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RESUMEN

Existen métodos tradicionales para identificar Salmonella Typhi que consisten en el empleo
de medio de cultivo los cuales permiten la recuperacion de dicho microorganismo, para
luego realizar el aislamiento en medios selectivos, la identificacion biogquimica y
caracterizacion seroldgica, por lo que estos métodos pueden llegar a ser muy dispendiosos

y de esta manera consumen mucho tiempo.

Esta tesis busca comparar resultados obtenidos en el coprocultivo vs los resultados
obtenidos en la PCR y la relacion de sensibilidad y especificidad que presenta cada técnica
para asi poder dar a conocer cuél seria la mas apropiada para poder llegar a un diagnostico

en un corto tiempo.

Para la extraccién del ADN se utilizé el kit comercial E.Z.N.A. Stool de la casa comercial
OMEGA.

Se realiz6 una PCR multiplex para la identificacion de género mediante la amplificacion de
los siguientes genes: Grupo D (antigeno somaético), fliC-d (antigeno flagelar) y wcdB

(antigeno capsular) los cuales son propios de Salmonella Typhi.

Para desarrollar este estudio se analizdé un total de 144 muestras fecales, que fueron
inoculadas artificialmente con cepas de S.Typhi conocidas y posteriormente fueron
analizadas simultdneamente mediante técnicas de cultivo tradicionales y de biologia
molecular (PCR) para comparar datos y analizar la sensibilidad y especificidad de cada uno

de los métodos.

Del total de muestras se divide en tres grupos de 48, cada grupo es contaminado con
concentraciones conocidas de S.Typhi de 300, 150 y 50 UFC lo cual permitira seleccionar
el inoculo mas adecuado para el trabajo posterior.

Con el estandar que se obtenga una mejor sensibilidad se procede a contaminar un total de
50 muestras, 25 de Salmonella Typhi y 25 de Escherichia Coli para el analisis de

sensibilidad y especificidad.



ABSTRACT

Traditional methods to identify Salmonella Typhi consisting of the use of culture medium
which permit the recovery of said microorganism , and then make the isolation on selective
media , biochemical and serological characterization, so these methods can become very

wasteful and thus time consuming.

This thesis seeks to compare results obtained in the stool vs. the results of the PCR and the
relative sensitivity and specificity of each technique presented in order to make known

what would be most appropriate to reach a diagnosis in a short time .
For DNA extraction the commercial kit was used EZNA Stool of OMEGA trading house .

Group D (somatic antigen) fliC -d ( flagellar antigen) and wcdB (capsular antigen) which
are unique to Salmonella Typhi : A multiplex PCR for gender identification by
amplification of the following genes was performed .

To develop this study a total of 144 fecal samples were artificially inoculated with known
strains of S. Typhi and then analyzed simultaneously using traditional cultivation
techniques and molecular biology (PCR ) to compare data and analyze the sensitivity and

specificity was analyzed of each of the methods .

Of the total samples were divided into three groups of 48, each group is contaminated with
known concentrations S.Typhi 300 , 150 and UFC 50 which will select the most suitable

inoculum for further work .

With standard that better sensitivity is obtained proceeds to contaminate a total of 50
samples , 25 of Salmonella typhi and Escherichia coli 25 for the analysis of sensitivity and
specificity.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

La fiebre tifoidea es una enfermedad que no ha sido eliminada de los paises en vias de
desarrollo. El agente causal es la bacteria conocida como Salmonella Typhi la cual presenta
varias caracteristicas, entre ellas que estd compuesta por estructuras complejas, pero que
presenta sensibilidad al calor. A las salmonellas se las puede clasificar de la siguiente
manera segun su accionar epidemioldgico: Las que se adaptan en cualquier huésped, las
que infectan solamente al humano y las que se adaptan a un huésped que esta dentro de
otro. (Bellver, Garcia, 2000)

En los humanos, Salmonella Typhi puede producir hemorragia y perforacién intestinal ya
que se alojan en el intestino grueso. Sin embargo, hay salmonellas que también pueden
invadir el sistema circulatorio poniendo en riesgo la vida del paciente. Es muy importante

tomar en cuenta que el agente puede sobrevivir varias horas dentro del organismo.

Generalmente se transmite por la escasa aplicacion de asepsia en la manipulacién de
alimentos En lo que corresponde al Ecuador, las provincias de Sucumbios, Esmeraldas,
Los Rios, EI Oro y Loja demuestran mayor prevalencia. (Organizacién Mundial de la
Salud, 2008).

Con respecto al coprocultivo cabe mencionar que la técnica tiene varias desventajas porque
la informacion que brinda muchas veces limita la toma de decisiones a tiempo, no es una
técnica muy sensible ni especifica y puede estar influenciada por muchos factores en todo
su procedimiento. El tiempo en que cual se obtienen los resultados definitivos es de 72
horas. (Conde, Revollo, & Espada, 2006).



La PCR también puede presentar problemas en la amplificacion de las secuencias debido a
varios factores como: disefio inapropiado de cebadores, la calidad y concentracion de ADN,
el tipo y cantidad de ADN polimerasa, el nimero de ciclos de amplificacion, temperaturas
de hibridacion. Sin embargo, esta técnica tiene una especificidad del 98%, una sensibilidad
del 100% en comparacion con el “Gold Standar”, por lo cual puede ser utilizada con mayor

efectividad en el diagnostico temprano de salmonelosis. (Vasquez, 2008)

1.2 JUSTIFICACION

Las Salmonellas son bacterias que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, formado por
bacilos gram-negativos que causan una infeccion gastrointestinal conocida como
salmonelosis, este tipo de infeccion puede ocurrir en los humanos y animales. Esta
infeccion afecta a personas jovenes, adultos mayores y en aquellas con problemas de salud
de base, con lo cual genera graves consecuencias de salud publica y efectos negativos en lo

econdémico y sanitario. (Bellver, Garcia, 2000)

Las Salmonellas son la causa principal de cuatro manifestaciones clinicas como: la
gastroenteritis, que puede presentarse desde una diarrea simple a una diarrea fulminante
incluyendo nauseas y vomitos; bacteriemia o septicemia, fiebre tifoidea y paratifoidea, y la

condicidn de portadores. (Organizacién Mundial de la Salud, 2008).

Estas patologias la originan, principalmente, tres tipos de microorganismos que son: la
Salmonella serotipo Typhi (causante de la fiebre tifoidea), Salmonella Typhimurium

(causante de gastroenteritis aguda) y Salmonella Choleraesuis. (Romero, Ramirez, 2001)

A nivel mundial se estima que cada afio se produce alrededor de 16 millones de nuevos
casos de fiebre tifoifea, con una cifra de 600.000 muertes, la mayor parte de los casos de
fiebre tifoidea se produce en personas menores de 30 afios, esto se debe al alto nimero de
portadores encontrados en areas endémicas lo cual hace que la situacion sea mas grave,
presentando una incidencia de 694 portadores por cada 10.000 personas. (Organizacion
Mundial de la Salud, 2009).



En los paises desarrollados es una enfermedad rara, que cuando se presenta generalmente

en inmigrantes o turistas constituye una curiosidad clinica.

La fiebre tifoidea, “es una enfermedad que se encuentra en muchos paises del Lejano y
Medio Oriente, en el este de Europa, en Asia, América Central y América del Sur”
(Romero, et al, 2001). En el 2007 el Ecuador registrd 6024 casos de enfermedad, siendo
Sucumbios, Esmeraldas, Los Rios, EI Oro y Loja las provincias mas afectadas. (Rubiera,
Rueda & Sanchez, 2009)

La fiebre tifoidea se presenta exclusivamente en el ser humano, y sus consecuencias pueden
ser muy graves, sus sintomas se presentan en un cuadro sistémico caracterizado por fiebre y
malestar general, por lo que se la debe tratar antes del periodo de incubacion, para impedir
su proceso infeccioso y evitar que se produzca una hipertrofia en el bazo o higado. Esta
enfermedad puede producir, también, hemorragia y perforacién intestinal que en la mayoria
de casos puede alcanzar una tasa de mortalidad del 10 al 15%. (Conde, 2004). Su periodo
de incubacidn es de 1 a 14 dias, pero normalmente suele durar de 3 a 5 dias (Organizacién
Mundial de la Salud, 2008). El agente consigue sobrevivir las primeras 24 a 72 horas en el
intestino, penetrando luego en el epitelio multiplicandose y produciendo alteraciones

histopatoldgicas. (Saravia, 2007)

El diagndstico microbioldgico es a través del coprocultivo, que se lo considera como una
técnica “gold estandar”, el cual arroja los resultados a las 72 horas con pruebas de
sensibilidad, sin embargo, en pacientes con tratamiento de antimicrobianos es posible que
no se detecte la bacteria, pudiendo obtenerse resultados falsos negativos. Esta técnica
presenta el inconveniente que tiene muchos pasos previos que alargan el tiempo del
diagnostico clinico, asi como la deteccion de la bacteria, y esto afecta directamente en el
tiempo de entrega del resultado (Villarreal, Soto, Pereira, Varela, Jaramillo, Villanueva &
Mendoza, 2008), (Conde, Revollo, & Espada, 2006).



Se ha demostrado en la mayor parte de laboratorios clinicos que el coprocultivo es una
muestra que por su volumen y carga de trabajo es de bajo rendimiento y bajo costo-
efectividad. El tiempo estimado de duracion del examen es de tres dias, debido a que
requiere seleccion de colonias que luego se someten a test bioquimicos y serologicos para
su identificacién. Es por esto, que a este método se lo considera de bajo rendimiento y bajo
costo-efectividad, segin un estudio conjunto realizado por el laboratorio de Biotecnologia
FUCYT-ACHS, laboratorio de Biotecnologia FUCYT vy el servicio de Examenes
Preventivos del Hospital del trabajador ubicados en Santiago de Chile. (Irigoyen, De
Zamora, 2004).

El mismo resultado de bajo rendimiento y bajo costo-efectividad fue obtenido a través de
un estudio realizado por varios avicultores colombianos, quienes determinaron que las
técnicas de biologia molecular han comenzado a utilizarse en los laboratorios de
diagndstico en los dltimos afios, y mas especificamente la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) que ha tenido una gran implementacion, tanto por la velocidad, como por

el nivel de sensibilidad de la prueba.

Por estas razones, la PCR se ha comenzado a utilizar para la identificacion de muchas
especies microbianas en los laboratorios ya que ha demostrado ser més rapida y confiable
porque incrementa la sensibilidad con respecto a la prueba tradicional, adicionalmente

permite un diagnadstico oportuno y por ende un tratamiento a tiempo. (Vasquez, 2008)

1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales patogenos que causan la fiebre tifoidea es la Salmonella Typhi la
cual provoca graves problemas como: diarrea, fiebre, colicos abdominales y es la principal
causa de infecciones en humanos mediante la transmisién por alimentos contaminados, por
ello es importante hacer un diagnostico rapido de esta enfermedad para evitar
consecuencias negativas en la salud humana, (Vasquez, 2008) porque al tratarse de una

enfermedad altamente contagiosa puede transmitirse facilmente; pues se ha demostrado que



la dosis infectante para contraer la enfermedad es de apenas de 10 bacterias.(Urrutia, Reyes,
Melo, Henriquez, Pineda & Sakurada, 2006)

La baja sensibilidad del coprocultivo anteriormente mencionado se debe, quiza, a la baja
cantidad de microorganismos; esto se puede producir por cambios inadecuados de
temperatura y variacion en el pH durante el transporte del espécimen, tratamientos con
antibioticos, baja carga microbiana en las muestras, o por tratarse de portadores sanos etc.
Por esta razon en la actualidad se esta implementado cada vez en mas laboratorios la
técnica molecular PCR, que tiene una alta sensibilidad para la deteccion de

microorganismos (Urrutia, et al., 2006)

Este estudio pretende contestar la siguiente pregunta: ¢El uso de la técnica molecular PCR
convencional permitira tener un diagnéstico mas confiable, y mas rapido ante la presencia

de Salmonella Typhi, en relacion con el coprocultivo?

1.4 OBJETIVOS

141 OBJETIVO GENERAL

e Comparar los resultados obtenidos en el coprocultivo vs los obtenidos en la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa, y su relacion de especificidad y
sensibilidad que presenta cada técnica, y dar a conocer cuél seria la mas apropiada

para llegar a un diagnostico en corto tiempo.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la sensibilidad y especificidad de la PCR convencional vs el
coprocultivo, para establecer las ventajas y desventajas de cada técnica de

identificacion.



e Determinar el limite de deteccién de la PCR convencional vs el coprocultivo,
dependiendo de la cantidad de bacterias que cada técnica requiera para diagnéstico

adecuado.

1.5 MARCO REFERENCIAL

En estudios realizados en el Ecuador, Romero y Ramirez (1996) reportaron 14887 casos de
salmonelosis, esta enfermedad estuvo presente en todas las provincias del Ecuador
exceptuando Galéapagos, teniendo tasas de incidencia mas altas en la costa, tomando en

cuenta que Bolivar tuvo la tasa més alta a nivel pais en 1995.

En un estudio realizado en Espafia, Carbd, Millares, Sanz, Mafias, Guiral y Pérez, (2005),
descubrieron un brote de infeccion alimentaria por Salmonella en un restaurant, por lo que
se plantearon como objetivo descubrir al principal comensal que transmitié la enfermedad.
Se encontraron a 75 personas enfermas con signos como diarrea, dolor abdominal, fiebre y
vomito; de estos, 60 resultaron positivos en el coprocultivo y de los 33 manipuladores de
los alimentos, 5 resultaron ser positivos y de ellos 4 fueron portadores sanos y uno presento

la sintomatologia caracteristica de la salmonelosis.

En muchos paises como Estados Unidos, Canadd y Colombia “se ha establecido dentro de
la legislacion “cero tolerancia” para Salmonella” (Yéanez, Mattar & Durango, 2008), en el
Ecuador las camparias contra esta enfermedad fueron: controlar permisos y certificados de
higiene en los sitios donde venden comida, provee a gran parte de la poblacion de servicios
basicos principalmente el agua potable y mejora el manejo y tratamiento de las aguas
hervidas, las cuales han tenido gran éxito bajando los indices de contagio, para ello la OMS
ha implementado estrategias como: separar los alimentos crudos y cocidos, mantener los
alimentos a temperaturas adecuadas, usar agua y materias primas seguras, para prevenir y
controlar la transmision de enfermedades por los alimentos. Dentro de esta campafia se

incorporaron nuevas técnicas de deteccion y diagndstico mas rapidos y sensibles que



ayudan a lograr un diagnostico oportuno como la técnica molecular de reaccion en cadena
de la polimerasa, (PCR) (Yéanez, et al., 2008).

En estudios realizados con muestras fecales para detectar la presencia de Salmonella y
Shigella en pacientes sospechosos, de La Paz-Bolivia, se ha podido determinar que el uso
de la técnica PCR tiene la capacidad de demostrar alta sensibilidad y especificidad. Lo mas
notable dentro de este estudio fue que se encontrd una adecuada técnica de extraccion de
ADN debido a que a nivel del material fecal se encuentra inhibidores potenciales como: el
hem de la hemoglobina, las bilirrubinas, sales biliares y los carbohidratos complejos los

cuales afectan la amplificacion del ADN. (Conde, Revollo & Espada, 2006)

Existe, también, la posibilidad de que Salmonella se encuentre en portadores sanos quienes,
a su vez, pueden transmitir la bacteria a otras personas a través de la manipulacion de
alimentos. Un ejemplo de esto se pudo observar cuando en 1994 se reportd un brote de
salmonelosis en la ciudad de México en un Hospital de tercer nivel. Para esto se realiz6 un
estudio de casos y controles, donde 129 personas presentaban los sintomas y 150 eran
asintomaticas a pesar de haber ingerido los mismos alimentos, de las cuales 4 persona del
grupo control presentaron un coprocultivo positivo para Salmonella. (Chavez-de la Pefia,
Higuera-lglesia, Huertas-Jiménez, Béaez-Martinez, Morales-de Ledn, Arteaga-Cabello,
Rangel-Frausto & Ponce de Ledn-Rosales, 2001).

Asimismo, estudios realizados en Chile han demostrado que la PCR tiene la capacidad de
ser mas sensible (100%) vy especifica (98%) frente a otras pruebas como por ejemplo la
prueba de oro, logrando, de esta manera, detectar la presencia de la bacteria. Esto es una
gran ventaja para detectar patologias, ya que gracias a esta técnica se pueden obtener
resultados oportunos para dar con el diagnéstico y posterior seleccion del tratamiento mas
adecuado. (Urrutia, et al., 2006).

Un estudio realizado en Marzo del 2012 para identificar los genes aislados mas frecuentes
de Salmonella se estudi6 los genes flic d y wed, demostrando que la PCR multiplex tiene
ciertas ventajas sobre la PCR convencional donde solo pueden aislarse genes aislados. Este

estudio mostro una sensibilidad del 95,5 % y especificidad del 100 %.



Se analizd los genes flic d ya que este estd muy conservado en el extremo 5"-----3, mientras
que las secuencias de las regiones centrales son variables, pero se comprob6 que este
hallazgo es cierto solo para los genes que codifican antigenos H y que no forman parte de la
estructura flagelar ya que los genes que codifican las proteinas de la parte flagelar son muy
similares impidiendo la identificacion de los serovares. Por otra parte, el anlisis en el gen
wcd demostrd que este puede conservar otros ADN a parte del ADN de la Salmonella

disminuyendo la precision en la lectura de los resultados.

Un estudio realizado en Colombia en el 2008 para la identificacion de los serogrupos B,
C2, D y E de Salmonella entérica se obtuvo una sensibilidad del 98% y una especificidad
del 96% el cual tuvo como fin determinar la igualdad de los resultados obtenidos por la
PCR en comparacion con la prueba estandar de serotipificacion. Para la validacion de la
prueba se obtuvo la sensibilidad y especificidad de cada serogrupo obteniendo los
resultados: para la identificacion de los serogrupos C2 y E fueron de 100%; para el
serogrupo B, la sensibilidad fue de 98% y la especificidad de 99%, y para el serogrupo D,
la sensibilidad fue de 98% vy la especificidad de 96%. Concluyendo que los tres serogrupos
disefiados para este estudio es B, D y E permiten discriminar los serogrupos con un alto
nivel de especificidad y sensibilidad sin producir reacciones cruzadas. (Lavalett, 2008)

En un estudio realizado en Vitoria-Gasteiz en el 2011 para la obtencion de una tesis
Doctoral donde desean estandarizar el método en reaccion de cadena de la polimerasa para
obtener una amplia variedad de resultados un porcentaje de las muestras fueron
contaminadas artificialmente con Salmonella donde se obtuvo un valor de sensibilidad del
62,4% vV los resultados obtenidos para el limite de deteccion abarcaron un rango de 0,1 a 10
celulas /25gr de muestras. (Martinez, 2011)

En un estudio realizado en el 2008 para la deteccion de Salmonella por PCR, donde las
muestras fueron inoculadas artificialmente el conteo del inoculo inicial ajustado a 0.100
D.O fue de 200 UFC/ml, realizando diluciones 10, 107 y 10°®, mostraron un conteo de
200 UFC/mL, 20 UFC/mL y 2 UFC/mL arrojando como resultados que la PCR es capaz de

detectar células de Salmonella cuando es inoculada 2 UFC. (Villarreal, et al., 2008



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Generalidades

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae que se movilizan a través
de estructuras complejas y sensibles al calor Ilamadas flagelos. Esta formado por especies y
subespecies que tienen sus propias caracteristicas bioquimicas como: no fermentacion de la
lactosa, pero si de la glucosa; no producen indol y tampoco degradan la urea. Estas
bacterias se desarrollan entre los 8 y 45 grados centigrados, pero no sobreviven a

temperaturas superiores a los 75 grados centigrados.

capsula

Figura 1: Morfologia de Salmonella
Fuente: http://richy-apuntesmedicinacoteja.blogspot.com/


http://richy-apuntesmedicinacoteja.blogspot.com/

A lo largo de los afios las Salmonella han estado sometidas a varias clasificaciones.

Sin embargo, la clasificacion que hoy en dia se usa es:

Salmonella
Salmonella entérica Salmonella bongori
I | ! |
I, Subs. 11, Subs. Il1a, Subs. I11b, Subs. 1V, Subs.
Entérica salamae arizonae diarizonae houtenae
A B C1 C2 D E
| | |
Paratyphi Typhimurium Choleraesuis Newport Typhi Anatum
\—
 EEEEEE—
Paratyphi B Montevideo Enteritidis Butantan
—
Bredeney Oranienburg Gallinarum Give
\e——
———
Paratyphi C Pollorum
Dublin

Figura 2: Clasificacion de Salmonella
Fuente: http://sisbib.unmsm.edu.pe/bibvirtualdata/tesis/basic/flores_al/antec.pdf

Hay que aclarar que las salmonellas “se encuentran distribuidas en la naturaleza como

comensales patdgenos en el tracto digestivo de humanos, mamiferos domésticos y salvajes,
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reptiles, aves, insectos y roedores, causando un amplio espectro de enfermedades en el

hombre y los animales”. (Caffer, Terragno, 2001)

A las salmonellas se las puede clasificar de la siguiente manera segin su accionar
epidemioldgico:

e Adaptacion en cualquier huésped.

e Infeccion solamente al humano.

e Adaptacion a un huésped que estéa dentro de otro.

Asimismo, las salmonellas son agentes aislados de agua fresca, aguas servidas, agua
dulce o salada, aunque también pueden aislarse en algunos alimentos. Las caracteristicas
fisiologicas de estas bacterias las ayudan a ser resistentes a la deshidratacion; incluso
pueden presentar cambios en la expresion de sus genes dando lugar a recombinaciones mas

resistentes y virulentas.

En el caso especifico de los seres humanos las Salmonellas pueden causar infecciones
intestinales (salmonelosis), gastroenteritis 0 una infeccion restringida a la mucosa intestinal.
Una de las caracteristicas de las infecciones por Salmonella es que estas se pueden

multiplicar y producir alteraciones histopatoldgicas.

Las salmonellas son las causantes de toxinfecciones en los paises desarrollados, asi
como la segunda causa de morbilidad en paises en vias de desarrollo. Pese a todas las
enfermedades que causan estas bacterias, la informacion de la diversidad y ocurrencia de
los serotipos de Salmonella en el ambiente es todavia escasa, y esto se debe a los métodos

requeridos para su identificacion. (Aguilar, Escolastica, 2006).

La serotipificacion no es accesible a todos los laboratorios debido a que la informacion
de la gran variedad de serotipos de Salmonella es muy escasa esto se debe a los métodos
para su identificacion y esto explica en parte la poca informacion en relacion a la diversidad
de cepas en ecosistemas naturales; ademas muchas cepas provenientes de estos ecosistemas

no pueden ser serotipificadas por estar en estado rugoso. (Aguilar, et al, 2006).
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Para saber qué tipo de Salmonella estd dentro de un organismo es comdn utilizar

marcadores fenotipicos como:

Biotipos: es la variacion bioquimica entre organismos del mismo serotipo.
(Gutiérrez- Castillo, Paasch- Martinez & Calderon- Apodaca, 2008).

Serotipos: Categoria en la que se clasifican los microbios o los virus segin su
reaccion en presencia de suero que contiene anticuerpos especificos. Los diversos
serotipos tienen diferentes grados de adaptacion y patogenicidad para los humanos y
las especies animales; por ejemplo, Salmonella entérica serotipo Typhi y
Salmonella entérica serotipo Parathyphi causan enfermedades severas en humanos,
conocidas como sindrome septicémico y fiebre tifoidea. (Gutiérrez- Castillo,
Paasch- Martinez & Calderdn- Apodaca, 2008).

Los serotipos ayudan especificamente con la identificacion bioquimica, en los
estudios epidemioldgicos ayudan determinando la prevalencia de una serovariedad
en distintas zonas geogréaficas, ademas es muy importante ya que permite realizar
estudios cuando se presentan brotes, conocer la fuente de infeccion y como se
trasmite.

Lisotipos: Tipo de especie bacteriana que se determina por su reaccién a ciertos
fagos.(medciclopedia,2008)

Bacteriocinotipos: las bacteriocinas  son sustancias de naturaleza quimica
heterogénea, constituidas principalmente por un componente proteico esencial al
cual se unen, segun el tipo de bacteriocina, carbohidratos, lipidos, fosfatos y ADN
en ciertas excepciones. (Merino, Hrefiuk, Ronconi & Maria C.,2000).

Antibiotipos: sirve para la primera aproximacion al origen clonal, comparando dos
aislamientos bacterianos de esta manera es posible aproximarse a la clonalidad de
cepas a partir del antibiotipo usando el antibiograma habitual, para tener una
clonalidad aproximada se debe considerar: la genética bacteriana, los perfiles de
susceptibilidad habituales y los mecanismos moleculares de resistencia

involucrados. ( Labarca L., 2002)

Y marcadores genotipicos como:
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e Plasmidos

e Perfiles de restriccion de ADN

e Ribotipos

e Secuencias de insercion

o Perfiles de amplificacion

e Amplificacion especifica

e Polimorfismo de longitud

e Sondas de secuencias repetitivas y no repetitivas.
e MLST

e MLVA

Mediante estos tipos de marcadores se han podido determinar muchas caracteristicas y
acciones de las salmonellas, sin embargo, estas tienen limitaciones que, no siempre, ayudan

a su clara interpretacion de perfiles

Se podria decir que una de las técnicas mas convenientes era la de restriccion con
electroforesis en campo pulsado porque ofrece un nivel mejor de discriminacion sobre otros

métodos de tipaje genotipico. (Aguilar, et al, 2006).

2.2 Patogenia

Una de las caracteristicas de las Salmonellas es su capacidad invasora, ubicandose
principalmente en el intestino grueso en el caso de provocar gastroenteritis. Sin embargo
hay algunas que pueden invadir al sistema circulatorio como es el caso de S. Dublin y S.
Panama. Otra de las enfermedades exclusiva es la tifoidea provocada por la Salmonella
Typhi, y se caracteriza por: fiebre, dolor abdominal, evacuaciones intestinales frecuentes,
liquidas, de aspecto verdoso, fetidas, mucoides y en ocasiones con estrias de sangre. Esto se
produce cuando el bacilo logra pasar la barrera defensiva conocida como acidez gastrica,
gue ocurre cuando esta barrera natural se somete a circunstancias (aclorhifria, gastrectomia

o toma de farmacos) las cuales pueden afectar su pH gastrico.
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Estas pueden multiplicarse y penetrar el epitelio provocando alteraciones de

caracter histopatologico.

En el caso especifico de la tifoidea esta bacteria puede ingresar a los ganglios en su
mayoria de los casos y continuar multiplicAndose para posteriormente pasar a la circulacion

sanguinea y a las placas de Peyer, que son los 6rganos linfoides del intestino.

Cuando la infeccion de Salmonella se ha propagado a la sangre del paciente es
conocida como bacteriemia o intoxicacion sanguinea, lo cual produce fiebres muy altas,
escalofrios y shock séptico, pudiendo a la vez producir la muerte del paciente. También

puede producir meningitis la cual es una infeccién en la que se inflama el cerebro.

2.3 Epidemiologia

La Salmonella es una bacteria presente en todo el mundo afectando principalmente
a los paises en vias de desarrollados y de manera poco frecuente en los paises desarrollados.
Generalmente se transmite por la escasa aplicacion de asepsia en la manipulacién de
alimentos. Existen cerca de 2.500 serotipos hasta el dia de hoy; sin embargo cada variacion
de estos serotipos son diferentes en cada pais, y presentandose con mayor impacto negativo
en los lugares donde las condiciones y calidad de vida estda marcada por la pobreza e

insalubridad.

Desde la década de los ochenta, la incidencia de salmonelosis de origen alimentario
ha aumentado considerablemente en el mundo industrializado y ha alcanzado proporciones
epidémicas en varios paises. (Gutiérrez-Cogco, Montiel-Vazquez, Aguilera-Pérez &
Gonzales-Andrade, 2000).

En el Ecuador las enfermedades diarreicas tienen una tendencia estable, con
193.352 casos en 1996, asi también constituyen una de las principales causas de

morbilidad, en especial entre la poblacion menor de 5 afios es del 33.1%. En el mismo afio
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se registraron 14.887 casos de salmonelosis, con una tasa de 127,3 por 100.000 habitantes,
casi 50% maés que en 1992. La incidencia mas alta se registro en las provincias de la costa
variaron entre 160 y 325 por 100.000 habitantes. En América Latina y el Caribe, la
incidencia de las infecciones de origen alimentario produce una tasa de mortalidad por
diarrea en menores de 5 afios de 0.13 %o en Trinidad y Tobago, 0.18 %o en Cuba y 9.83 %o
en Nicaragua. En Latinoamérica se registran 1256 brotes de salmonelosis, que afectaron a
48334 personas y produjeron 15 muertes. (SIRVETA, 2002)

En el afio 2009 datos publicados por el MSP dicen que las salmonelosis esta entre
las diez primeras enfermedades de notificacion obligatoria, ya que es una de las causas mas
importantes de brotes. En el Ecuador, al pasar los afios los casos han ido disminuyendo
paulatinamente, ya que en el 2001 hubo alrededor de 18.772 casos y en el 2008 hubo
apenas 3286. (MSP/EPI 2, 2008).

B ANUARIO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA 1994 - 2012 DATOS DE CASOS Y TASAS palg-—
o ——, ENFERMEDADES TRASMITIDAS POR AGUAS Y ALIMENTOS i
S ' ' o omes ook T o

TASA X 100.000 HAB. POR PROVINCIA ¥ REGION ESMERALDAS 183.00 3200 8 HEPATITIS A
. GUAYAS 45600 1189 INFECCIONES D
Region / PROVINCIA LOS RIOS 161.00 19.40 (O INTOXIGACION A.
< <]z MANABI 99.00 682
« P z S g B e SANTA ELENA 2600 259
& © g 3|8 2z SANTO DOMIN 17.00 316
= ] =2 S|o|lw|d|a
o @ E 2|2 |@| 32| | SERRA  AZUAY 3100 04
h - = - BOLIVAR 19.00 971 ANO
CARAR 300 171 M2
100 3855 CARCHI 500 204
CHIMBORAZO 800 164
COTOPAXI 500 114
IMBABURA 2400 563
LOJA 47200 9855
< PICHINCHA 100 100
Q TUNGURAHUA 200 0.60
= 50 AMAZONIA MORONA SAN 200 123
3200 NAPO 7.00 624
2595 ORELLANA 17.00 821
I 19.40 o s PASTAZA 1400 976
1169 971 976 9.01|g.a7 10.71 SUCUMBIOS 4000 144
807 682 563 891 524 837
316 404 304
o B 208 171 164 114 109 oo0 [ O e 2% 1 1o ([ m (]  ZvORCOM ety 304
22 8 2 8 38432 & & 5 3% 9§ F L3092 gerd 38 £|E|g| g rcosra Tcosia 970.00 1254
S 4§ z 5 z2x9 I 2 § %2 22232 25 $07rggdco|l T Femmma Tommm 624.00 9.01
2 @2 3 2 IEZ 2 22 338§ 23z & 8 3 52 3 gt S| % | g |" | TAMAZO. T.ORENTE 837
£ 2 3 @ = 5 2 s 5 5 J & B £ 3 82/ % |2 g 2 ..
[~ a2 = ERRE - z 3 333 =12 T.PAIS  TPAIS 10.71
g3 g8 3 5 K E "
na

iftableaw

Figura: 3 Anuario de vigencia epidemioldgica 1994-2012
Fuente: http://public.tableausoftware.com/views/ETAS/CASOSPORPROVINCIA?:embed=y
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Figura4.- Enfermedades transmitidas por aguas y alimentos
Fuente: http://public.tableausoftware.com/views/ETAS/CASOSPORPROVINCIA?:embed=y

2.4 Métodos de diagndstico por laboratorio:

2.4.1 Coprocultivo:

Es un examen de laboratorio que se lo realiza en heces fecales y nos sirve para la

identificacion de microorganismos los cuales causan infecciones gastrointestinales.

Es el método mas utilizado para la deteccion de Salmonella, se caracteriza por ser una
técnica clasica y no muy compleja, la cual se debe trabajar con sumo cuidado debido a que

puede contaminarse facilmente. (Parada, Inoriza & Plaja, 2007).

2.4.1.1 Métodos para el aislamiento de Salmonella:

2.4.1.1.1 Preenriquecimiento en medio no selectivo: que se utiliza cuando la muestra
ha sufrido un proceso que puede afectar la viabilidad de los microrganismos; la
finalidad de esta fase es que las células bacterianas comiencen su proceso de
multiplicacién normal sin exponerlas a sustancias las cuales puedes ser toxicas.
Para incrementar la recuperacién de Salmonella se realiza en caldo peptonado
bufferado o lactosado al 0,2%.



2.4.1.1.2. Medio de enriquecimiento selectivo: se lo realiza en un medio selectivo como
el caldo de tetrationato que inhibe los coliformes y todos los microorganismos
que se encuentra en el intestino; entre los principales medios de enriquecimiento

tenemos:

2.4.1.1.2.1.Caldo selenito: donde el principal mecanismo de accion del selenito es el de
inhibir el crecimiento de coliformes y enterococos, y a la vez posee

componentes como la peptona la cual nutren a la bacteria.(Conde, 2004)

Figura 5: Caldo selenito
Fuente: http://asociacionescueladeobstetricia.blogspot.com/2011/02/material -de-

ayuda-para-segundo-ano.html

2.4.1.1.2.2. Caldo tetrationato: Las sales biliares que contiene este caldo inhiben los
microrganismos del intestino, sin afectar a bacterias reductoras de tetrationato
como son Salmonella y Proteus. (Conde, 2004).
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Not

Inoculated Inoculated

Figura 6: caldo Tetrationato
Fuente: http://prokariotae.tripod. Fuente: Foto personal

com/caldo_tetrationato.htm

Es importante recalcar que las propiedades que poseen ciertos caldos

pueden afectar en la recuperacion de algunos serotipos de Salmonella.

2.4.1.1.3. Medio de cultivo selectivo y diferencial: son los cuales contienen sustancias
inhibidoras las cuales impiden el crecimiento de ciertos microrganismos, entre
las sustancias inhibidoras podemos encontrar: antibioticos, colorantes, sales
biliares. (Pachon, 2009).

2.4.1.1.4. Medios de cultivo selectivo principales:
2.4.1.1.4.1. Agar eosina azul de metileno (EMB): los colorantes que se usan en dicho

agar permite inhibir el desarrollo de bacterias Gram Positivas, permitiendo la

identificacion de enterobacterias patogenas.
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Colonia Salmonella Typhi

Figura 7: Agar EMB
Fuente:https://www.google.com.ec/search?q=agar+emb&thm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ei=r51tuqs

YKbHF4AOI64H4AQ&sqi=2&ved=0CC8QsAQ&biw=931&bih=433#q=agar+emb+salmonella&tbm=isch&

imgdii=_

2.4.1.1.4.2.Agar MacConkey: los principales componentes de dicho agar son las sales
biliares y el cristal violeta, componentes que inhiben el crecimiento de bacterias

Gram positivas.

Colonia Salmonella Typhi

Figura 8: Agar MacConkey, presencia de Salmonella
Fuente: http://spanish.alibaba.com/product-tp/macconkey-agar-w-0-15-bile-salt-w-0-cv-109929003.html

2.4.1.1.5. Medios de cultivo diferenciales: son medios los cuales poseen un sustrato
sobre el cual va actuar la bacterias, es decir permiten diferenciar a la bacterias

por su actividad metabdlica, los principales medios son:
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2.4.1.1.5.1.Agar Hektoen: que es un medio para el aislamiento de bacterias intestinales
patégenas (Pachdén, 2009) y que permite observar las caracteristicas
morfolodgicas de la colonia de la familia Enterobacteriaceae, como son colonias
mucoides, secas, grandes, de color gris opaco, (Conde, 2004). Esta formulado
por: sales biliares que actuan como elementos selectivos, por lactosa, sacarosa y
salicina que son elementos diferenciales los cuales no son fermentados por

Shigella ni Salmonella y azul de bromotimol y fucsina acida como indicadores.

DI 3

Figura 9: Agar Hektoen, Salmonella positivo

Fuente: foto personal

2.4.1.1.5.2.Agar Salmonella-Shigella: La selectividad de dicho agar esta dada por sus
componentes como las sales biliares y el verde brillante, componentes que

inhiben el crecimiento de bacterias Gram positivas y de coliformes.

Es considerado un medio diferencial ya que fermenta lactosa y forma acido
sulfhidrico a partir del tiosulfato de sodio, formando colonias trasltcidas con un

punto negro en el centro.
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Figura 10: Agar SS, Salmonella positiva

Fuente: http://dianayjulian.galeon.com/bioquimicas.htm

2.4.1.2. Andlisis Bioquimicos para la identificacion de Salmonella Typhi.

A menudo la fiebre tifoidea se diagnostica solo clinicamente sin embargo es muy
necesario aislar el microorganismo y someterlo a pruebas bioquimicas para poder
hacer un diagndstico definitivo y para realizar las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos.

La identificacion presuntiva de Salmonella Typhi se la define observando la
reaccion al aislarla en medios especificos como agar hierro Kliger (KIA) y agar

hierro triple azlcar (TSI).
2.4.1.2.1. Agar hierro de Kliger y agar hierro triple azlucar:

Las colonias sospechosas deben ser tratadas cuidadosamente en medios de cultivo
como KIA/TSI en incubarlas toda la noche a 37°C, para la siembra se selecciona
una colonia bien aislada y con la punta de la asa en forma de aguja se toca el
centro de la colonia, inoculamos en los medios realizando una puncionando hasta
en tope del tubo y estriando en la superficie inclinada del agar, aflojamos las tapas
e incubamos a 37 °C por 24 horas.


http://www.google.com.ec/imgres?biw=931&bih=433&tbm=isch&tbnid=dXoIOXlUPzg6LM:&imgrefurl=http://www.retroscope.eu/wordpress/salmonella-spp/&docid=cnSlz0Z6XxDP0M&imgurl=http://www.retroscope.eu/wordpress/wp-content/uploads/2010/10/SalmonellaSSagar.jpg&w=1558&h=1019&ei=XJttUte5BMOrkQeBlICoAQ&zoom=1&ved=1t:3588,r:3,s:0,i:89&iact=rc&page=1&tbnh=154&tbnw=219&start=0&ndsp=4&tx=143.181884765625&ty=55.90910339355469

Luego de la incubacion se observa la reaccion, las cepas de Salmonella Typhi
producen una superfie alcalina que se va a observar de color rojo ( K ) y un fondo
acido de color amarillo ( A) y una porcién negra por el H,S ( +), y no produce
gas. (Ajello, el al 2003)

Otros serotipos de Salmonella producen una reaccion K/AG+, q indica que la

glucosa es fermentada por la produccién de gas y de H,S.

Superficie alcalina (K)

HS (+)

Fondo amarilla (A)

Salmonella Tyhi K/A+

Figura 11: TSI para Salmonella Typhi

Fuente: http://www.slideshare.net/roberchavez/medios-de-cultivo-y-pruebas-bioquimica-presentation
2.4.1.3. Anadlisis bioquimicos adicionales para la deteccion de Salmonella Typhi:
2.4.1.3.1. Agar Hierro Lisina:

La mayoria de aislamientos de Salmonella descarboxilan lisina y producen H,S 'y
la produccion de gas varia por serotipo, va a producir una reaccion alcalina

produciendo un color purpura en la cuiia y en el tope produce H,S lo que va a
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ennegrecer el medio. Cuando la reaccion en el tope es alcalino indica que la lisina
fue descarboxilada. ( Ajello, el al 2003)

2.4.1.3.2. Agar motilidad:
Se inocula con una aguja recta en el medio de cultivo con una sola pinchada, la
motilidad se observa por la presencia de un crecimiento difuso fuera de la linea
inoculacion. (Ajello, el al 2003)

2.4.1.3.3. Medio de Urea:
Identifica los microorganismos productores de ureasa, los cultivos positivos vas
a producir una reaccion alcalina en el medio observandose un color rosaceo o

rojo, mientras que los negativos no cambian de color. ( Ajello, el al 2003)

2.4.1.3.4. Reacciones tipica para el aislamiento de Salmonella Typhi

Medio de cultivo Reaccion Salmonella Typhi

Agar hierro triple azucar (TSI) K/IA(+)

Agar hierro Kligler (KIA) K/A(+)

Agar hierro lisina (L1A) K/K(+)

Sulfuro de hidrogeno (H.,S) Débil

Urea Negativa
Motilidad Positiva

Indol Negativa

e KIA Yy TSI: K alcalina (rojo); A acido (amarillo); + H,S producido negro
e LIA: K alcalina (purpura); A acido (amarillo); + H,S producido negro. Cuando la

lisina fue descarboxilada se produce una reaccion purpura en el extremo. ( Ajello, el
al 2003)
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2.4.1.4. Desventajas del coprocultivo:

e La informacion que brinda muchas veces, limita la toma de decisiones a tiempo;
factor importante porque una deteccion temprana del microorganismo ayuda a evitar
contagios y la aparicion de brotes, asi como también ayuda a implementar métodos
preventivos para evitar que la infeccion se propague. (Parada, et al., 2007)

e Debido a la labor que demanda el coprocultivo, no es una técnica muy sensible ni
especifica y puede estar influenciada por muchos factores en todo su procedimiento.

e EIl tiempo en que cual se obtienen los resultados definitivos es de 72 horas. (Conde,
et al., 2006).

e Laidentificacion definitiva para el género requiere de un estudio bioquimico con las
colonias sospechosas de Salmonella Typhi para someterlas a un estudio seroldgico
con antisueros Vi y D de Salmonella. Para su confirmacion revisamos la estructura
antigénica Ag. somatico O: de la pared celular, Ag. flagelar H: proteina de los

flagelos y Ag. capsular Vi.

2.4.2. Reaccion en cadena de la Polimerasa:

La PCR es una técnica molecular la cual se basa en el estudio de las caracteristicas
quimicas de ADN vy su réplica in vitro, amplificando méas de un millén de veces el ADN
obtenido de una regién del genoma, siendo el ADN un polimero formado por dos cadenas
antiparalelas, constituido por unidades de desoxirribonucleotidos de cuatro bases

nitrogenadas (adenina, guanina, citosina y timina) unidas al azlcar desoxirribosa.

Para dicha técnica se utilizan dos oligonucleoticos de unos 15 a 20 nucleotidos, los cuales
son complementarios a las zonas de la region la cual se va amplificar. Los oligonucle6tidos
actian como cebadores para la amplificacion in vitro de ADN la cual actta habitualmente

bajo la accion de la tag polimerasa.

Un aporte fundamental que ofrece esta técnica es la rapidez y eficiencia de sus resultados,

los cuales anteriormente se los obtenia mediante largos procesos, el resultado obtenido es
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un fragmento génico con un alto grado de pureza. Esta técnica tiene un alto grado de
sensibilidad. (Satz, Kornblihtt, 1993)

2.4.2.1. Componentes de la PCR:

24.2.1.1.

24.2.1.2.

ADN molde: ADN del cual queremos obtener una copia para amplificarlo. El
ADN que la tag usas como molde para la formacién de nuevas cadenas
polinucleotidicas.

Para que exista una buena copia de ADN es importante que la calidad del ADN
molde sea Optima ya que cuando la calidad esta degradada o posee inhibidores

puede afectar la accién de la polimerasa.

Taqg polimerasa: enzima que nos permite generar la copia a partir del DNA
molde. Se clasifica en termolabiles (actividad optima de temperatura de 37 a

42°C) y termoestables (temperatura 6ptima de 72°C aungue puede resistir 95°C)

2.4.2.1.2.1. Tampon de amplificacion: ayuda a llevar a cabo correctamente la reaccion de

2.4.2.1.3.

la enzima taq polimerasa, en la actualidad es usado principalmente el MgCl,.

El MgCl; tiene gran influencia en la especificidad y rendimiento de la reaccion
ya que los iones de Magnesio son indispensables para la correcta catélisis de la
taq polimerasa.

La concentracion usada de MgCI, debe ser la adecuada ya que cantidades
excesivas pueden formar acumulaciéon de productos inespecificos y una baja

cantidad disminuye la fidelidad de la copia. (Pachon, 2009)

Cebadores o primers: son moléculas cortas las cuales van a delimitar el
fragmento a amplificar. La longitud debe ser de aproximadamente 18 a 24 bases
ya que se ha comprobado que primers muy largos no ayudan en el rendimiento
de la reaccion y muy cortos disminuyen la especificidad. Los primers usados

deben tener una misma temperatura. (Pachon, 2009)
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2.4.2.1.4. Desoxirribonucleotidos de trifosfato dNTPs: son nucleotidos libres los cuales
se van a incorporar al extremo 3’ libre del cebador que estd unido a la cadena
molde para que la DNA polimerasa cree una cadena complementaria.
Es indispensable tener una concentracion equimolar de las cuatro dNTPs ya que
la desigualdad aunque sea tan solo en una dNTPs favorece la union erronea de
nuevas bases disminuyendo el rendimiento de la reaccion. (Pachon, 2009)
La concentracion de dNTPs y MgCl, van relacionadas ya que los iones de Mg se
unen a los dNTPs, y al tener concentraciones elevadas de dNTPs disminuira el
rendimiento de la reaccién al no tener la tag polimerasa suficiente cantidad de
Mg para incorporar los dNTPs. (Pachon, 2009)

2.4.2.2. Pasos para la PCR:

2.4.2.2.1. Denaturacion: en este primer paso las dos hebras de las cuales esta constituido
el ADN se denaturaliza es decir se sometes a altas temperaturas (94-95°C)
produciendo que los puentes de hidrogeno intercatenarios se rompan separando

ambas cadenas.

VDPDOVGDO@DE, e

‘ 1 minuto & 94%C
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Figural2: Denaturacién PCR

Fuente: http://biologia-alchu.blogspot.com/2010/09/reaccion-en-cadena-de-la-polimerasa-pcr.html

2.4.2.2.2. Hibridacion: también conocido como ‘“annealing”, en este paso se baja la
temperatura para que se pueda producir la union del cebador a su hebra
complementaria es decir al extremo 3" de cada una de las hebras que se va

amplificar.
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Paso 2: Hibridacion 1
45 segundos a 54 *C

jiiCebadores sentido y
antisentidol!!

Figura 13: Hibridacion PCR

Fuente: http://biologia-alchu.blogspot.com/2010/09/reaccion-en-cadena-de-la-polimerasa-pcr.html

2.4.2.2.3. Elongacion: extension del cebador por la tag polimerasa, afiadiendo los dNTP
complementarios en direccion 5'— 3', uniendo el grupo 5'-fosfato de los dNTP

con el grupo 3'-hidroxilo del final de la hebra de ADN creciente.

T i 1L R ¥
N | o) N Sl e l x‘lll.glJllllHllL_lLI,Lﬂl-'lﬂ- 5

b RN / 2 minutos a 72 *C
N solo dNTPs

Paso 3: Extension J

Figura 14: Elongacion de PCR

Fuente: http://biologia-alchu.blogspot.com/2010/09/reaccion-en-cadena-de-la-polimerasa-pcr.html

2.4.2.3. Variantes de la PCR:

2.4.2.3.1. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism): herramienta molecular que
analiza simultdneamente varios locis y detecta un gran numero de ADN
polimorfico, detecta los cambios en tamafio de distintas regiones del genoma sin
la necesidad de conocer la secuencia de esta.

2.4.2.3.2. PCR asimétrica: amplificacion preferencial de una de las cadenas de ADN
blanco.

2.4.2.3.3. Colony PCR: reaccién por cada colonia que se va analizar con el propdsito de

encontrar la colonia que contiene la secuencia que deseamos amplificar.


http://biologia-alchu.blogspot.com/2010/09/reaccion-en-cadena-de-la-polimerasa-pcr.html
http://biologia-alchu.blogspot.com/2010/09/reaccion-en-cadena-de-la-polimerasa-pcr.html

2.4.2.3.4.

2.4.2.3.5.

2.4.2.3.6.

2.4.2.3.7.

2.4.2.3.8.

2.4.2.3.9.

2.4.2.3.10.

2.4.2.3.11.

2.4.2.3.12.

Hot start PCR: el inicio de esta reaccion se produce a altas temperaturas para
evitar la amplificacion de productos inespecificos.

PCR Inversa: permite realizar la amplificacion de fragmentos de ADN de los
cuales se conoce su secuencia interna.

In situ PCR: la reaccion se produce en secciones histoldgicas o células.

PCR larga (LA- PCR): su objetivo es amplificar con exactitud regiones diana
de gran tamafo que supere los de la PCR convencional.

Mutiplex PCR: variacion de la PCR convencional donde se coloca en el mismo
tubo dos o mas primers con el propoésito de amplificar simultineamente varios
segmentos de ADN.

PCR anidada (Nested PCR): variante de PCR convencional donde se realiza
dos amplificaciones con distintos primers en cada una para obtener productos
mas cortos y especificos. Primero se realiza la amplificacion de la regién mas
extensa de ADN que contiene el fragmento diana con los iniciador externos, con
el producto de amplificacion obtenido se amplifica la region mas especifica con
los iniciadores internos.

RT-PCR: primero se realiza una Transcripcion reversa a partir de ARN para
sintetizar el ADN complementario que luego es amplificado mediante una PCR
convencional.

PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism): técnica que se basa en el corte con endonucleasas de
restriccion de los productos amplificados por la PCR.

PCR-SSCP (Siglas en Ingles de Polymerase chain reaction single-strand
conformation polymorphism). es un proceso donde los productos de PCR son
desnaturalizados en cadena simples de ADN, luego renaturalizados para
favorecer los apareamientos intracatenarios y finalmente analizados en un gel de
Poliacrilamida. Con esto, la estructura de cada hebra de ADN de un amplicon
adoptara una conformacién dada, dependiente de la secuencia nucleotidica, que
afectara su migraciéon en el gel. Asi dos productos de PCR con diferencias
puntuales en su secuencias presentaran distintos patrones electroforéticos de los

fragmentos de ADN monocatenarios.
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2.4.2.3.13. RAPD (Siglas en Ingles de Randomly amplified polymorphic DNA ) Una
técnica que permite la amplificar regiones anénimas de ADN mediante el
empleo de iniciadores (primers) arbitrarios.

2.4.2.3.14. Real Time PCR( PCR en Tiempo Real): se basa en la deteccion y
cuantificacion al mismo tiempo por la fluorescencia emitida por los productos

de PCR que acumulan durante el proceso de amplificacion.

2.4.2.4. Ventajas de la PCR:

e Esta técnica tiene las ventajas de obtener varias copias de una secuencia diana,
cualquier segmento de ADN o ARN pueden ser amplificados para obtener un
numero grande de copias de la secuencia de ADN.

e Posee gran sensibilidad porque permite detectar muy bajas cantidades de ADN
molde.

e Posee gran especificidad al detectar Unicamente la secuencia de acidos nucleicos

para la que han sido disefiados los cebadores. (Méndez, Alvarez, et al., 2002).

2.4.2.5. Desventajas de la PCR:

La PCR puede presentar problemas en la amplificacion de las secuencias debido a varios
factores como: disefio inapropiado de cebadores, la calidad y concentracion de ADN, el
tipo y cantidad de ADN polimerasa, el nimero de ciclos de amplificacion, temperaturas de
hibridacion. (Méndez-Alvarez, Pérez-Roth, 2002).

En el proceso de amplificacion la denaturacion incompleta puede causar el uso poco eficaz
del ADN molde en los primeros ciclos de amplificacion y a su vez producir un bajo
rendimiento, también puede causar efectos de auto-anillamiento que da lugar a falsos

positivos.
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2.4.25.1. Métodos de extraccién de ADN:

Inhibidores de la Taq polimerasa: la accién de la Taq polimerasa puede verse
influenciada por concentraciones elevadas de dNTPs, de Mg®* y de algunos iones
monovalentes.

Una concentracion baja de Mg™ produce un bajo rendimiento para la amplificacion,

mientras que una concentracién elevada puede disminuir la fidelidad de la copia.

También pueden afectar inhibidores presentes en el ADN extraido de las muestras fecales
como son: hem de la hemoglobina, bilirrubinas, sales biliares y carbohidratos complejos los
cuales van a afectar la sensibilidad de la deteccion de patdgeno por PCR por ello es
importante escoger un procedimiento correcto para la extraccion del ADN el cual elimine

en la mayoria a estos inhibidores. (Quintaes, Leal, Reis, Fonseca & Hofer, 2002).
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CAPITULO 3: MARCO METODOLOGICO

3.1. Localizacioén:

La parte practica fue realizada en el area de microbiologia del Laboratorio clinico DiserLab
y en el laboratorio de docencia del area de Bacteriologia de la Escuela de Bioanalisis de la
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador.

3.2 Trabajo de Laboratorio

Las muestras fueron procesadas en Laboratorio de microbiologia del DISerLAB de la

Escuela de Bioanalisis de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador.

3.3 Muestra

Materia fecal inoculado artificialmente con cepas de Salmonella Typhi en concentraciones
conocidas. La cepa de Salmonella Typhi se la obtuvo del cepario del Instituto Nacional de

Higiene “Izquieta Pérez”.

3.4 Disefio experimental

3.4.1 Poblacién

El estudio se realizara en un total de 144 muestras fecales inoculadas artificialmente por
Salmonella Typhi de las cuales obtendremos la sensibilidad, y para la obtencién de la
especificidad se realizard un estudio con 50 muestras de las cuales 25 seran positivas y 25

seran negativas.

3.4.2 Célculo del tamafio de la muestra
Al tratarse de una investigacion descriptiva transversal en la que se van a comparar dos

métodos analiticos para el calculo de la muestra se utiliza la siguiente formula:

31



Donde:

n = sujetos necesarios en cada una de las muestras

Z, = Valor Z correspondiente al riesgo deseado= error a= 0.010; Za 2.326

Z, = Valor Z correspondiente al riesgo deseado= Potencia del estudio de 0,80;
7p=0,842.

p1 = Valor de la proporcion en la prueba habitual.= 73%

p2 = Valor de la proporcion en la nueva técnica= 98%

p = Media de las dos proporciones p1 y p2

Calculo:
_p1+p2 _0,73+0,98 — 085
2.326 2%0,85(1-0,85)2 0,73 1-0,73 +0,98 (1 —0,98)?
n= + 0,842 =
(p1—p2)
n = 144

Para este estudio se establecié un nivel de confianza del 99%, un error de muestreo o

precision 0.01, y un valor de la prueba del 73%.

343

Materiales:

3.4.3.1 Equipos:

Pipetas automaticas de 1 — 10 ul
Pipetas automaticas de 5—20 ul
Pipetas automaticas de 20 — 200 ul
Pipetas automaticas de 100 — 1000 ul
Cronometro.

Micro centrifuga

Bafio Maria

Céamara electroforética.

Termociclador
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3.4.3.2 Reactivos:

Medios de cultivo Hektoen

Medios de pre enriquecimiento Muller Kauffman
Primer F (Group D wzx)

Primer R (Group D wzx)

Primer F (fliC-d)

Primer R (fliC-d)

Primer F (wcdB)

Primer R (wcdB)

Taq polimerasa marca Promega, catalogo M5122
Marcador de peso molecular 100pb marca Promega, catalogo G2101
Agarosa ultra pure Invitrogen, catalogo 16500500
Tubos de reaccion PCR

SYBR safe. Gel Star marca Lonza

Kit de extraccion de ADN (OMEGA) el cual contiene los siguiente:
Buffer SLB

Buffer DS

Buffer SPD

Proteinasa K

Reactivo HTR

Buffer BL

Buffer UHB

Solucidn de lavado

3.4.4 Preparaciéon Estandar

El siguiente cuadro permitio escoger cual estandar es adecuado para esta investigacion, es

asi que los estandares se los preparo partiendo de la escala Mac Farland 0.5 (1.5 x 10°

UFC/ml). En donde se realizé 9 diluciones:
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Dilucion | Volumen dilucion | Volumen de Buffer UFC /ml Volumen
de Suspension final

A Mac Farland 0.5 | 0.0 MI 1.5x 10° 2000 UI

B 20 uL de A 1980 ul 1.5x 10° 2000 UI

C 20uL de B 1980 ul 1.5x 10 2000 uL

D 200uL de C 1800 ul 1.5 x 10° 2000 UI

H 1000 uL de G 1000 ul 25 UFC 2000 UI
| 800 uL de H 1200 ul 5 UFC 2000 uL
J 800 ul de | 1200 ul 1 UFC 2000 UI

De las 9 diluciones preparadas se procedid a seleccionar tres estandares con los cuales se

trabajo y estos estandares son:

Las técnicas de aislamiento microbioldgico y de amplificacion por PCR se realizé partiendo
de los estandares preparados con concentraciones diferentes de 50, 150 y 300 UCF

Tabla 1: Estandares preparados

Tabla 2: Estandares seleccionados

respectivamente.

Se prepard los estandares con un volumen final de:
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UFC /MI Volumen final
300 UFC 2500 ul
150 UFC 2400 ul
50 UFC 2400 ul

Luego la muestra como se dividio:

e 1 ml para siembra en tetrationato.

e 10 ul para siembra en agar Hektoen.

e 200 ul para extraccién de ADN bacteriano.

Las 48 muestras diarias se dividieron en tres grupos para sembrar igual nimero de muestras

por estandar, y para cada estandar realizamos las pruebas de laboratorio descritas a

continuacion.

Realizamos 16 muestras por estandar, a los estandares seleccionados los identificamos de la

siguiente manera:

Estandar UFC /MI
A 300 UFC
B 150 UFC
C 50 UFC
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3.4.5. Coprocultivo:
DIA1

Suspension: 1 gr de materia fecal en 1

}

Preparacion estandares }

v

Realizar los estandares partiendo de la escala Mac Farland

¢ ! ¢

Vf: 2500 uL Vf: 2400 uL Vf: 2400 uL

|

30qU FC 150 UrC 50| UFC
Realizar el mismo procedimiento para cada estandar. 1
! \ v \
Coprocultivo Tetrationato W 200 ul extraccién de
\l/ ADN.
Primera siembra \l/
PCR W

10 ul del
estandar

1000 ul del estandar

9 ml de caldo

Agar Hektoen

| ]

24 horas 24 horas

Incubacion a 37°C porw Incubacion a 37°C porw
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Observar resultados de la primera
siembra (dia 1)

!

Presencia de Salmonella

Ausencia de Salmonella

!

Anotar resultados de las cajas las
cuales fueron sembradas directamente
en el medio de cultivo.

Realizar sequnda siembra a partir
del tetrationato (dia 1)

Y

Tomamaos 10 ul del
caldo y sembramos
en el agar Hektoen

—>

Apgar Hektoen

Tetrationato

Incubacién a 37°C por
24 horas
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Observar resultados de la sequnda siembra

!

Presencia de Salmonella Ausencia de Salmonella

Anotar resultados observados de las cajas las
cuales fueron previamente sometidas al medio de
enriguecimiento.

Figura 15: Procedimiento realizado

Nota: El mismo procedimiento se realiz6 durante los tres dias para los cuales se dividi6 el
total de muestras de nuestro estudio.
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3.4.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

3.4.6.1 Extraccion de ADN bacteriano en materia fecal (E.Z.N.A. Stool DNA Kit)

e Para la extraccion de ADN se usa los 200 ul que fueron obtenidos segun el

procedimiento descrito en el grafico nimero 13

e Se realizd la extraccion de ADN de las muestras con el Kit comercial E.Z.N.A.
Stool DNA kit de la casa comercial Omega el cual es especifico para extraer ADN

de heces fecales. La principal ventaja es que el producto se puede utilizar para

clonar, secuenciar y analisis.

e Para dicha extraccion se ejecuto el siguiente procedimiento: se tomé 200ul de la
muestra de heces. Se afiadié 540ul de Buffer SLB y se coloco en el vortex por 10
segundos o hasta que la muestra esté completamente homogenizada. Se afiadié 60ul
de buffer DS y 20ul de proteinasa K. Se mezclo en el vortex e incub6 a 70°C por 10
minutos. Pasados los 10 minutos se afiadidé 200ul de buffer SPD 2 y se mezcl6 en el

vortex por 30 segundos. Se incubo la muestra en hielo por 10 minutos y luego se

centrifugd a 13000 g durante 5 minutos para que se sedimente la muestra.

e Se aspird 400 ul de sobrenadante en un nuevo tubo, al cual se afiadié 200ul de
reactivo HTR y se mezcl6 en el vortex por 10 segundos. Se procedid a incubar a

temperatura ambiente por 2 minutos. Se centrifugdé a 13000 g por 2 minutos para

que sedimente los inhibidores y absorba el reactivo.

e Se coloco 250ul del sobrenadante en un nuevo tubo de 1,5 ml, al cual se afiadid
250ul de Buffer BL, 250ul de etanol absoluto para el lisado de las células y se

mezclé en el vortex por 10 segundos. Se transfirié la muestra en una columna

HiBind DNA y se procedio a centrifugar a 13000 g durante 1 minuto.
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3.4.7.

Se coloco la columna en un nuevo tubo de 2 ml y se afiadio 500ul de Buffer UHB y
se procedio a centrifugar a 10000 g por 30 segundos. Inmediatamente se afiadio
700ul del tapon para lavado de ADN en la columna de HiBind DNA y se centrifug6
a 13000 g durante 1 minuto.

Se procedio a retirar la columna de ADN del tubo anterior y la se coloco en un tubo
de HiBind, el cual se afiadié 700ul de solucion de lavado y se centrifug6 a 13000 g

durante 1 minuto.

Se retird la columna y se colocé nuevamente en un tubo vacio, el cual se centrifugo
a 13000 g durante 2 minutos a temperatura ambiente. Para eluir el DNA se insertd
el tubo filtro en un nuevo tubo estéril de 1.5 mL, se afiadié 200uL del buffer de
elusién (calentandolo previamente a 65°C) e incubarlo a temperatura ambiente por

dos minutos.

Por ultimo centrifugar a 13000 g por 1 minuto. Se trabajo6 con el sobrenadante.

Metodologia:

3.4.7.1.Reaccién en Cadena de la Polimerasa multiplex para la determinacion de genes

Group D (Antigeno somatico), fliC-d (Antigeno flagelar) y wcdB (antigeno
capsular) de Salmonella Typhi.

Los genes para la master mix fueron seleccionados segun estudios realizados en Colombia

en 2010 y 2008 descritos en el marco referencial.

Para la PCR multiplex se trabajé con Gotag Hot Start Green Master Mix, que contiene:
Reaction buffer (pH 8.5), 4uM MgCI2, 400uM dGTP, 400uM dATP, 400uM dTTP,
400uM dCTP.
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En la preparacion de la master mix se trabajé con un volumen final de 25ul para lo cual se

utilizé:

PRIMERS VOLUMEN CONCENTRACIONES

Primer F (Group D wzx) 0.5ul 0,1 uM

Primer R (Group D wzx) 0.5ul 0,1 uM

Primer F (fliC-d) 0.5 ul 0,1 uM

Primer R (fliC-d) 0.5ul 0,1 uM

Primer F (wcdB) 0.5 ul 0,1 uM

Primer R (wcdB) 0.5 ul 0,1 uM

Taq polimerasas 12.5 ul 05U

DNA 1ul < 250ng

Agua molecular 8.5 ul

Tabla 3: Preparacion de la Master Mix

3.4.7.2. Secuencia y tamario de los Primers utilizados.
Nombre del Secuencia 5° -3’ Temperatura Tamano Posicion

Primers melting (°C) amplicon (bp) | del primer
Group D forward GCGTTGGGAGTGTGGTCTAT 54 185 431-450
Group D reverse AATGGGCAGTATTGCTACCG 52 596-615
fliC-d forward GATCCTATTACAGCCCAGAGCA 60 301 592-613
fliC-d reverse CAACTGTGGTCGTATCAACACC 60 871-892
wcdB forward GAAGAACTACGGACCAAACTGG 60 406 14-34
wcdB reverse CGGCGTAGGTGAAACTAGAGAC 60 418-439

Tabla 4: Secuencia y tamafio de los Primers
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NOMBRE DEL PRIMER AMPLIFICA
Group D Antigeno somatico de superficie.
fliC-d forward Antigeno flagelar
Wcd B Antigeno capsular

Tabla 5: Primers amplificados

Para el proceso de amplificacion se utilizd un termociclador de BIORAD modelo s1000

Thermal Cycler el cual fue programado con el siguiente protocolo:

1 Activacion de latag | 2 mina 92°C
2 Denaturacion 60 seg a 94°C
3 Hibridacién 60 seg a 65°C
4 Extension 60 seg a 72°C
5 Ciclos paso 2 a 4 30 ciclos

6 Extension final 10 mina 72°C

Tabla 6: Ccondiciones del termociclador

3.4.7.3. Electroforesis en geles de agarosa:

Para la electroforesis se trabajo en geles de agarosa ultra pura de calidad molecular a una

concentracion de 2%, preparada con TAE 1x.

La corrida electroforética se realizo en camaras horizontales con un voltaje de 110 voltios

por 90 minutos.

Para la comparacion de los tamafios de ADN se us6 un marcador de peso molecular de 100
pb (DNA ladder).

El ADN de las muestras fue sometido a un proceso de tincion con el SYBR Safe

(Invitrogen, 0.1ul/ml) para poder visualizarlo en un transluminador y fotografiar la corrida
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electroforética resultante.

wcdB Ag Vi: 406pb
Flicd Ag H: 301pb
wzx 9,12 Ag O: 185ph

Gel de PCR multiplex para Salmonella Typhi, agarosa ultra pure 2%. Electroforesis 90 min
a 110V. Calle 1: marcador de peso molecular de 100pb. Calle 2, 4, 6, 8, 10,12 y 14:
Cepas de Salmonella Typhi. Calles 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15: cepas de E. coli

Figura 16: Electroforesis en geles de agarosa

3.4.8. Pruebas de especificidad.

Para la realizacion de la prueba de especificidad se tomé como base los tres estandares
seleccionados que fueron de 50UFC, 150 UFC y de 300UFC de los cuales se observo si
hubo presencia o ausencia del crecimiento de la bacteria, luego de haber evaluado los tres
estandares se realizd el mismo procedimiento anteriormente mencionado seleccionando el

estandar de 300 UFC ya que obtuvimos una mejor sensibilidad.

Para la prueba de especificidad se realizo la extraccion de ADN de una cepa de E. coli la
cual sirve como un control negativo, al mismo tiempo que se realizé la extraccion de ADN
de Salmonella Typhi y se realizé la amplificacidn respectiva para cada bacteria. Se utilizd
un total de 50 muestras de las cuales 25 son positivas con Salmonella y 25 negativas
inoculadas con E. coli. Para de esta manera poder determinar la especificidad y
especificidad de cada técnica tanto del coprocultivo como de la PCR.
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3.4.9. Andlisis de datos:

Los datos obtenidos de cada estandar se registraron en hojas de calculo de Microsoft Office
Excel, observando ausencia y presencia de la bacteria, para determinar que obtuvo una
mayor sensibilidad y realizar las pruebas correspondientes para la obtencion de la
especificidad. Las 50 muestras realizadas para la obtencion de la especificidad fueron
procesadas en tablas de contingencia de dos por dos para comparar y evaluar las pruebas
diagnosticar en relacion al “gold estandar” que en el presente estudio corresponde al

coprocultivo (agar Hekto en.

44



CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1 Sensibilidad obtenida por cada estdndar

4.1.1 300 UFC
METODO POSITIVAS SENSIBILIDAD
Hektoen 1 47 97%
Hektoen 2 (preenriquecido) 48 100%
PCR 48 100%
TOTAL 143 99%
Tabla 6: Resultados obtenidos con 300 UFC
300 UFC
50
40 i Hektoen 1
30
20 M Hektoen 2
(preenriquecido)
10 @ PCR
0
N v &
&oz‘\ ,@°° )
x\e* Q@"
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4.1.2 150 UFC

METODO POSITIVAS SENSIBILIDAD
Hektoen 46 95%
Tetrationato 48 100%
PCR 48 100%
TOTAL 142 98%

Tabla 7: Resultados obtenidos con 150 UFC

150 UFC
50
40 i Hektoen 1
30
20 i Hektoen 2
(preenriquecido)
10 PCR
0
N YV &
‘oe? &oe}‘ )
Q@l‘ Q@l‘
4.1.3. 50 UFC
METODO POSITIVAS SENSIBILIDAD
Hektoen 29 60%
Tetrationato 47 97%
PCR 47 97%
TOTAL 123 85%
Tabla 8: Resultados obtenidos con 50 UFC
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Determinando la sensibilidad por estandar se puede concluir que a pesar de ser minima la

diferencia entre cada estandar se obtiene mejores resultados con las 300 UFC.

4.2. Comparacion de los métodos con los tres estdndares:

METODO 300UFC | 150UFC | 50UFC | TOTAL | SENSIBILIDAD
Hektoen 1 47 46 29 122 84%
Hektoen 2 (preenriquecido) 48 48 47 143 99%

PCR 48 48 47 143 99%

Tabla 9: Comparacion de los tres métodos con los tres estandares
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Comparacion de los métodos por

estandar
50
40
i Hektoen 1
30
20 M Hektoen 2 (preenriquecido)
M PCR
10
0

300UFC 150UFC 50UFC

4.2. Limite de deteccién de la UFC

Para la determinacion de limite de deteccion se procedio a extraer el ADN de cada dilucién

para de esta manera poder determinar el limite minimo de UFC que detecta la prueba.

Ladder S UFC S0UFC  MOUFC  j5yipf 15x10° 15x10¢

wCDhb: Antigeno capsular

flic d: Antigeno flagelar
Group D: Antigeno somatico

1UFC 25 UFC IS0UFC  15x100 15%10° g5 qpf

Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la determinar limites de deteccion de Salmonella Typhi.
Calle 1: marcador de peso molecular de 100 pb. Calle 2: 1 UFC para Saimonelio Typhi, Calle 3: 5
UFC para Saimonella Typhi, Calle 4: 25 UFC para Saimonelia Typhi. Calle 5: 50 UFC para Salmanelia
Typhi. Calle 6: 150 UFC para Soimonelia Typhi. Calle 7: 300 UFC para Saimoneila Typhi. Calle 8: 1.5
¥ 10 % UFC para Soimanefia Typhi, Calle 9: 1.5 x 10 * UFC para Soimonelio Typhi, Calle 10-13: 1.5 x
10 ® UFC para Saimonelia Typhi. Calle 15: marcador de peso molecular de 100 pb.

Figura 17: Electroforesis en gel de agrosa para limite de deteccion



Podemos concluir que con todos los estandares planteados hubo amplificacion para

Salmonella Typhi. Para el estudio de especificidad se trabajo con el estandar de 300 UFC.

4.3.Pruebas de sensibilidad y especificidad del estandar de 300 UFC.

Para el diagndstico de sensibilidad y especificidad de un test diagndstico se usa la tabla

tetracorica.

TEST
TEST POSITIVO |NEGATIVO
POSITIVO A B a+b
NEGATIVO C D c+d
a+c b+d a+b+c+d

Donde:

e A: verdaderos positivos, nimero de individuos con la enfermedad

e B: falsos positivos, individuos sin la enfermedad pero que en el resultado de la
prueba diagnostica son positivos.

e C: falsos negativos, individuos con la enfermedad pero que en la prueba diagndstica
son negativos.

e D: verdaderos negativos, individuos sin la enfermedad.

Sensibilidad: es la capacidad que posee un test para identificar correctamente a los sujetos

que tienen la enfermedad.

a

Sensibilidad =
a+c

Especificidad: es la capacidad que tiene el test para identificar correctamente a los sujetos

que no tienen la enfermedad.

d

Especificidad = b T d
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Se procesaron 50 muestras de las cuales 25 eran positivas para Salmonella Typhi y 25
negativas de Escherichia coli, de acuerdo con la siguiente tabla:

Los numeros impares son muestras positivas y los nUmeros pares son muestras negativas,

los resultados se colocaron en una matriz donde:

“1” se coloco para las muestras positivas

“0” se coloco para las muestras negativas

N° Agar
MUESTRA| Hektoen Tetrationato PCR
I L D
2 0 0 0
I N R
4 0 0 0
I N R
6 0 0 0
A L R
8 0 0 0
LI N R
10 0 0 0
I L N
12 0 0 0
I N R
14 0 0 0

16 0 0 0

18 0 0 0

20 1 0 0
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COPROCULTIVO AGAR
HEKTOEN 2 HEKTOEN 1
(PREENRIQUECIDO) [ POSITIVO [NEGATIVO [ TOTAL
POSITIVO 13 10 23
NEGATIVO 3 24 27
TOTAL 16 34 50

Tabla 10: Comparacion de resultados de la siembra de Salmonella Typhi entre el coprocultivo
(agar Hektoen) y el medio enriquecido con tetrationato.

En este estandar, la capacidad del tetrationato para identificar correctamente a los
verdaderos positivos es del 81,25% (sensibilidad); en cambio su capacidad para detectar a

los verdaderos negativos es del 70.58% (especificidad).

COPROCULTIVO AGAR
PCR HEKTOEN 1
POSITIVO | NEGATIVO | TOTAL
POSITIVO 13 9 22
NEGATIVO 3 25 28
TOTAL 16 34 50

Tabla 11: Comparacion de resultados de la siembra de Salmonella Typhi entre el coprocultivo
(agar Hektoen) y el PCR.

En este estandar, la capacidad del PCR para identificar correctamente a los verdaderos
positivos es del 81,25% (sensibilidad); en cambio su capacidad para detectar a los

verdaderos negativos es del 73.52% (especificidad).
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CAPITULO 5: DISCUSION

Al realizar las pruebas para determinar cuél de ellas era la mas idonea para su utilizacion en
el laboratorio, se pudo determinar que la PCR podia aportar, de manera significativa, en la

obtencion de resultados confiables en el laboratorio.

Para comprobar esta afirmacion se hicieron tres andlisis a partir de la aplicacion de tres
estandares diferentes (300, 150 y 50 UFC), donde la técnica PCR obtuvo una sensibilidad
del 99% a partir de la preparacion de la master mix con un volumen final de 25ul.

En el presente estudio se compararon los resultados obtenidos a traves la técnica del
coprocultivo vs los obtenidos con la PCR, ademas, de la relacién de sensibilidad y
especificidad. Para esto se realiz6 la prueba con el estdndar de 300UFC los cuales dieron
como resultado una sensibilidad del 81,25% y una especificidad del 73,58% (este
porcentaje indica que el rango de microrganismo utilizados en el estudio no fue muy alto),
demostrando con ello que esta técnica puede ser utilizada con mayor efectividad para el

diagnostico temprano de Salmonelosis en pacientes con esta patologia.

A partir de las muestras cultivadas se identifico que la sensibilidad al 81,25 % y la
especificidad al 70.58%, demuestran la utilidad de la PCR en la obtencion de resultados
mas rapidos y exactos debido ya que esta técnica tiene las facultades de: poseer una
especificidad alta logrando reducir el numero de falsos negativos, que las muestras pueden
ser obtenidas de cualquier tipo de tejidos o secreciones, que gracias a la velocidad con la

que se obtienen los resultados se puede dar rapidamente el diagndstico y, por consiguiente,

--------

........

Segun el estudio realizado por José Villarreal Camacho (2008) la PCR puede amplificar
muestras de ADN de Salmonella con apenas 2 UFC, mientras que en nuestro estudio nos da
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como resultados que la PCR puede detectar a partir de 5 UFC dandonos un resultado con

poca diferencia a la anteriormente mencionada.

Al ser Salmonella una de las principales causas de enfermedades gastrointestinales a nivel
mundial es importante el desarrollo de métodos rapidosrapidos con una alta sensibilidad y
especificidad para detectar contaminacion por Salmonella ya que estudios realizados en
Vitoria-Gasteiz en el 2011 dicen que la dosis para infectarse con Salmonella es de 106 UFC
aunque en pacientes con un sistema inmunoldgica bajo una dosis de 1 a 10 células son

suficientes para causar la enfermedad.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

La PCR es una técnica con una efectividad muy elevada ya que tiene la capacidad

de minimizar el tiempo de entrega de resultados con un grado alto de confianza.

Los resultados del estudio demostraron que la PCR, frente a las otras técnicas, posee
la capacidad de dar lecturas mas claras con respecto a la condicion patoldgica del
paciente.

La PCR demostro un porcentaje superior de sensibilidad, especificidad y limite de
deteccidn en el estandar de 300 UFC; por lo cual se decidi6 trabajar en el estudio

con este estandar.

. A pesar de observar que entre los tres estandares la sensibilidad y especificidad
entre el Hektoen, el pre enriquecimiento y la PCR son minimas siempre se

obtuvieron mejores resultados con el estandar de 300 UFC.

Las PCR permite obtener resultados en menor tiempo y con un alto grado de
sensibilidad ya que las técnicas moleculares proporcionan una estrategia rapida y

sensible para la deteccion de bacterias.

. Al comparar los tres métodos como se observa en la tabla 9 podemos observar que
la siembre directa nos da una sensibilidad del 84%, pero que al ser previamente
sometida al preenriquecimiento nos va a dar una sensibilidad del 99% igual que la
PCR.
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CAPITULO 7: RECOMENDACIONES

1. Cuando se realiza un estudio es muy importante la serotipificacion, y la

bioquimica, pues permite determinar la prevalencia de la serovariedad en
diferentes zonas geogréaficas para de esta manera llevar la estadistica y el
conocimiento de los brotes y para dar a conocer la fuente de infeccion y sus

medios de trasmision.

En el Ecuador se deberia tener mas seguimiento epidemiologico y estudios
sobre la salmonelosis, como tratarla y como prevenirla ya que es una

enfermedad muy frecuente en nuestro medio.

En los principales laboratorios de Quito se deberia tratar de implementar la
PCR como gold estandar para la deteccion de Salmonella Typhi ya que como
se observd en el presente estudio esta tiene una mayor sensibilidad y

especificidad en relacion al coprocultivo.

AL ser la PCR una técnica poco usada tiene un costo muy elevado pero al
tratar de implementar esta técnica en los laboratorios puede bajar los precios ya

gue mientras mas examenes se realice mas bajos van a ser los precios.
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CAPITULO 8: ANEXOS

Anexo 1.- Inserto técnica E.Z.N.A Stool para extraccion de ADN en muestras fecales.

E.Z.N.A.* Stool DNA Kit Pathogen Detection Protocol

E.ZN.A.* Stool DMA Kit Protocol - Pathogen Detection

Materials and Equipment to be Supplied by User:

Microcentrifuge capable of at least 13,000 xg
Mucle ase-free 2 mL microcentrifuge tubes
+ Mudease-freel s ml microcentrifuge tubes
+  Water baths, heat blacks, or incubators capable af 65°C and 70°C
Vartexer
* 100% ethanal
L lee bath
Optional: AMase A stock solution at 20 mgfmlL
Optional: Incubator capable of 95°C

Before Starting:

Prepare ice bath
Heat Elution Buffer to 65°C

+  Setawater bath, heat block, or incubator 1 70°C

+  Prepare DNA Wash Buffer and VHE Buffler according to the Preparing Reagent section
o Page 5
Optional: for gram-positive bacteria set an incubator 1o 95°C

1. Add up te 200 mg steol sample in & 2 mL micrecentrifuge tube containing 200 mdg
glass beads Place the tube on ice.

Maote Il the sarmple is liguid, add 200 pl sample into the centrifuge tube. Cut the
end of the pipet tip to make pipetting easier. If the sample is frozen, use a spatula 1o
serape the sarmple into the tube. Do not thaw the frozen sample until the 5LB Bulfer
is added into the tube.

2. Add 540 pL SUB Buffer. Wortex at maximurn speed for 10 minutes of until the staal
sample is tharoughly hemogenized.
Mote: We recarmmend a mechanical disruptor instrurnent such as the SPEX Genad

Grinder 2010 or a flat bed vorexer with tape.

3. Add 60 pL DS Buffer and 20 pl Proteinase K Solution. Vortex or pipet up and down to
mix tharoughly.
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E.Z.N.A.* Stool DNA Kit Pathogen Detection Protocol

4. Incubate at 70°C for 10 minutes (13 minutes if frozen). Vortex the sample twice during
incubation.

Opticnal: For isolation af DMA lrom gram-positive bacteria, do a second incubation at
95°C fiar 3 minutes. Continue bo Step 5.

5. Add 200 plL 5P Buffer. Viortex at maximom speed lor 30 seconds.

6. Len sit on ice for 5 minutes.

7. Centrifuge at full speed (213,000 x g) for 5 minubed.

8. Carefully aspirate 400 pL supernatant toa new 1.5 ml micracentrifege tube (not
supplied). Do not o disturb the pellet or transfer any debris,

9. Add 200 pL HTR Reagent. Vortex al maximurn speed far 10 seconds.
Mote: HTR Beagent must be tharaughly resuspended before wie Cut the end of a 1
miL tip 1o rrake it easier o pipet the HTR Reagent.

10, Let sit 8¢ room emperature for 2 minuted

11. Centrifuge at masimum speed for 2 minutes,

12, Transler 250 pl supernastant o a new 1.5 mbL microcentrifuge tube.

Opticnal: Il ANA-ree DMNA B required, add 10 pl BMase A (not indluded). Vortex to mix
thanughly. Incubate &t 377 for 3 minutes, Continue 1o Step 13.

13, Add 350 pL BL Bulfer and 250 gl 10096 ethanol. Vortes st masimiurm speed for 10
depiiidy.
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E.Z.N.A.* Stool DNA Kit Pathogen Detection Protocol

20

21

rir 3

23

24

25

Insart a HiBind™ DNA Mini Colurmn into a 2 mL Collection Tube.

Transfer the entire sample frorm Step 13, including any precipitates that may have
formed, te the HiBind™ DA Mini Column

Centrifuge at maximurm speed for 1 minute.

Discard the fltrate and the collection tube.

Transfer the HiBind® DMA Mini Column into a new 2 ml Collection Tubs.

Add 500 pL VHE Buffer.

Rote: VHE Bulfer must be diluted with ethanol before wse Plaase see the Preparing

Reagents section on Page 5 for instructiong.

Centrifuge &t maximum speed for 30 seconds.

Discard the filtrate and reuss the collection tube.

Add 700 pL DA Wesh Buffer.

Mote: DHA Wash Buffer rmust be diluted with ethanol before use. Please see the

Preparing Aeagents section on Page 5 for instructions.

Centrifuge at maximurm speed for 1 minute

Discard the filtrate and reuse collection tube.

Repeat Steps 22-24 for a second DMA Wash Buffer wash step.
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E.Z.N.A.® Stool DNA Kit Pathogen Detection Protocol

26.

27.

28.

29,

30.

3.

Centrifuge at maximurm speed for 2 minutes to dry the column.
Note: It is important 1o dry the column membrane before elution. Residual ethanol
may interfere with downstream applications.

Transfer the column into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.

Add 100-200 pl Elution Buffer heated to 65°C directly to the center of the HiBind®*
matrix.

Let it at room temperature for 2 minutes.

Centrifuge at maximum speed for 1 minute.

Store DNA at -20°C.

Note: For maximum PCR robustness, it is recommended to add BSA to a final
concentration of 0.1 pg/pL to the PCR reaction mixture. Hot-start PCR is also
recommended to increase the specificity. Try to use the minimal amount of elute
possible for downstream applications.
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Anexo 2.- Inserto para la preparacion de Caldo de enriquecimiento tetrationato.
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Anexo 3.- Inserto para la preparacion del Agar Entérico Hektoen
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Anexo 4.- Metodologia del estudio:

Fotografia 1.- Preparacién de estandares
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Fotografia 3.- Siembra en caldo tetrationato.



Fotografia 4.- Siembra de bacterias en Agar Hektoen.
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Anexo 5.- Resultados del coprocultivo:

Fotografia 6.- Cajas del Estdndar B: 150 UFC sin previo enriquecimiento.
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Fotografia 7.- Cajas estandar A previo enriquecimiento

Fotografia 8: Cajas estandar B previo enriquecimiento
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Fotografia 9.- Cajas Estandar C previo enriquecimiento

Anexo 6.- Resultados coprocultivo para célculo sensibilidad

Fotografia 10- Cajas bi Petri sembradas con un control negativo (E. coli) y la bacteria
en estudio (Salmonella Typhi)
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Anexo 7.- Siembra en TSI para confirmar colonias de Salmonella Typhi

Anexo 8: Resultados PCR para limites de deteccion:
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Anexo 9: Resultados PCR con control negativo (E. coli) y colonia de Salmonella Typhi.
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