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RESUMEN

Las enfermedades gastrointestinales ocasionadas por Salmonella spp en
infantes, contindan siendo un serio problema de salud por resolver. La
mayoria de las cepas de Salmonella pueden expresar de manera excluyente
uno de dos antigenos flagelares en Fase 1 6 Fase 2, codificados por los genes
fliC y fljB, respectivamente.

El objetivo de este trabajo fue detectar por PCR multiplex los serotipos de
Salmonella spp en materia fecal de nifios sanos asi como la prevalencia de los
parasitos existentes. Se analizaron 155 muestras fecales de nifios clinicamente
sanos. Para identificar por PCR multiplex los distintos serotipos de Salmonella
spp que expresan los antigenos flagelares de Fase | y Fase Il, se utilizaron 23
oligonucledtidos. La deteccion de los parasitos se realizd por el método de
flotacion de Faust. El 57% (88) de las muestras fueron positivas para algun
serotipo de Salmonella: el 98% (86) correspondio a S. ohio, el 1% (1) a S.
newporty 1% (1) a S. typhimurium. Se identificé a Entamoeba histolytica en
el 62% (147) de las muestras, a Giardia lamblia en el 36% (86) y a
lodamoeba butschlii en el 2% (4). La asociacién de S. ohio/Entamoeba
histolytica ocurrio en 61% (81), S. ohio/Giardia lamblia se present6 en el 38%
(50), S. ohio/lodamoeba butschlii en el 1% (1), S. newport/Entamoeba
histolytica en el 50% (1), S. newport/Giardia lamblia 50% (1), S.
typhimurium/Entamoeba histolytica 50% (1) y S typhimurium/Giardia lamblia
50% (1). La técnica de PCR resultd ser una técnica rapida y efectiva para el
diagnostico de la salmonelosis. Los resultados encontrados mostraron la
elevada frecuencia de Salmonella ohio y de los parasitos Entamoeba
histolytica y Giardia lamblia, por lo que fue necesario iniciar de inmediato el
tratamiento médico mas adecuado.



INTRODUCCION.

Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS).

Las enfermedades transmitidas por alimentos son causadas por la ingesta de
alimentos o bebidas contaminadas, de tal manera que el alimento actda como
un vehiculo de transmision de organismos patdgenos o de sus toxinas, por lo
que estas enfermedades representan un serio problema de Salud mundial,
principalmente en paises en vias de desarrollo como México.*
Las enfermedades transmitidas por alimentos pueden ser de 3 tipos (Gutiérrez,
1994)%:
1. Infecciones Transmitidas por Alimentos: Son enfermedades que
resultan de la ingestion de alimentos contaminados por microorganismos
patdgenos por ejemplo Salmonelosis, Hepatitis viral tipo A vy

toxoplasmosis.

2. Intoxicacion causada por alimentos: Ocurre cuando las 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.

3. Toxi-infeccion 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 colera.



Las manifestaciones de las infecciones por alimentos pueden ser
gastrointestinales (amibiasis, salmonelosis, shigelosis, teniasis, giardiasis,
sacariais, colera, e intoxicaciones alimentarias) o de tipo extraintestinal

(brucelosis, cisticercosis, fiebre tifoidea, hepatitis, etc.).?
La salmonelosis es una de las enfermedades gastrointestinales mas comunes
que afecta a la poblacion mundial, principalmente de paises en vias de

desarrollo.

Caracteristicas del género Salmonella.

Las bacterias del género Salmonella son bacilos Gramnegativos, pertenecen a
la familia Enterobacteriaceae, presentan motilidad debida a flagelos
peritricos, son anaerobias facultativas, fermentan la glucosa y manosa, sin
produccion de gas, no fermentan la lactosa o sacarosa, la mayor parte de
serotipos de Salmonella producen H,S, reducen los nitratos, son catalasa

positivos y oxidasa negativos.*

El género Salmonella se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza,
se encuentran en el tracto gastrointestinal de los mamiferos domésticos y
salvajes, los reptiles, las aves y los insectos. Se trata de comensales eficaces y
también patdgenos que producen un espectro de enfermedades en el hombre y
los animales. Algunos serotipos de Salmonella, tales como S. typhi, S.
paratyphi y S. sendai, estan muy adaptados a su huésped y no tienen otros

huéspedes naturales conocidos.



Salmonella se comporta como patogeno intracelular facultativo, se divide en dos
especies Salmonella bongori y Salmonella enterica, tomando en cuenta sus
caracteristicas bioquimicas generales. Esta ultima se subdivide en seis
subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae, las
salmonelas de mayor importancia médica pertenecen a las subespecies enterica y
arizonae y son consideradas serovars. Por lo que la nomenclatura que se esta
manejando actualmente es Salmonella enterica serovar typhi, S. enterica serovar

paratyphi, S. enterica serovar typhimurium.> "8

Actualmente se han identificado 2,501 serotipos diferentes de Salmonella.’ Esta
subdivision ha sido apoyada por varios métodos de hibridacion de DNA y
métodos serologicos. Mediante el uso de reacciones antigeno anticuerpo se ha
determinado la formula antigénica de una cepa y, a partir de dicha formula, se
clasifican en serovar o serotipo siguiendo el esquema propuesto por Kauffman y
White.?

Existen varios metodos para la identificacion del género Salmonella, uno de
ellos son los métodos bacterioldgicos para los cuales se utilizan medios de
cultivo diferenciales, selectivos y enriquecidos. Las muestras de las cuales se
puede aislar la bacteria son sangre, orina y generalmente de heces, que son

inoculadas en los medios de cultivo.'°

Algunos serotipos patdgenos, como S. typhymurium, S. enteritidis, S. ohio, S.
typhi, S. newport y S. choleraesuis son causantes de infecciones humanas y se
adquieren como resultado de la ingestion de alimentos contaminados, carne de
pollo, ternera, carne de cerdo, huevos, leche, mariscos, y productos frescos.'! El

contacto directo con animales también causa la transmision de Salmonella.t?



Patologia.

La salmonelosis humana puede ser dividida en cuatro sindromes:

A) Fiebre entérica. S6lo unos cuantos tipos de Salmonella producen este
sindrome, entre ellos la Salmonella typhi (fiebre tifoidea) es el mas
importante. Las salmonelas ingeridas alcanzan el intestino delgado, desde el
cual penetran por las placas de Peyer al tejido linfatico y posteriormente al
torrente  sanguineo transportandose asi a muchos otros 6rganos.’® Los
organismos se multiplican en el tejido linfoide intestinal y se excretan por
heces. Después de un periodo de incubacion de 10 a 14 dias, se presentan
fiebre, malestar, cefalea, estrefiimiento y bradicardia. La fiebre se eleva y el
bazo e higado se hipertrofian. Las principales lesiones son hiperplasia y
necrosis del tejido linfoide (placas de Peyer), hepatitis, necrosis focal del

higado e inflamacion de la vesicula biliar.

B) Septicemia. Esta asociada con Salmonella choleraesuis, aunque puede ser
causa de por cualquier otro serotipo. Posterior a la infeccion bucal, hay una
invasion temprana de la circulacion, pero las manifestaciones intestinales

estan a menudo ausentes.*®

C) Gastroenteritis. Es la manifestacion més comudn de infeccion por
Salmonella. Salmonella typhimurium y Salmonella enteritidis son de los
microorganismos causales mas sobresalientes. En 8 a 48 horas después de la
ingestion de las salmonelas aparecen nauseas, cefalea, vomitos y diarrea
profusa, con pocos leucocitos en las heces; es comdn la fiebre de poca

intensidad, pero por lo general los sintomas desaparecen en 2 a 3 dias.™



La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que cada afio hay cerca de
17 millones de casos de fiebre de tifoidea, con casi 600,000 muertes y 1.3 mil
millones de casos de gastroenteritis aguda o diarrea debido a la salmonelosis

no tifoidea, con 3 millones de muertes. > 4 1°

Mecanismo de variacion de fases

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 fljB (antigenos flagelares fase Il). De esta manera solo un
antigeno flagelar es expresado en un tiempo.?® ?” Las cepas que poseen ambos
tipos de antigenos flagelares son bifésicas y las que poseen un solo tipo son
monofasicas (Tabla 2)."® El 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 1.* *® Algunos de estos alelos son
definidos por un solo factor (antigeno i, d, 6 r): otros son definidos por varios
subfactores (e.g., antigenos 1,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, 1l 'y VII) 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.'*%°

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés:
Polymerase Chain Reaction) es una de las técnicas de biologia molecular que
méas se utiliza actualmente. Constituye una forma répida, segura y
relativamente barata de obtener microgramos de DNA a partir de nanogramos
de un DNA molde (o de RNA en el caso de la RT-PCR). Esta técnica fue

concebida por Kary Mullis y cols. en 1985 % 2%

quienes la utilizaron
inicialmente para obtener suficiente DNA de un segmento del gen de la beta-
globina humana con el proposito de realizar el diagnéstico prenatal de la

anemia falciforme mediante analisis de restriccion.

La PCR es una técnica que nos permite amplificar una ‘secuencia blanco’, la
cual puede ser un gen o un segmento de DNA. En cuestion de horas, esta
secuencia blanco puede amplificarse un millébn de veces. Las cadenas
complementarias de la molécula de DNA de doble cadena se separan por
calentamiento. Dos segmentos pequefios de DNA sintético, cada uno
complementario a una secuencia especifica de un extremo de la secuencia
blanco, sirven como primeros. Cada primero se une a Su Ssecuencia
complementaria. La polimerasa comienza en cada primero y copia la

secuencia de esa cadena. En un tiempo corto se producen réplicas exactas de



la secuencia blanco. En ciclos subsecuentes, las moléculas de doble cadena,
del DNA original y de las copias, se separan, los primeros se unen
nuevamente a las secuencias complementarias y la polimerasa las replica. Al
término de muchos ciclos se han incrementado los pequefios segmentos de
DNA que tienen la secuencia blanco, y esta informacion genética amplificada

queda disponible para un analisis posterior”. %*

Las ventajas de esta técnica es que presenta una gran sensibilidad y alta
especificidad #°, lo que permite dar diagnésticos certeros sobre infecciones
que son producidas por microorganismos dificiles de detectar por analisis

microbiologico directo y de cultivo.



ANTECEDENTES.

¥ Gutierrez-Cogco y cols.en el 2000 realizaron un trabajo para
serotipificar un total de 24,394 cepas de Salmonella aisladas de pacientes
infectados en diferentes laboratorios publicos y privados de la Republica
Mexicana, asi como en el Intituto de Diagnostico y Referencia
Epidemioldgica (INDRE). Los serotipos més frecuentes fueron S. typhimurium

y S. enteritidis. %°

® En el 2002 el Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella-
Shigella (LNRSS) desarrollo un nuevo método de PCR mdltiplex 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 Espafa
(Herrera y cols. 2004). En este trabajo se analizaron un total de 161 cepas de
Salmonella y se identificaron 72 serotipos diferentes, siendo el mas

frecuente fue S. enteritidis.?’

¥ Recientemente se desarrollo un método de de PCR multiplex, parecido
al desarrollado para Fase Il, con el que se logré detectar los alelos flagelares
de Fase | méas comunes (Echeita y cols. 2002).En este trabajo se analizaron un

total de 140 cepas de Salmonella asociadas con 49 serotipos diferentes.?®

® Alvarez y cols. en el 2004 realizaron un estudio para la deteccion e
identificacion epidemioldgica de Salmonella en muestras clinicas de humanos
en Espafia, por medio PCR multiplex, para lo cual utilizaron 14 primers y un
total de 138 cepas microbianas de las cuales las mas frecuentes fueron los

serotipos S. enteritidis y S. typhimurium.?



OBJETIVO GENERAL.

e ldentificar los diferentes serotipos de Salmonella spp por PCR multiplex

en nifos clinicamente sanos.

OBJETIVOS PARTICULARES.

e Conocer la frecuencia de los serotipos de Salmonella spp en nifios

Sanos.

o ldentificar los serotipos de Salmonella spp en fase 1 por PCR multiplex

en materia fecal de nifios asintomaticos.

o ldentificar los serotipos de Salmonella spp en fase 2 por PCR multiplex

en materia fecal de los infantes.

o ldentificar los parasitos méas frecuentes presentes en las muestras

fecales de nifios.

e Conocer la asociacion de los serotipos de Salmonella spp con algunos

parasitos presentes en las muestras de los infantes.

o Determinar la susceptibilidad a los antibidticos en los serotipos de

Salmonella detectados.



MATERIAL Y METODOS.

Muestras clinicas.

Durante el periodo de septiembre del 2006 a junio del 2007 las muestras
fecales de 155 nifios clinicamente sanos pertenecientes a escuelas primarias
aledafias a la comunidad de los Reyes lztacala fueron recolectadas y
transportadas en hielo al Laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI lztacala,
FESI. Para la seleccion Salmonella spp. las muestras fueron sembradas en el
medio de agar MacConkey (DIBICO) e incubadas a 37° C por 24 horas.

Cepas bacterianas.

Las cepas de referencia de Salmonella utilizadas como control para la PCR

fueron: Salmonella typhimurium y Salmonella infantis.

DNA templado para PCR.

Después de la incubacidén de las muestras en agar MacConkey a 37° C/24 h.
las bacterias del cultivo primario fueron colectadas y suspendidas en 5 ml de
PBS (pH, 7.2) a una densidad aproximada de 10° bacterias. EI DNA templado
fue preparado por ebullicion por 20 minutos, seguido por centrifugacion por

10 minutos a 12,000 rpm. El sobrenadante fue utilizado para PCR.



Deteccion por PCR Multiplex de los serotipos de Salmonella que

expresan el antigeno flagelar de Fase I.

Los primers (tabla 1) y el ensayo de PCR multiplex utilizado para detectar los
distintos serotipos de Salmonella que expresan el antigeno flagelar de Fase |
fue el descrito por Herrera y cols. en el 2004. EIl volumen final de la mezcla
de reaccion para PCR fue de 25 pl, la cual contenia 3 pul de DNA templado,
5.9 ul de nuclease free water estéril, 1 ul de cada primer (5 pmol); Sense 60,
Antisense-i, Antisense-z,o, Antisense-lv, Antisense-r, Forward G, Reverse-G,
Forward-Sdf-1, Reverse-Sdf-1, 1.4 ul (7 pmol) de los primers Reverse-eh,
Reverse-b, Forward-d y Reverse-d (todos los primers fueron de Sigma-
Genosys), 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTag polimerasay 100 mmol
de dNTPs (PuRetaq™ Ready-To-Go'™ PCR beads) y 1.5 pl de buffer. La
amplificacion del DNA fue realizado bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 95° C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 40
segundos a 95° C, 20 segundos a 58° C y 20 segundos a 72°. C. Finalmente la

extension se prolongd a 72° C por 7 minutos.

Deteccion por PCR Multiplex de los serotipos de Salmonella que

expresan el antigeno flagelar de Fase I1.

El método de PCR y los primers utilizados (tabla 2) para identificar los
serotipos de Salmonella que expresan el antigeno flagelar de Fase Il fue el
descrito por Echeita y cols. 2002 para lo cual el volumen final por mezcla de
reaccion para PCR fue de 25 pl, la cual contenia 5 pl de DNA templado, 10
ul de nuclease free water estéril, 1 pl de cada primer (5 pmol); Sense-fimod,

Antisense-R5mod, Antisense-R6, Antisense-R7, Antisense-R1mod, Sense-Fw,



Antisense-Rw, Sense-Fe, Antisense-Rx y Antisense-Rz15, 1.5 mmol de
MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetaq™
Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion del DNA fue realizado bajo las

mismas condiciones que para la Fase 1.

Electroforesis

Después de la amplificacion, 10 ul de cada muestra fue analizada por
electroforesis en geles de agarosa al 2.5% bajo las siguientes condiciones: 120
volts, 94 miniampers por 120 minutos. Los geles fueron tefiidos con Bromuro
de Etidio (BrEt) y fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema de
fotodocumentacion modelo GEL LOGIC 100 (KODAK). La PCR fue
considerada como positiva cuando una banda o bandas de tamafio igual al de
nuestras cepas controles de referencia fueron observadas y no extra bandas.
Para los serotipos de Salmonella que expresan el antigeno flagelar de Fase I,
se identificaron regiones internas variables del gene fliC que codifica los
antigenos H:i, H:r, H:l,v, H:e,h, H:zyo, H:b y H:d, mientras que para los
serotipos que expresan el antigeno flagelar de Fase Il se identificaron las
regiones internas variables del gene fljB que expresa los antigenos H:1,2,
H:1,5, H:1,6, H:1,7, H:l,w, H:e,n,x y H:e,n,zss.



5" posicion dentro del gene
Primers Secuencia (5" a 3") fliC

Sense 60 GCAGATCAACTCTCAGACCCTGGG 481-504
Antisense-i ATAGCCATCTTTACCAGTTCC 714-734
Antisense-z1o CGTCGCAGCTTCTGCAACC 911-929
Antisense-b CGCACCAGTCYWACCTAAGGCGG 628-650
Antisense-eh AACGAAAGCGTAGCAGACAAG 658-678
Antisense-lv CCTGTCACTTTCGTGGTTAT 790-809
Antisense-r AAGTGACTTTTCCATCGGCTG 741-761
Forward-d CCCGAAAGAAACTGCTGTAACCG 539-561
Reverse-d TGGATATCAGTATTGCTCTGGGC 625-647
Forward G GTGATCTGAAATCCAGCTTCAAG 547-569
Reverse-G AAGTTTCGCACTCTCGTTTTTGG 1055-1078
Forward-Sdf-1 | TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG -
Reverse-Sdf-1 |CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC -

TABLA 1. Primers utilizados en la deteccion del antigeno flagelar de fase | por PCR

multiplex.
5" posicion dentro
Primers Secuencia (5" a 3") del gene fliB

Sense-flmod CTTATGCCRATAATGGTACTACACTG 568-594
Antisense- R5mod GGTTACAGVAGCCGTACCAG 666-647
Antisense-R6 CTCCTGTACTTCTGTTTTGGTTGTA 858-834
Antisense-R7 TAATCGCCATTTTTGTCGAG 758-739
Antisense-R1mod TTTGACCAAYKYMGCGSCAT 957-938
Sense-Fw GTGGGGCAACMCTCAATACTG 569-589
Antisense-Rw CCTGCCACTTTCGTGGTTGC 809-790
Sensen-Fe GGCAACCCGACAGTAACTGGCGATAC 631-656
Antisense-Rx CCATCCTTAAAGGATACGGC 685-667
Antisense-Rz15 ATCAACGGTAACTTCATATTTG 765-744

TABLA 2. Primers utilizados en la deteccion del antigeno flagelar de fase Il por PCR

multiplex.




Deteccidon de Parasitos.

La deteccion de los parasitos en las heces se realizd6 por medio de la técnica
de Faust (técnica de Flotacion en sulfato de zinc). Para lo cual cada muestra
fecal fue homogeneizada con agua potable. Posteriormente se tomO una
muestra de 10 ml y se depositd en un tubo de ensaye. EIl tubo se centrifugo
por 3 minutos a 3000 rpm, se decantd el sobrenadante, se agregd solucion de
sulfato de zinc (densidad = 1.190), y se centrifugd de nueva cuenta por 3
minutos a 3000 rpm. Al término el sobrenadante fue desechado, se agrego la
solucién de sulfato de zinc hasta formar un menisco y se colocO sobre la
superficie un cubreobjetos. Al término de 1 h se coloco el cubreobjetos sobre
un portaobjetos que contenia una gota de lugol. Los paréasitos fueron

observados e identificados a 40X en un microscopio optico.

Susceptibilidad a antibidticos en los serotipos identificados.

Una vez identificados los serotipos de Salmonella, se utilizd la técnica de
Kirby-Bauer para probar la susceptibilidad y/o resistencia de cada cepa
encontrada, para lo cual se tomaron 5 colonias (de cada cepa) con un asa
estéril, se inocularon en 5 ml de caldo Muller Hilton, y se incubaron a 37°C
durante 3 horas, hasta que apareci0 una turbidez ligera. La turbidez se ajusto
con solucidn salina esteril hasta obtener una densidad comparable con un
estandar de sulfato de bario. El estandar se preparé mezclando 5 ml de BaCl,
0.048 M (1.175% peso/ volumen de BaCl, 2H,0) con 99.5 ml de H,SO,4 al 1%
viv (0.36N), que fue la mitad de la densidad del estandar No. 1 de

MacFarland (estandar 0.5 de MacFanarland).



Posteriormente se inoculd sobre el agar de Muller Hilton por medio de hisopos
estériles, los cuales se humedecieron con la suspension (crecimiento
bacteriano) y se estriaron sobre la totalidad de la superficie del agar. Por
ultimo se tomo un sensidisco con los 12 antimicrobianos a determinar, por
medio de una pinza estéril y se colocé sobre el agar de Muller Hinton. El
antibiotico se difundié formando un gradiente de concentracion que inhibi6 o
permitié el crecimiento de la bacteria en un tiempo de 24 horas a 37 ° C. De
esta manera las cepas se clasificaron como susceptibles (S) o resistentes (R)
dependiendo del didmetro del halo de inhibicion, el cual se midié con un

vernier (Tabla 3).

TABLA 3. Antibidticos gue se utilizaron contra las cepas encontradas.

ANTIBIOTICO ABREV FAMILIA ACCION" | DIAM.HALO INH. (mm)*
R [ S
Ampicilina AM Aminopenicilina 1 <28 >29
Cefalotina CF Cefalosporina de 12 Gen. 1 <14 15-17 >18
Cefotaxima CTX | Cefalosporina de 3% Gen. 1 <14 15-22 >23
Ceftazidima CAZ | Cefalosporina de 32 Gen. 1 <14 15-17 >18
Cefuroxima CXM | Cefalosporina de 22 Gen. 1 <14 15-17 >18
Dicloxacilina DC Penicilina semisintetica 1 <10 11-123 >13
Eritromicina E Macrolido 3 <13 14-17 >18
Gentamicina GE Aminoglucosido 3 <12 13-14 >15
Pefloxacina PEF Quinolona 4 <14 15-22 >23
Penicilina PE Penicilina 1 <28 >29
Tetraciclina TE Tetraciclina 3 <14 15-18 >19
Trimetoprim- SXT | Combinacion de 4 <10 11-153 >16
sulfametoxazol diaminopirimidina
y sulfonamida

1. Inhibicién de la formacion de la pared celular

3. Interferencia en la sintesis de proteinas

4. Inhibicion del metabolismo de los &cidos nucleicos
“R= resistente

I= intermedia

S=sensible



RESULTADOS.

Pacientes analizados.

Para el desarrollo de este estudio se analizaron las muestras fecales de 155
nifios clinicamente sanos, pertenecientes a escuelas primarias aledafias a Los
Reyes lztacala, Tlalnepantla, Edo. de México. Las edades de los nifios
estuvieron comprendidas entre 6 a 12 afios, de los cuales el 57% (n=88)

correspondié al sexo femenino y el 43% (n=67) al sexo masculino (Gréfica 1).

Masculino
43%
(N=67)
Femenino
57%

(n=88)

GRAFICA 1. Distribucion de los pacientes por sexo.



Deteccion de Salmonella en os Infantes asintomaticos

En la Gréafica 2 se aprecia que a partir de las 155 muestras fecales analizadas,

la frecuencia de Salmonella fue del 57% (n = 88)

Negativas
43%
(n=67)
Positivas
57%
(n=88)

GRAFICA 2. Prevalencia de Salmonella en las muestras fecales
de los nifios asintomaticos.

Deteccion por PCR multiplex de los serotipos de Salmonella que expresan

el antigeno flagelar de fase | y de Fase 1.

En este estudio utilizamos un total de 23 primers (tabla 1 y 2)
complementarios a regiones internas variables de los genes fliC y fljB (Fase
flagelar 1 y Il, respectivamente), que nos permitié detectar amplicones de
tamafios caracteristicos para identificar los alelos de los antigenos H de los

serotipos mas frecuentes de Salmonella spp.



A partir de las muestras diarreicas de los infantes asintomaticos, se detectaron
3 serotipos de Salmonella mediante PCR multiplex (Grafica 3, fotografial y
2). Entre los serotipos detectados se encontraron los siguientes: S. ohio 98%
(n=86), S. newport 1% (n=1) y S. typhimurium 1% (n=1).

P
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100-/

v

Porcentaje
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o

S. ohio S. newport S. typhimurium

Serotipos

GRAFICA 3. Frecuencia de los serotipos de Salmonella identificados en
las muestras fecales de los nifios asintomaticos.
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FOTOGRAFIA 1. Linea 1; Control negativo (sin DNA). Linea 2,3 y 4;
Salmonella ohio (150 pb) detectadas en muestras de pacientes. Linea 5 y
11; muestras negativas. Linea 6: Salmonella newport (200 pb) detectada
en muestra de paciente. Linea 7 Salmonella typhimurium (250 pb)
detectada en muestra de paciente.. Linea 8; 50 pb Ladder. Linea 9;
Salmonella infantis (control positivo, 275 pb). Linea 10 y 12; Salmonella
ohio (150 pb) detectadas en muestras de pacientes.
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FOTOGRAFIA 2. Lineal; Salmonella newport (400 pb) detectada
en muestra de paciente. Linea 2; Control negativo (sin DNA). Linea
3; Salmonella typhimurium (400 pb) detectada en muestra de
paciente. Linea 4; Salmonella typhimurium (control positivo, 400
pb). Linea 5; 50 pb Ladder. Linea 6; Salmonella infantis (control
positivo, 100 pb). Linea 7 y 9; Salmonella ohio (250 pb) detectadas
en muestras de pacientes. Linea 10; Muestra negativa.



Identificacion de los parasitos en las muestras fecales.
A partir de las 155 muestras fecales de los infantes analizadas, la frecuencia

de Entamoeba histolytica fue del 62% (n= 147), seguido de Giardia lamblia
con el 36% (n= 86) y de lodamoeba butschlii con el 2% (n = 4) (Grafica 4).

100-/

62%

Porcentaje

Entamoeba Giardia lodamoeba
histolytica lamblia butschlii
Parasitos

GRAFICA 4. Frecuencia de los parésitos detectados en las
muestras fecales de los infantes asintomaticos



Asociacién de los serotipos de Salmonella con los parasitos presentes en

las muestras.

En este estudio se encontrd que la asociacion S. ohio/ Entamoeba histolytica
fue del 61%, S. ohio/Giardia lamblia del 38%, S. ohio/lodamoeba butschlii
del 1%, S. newport/Entamoeba histolytica del 50%, S. newport /Giardia
lamblia del 50%, S. typhimurium/Entamoeba histolytica del 50% y S.
typhimurium /Giardia lamblia del 50% (Tabla 4).

Serotipo Entamoeba histolytica Giardia lamblia
Salmonella ohio 61% (n = 81) 38% (n =50)
Salmonella typhimurium 50% (n=1) 50% (n =1)
Salmonella newport 50% (n=1) 50% (n=1)

TABLA 4. Asociacion de los distintos serotipos de Salmonella detectados por PCR
multiplex con los parasitos existentes en las nuestras fecales de los infantes asintomaticos.

Resistencia a antibidticos de los serotipos de Salmonella identificados por
PCR multiplex.

El 100% (n=62) de los serotipos de Salmonella (S. ohio, S. newport y S.
typhimurium) identificados por PCR multiplex fueron resistentes a cefalotina
(CF), ampicilina (AM), cefotaxima (CTX) y carbencilina (CB), mientras que
el porcentaje de cepas resistentes para el sulfametoxasol-trimetoprim (SXT)
fue de 80.6% (n=50), para la nitrofurantoina (NF) del 77.4% (n=48),
gentamicina (GE) del 66.1% (n=41), cloranfenicol (CL) del 59.6% (n=37),



netilmicina (NET) del 51.6% (n=32). Los antibioticos a los que las cepas
presentaron menor resistencia fueron la ceftriaxona (CRO) con el 19.3%
(n=12) seguido de pefloxacina (PEF) con el 43.5% (n=27) y la amikacina
(AK) con el 45.1% (n=28) de cepas susceptibles segun lo referido en el
Gréfico 8.
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GRAFICA 8. Resistencia a antibidticos de los distintos serotipos de Salmonella
identificados en los infantes asintomaticos.

CF=Cefalotina, AM=Ampicilina, CTX=Cefotaxima, CB=Carbencilina,
SXT=Sulfametoxasol-trimetoprim, NF=Nitrofurantoina, GE=Gentamicina,
CL=Cloranfenicol, NET=Netilmicina, AK=Amikacina, PEF=Pefloxacina,

CRO=Ceftriaxona



DISCUSION.
Pacientes analizados

En este estudio se describio que en el 57% (n=88) de los infantes analizados,
se identific6 algun serotipo de Salmonella (Gréfica 2). El porcentaje
corrobora lo propuesto por Larrosa-Haro y cols. 2002, en un estudio realizado
en la ciudad de Guadalajara, en el que analizaron las muestras fecales de 288
lactantes y preescolares con diarrea aguda. Estos autores encontraron que en

el 5.1% de los casos, el agente causal de la diarrea fue Salmonella spp.®

Si bien los nifios analizados no presentaron evacuaciones liquidas o algun
otro sintoma de gastroenteritis en el momento del estudio, no se descarta la
posibilidad de que a futuro pueden cursar con cuadros de diarrea o de algin
otro sintoma de infeccion intestinal. Se ha descrito que la gastroenteritis es
un problema de salud publica que ocasiona elevadas tasas de morbilidad y

mortalidad en los paises en vias de desarrollo.*

Desde la década de los ochenta, la incidencia de gastroenteritis ocasionada por
Salmonella en el mundo industrializado ha aumentado considerablemente y ha
alcanzado proporciones epidémicas en varios paises.’* * Este incremento es el
resultado de una combinacion de factores relacionados con el desarrollo de la
industrializacion en las fases de produccion de alimentos, cambios en la
practica del manejo de estos, asi como el almacenamiento, distribucion y
preparacion de los mismos. Estos cambios han tenido como consecuencia
nuevos problemas en la higiene de los alimentos al originar una facil

diseminacion de Salmonella spp asi como de otros gérmenes patdgenos en los



alimentos. ** La mayoria de los brotes gastrointestinales por Salmonella se han
asociado con algunos productos avicolas como son el huevo y el pollo y con

menor frecuencia, con alimentos contaminados por manipulacion. *

La salmonelosis es una enfermedad aguda de distribucion mundial, con
variaciones en la frecuencia de serotipos de un pais a otro, con importancia en
areas que no cuentan y no han alcanzado las medidas de salud publica
Optimas. Afecta a todos los grupos de edad, con mayor incidencia en los
extremos de la vida: en menores de cinco anos y mayores de 60 afios de edad,

que son los grupos mas vulnerables.®” ®

En México en los afios de 1994 a 1998 ocurrid un incremento en el registro de
las notificaciones de casos de salmonelosis de 100,342 en 1994 a 215,155 en
1998 (tasa de 111.21 y 223.53 por 100,000 habitantes, respectivamente) con
una mayor incidencia en los grupos de 15 a 24 afios, de 25 a 44 afios y de 45 a
64 afios (Secretaria de Salud, 1995). *°

En los Estados Unidos de America (EUA) se estima que cada afio ocurre un
promedio de 800,000 a cuatro millones de infecciones por Salmonella, de las
cuales alrededor de 500 son fatales. Aproximadamente 40,000 de éstas se
confirman con laboratorio y son serotipificadas por los laboratorios estatales
de salud publica, los cuales a su vez informan al Centro de Prevencién y
Control de Enfermedades de Atlanta, Georgia (CDC, por sus siglas en

inglés).®



Identificacion por PCR multiplex de los serotipos de Salmonella spp
expresan los antigenos flagelares Fase 1 y Fase Il en las muestras de los

infantes.

En este estudio se describio que en el 57% (n=88) de las muestras fecales de
los infantes asintomaticos se identifico algin serotipo de Salmonella (grafica
2), dentro de los cuales el serotipo mas frecuente fue S. ohio con el 98%
(n=86), seguido de S. newport (n=1) y S. typhimurium (n=1) con el 1%, en
cada caso (figura 3, fotografia 1 y fotografia 2). Los serotipos detectados en
este trabajo, coinciden con los identificados por Gutiérrez-Cogco y cols. en
1994 “°, en un estudio realizado en 24,394 cepas de Salmonella aisladas de
pacientes Mexicanos con gastroenteritis durante el periodo de 1972 a 1999, en
donde el serotipo identificado con mayor frecuencia fue S. typhimurium,
seguido de S. enteritidis, S. anatum, S. infantis, S. newport y S. ohio, entre
otros. Los datos de este trabajo también son similares a los encontrados en un
estudio realizado en el Laboratorio de Microbiologia del Centro de
Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” en la Universidad
Autoénoma de Yucatan, Mérida, en 170 cepas de Salmonella aisladas de nifios
con y sin diarrea, en donde se identificaron 30 serotipos distintos (S. agona, S.
typhimurium, S. infantis, S. anatum, S. poona, S. enteritidis, S. ohio, S. cerro,

etc.).”

En este estudio la deteccion de los serotipos de Salmonella que expresaron el
antigeno flagelar Fase I, coinciden con los identificados por Herrera-Ledn vy
cols (2004)%’, en un amplio estudio realizado en el Centro Nacional de
Microbiologia del Instituto de Salud Carlos Ill, en Majadahonda Madrid,

Espafa. Estos autores analizaron un total de 161 cepas de Salmonella spp.



donadas por el Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella y Shigella
en Espafia, y detectaron un total de 72 serotipos diferentes, cuyos amplicones

se encontraron entre 100 a 500 bp.

Los serotipos de Salmonella identificados en este estudio, que expresaron el
antigeno flagelar Fase Il, se encuentran dentro de los 49 serotipos distintos
identificados por Echeita et al. 2002 %, a partir de un total de 190 cepas de
Salmonella spp. donadas por el Laboratorio Nacional de Referencia de

Esparia.

Identificacion de los parasitos.

Se describio en este estudio que a partir de las 155 muestras fecales de los
infantes, la prevalencia de Entamoeba histolytica fue del 62% (n= 147),
seguido de Giardia lamblia con el 36% (n= 86) y de lodamoeba butschlii con
el 2% (n = 4) (gréfica 4). Los porcentajes coinciden con lo reportado por
Avila-Rodriguez en el 2007 *, en un estudio realizado en el Centro de
Investigacion en Alimentos y Nutricion de la Facultad de Medicina-UJED en
el estado de Durango, en el cual estudiaron las muestras fecales de 394 nifios
entre 6 a 36 meses de edad, detectando a E. histolytica en el 79.7% de las
muestras y a G. lamblia en el 20.3%. En otro estudio realizado en el
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina en
la UNAM, en donde se analizaron las heces de 741 pacientes, se identifico a
Giardia lamblia en el 29.9%, a Entamoeba histolytica en el 7.2% y a

lodamoeba butschlii en el 4.7%.%



En México La Direccidén General de epidemiologia (1994) en el afio de 1993
reportd un total de 445,189 casos de amibiasis ocurridos en la Republica
Mexicana y 334,029 casos para 1994, distribuidos principalmente en los
estados de Chiapas, Distrito Federal. Edo. de México, Tabasco, Oaxaca, entre

otros.®

Los parésitos intestinales son los agentes infecciosos mas comunes en los
humanos, principalmente entre la poblacion infantil de los paises en via de
desarrollo. La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que en el
mundo existen 3,500 millones de habitantes parasitados y aproximadamente
450 millones padecen enfermedad parasitaria y de ésta la mayor proporcion

corresponde a la poblacién infantil.** %

La frecuencia mundial de las distintas parasitdsis intestinales es alta,
especialmente en zonas geograficas donde las condiciones ecologicas
favorecen la persistencia de los parasitos, ademas de las caracteristicas
socioecondémicas poblaciones como la pobreza, la ignorancia y la deficiente
infraestructura; factores que comparten los paises en vias de desarrollo y que,
lamentablemente, en América Latina no han presentado modificaciones

importantes en los Gltimos 50 afios.*?

Resistencia a antibidticos de los serotipos de Salmonella identificados por
PCR multiplex.

En este estudio se describio que el 100% de los serotipos de Salmonella (S.
ohio, S. newport y S. typhimurium) identificados por PCR multiplex fueron

resistentes a los antibidticos cefalotina (CF), ampicilina (AM), cefotaxima



(CTX) y carbencilina (CB), el 80.6% al sulfametoxasol-trimetoprim (SXT), el
77.4% a la nitrofurantoina (NF), el 66.1% a la gentamicina (GE), el 59.6% al
cloranfenicol (CL), el 51.6% a la netilmicina (NET) (Gréafica 8). La elevada
resistencia bacteriana detectada en este trabajo, refleja en la actualidad que el
abuso de los antibioticos, tanto para uso humano, como veterinario y agricola
ha ocasionado la seleccion de bacterias resistentes a los antibioticos,
constituyendo un serio problema médico para el tratamiento de las infecciones
ocasionadas por estos microorganismos. Por ejemplo se ha descrito que en los
ultimos 20 afios, han surgido en todo el mundo cepas bacterianas resistentes
a multiples antimicrobianos, entre los cuales podemos encontrar a los

serotipos de Salmonella typhimurium * %

y mas recientemente Salmonella
Newport y  Salmonella typhimurium DT104 (resistente a ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol y tetraciclina), esta ultima
involucrada con agudas infecciones y muertes en animales y humanos en todo
el mundo. *" *® Se ha descrito que Salmonella newport, es resistente a la
amoxicilina-acido clavulanico, cefalotina, cefoxitin y ceftiofur ,gentamicina,

kanamicina, trimetoprim-sulfametoxasol y ceftriaxona.*



CONCLUSIONES.

i En este estudio se detectd que el 57% de las muestras fecales de
los nifios asintométicos fueron positivas para algun serotipo de

Salmonella.

1] Los serotipos identificados por PCR multiplex en las heces de los

infantes fueron S. ohio, S. newport y S. typhimurium .

i La prevalencia de Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y

lodamoeba butschlii fue elevada en los nifios clinicamente sanos.

i La asociacion de S. ohio, S. newport y S. typhimurium con
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y lodamoeba butschlii,
evidencid que los nifios de nivel primaria analizados en este estudio son

portadores sanos de bacterias patdgenas y de parasitos.

L] La mayoria de los serotipos de Salmonella identificados en este

estudio presentaron alta resistencia a los antibioticos probados.

i Con base a los resultados obtenidos se puede concluir que la
deteccion de los distintos serotipos de Salmonella spp. por PCR multiplex
en la materia fecal, podria ser un metodo rapido y eficaz en el
diagnostico clinico de las infecciones ocasionadas por este

microorganismo.
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