31-40 afios (Figura 17).
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Figura 17. Distribucion de Giardia lamblia de acuerdo a la edad de los

pacientes

En el 625 %(5) de los pacientes analizados se identificé a
Iodamoeba butschlii en el grupo de de 1-10 afos, seguidos por los

otros grupos con un 12.5%(3) (Figura 18).
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Figura 18. Distribucién de Iodamoeba butschlii de acuerdo a la edad de los

pacientes

Asociacion entre los serotipos de Salmonella detectados con

los parasitos identificados

En este estudio se encontré una asociacion de los diferentes
serotipos de Salmonella con parasitos, en donde se pudo observar
gue la asociacion S. typhimurium/Entamoeba histolytica se encontrd
en el 85% de las muestras, S. typhimurium/ Giardia lamblia se
observo en el
28 % de las muestras y S. typhimurium /lodamoeba butschlii. Con el
5%. Para el caso se S. ohio/ Entamoeba histolytica la asociacion fue
de 86%, S. ohio/Giardia lamblia con, 43% y S. ohio/ lodamoeba
butschlii con 4%. S. infantii Entamoeba histolytica tuvo una
asociacion del 78%, S. infanti/ Giardia lamblia con 43% con y S.

infanti /Iodamoeba butschlii con el 14% finalmente S.anatum



presentd una asociacion del 100% con Entamoeba histolytica.

(Figura 19).
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Figura 19. Asociacion de los diferentes serotipos de Salmonella con los

diferentes parasitos



Discusion

Pacientes analizados

En este estudio se analizaron un total de 134 muestras diarreicas
de pacientes con gastroenteritis, con una edad que oscil6 de 1
hasta 60 afos (figura 1), dentro de los cuales el 59 % (79)
correspondio al sexo Femenino y el 41% al Masculino (55) (Figura
2). Se ha reportado que las enfermedades gastrointestinales
representan en la actualidad un problema de salud mundial, que
tiene importantes repercusiones que inciden el ambito econoémico,
social y politico siendo las principales causas de morbilidad vy
mortalidad en los paises en vias de desarrollo (Rabsch y cols,
2001). Esta enfermedad causa anualmente de 6 a 81 millones de
enfermos y hasta 9 000 muertos a nivel mundial (Coria, 2001). La
gastroenteritis en los paises en via de desarrollo se asocian en la
mayoria de los casos con patdégenos bacterianos, en donde
frecuentemente se deben a una higiene deficiente, ya sea en la
preparacion o manipulacion de los alimentos, por lo que en un
determinado momento los alimentos actian como vehiculos de

transmision de enfermedades (Suarez y cols, 1991).

Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETAs) son
causadas por el consumo de alimentos o de agua contaminada con
microorganismos patdgenos (bacterias, parasitos y virus), estas
enfermedades a nivel mundial representan una de las causas mas
preocupantes en salud publica, debido a que anualmente ocurren
de 24 a 81 millones de casos, representando mas de diez mil
muertes por consumo de alimentos contaminados (Suarez y cols,
1991).



En México la contaminacion de los alimentos constituye un
problema de salud publica que afecta significativamente a sus
habitantes, la cual se ve reflejada en las elevadas cifras reportadas
en los casos de gastroenteritis y otras enfermedades diarreicas en
el pais (Secretaria de Salubridad, 2001).

En México la mayoria de los cuadros diarreicos son de
naturaleza infecciosa, la tasa promedio de mortalidad asociada a
enfermedad diarreica aguda en paises en vias de desarrollo es muy
elevada. En México en el 2003 ocurrieron 4 556 casos por

infecciones gastrointestinales (Salud Publica México, 2005).

La gastroenteritis es la forma mas comun de la enfermedad que se
presenta después de un brote por infeccion alimentaria, el genero
Salmonella spp ocasiona infecciones gastrointestinales e
intoxicaciones debido a su elevada patogenicidad. Trebejo y cols en
el 2003 realizaron un estudio de morbimortalidad en los Estados
Unidos entre 1990 y 1999 e informaron un total de 11,112
hospitalizaciones, 56,660 casos y 74 muertes atribuidas a
Salmonella spp; de estos pacientes 61% presentaron gastroenteritis
y 23% septicemia. Los mismos autores estimaron los costos de
hospitalizacion por salmonelosis no tifica en estos diez afios en

$200 millones de doélares.



Identificacion de Salmonella spp

De las 134 muestras diarreicas analizadas, se encontré que el 72%
(96) resulto positivo a algun serotipo de Salmonella (Figura 3). Se
ha reportado que Salmonella spp. a nivel mundial se encuentra con
frecuencia asociada a las enfermedades diarreicas, las cuales
contindan siendo una de las causas mas importantes de morbilidad
y mortalidad sobre todo en lactantes, nifos y ancianos (Mead,
1999). En EEUU, se declaran anualmente alrededor de 40,000
casos de salmonelosis, y anualmente se producen 1.4 millones de
casos (Rabsch y cols, 2001). En Espafia de acuerdo con los datos
suministrados por el Sistema de Informacion Microbiologica se han

declarado 6,919 casos de salmonelosis al afio (B E S, 2000).

En Nuestro estudio describimos que se detectaron mediante
PCR multiplex cuatro serotipos diferentes de Salmonella: S. ohio
53% (51), S. typhimurium 41% (41), S. infantis 14% (14), y S.
anatum 1% (1). (Figura 4 y 5). Los serotipos detectados por
nosotros coinciden con los reportados por Valdez y col. 2004, en un
estudio realizado en el laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Autbnoma de Yucatan, donde se estudiaron 170 cepas
de Salmonella spp aisladas de nifios con y sin diarrea, ellos
encontraron cerca de 30 serotipos diferentes, entre los que
destacan: S. agona, S. typhimurium, S. infantis, S. anatum, S.

poona, S. enteritidis, S. ohio, S. cerro, etc.

Nuestros serotipos detectados también coinciden con los
encontrados por Gutiérrez y cols, en el 2000 en un estudio realizado

en el Laboratorio de Bacteriologia Entérica del INDRE, donde se



analizaron 24 394 cepas de Salmonella aisladas en México, durante
el periodo de 1972 a 1999, ellos identificaron en los servicios de
salud en México 199 serotipos diferentes entre los que se
encontraron: S. typhimurium, S. enteritidis, S. Derby, S. anatum

entre otros.

En EEUU en el afio 1999 al 2003 se reportaron un total de 155
serotipos entre los que destacan S. agona, anatum, derby, dublin
esteritidis, infantis, ohio, typhimurium en un estudio realizado en la
ciudad de Ohio, donde se analizaron un total de 7 018 cepas de

Salmonella.

En este trabajo se detectdé que el 61 % de los casos que
presentaron S. ohio correspondi6 a los pacientes que se encuentran
en el rango de edad que va de 1 a 10 afos (Figura 6), el 88 % que
corresponde a S. typhimurium (Figura 7) y el 100 % correspondiente
a S. infantis (Figura 8) se presentd en el mismo rango de edad.
Para el caso de S. anatum el 100 % se presento en pacientes que

van de 21 a 30 afios de edad (Figura 9).

Las enfermedades gastrointestinales por Salmonella estan entre las
principales causas de morbilidad y mortalidad infantil en los paises
en desarrollo, donde los nifios pueden padecer hasta ocho o0 mas
episodios de diarrea. La diarrea infantil se asocia con patégenos
bacterianos debido al inadecuado lavado de manos, malas
condiciones de conservacion de los alimentos que favorecen la
transmision de una persona a otra por via fecal — oral y determinan

gue la enfermedad se presente, se estima que en todo el mundo



mueren anualmente cerca de 11 millones de nifios; 17% de estas

muertes se deben a enfermedades por diarrea (OMS, 1999).

En nuestro pais los nifios pueden estar involucrados en brotes de
enfermedades trasmitidas por alimentos propiamente dichas como
sucede en los paises desarrollados. Pero, el mayor problema en la
edad pediatrica es que estan expuestos en forma permanente a los
agentes enteropatdogenos potenciales por el elevado nivel de
contaminacion del agua y alimentos que ingieren. Otras situaciones
en que los nifios pueden adquirir la enfermedad diarreica es durante
la internacion hospitalaria o pueden participar en brotes que ocurren
en guarderias o instituciones a las que concurren o en las que viven
(OMS, 1999).

Deteccion de los serotipos de Salmonella que expresan el

antigeno flagelar Fase |

La mayoria de los serotipos de Salmonella expresan
alternativamente los antigenos flagelares Fase | o Fase |l
codificados por los genes FliC y FljB, respectivamente. En nuestro
estudio nosotros detectamos que el 72% (96) de las muestras fue
positivo para algun serotipo de Salmonella (figura 3), dentro de los
cuales el 80%(41) de las cepas de S. ohio expresd el antigeno
flagelar en Fase | (figura 10), el 10%(4) se expres6é en S.
thyphimurium (figura 11), el 22%(3) en S. infantis (figura 12) vy
100%(1) el serotipo S. anatum (figura 13). La deteccion de estos
serotipos que expresan el flagelo | por medio de PCR multiplex
corrobora lo reportado en un amplio estudio realizado en el Centro

Nacional de Microbiologia del Instituto de salud Carlos lll, en



Majadahonda Madrid, Espafia por Herrera-Ledn y cols (2004). En
este estudio se analizaron un total de 161 cepas de Salmonella spp
donadas por el Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella
y Shigella en Espafa, y detectaron un total de 72 diferentes

serotipos, cuyos amplicones se encontraron entre 100 a 500 bp.

Deteccion de los serotipos de Salmonella que expresan el

antigeno flagelar Fase Il

En nuestro estudio reportamos que el 6%(3) del serotipo Salmonella
ohio expreso el antigeno Flagelar Fase Il (figura 10), el 64%(25) lo
expreso S. thyphimurium (figura 11), el 7%(1) S. infantis (figura 12)
y el 100%(1) S. anatum (figura 13). La deteccion de estos serotipos
gue expresan el flagelo Il por medio de PCR multiplex corrobora lo
reportado en un amplio estudio realizado en el Centro Nacional de
Microbiologia del Instituto de salud Carlos Ill, en Majadahonda
Madrid, Espafia por Echeita y cols (2002). Estos autores
seleccionaron un total de 190 cepas de Salmonella spp donadas por
del Laboratorio Nacional de Referencia de Espafa, y detectaron
un total de 49 serotipos distintos, cuyos amplicones se encontraron
entre 50 a 400 pb.



Identificacion de parasitos

De las 134 muestras diarreicas analizadas, se encontré que en el
87% (117) de las muestras se detecto algun parasito (Figura 14)
siendo Entamoeba histolytica el parasito mas comun al identificarse
en el 95% (111) de los pacientes, seguida por Giardia lamblia con
el 44 % (52), posteriormente se detectdo a la amiba lodamoeba
butschlii con un 7% (8) (Figura 15).

Para Entamoeba histolytica de los 111 casos positivos, el 63% (70)
de ellos se presentaron en pacientes que se encuentran en una
edad que va de 1 a 10 afos (Figura 16). De los 52 casos positivos a
Giardia lamblia el 56 % (29) se presentaron en pacientes que se
encuentran en el mismo rango de edad (Figura 17). lodamoeba
butschlii presentd un 62.5 % (5) de pacientes pertenecientes al

grupo que va de 1 a 10 afos de edad (Figura 18).

Los rangos de edad coinciden con otros reportes como es el de
Sanchez y Cols en el 2000 en donde encontraron: Giardiasis
(29.98%), entamebiasis por Entamoeba coli (14.71%) y por
Entamoeba histolytica (7.29%), en un estudio realizado en el
Laboratorio de Parasitologia en la Facultad de Medicina, UNAM
donde se analizaron un total de 818 pacientes en edades que van

de 0 a 14 anos de edad.

La parasitosis intestinal es una enfermedad con alta prevalecia en
los paises en desarrollo. Su ocurrencia esta asociada
principalmente a factores socioeconémicos. Al menos siete

parasitosis predominan en el continente Americano: ascariasis,



tricocefalosis, uncinariasis, oxiurasis, estrongiloidasis, amibiasis y
giardiasis. Cada una de ellas predomina en ciertas regiones
geograficas de un pais. En la Republica Mexicana, las parasitosis
intestinales son una de las principales causas de morbilidad. Se
calcula que las infecciones intestinales, en donde se incluyen las
enteroparasitosis, producen la pérdida de aproximadamente de 1.6

millones de vidas. (Sanchez y Cols, 2000).

Para 1997 se registraron 2, 433,378 casos acumulados de
helmintiasis, amibiasis y protozoosis. Estudios realizados en
comunidades rurales informan una prevalecia de 68.0%, 70.8% y
93%.4-6 (Epidemiologia, 1998).

La Direccion General de epidemiologia (1994) reporto un total de
445 189 casos de amibiasis ocurridos en la republica mexicana en
el ano de 1993, y 334 029 casos para 1994, distribuidos en los
distintos estados como son: Chiapas, Distrito Federal. Edo. de

México, Tabasco, Oaxaca, entre otros

A nivel mundial, la amibiasis esta catalogada como la tercera
parasitosis causante de muerte. (Instituto Nacional de Salud Publica
1992). Alrededor del 10 a 20 por ciento de la poblaciéon mundial se
considera infectada y el 10 por ciento de esta poblacion sufre de
enfermedad, con una letalidad que oscila entre el 0.1 y 0.25 por
ciento, en numeros: 500 millones de infectados, 50 millones de
enfermos y entre 40 y 110 mil muertes. (Instituto Nacional de Salud
Publica, 1992)



La elevada prevalecia e incidencia en Meéxico de la amibiasis
intestinal por Entamoeba histolytica la convirtié en el tltimo siglo en
uno de los principales problemas de salud publica. La infeccion se
extiende en forma endémica en todo el pais, relacionada a
deficiencias sanitarias (falta de drenaje, agua potable y disposicion
de heces) y malos habitos higiénicos (lavado de manos y fecalismo)
(Trevifio, 1994).

Se ha estimado que existen mas de 500 millones de personas
infectadas en todo el mundo. El hecho de que este parasito sea el
mas comun en la poblacion con una edad que va de 1 a 10 afios se
debe posiblemente a que no siempre se consume agua potable, a la
inadecuada eliminacion de excretas y basura. Es importante
recordar que los niflos ademas del tiempo que pasan en su hogar,
asisten a la escuela en donde se encuentran con otro tipo de
fuentes de infeccion, tales como los bafios que generalmente se
encuentran sucios, alimento preparados con pocas higiene que se
venden dentro y fuera de la escuela y que posiblemente son el

medio de transmision de los parasitos intestinales.

Otro de los parasitos identificados en este trabajo fue Giardia
lamblia. Este organismo es cosmopolita y comun especialmente en
los niflos. El hombre se infecta por la ingesta de agua o alimentos
contaminados con heces fecales que contengan quistes del parasito
o contaminacion fecal directa. Como puede ocurrir en guarderias

infantiles y escuelas (Sanchez y cols, 1991).

Se sabe que en México este parasito afecta al 20% de la poblacion
pediatrica esto coincide con nuestros resultados y con los de otros

autores como son: Sanchez y cols en el 2000 en donde



encontraron: giardiasis (29.98%) y amibiasis por Entamoeba
histolytica (7.29%), este mismo autor en 1991 reportd una

frecuencia de 27.4 % de giardiasis en escolares de San Luis Potosi.

El estudio de las enfermedades parasitarias, toma por tanto
especial interés por ser consideradas un grave problema de salud
publica, dado que estos padecimientos, no s6lo son frecuentes
como infeccion y como enfermedad, sino que en ocasiones
provocan la muerte o dejan complicaciones y secuelas; ademas el
dafo referente en el area social y econémica no sélo del individuo
que la padece, sino en lo familiar e institucional, asi como en la

productividad del desarrollo social (Sanchez, 1990).



Conclusiones

1. En este estudio detectamos que en el 72% de las muestras
analizadas se detectdo algun serotipo de Salmonella spp,

principalmente en nifias y mujeres.

2. S. ohio, S. typhimurium, S. infantis, y S. anatum se
constituyeron como los principales serotipos detectados en las

muestras diarreicas de los pacientes con gastroenteritis.

3. La prevalencia de Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y
lodamoeba butschlii fue elevada en los pacientes con

gastroenteritis.

4. La asociaciéon de S. ohio, S. typhimurium y S. infantis con
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y lodamoeba, reflejo lo
agudo de las infecciones intestinales en los pacientes
analizados, por lo que fue necesario iniciar inmediatamente el

tratamiento.

5. En este estudio demostramos que la deteccion de los distintos
serotipos de Salmonella spp. por PCR multiplex podria ser
un método eficaz en el diagndstico clinico de las infecciones
intestinales, sobre todo si consideramos la elevada
sensibilidad y rapidez en la identificacion del agente causal,
por lo que se sugiere se implemente este nuevo método de

identificacion en la rutina de los Laboratorios Clinicos.
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