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RESUMEN

La fiebre tifoidea es una enfermedad infecciosa sistémica provocada por
Salmonella typhi, la transmision es a través de la comida contaminada, por
portadores asintomaticos. Aun cuando la incidencia de la fiebre tifoidea
tiende a disminuir, se ha estimado que anualmente se presentan 16,6 millones

de casos de fiebre tifoidea, y aproximadamente 600.000 muertes en el mundo.

En Bolivia aun se presentan casos de esta enfermedad, es asi, que en el 2003
se presentaron 699 casos de Fiebre tifoidea en el Departamento de Beni, 187
casos en Tarija, 147 casos en Chuquisaca, siendo estos departamentos los que

presentaron la mayor prevalencia de la enfermedad en Bolivia.

Salmonella typhi es una enterobacteria que, puede causar mayores
patologias en el hombre, esta una de las mas importantes de su género, y es
el Unico serovar conocido que infecta exclusivamente al hombre,

produciendo fiebre tifoidea.

En la actualidad la identificacion de Salmonella typhi es realizada, por
métodos de diagnostico convencionales como, Reaccidon de Widall,
Coprocultivo, Hemocultivo, etc. que en la mayoria de los casos se realizan
pasados los sintomas clinicos, poniendo en riesgo al paciente de sufrir
complicaciones clinicas y convirtiendo a los pacientes en portadores
asintomaticos.

La implementacion de técnicas moleculares como la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), ayudan a la realizacion de un diagnoéstico rapido y de

alta sensibilidad, en una fase temprana de la enfermedad.
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En esta investigacion, se optimizd la prueba de Nested-PCR, para la
identificacibn de Salmonella typhi en sangre periférica. Los resultados
obtenidos demuestran que esta técnica es muy sensible ya que detecto la
presencia del ADN de la bacteria en estudio, en minimas concentraciones,
obteniendo un limite de detectabilidad de la técnica de 1 bacteria en 5 ml de

sangre periférica.

Ademas se determind que la técnica de Nested-PCR es altamente especifica
ya que identifica exclusivamente el ADN de Salmonella typhi, a diferencia de
otras técnica de diagndstico convencional, que pueden tener reacciones
cruzadas no especificas para la enfermedad. Por los resultados obtenidos

en este estudio, se podria recomendar el uso de esta técnica para el

diagnostico de Fiebre tifoidea en una fase temprana de la enfermedad.
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[. INTRODUCCION

La diversidad de infecciones entéricas en nuestro pais nos permite
paulatinamente la implementacion de nuevos métodos para el
diagnostico de las mismas. Estas infecciones son causadas en su mayoria,
por parasitos y bacterias entéricas. Por ejemplo, Saimonella typhi, causa la
Fiebre tifoidea, entre los sintomas que se observan en el transcurso de esta
enfermedad tenemos cefalea, delirio, tos, diarrea acPuosa, o

estrefiimiento, erupcion cutanea y fiebre recurrente.

La transmision de esta bacteria puede presentarse a causa del consumo
de alimentos contaminados o mal manipulados como por ejemplo, la
leche, agua, alimentos, verduras, frutas, inclusive hasta por la cascara de
huevo, es posible la transmision ocasional por contacto directo (via anal-
oral) que generalmente se dan en nifios durante el juego y en adultos
durante las relaciones sexuales entre portadores asintomaticos, eliminan al
microorganismo a través de la defecacion, el microorganismo se aloja en
la vesicula biliar quedando en el organismo durante mucho tiempo sin
producir enfermedad pero con la posibiidad de contagiar. “Entre las
complicaciones que puede producir estan la hemorragia o perforacion
intestinal, la tromboflebitis, colecistitis, hepatitis o infeccion a larga distancia

del intestino, e inclusive en una mayor gravedad puede ser mortal” (1).

El jugo gastrico puede eliminar la cantidad de bacterias consumidas por
alimentos contaminados, pero, el consumo de agua, diluye el jugo
gastrico, ayudando aun mas a la ingesta y propagacion de la bacteria

causando infeccidon y malestares.
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Algunos autores indican que la dosis infectante de Salmonella typhi, es de
106 UFC/m, y otro indican que la dosis infectante es de 109%UFC/mI, para
causar la enfermedad, pero hay que tener en cuenta que esta variacion
depende en su mayoria del estado inmunoldgico en el que se encuentra
el paciente, es decir, que el cuerpo elimina bacterias cuando se
encuentran en minimas cantidades que no podrian causar ningun tipo de
infeccion, en caso de que el sistema inmunoldégico no este débil, por el
contrario en una persona inmunodeprimida, no tendra las suficientes
defensas para depurar a las bacterias agresoras, causando faciimente la

enfermedad.

Para la realizacion del diagnostico, el médico generalmente pide la
Reaccion de seroaglutinacion, conocida como Prueba de Widal, por ser
esta una técnica rapida pero no precisa, esta prueba consiste en la
observacion microscopica de aglutinacion de anticuerpos, formados por
la exposicion a alguna enterobacteria, tiene poco valor como prueba
diagnostica, ya que la misma no determinara al microorganismo causante
de la enfermedad solamente muestra un titulo elevado de aglutininas
contra el antigeno “O” o el antigeno “H”. La identificacibn de los
anticuerpos formados en caso de fiebre tifoidea, se presentan recién a
partir de la tercera a cuarta semana de exposicion a la bacteria. “En
muchos de los casos de fiebre tifoidea no se encuentra elevacion de los
titulos durante el curso de la enfermedad, muchas veces las elevaciones

de los titulos de aglutininas son la causa de reacciones cruzadas” (2).

Otra de las pruebas que se utilizan para el diagnéstico es, el Coprocultivo
esta prueba consiste en el cultivo de la muestra de heces fecales en

medios enriquecidos especificos para Salmonella typhi, esta crecera con la
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caracteristica del “ojo de pescado”, posteriormente se realizan pruebas
bioquimicas para la identificacion de Salmonelas, dando una bateria
caracteristica de la bacteria. Se debera realizar el antibiograma para la
determinacion del tratamiento que deba seguir el paciente. El riesgo que
se corre en esta prueba es la contaminacién con otras bacterias con la
misma caracteristica de crecimiento que Salmonella typhi, ademas el
tiempo de duracidon de la prueba es de 48 horas. “Los diagndsticos
positivos de fiebre tifoidea se observan a la tercera semana de exposicion
a la bacteria, esta prueba es util para control postratamiento para

detectar portadores cronicos” (2).

Otra de las pruebas que se utiliza es el “Hemocultivo, es el procedimiento
de eleccion, cuando se realiza apropiadamente en medios selectivos a
base de bilis, coincidiendo con la fisiopatologia de la infeccidon, son
positivos en la primera semana de la infeccidn, pero va rebajando el
porcentaje de confiabilidad en un 50% en la tercera semana” (2).

“La toma de muestra sera cuando el paciente se encuentre cursando los
picos febriles de la enfermedad, ya que es en esta etapa invasora, donde
se encuentran circulando las bacterias en la sangre periférica causando
los sintomas de la enfermedad” (3), la desventaja de esta prueba es el
tiempo que tarda en la obtencion de la resultados positivos, ya que el
tiempo de incubacioén es de siete dias aproximadamente, observando, la

presencia de turbidez en el medio en que se tomo la muestra.

Haciendo una comparacion de las técnicas utilizadas tradicionalmente, y
tomando en cuenta la gravedad que podria tomar la enfermedad, se
podria concluir que son técnicas no muy especificas, algunas tienen

mucho tiempo de duracién para la identificacion final del patégeno, por
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ello se ve la necesidad de implementar nuevos métodos de diagndstico
gue sean mucho mas rapidos y precisos como las técnicas moleculares
gue son mucho mas sensibles, exactas, confiables y sobre todo se pueden
realizar en ocho horas desde la extraccidon de ADN.

La técnica de PCR, permite ampliar millones de veces un fragmento de
material genético, esta llamado a revolucionar la practica clinica actual
permitiendo el diagndstico precoz de las patologias causadas por agentes

infecciosos entre otros.

El presente trabajo pretende realizar el estudio acerca de una alternativa
para un diagnostico rapido y sensible para la deteccion molecular
Salmonella typhi a través de técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa anidado (Nested-PCR), para este cometido se realizd la
optimizacion de la técnica de extraccion del DNA de la bacteria en

sangre periférica y posteriormente la realizacion del Nested-PCR.

La utilizacion de esta técnica, Nested-PCR, nos ayudard a detectar la
presencia de Salmonella typhi, ya que se comprobd, en trabajos de
investigacion realizados anteriormente, en huevos y en muestras fecales,
que esta técnica es mucho mas efectiva y sensible ya que determina la

existencia de un gen especifico de la bacteria infectante.

El propdsito del presente trabajo es la deteccidn precoz de fiebre tifoidea
por la técnica de Nested-PCR que utiliza cebadores especificos para la
deteccion del microorganismo. La gran ventaja con esta técnica es que la
deteccion de los patdégenos se la puede realizar en un dia con un

diagndstico preciso, confiable, y exacto.
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[I.  ANTECEDENTES

A. DATOS GENERALES

El género Salmonella comprende mas de 2.200 serovares distintos, algunos
de los cuales pueden infectar un amplio rango de hospedero. Salmonella
enteritidis, por ejemplo, es capaz de infectar un gran nimero de aves y
mamiferos, incluyendo el hombre, causando una variedad de sintomas
dependiendo del hospedero. Otros, en cambio, son altamente adaptados
a un hospedero especifico, como es el caso de Salmonella gallinarum que
infecta s6lo a aves, o Salmonella typhi, que es el Unico serovar conocido

gue infecta exclusivamente al hombre, produciendo la fiebre tifoidea. (4)

Aun cuando la incidencia de la fiebre tifoidea tiende a disminuir, se ha
estimado que anualmente se presentan 16,6 millones de casos de fiebre
tifoidea, y aproximadamente 600.000 muertes en el mundo. Conociendo la
real dimension del problema de salud publica que representa esta
enfermedad, en general, en los paises en vias de desarrollo, se hace
imprescindible implementar nuevas estrategias de prevencion y control.
Estas estrategias deben estar dirigidas a mejorar las condiciones sanitarias y
tratamientos de agua y por otra parte a desarrollar vacunas con mayor
eficacia que las disefiadas hasta ahora. Por esta razon, es necesario
estudiar las bases moleculares de los mecanismos de patogenicidad de
Salmonella typhi, cuya comprension permitira abordar el problema desde

nuevas perspectivas. (5)
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B. DATOS EPIDEMIOLOGICOS EN BOLIVIA

El Ministerio de Salud y Prevision Social, juntamente con sus instituciones el
Servicio Departamental de Salud (SEDES), y el Sistemma Nacional de
informacion en Salud (SNIS), mostraron en su informe anual los casos
reportados de Fiebre tifoidea en el afo 2003, estableciendo que el
departamento de Beni reporta una mayor incidencia de casos de fiebre
tifoidea, seguido por el departamento de Tarijja y Chuquisaca, siendo el

departamento de La Paz el que reporto una ausencia total de los casos.

Segun las estadisticas que se obtuvieron del SEDES, determina que de un
total de 2.009 muestras con sospecha de fiebre tifoidea 1.152 dieron
positivas.

A continuacion se detalla los resultados obtenidos en el afio 2003. (6)

Tabla 1 Informe anual de Laboratorio de casos de Fiebre tifoidea en

el affo 2003 de algunos departamentos de Bolivia.

W[
TOTAL DE TOTAL DE
bepto ‘!! TG - MUESTRAS PR'\éLé:E:;iADZS POSITIVOS
RECIBIDAS PROCESADAS
BEN JI I o| of o 874 699
lcHuQuisaca [ ssdl a3 of of 334 334 147
lcochasamea[ T 2al T 2d o o 24 24 1
LA PAZ of 0| 11 o| o|
|orRURO 0 0| 48| 39 g
lPoTOSI 47 47 181 181 110|
TARIJA 0| o 512 501 187
TOTAL | 1962 1,906 47 47 2,009 1,953| 1,152.00

Datos recopilados del informe de Laboratorio del SEDES (6)
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C. CARACTERISTICAS GENERALES DEL MICROORGANISMO.

Las salmonellas son bacterias gram-negativas, lo cual significa que no se
tinen de azul con el colorante aplicado en la prueba disefiada por Gram.
Esto se debe a que dicho colorante tifie la pared celular, que en estos
casos esta cubierta por una membrana externa. Es asi que estas bacterias
estan envueltas por varias capas: la membrana externa, la pared celular
(que es diez veces mas delgada que en las bacterias gram-positivas), y la
membrana interna. La membrana externa e interna delimita al periplasma.
La apariencia de las bacterias en el microscopio es de bacilos, o cilindros

con puntas redondeadas. (4)

Fuente: Biblioteca de consulta encarta 2003.

Figura 1. Fotografia de Salmonella typhi causante de fiebre tifoidea (7).

El género Salmonella fue descrito a principios del siglo XX por el
bacteridlogo estadounidense Theobald Smith, recibiendo el nombre por su
jefe David Salmon. Las salmonellas son bacterias entéricas, o sea que se

alojan en el intestino, y su taxonomia es compleja.
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Actualmente, el género Salmonella consiste de una sola especie, que ha
sido denominada Salmonella enterica. Cada subespecie, a su vez, esta
subdividida en serotipos o serovares, de acuerdo al tipo de antigeno H
(flagelar: del aleman hauch, "por el halo producido en un medio de cultivo

a raiz del movimiento") u O (somatico: del aleman ohne hauch, "sin
movimiento"). El antigeno H esta conformado por la proteina mas

abundante del flagelo, que es la estructura que permite el movimiento. (4)

El antigeno O estd conformado por una cadena repetida de
polisacaridos, que forma parte del lipopolisacarido (LPS), que se genera y
sobresale de la membrana externa y que actia como una barrera de

proteccion a agentes externos. (4)

Aunque la mayoria de los serotipos de Salmonella no pueden ser
distinguidos por reacciones bioguimicas, Salmonella typhi, posee algunas

caracteristicas bioquimicas Unicas que le permite ser diferenciado de otros.

(8)

D. CLASIFICACION

Las Salmonellas son el grupo mas complejo de Enterobacteriaceae con
mas de 2.200 serotipos descritos en el esquema de Kauffman-White. En este
esqguema las salmonelas se agrupan sobre la base del antigeno soméatico
O y se subdividen en serotipos por su antigeno flagelar H como se muestra

a continuacion: (8)
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Tabla 2. Clasificacion del Género Salmonella. (8)

SEROTIPOS DE Salmonella SEROGRUPO

Salmonella typhi
Salmonella choleraesuis
de los serogrupos. Salmonella paratyphi
Salmonella gallinarum
Salmonella pullorum
Salmonella salamae

Subgrupo 1 incluye la mayoria

Subgrupo 2

Subgrupo 3a Salmonella arizonae

Subgrupo 3b Salmonella diarizonae

Subgrupo4 Salmonella houtenae

Subgrupo 5 Salmonella bongori

Subgrupo 6 Salmonella choleraesuis subesp. indica.

Fuente: KONEMAN “Diagnostico microbiolégico” 2001

Estos bacilos no producen esporas. La mayoria de las cepas son moviles
debido a que poseen flagelos peritricos, que rodean a la célula.
Interesantemente, existen cepas no moviles en Indonesia, en donde la

incidencia de la fiebre tifoidea es mas alta. (2)

Salmonella typhi produce acido a partir de glucosa, maltosa y sorbitol, sin
la produccion de gas; pero no fermenta la lactosa, sacarosa, la ramnosa y
otros azucares. Produce nitrito a partir de nitrato y también produce acido

sulfhidrico. Su temperatura éptima de crecimiento es de 370C. (2)

De modo adicional, cepas de Salmonella typhi que son bioquimicamente
menos activas que los serotipos mas comunes y especificamente negativas
en las siguientes reacciones: Citrato de Simmons, ornitina descarboxilasa,
produccién de gas a partir de glucosa, fermentaciéon de dulcitol, la

arabinosa y la ramnosa; utilizacion de mucato y acetato. (8)
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E. MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas de las salmonelosis se presentan basicamente
bajo tres modalidades: las denominadas fiebres entéricas entre las cuales
la mas comun es la fiebre tifoidea producida por la Salmonella typhi; las
gastroenteritis producidas por varios tipos, entre ellas la Salmonella
typhimurium; y la forma septicémica, caracterizada por la bacteremia
asociada a lesiones focales debida frecuentemente a la Salmonella

choleraesuis. (2)

Dentro de las manifestaciones clinicas comunes esta la fiebre
acompafada de dolor abdominal, evacuaciones intestinales frecuentes,
liquidas, de aspecto verdoso, fétidas, mucoides y en ocasiones con estrias
de sangre. Estos cuadros clinicos son mas severos en los niios y en os viejos.
En nifios desnutridos puede observarse la diseminacion hematdégena
dando lugar a bacteremias con compromiso de otros érganos tales como

las meninges, el oido, los pulmones, los rifiones y el hueso. (2)

F. FIEBRES ENTERICAS (FIEBRE TIFOIDEA)

Es clasico dividir las manifestaciones clinicas de la fiebre tifoidea de
acuerdo a su evoluciobn en semanas 0 septenarios. Se sabe que la
Salmonella tiene un periodo de incubacibn que se calcula en

aproximadamente 10 dias. (2)
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1. Curso de la enfermedad

La fiebre entérica es una enfermedad aguda, siendo la fiebre intermitente
una de las primeras manifestaciones clinicas. Sin embargo, esta
enfermedad presenta a menudo sintomas clinicos atipicos que complican
el diagnéstico y dificultan el tratamiento.

La severidad de una infeccidon por Salmonella typhi puede variar
enormemente dependiendo del niumero de microorganismos ingeridos.
Algunos pacientes expuestos a pequefias cantidades de bacteria no
muestran sintomas o signos de la enfermedad. En el otro extremo, la
enfermedad puede llegar a ser mortal. Las caracteristicas clinicas son
variables y relativamente inespecificas. Los sintomas llamados clasicos de
la enfermedad sélo se observan en aproximadamente un 50% de los casos.
(3)

Tipicamente, la fiebre tifoidea pasa a través de las siguientes 4 etapas:

a. Incubacion

b. Fase de invasion
c. Periodo de estado

d. Evolucion

En el siguiente cuadro se observa la evolucion por la que cursa el paciente

infectado con Fiebre tifoidea.

11
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Figura 2 - Evolucion clinica de la fiebre tifoidea (3)

Incubacion Etapa invasora Periodo de estado Evolucion ™
& 5 sintomatica ® Fighre intermitente a Fiebre constante & Larga convalecencis
® Cefalea = Bradicardia = Perforacion intestinal
® Tos & Pulzo dicratico ® Portador cranico
® Canzancio # Hepatomegalis
® halestar abdominal ® Ezplenomegalia
® Eztrefimiento # Roséaola macula-
papuloss
# Estrefimiento
& Diarres
A0
3C_—" .
s i . ™
.  Dia -15 Dia 0 Dia ¥ Dia 21

Fuente: World Wide vaccines.com

a. Incubacion

El tiempo desde la ingestion de Salmonella typhi hasta la aparicion de los
primeros sintomas por lo general es de 1-2 semanas aproximadamente. Sin
embargo, puede ser tan corto como 3 dias o tan largo como 2 meses,

dependiendo de la dosis infectante ingerida. (€))
b. Etapa invasora

Los primeros signos y sintomas son generalmente una fiebre intermitente
elevada acompafada de cefalea persistente, tos no productiva,

cansancio, insomnio, pérdida de apetito y malestar abdominal asociado

con frecuencia con estrefiimiento (3) Figura 3
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Figura 3. Frecuencia de signos y sintomas de pacientes con fiebre

tifoidea. (3)

~
Fiebre 39-100%:
Cefalea $3-90%
Hiuzeas 23-36%
Vomitos 24-35%
Dolor abdominal 8-52%
Diarrea 3057%
Estrenimiento 10-79%
Tos 11-86%
Sensibilidad abdominal 33-84%
Esplenomegalia 23-65%
Hepatomegalia 15521
Bradicardia 17-50%
Roséola 246%
Estertores 4-84%
Epistaxris 1-21%

N,

Fuente: World wide vaccines.com

c. Periodo de estado

Aproximadamente una semana mas tarde el paciente desarrolla una
fiebre continua. El ritmo cardiaco es mas lento (bradicardia) y el pulso
puede tener un doble latido (pulso dicrético). Puede detectarse un higado
agrandado (hepatomegalia) o un bazo inflamado (esplenomegalia). La
hepatomegalia puede documentarse en un 33% de los casos y en una
tercera parte de estos pacientes se encontrara ictericia. Los sintomas
respiratorios pueden predominar en los primeros dias de la fiebre tifoidea y
ocasionalmente puede documentarse nheumonia en parches. En algunos
pacientes la enfermedad semeja un proceso pulmonar primario. Los
pacientes se quejan con frecuencia de malestar abdominal incluyendo

estrefiimiento, diarrea, dolor abdominal, sensibilidad del leo o abdomen.

13



Universidad Mayor de San Andrés Lenny Ingrid Bacarreza Alba
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas

Un hallazgo frecuente en la fiebre tifoidea aguda es ileo segmentado en
donde pueden apreciarse asas dilatadas del intestino delgado cuando se
palpa el abdomen debido a que el aire y el liquido se desplazan al tocarlo
con los dedos. La roséola tifica (papulas rosas de aproximadamente de 2-4
mm de didmetro que desaparecen con la presidn) aparece en el tronco
de los pacientes caucasicos hasta en un 50% de los casos. Es comun el
dolor abdominal, estrefiimiento y/o diarrea. La faringe esta seca y roja, y

algunas ocasiones puede observarse una ‘"lengua aframbuesada’.

A medida que la enfermedad avanza, la fiebre alta persiste y el paciente
se debilita, se siente confuso, respira rapidamente y tiene un pulso débil. El
abdomen se encuentra distendido y se desarrolla diarrea a menudo

conocida como 'jugo de meldon" o "sopa de chicharo". (3)

d. Evoluciéon

Los pacientes no tratados comienzan a mejorar por lo general 4 semanas
después de la aparicion de la enfermedad. La fiebre disminuye lentamente
a lo largo de 2-3 semanas y pueden persistir los trastornos gastrointestinales.
La recuperacion completa puede requerir hasta 3-4 meses.
Los pacientes tratados con antibidticos apropiados responden con una

reduccion gradual de la fiebre en un periodo de 3-5 dias. (3)

En un 5-12% de casos la enfermedad es recurrente; antes de la aparicion
de las quinolonas las recurrencias eran un poco mas frecuentes (10-20%)
después de la antibioterapia. Por lo general, la recaida ocurre
aproximadamente 1 semana después de suspender el tratamiento, pero se

ha observado que puede presentarse 70 dias mas tarde.
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La severidad de la recaida esta inversamente correlacionada con la
severidad de la enfermedad primaria, pero usualmente la recaida es mas
leve y mas corta que la enfermedad inicial. En raras ocasiones puede
ocurrir una segunda

y tercera recaidas.

En un 2-5% de los casos el paciente se convierte en portador créonico a
pesar del tratamiento con antibidticos. Los portadores cronicos estan
predispuestos a cancer de vias biliares, también colorrectal, de pancreas,

de pulmény otros. (3)

Las complicaciones pueden presentarse en cualquier érgano, sin embargo
las mas severas y mas temidas son la hemorragia digestiva y la perforacion
intestinal. Otras complicaciones de las salmonelosis son los aneurismas
micoticos los cuales han sido descritos a nivel de la aorta abdominal, las
arterias popliteas, iliaca y cardtida. Esta condicion requiere un diagnostico
temprano y de tratamiento meédico y quirdrgico debido al riesgo de

hemorragias cataclismicas. (2)

G. MECANISMOS DE INTERACCION DE SALMONELLA CON LA MUCOSA
INTESTINAL

Salmonella es una de las bacterias patégenas mas ampliamente estudiada
en cuanto a su fisiologia, genética, estructura celular y patogénesis,
principalmente el serotipo Typhimurium, debido a su facil manejo en el
laboratorio, posibiidad de manipulaciéon con técnicas moleculares y por
tener un modelo animal como es el ratdon, que permite realizar

experimentos in vivo. (9)
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Después de la ingestion, la bacteria resiste el ambiente acido del
estbmago y seguidamente coloniza el intestino delgado, logrando entrar
en las células epiteliales, sus células blanco, en un fendmeno de invasion
mediado por un rizamiento o encrespamiento (ruffling), de membrana de
la célula epitelial; esta interaccion de Salmonella y las células hospederas
es intima y compleja, explotando asi la bacteria las funciones celulares

preexistentes del hospedero para su propio beneficio. (9)

Entre las Salmonelosis encontradas en paises en desarrollo esta la fiebre
tifoidea producida por Salmonella enterica serovar Typhi y Paratyphi, la
cual es una infeccidn severa que puede producir complicaciones y
muerte. Las primeras descripciones acerca de Salmonella se remontan a
finales del siglo XIX , cuando fue llamada asi por el patélogo Salmon quien
la aislé de intestinos porcinos y la utilizé para vacunas; fue cultivada por

Gaffky en 1884. (9)

En la mayoria de los casos, la enfermedad no es el resultado del dafio de
tejido causado por la infeccion bacteriana, sino por la reaccion del
hospedero a los potentes factores pro inflamatorios liberados por la
bacteria, como es el caso de la diarrea inflamatoria inducida por la
liberacion de los granulos de los neutrofilos, que posterior a la invasion de la
mucosa son atraidos por el quimioatrayente epitelial estimulado por
patégenos (PEEC) y la produccién por parte de las células de la mucosa

de citoquinas proinflamatorias como la interleukina (IL8). (9)
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1. ADHESION

Antes de invadir cualquier tipo de célula, la bacteria debe encontrar y
adherirse a uno o mas tipos de células del tejido intestinal. Algunos
mecanismos de adhesion pueden involucrar varios tipos de fimbrias o pili,
cuatro de los cuales estan definidos genéticamente: fimbria tipo 1 (fim),
fimbria codificada por plasmidos (pef), fimbria polar larga (Ipf) y fimbria

agregativa delgada (Curli) (agf/csg). (9)

La presencia de por lo menos estos cuatro sistemas fimbriales sugiere que la
adhesidon a superficies celulares y no celulares puede ser un paso critico en
la supervivencia de Salmonella en el medio ambiente, ya que ésta

responde a factores del medio como pH y osmolaridad. (9)

2. PATOGENESIS

Aunque la exposicion a Salmonella es frecuente, se requiere de un inéculo
de aproximadamente 109 - 108 bacterias para el desarrollo de la
enfermedad sintomatica; otros factores como el tipo de cepa, qué
alimento es consumido con la bacteria y el estado fisiologico del
hospedero, también favorecen o no el desarrollo de la enfermedad.
Salmonella debe pasar barreras y manipular las células del hospedero en
sitios especificos a lo largo de curso de la infeccion. Después de la
ingestion, la bacteria resiste el ambiente &acido del estbmago vy
seguidamente coloniza el intestino delgado, penetra las células epiteliales
y migra a la lamina propia de la region ileocecal, se multiplica en los
foliculos de la regidon linfoide presentandose hiperplasia e hipertrofia

reticuloendotelial. (9)
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Los polimorfonucleares neutréfilos son estimulados y la infeccion se limita,
en el caso de enteritis, a nivel del tracto gastrointestinal. Si son serotipos
productores de fiebre entérica no son retenidas a este nivel sino que

migran a higado y bazo por circulacion hematica. (9)

Salmonella establece un estrecho contacto con el borde en cepillo del
epitelio intestinal, antes del contacto inicial, el borde permanece intacto.
Sin embargo, cuando la bacteria se acerca a la superficie epitelial, las
microvellosidades circundantes empiezan a degenerarse con elongacion,
edema y crecimiento en un proceso llamado rizamiento o
encrespamiento, (ruffling).

Aqui, los efectores interactian con las proteinas de la célula hospedera
para rearreglar el citoesqueleto de actina e inducir cambios morfolégicos
gue en Ultimas causan que estas células, normalmente no fagociticas,

internalicen la bacteria en un proceso llamado invasion. (9)

Estudios realizados en ratones para observar la invasion de Salmonella
serotipos typhi y typhimurium demostraron que solo invadian las células M.
No es claro por qué se observd este fenbmeno en ratones y no en otros

modelos animales. (9)

3. INVASION DE LA MUCOSA

Varios estudios han mostrado que la Salmonella preferencialmente se une
e invade las células en la placa de Peyer del intestino delgado en ratones
infectados oralmente, sin embargo las bacterias pueden también ser
encontradas en enterocitos no fagociticos. Las interacciones entre

especies de Salmonella y células hospederas son intimas y complejas.
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Esta bacteria es habil en explotar las funciones celulares pre existente del
hospedero y usar estas funciones para su propio beneficio. Esto se ha visto
durante la invasion, cuando Salmonella utiliza las sefiales de transduccién
del hospedero, lo cual afecta el re arreglo del citoesqueleto y proteinas
membrana produciendo el rizamiento de membrana y la invasidon

bacteriana. (9)

4. SISTEMAS DE SECRECION

Una caracteristica esencial de la patogenicidad de Salmonella es su
habiidad de engafiar a la célula hospedera en una interaccion
bioguimica denominada de dos vias o conversacion cruzada, lo cual
conduce a la respuesta tanto de la bacteria como de la célula hospedera.
Salmonella responde a la presencia de la célula hospedera por activacion
de un sistema especializado de secrecidon de proteinas llamado Tipo Il o
dependiente de contacto. Este sistema permite a ciertos bacilos gram
negativos secretar e inyectar proteinas de patogenicidad en el citosol de
la célula hospedera eucaridtica, y se ha encontrado en Yersinia, Erwinia, E.
coli enteropatdégena, Shigella, Pseudomonas aeruginosa, Chlamydia y en

patégenos de plantas como Pseudomonas syringae.(9)

Las proteinas inyectadas frecuentemente reensamblan factores
eucarioticos con funcionamiento de sefiales de transduccion y son
capaces de interferir con vias de sefalizacion de la célula hospedera. En el
caso de Salmonella, la redireccion de sefales celulares de transduccién
resulta en la reorganizacidon del citoesqueleto de la célula hospedera,
estableciendo nichos subcelulares para colonizacion bacteriana vy

faciltando una estrategia patogénica altamente adaptada de lineas de
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comunicacion con la defensa del hospedero. La interaccion de patégenos
bacterianos dentro de las células hospederas, estd particularmente
caracterizada por factores que estan localizados en la superficie

bacteriana o son secretados en el espacio extracelular.(9)

El término "secrecion" es usado para describir el transporte activo de
proteinas del citoplasma a través de las membranas internas y externas en
el sobrenadante bacteriano o en la superficie de la célula bacteriana. La
secrecion es distinta de la exportacion, la cual se refiere al transporte de
proteinas del citoplasma en el espacio periplasmico. Existen cinco tipos de
sistema de secrecion, que se diferencian en la forma en que las proteinas
son transportadas a través de la membrana externa al espacio
periplasmico. Todos los sistemas de secrecion utilizan la energia obtenida
por la hidrdlisis del ATP para transportar las proteinas. Los sistemas de
secrecion Tipo | y Tipo Il transportan las proteinas directamente del
citoplasma de la bacteria hasta el citoplasma de la célula eucaridtica, sin
pasar por el periplasma. El sistema de secrecion tipo |l funciona de manera
diferente, la proteina que se encuentra en el citoplasma de la bacteria no
pasa directamente a la célula eucaridtica, tiene un paso intermedio en el
periplasma de la bacteria donde sufre un proceso de descarboxilacion en
el N - terminal, haciendo que la proteina que sale a la célula eucariética
sea diferente a la que se encuentra en el citoplasma de la bacteria. El
sistema de secrecion tipo Il y tipo Il tienen en comun la parte que se

encuentra en la membrana externa de la bacteria.( 9)
Salmonella es la Unica bacteria descrita que contiene dos sistemas de

secrecion tipo lll; estos son maquinarias dedicadas a la translocacién de

proteinas que permiten a las proteinas bacterianas de patogenicidad ser
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liberadas directamente en el citosol de células hospederas eucaridticas.
Los dos sistemas de secrecion tipo Il de Salmonella son codifica dos en dos
distintos grupos de genes llamados islas de patogenicidad 1y 2 (SPI 1y SPI
2), los cuales parecen jugar dos papeles diferentes durante la patogénesis,
SPI 1 es requerida para la penetracion inicial a la mucosa intestinal y SPI 2

necesaria para los estados subsecuentes de infeccion sistémica. (9)

El termino SPI fue utilizado inicialmente para describir dos grandes e
inestables piezas de DNA cromosomal en E. coli enteropatdégena, que
codifica un numero de proteinas reguladoras importantes para la
virulencia. La isla de patogenicidad | es requerida para el ingreso de
Salmonella a la célula hospedera, esta localizada en su centisoma 63 y en
ella se encuentran genes implicados en su patogenicidad. Esta dividida en
dos grupos de genes que codifican la maquinaria de secrecion para
invadir la mucosa: inv-spa y prgorg ; estos genes se encargan de codificar
proteinas que cumplen con diversas funciones en el proceso de

invasion.(9)

5. PROTEINAS REGULADORAS

Los genes de SPI 1 son expresados en forma maxima a 37C y bajo
condiciones de oxigeno limitado, ademas la expresion es Optima a pH
neutro, a alta osmolaridad, y durante la udltima fase de crecimiento
logaritmico. La expresion de los genes de invasion también requiere la
proteina reguladora central HilA, la cual es codificada por el gen hil A en
SPI 1, la proteina HilA es requerida para la expresidon del sistema de
secrecion tipo lll. El gen hilA es un regulador transcripcional de genes de

invasion, su expresion es activada por la proteina SirA que es codificado
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por el gen sir A; la proteina se cree que es estimulada por dos vias
mutuamente independientes: la activacion por la proteina Bar A que es
una sensor kinasa que tiene como blanco a SirA o la fosforilacién de SirA

dada por la intervencién del intermediario metabdlico, acetil fosfato.(9)

Actualmente se conoce que el gen hilD también reprime la expresion de
hilA cuando las condiciones ambientales no son favorables para la
invasion.

La expresidon de hilA también es regulada por PhoP - PhoQ un sistema de
dos componentes que gobierna la virulencia, mediante la adaptacion a
medios ambientes limitados en magnesio y regula numerosas actividades

celulares en varias especies de gram negativos entre ellos Salmonella. (9)

6. ORIGEN GENETICO DE LAS ISLAS DE PATOGENICIDAD

No todas las islas de patogenicidad son genéticamente inestables pero
muestran un origen extrano. Estas piezas de DNA frecuentemente no estan
en bacterias no patdégenas relacionadas. Se cree que las islas de
patogenicidad y por ende los sistemas tipo Il fueron adquiridos
horizontalmente a través de una bacteria facilitadora en un "salto cuantico
evolucionario" en patogénesis bacteriana.

El sistema de secrecion tipo Il estd compuesto por una organela
considerable llamada el complejo aguja. La arquitectura de este complejo
semeja el complejo cuerpo basal del gancho flagelar, sugiriendo una
relacion evolucionaria entre estas dos estructuras. El complejo aguja se

extiende entre la membrana interna y externa de la pared bacteriana. (9)
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Estd compuesto de dos pares de anillos internos y externos que
presumiblemente anclan la estructura a la membrana interna y externa de
la pared bacteriana. Los anillos estdn conectados por una estructura como
de vara, las cuales forman la base del complejo. Una estructura aguja de
80 nm de longitud sobresale afuera de la base del complejo. La estructura
entera es de 100 nm de largo y de 40 nm en diametro en la parte mas
ancha.

El sistema de secrecion tipo lll del centisoma 63 dirige la exportaciéon de
varias proteinas como ATPasas, proteinas regulatorias y estructurales,
formadoras de canales, lipoproteinas, moléculas efectoras para células
hospederas, chaperonas, etc. Algunas de estas proteinas transitoriamente
ensamblan una estructura apendicular llamada invasoma, mientras otras
son translocadas en la célula hospedera donde ellas activan o interfieren
con las vias de transduccion de sefales célula hospedero conduciendo a

una variedad de respuestas. (9)

Estas respuestas son dependientes del tipo de célula infectada. En células
no fagociticas, Salmonella induce cambios en la membrana plasmatica de
la célula hospedera, y profundos rearreglos del citoesqueleto que se
parecen estructuralmente al rizamiento de membrana inducido por varios

agonistas, como hormonas, factores de crecimiento, etc. (9)

7. LA ISLA DE PATOGENICIDAD-1 (SPI-1)

La SPI-1 fue el primer locus mayor de patogenicidad descrito para
Salmonella. Fue encontrado en base a una propiedad fundamental, la
invasividad. La idea inicial fue identificar una mutante natural de S.
typhimurium que no invadiera células epiteliales en cultivo. Posteriormente,

se clond en un plasmido vector una mezcla de fragmentos del genoma de
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una cepa naturalmente invasiva (banco de genes), y se introdujo
(complementd) a células de la mutante, identificando un fragmento que
le conferia la capacidad invasiva. Asi se aislé un fragmento que contenia
genes de invasividad, que fue denominado invCBA. Posteriormente, se
realizd mutagénesis dirigida de este locus (o sitio del genoma) en la cepa
silvestre invasiva, con transposones (fragmentos de ADN que se insertan en
otro ADN causando su mutacion), confirmando que, al hacerlo, se
disminuia la capacidad invasiva. Esta regidn ha sido extensamente
estudiada y el numero de genes en él contenida se ha extendido a 30. Se

encuentra en el centisoma 63 y abarca 40 kb. (4)

Asi, los genes inv originales se han extendido a invJICBAEGFH, en donde la
mayoria forman parte de un sistema de secrecion tipo lll, y donde las
proteinas InvJ e InvH son secretados. Un sistema de secrecion tipo Il es,
esencialmente, uno que se activa por contacto de la bacteria con las
células hospedantes. Estos sistemas forman un puente de proteinas
(pudiendo ser en forma de aguja), a través del cual atraviesan moléculas
gue ejerceran un efecto sobre la célula hospedante. De hecho, por ello,
algunas de las proteinas del sistema de secrecion tipo Il forman parte de la
membrana interna y otras son exportadas. También participan en la
secrecion los genes spaSRQPO (denominados asi por su similitud con los
genes de otra bacteria invasiva, Shigella) y los genes sipADCB ("salmonella

invasion proteins"). (4)

El locus invC codifica para una ATPasa que aparentemente provee
energia para el proceso; y sptP codifica para una fosfatasa que actua
sobre las tirosinas de proteinas de la célula hospedante ("salmonella protein

tyrosine phosphatase"), alterando la transduccion de sefiales.
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De manera global, la bacteria busca a través de éste y otros sistemas,
alterar la célula hospedante (por ejemplo, una célula epitelial) a fin de
penetrarla, se ha observado, por ejemplo, que Salmonella causa un
fendbmeno de arrugamiento u oleaje, por desarreglos causados en el
citoesqueleto; para después ser engullido empezar a multiplicarse en un

compartimento vacuolar.(4)

Curiosamente, el gen regulador hilA fue descubierto independientemente
porque su sobre expresion conferia capacidad hiperinvasiva a la
Salmonella ("hyper invasive locus”). Se ha determinado que codifica para
un regulador que activa los promotores para los genes inv y spa, sip y org
("oxygen-regulated gene"). El locus invF, a su vez, codifica para un
regulador positivo para otros genes del locus. El locus sicA codifica para
una proteina chaperona ("salmonella invasion chaperone"), que actiua en
conjuncion con la proteina reguladora InvF. Los genes prgKJIH ("PhoP
repressed genes"’) son prendidos por la proteina HilA y apagados por la
proteina reguladora PhoP, la cual también tiene un efecto regulador
negativo sobre la expresion de hilA. La expresidon de HilA, a su vez, es

regulada positivamente por otro sistema regulador SirA/SirC.(4)
De esta manera, una secuencia de eventos podria ser:

a) Las proteinas SirA y SirC promueven la transcripcion de los locus

hilC y hilD, produciéndose las proteinas HilC y HilD.

b) Las proteinas SirA, SirC, HIIC y HiID se asocian a la ARN

polimerasa para prender la transcripcion de los genes orgA,

prg y hilA.

c) Las proteinas HilA y SirC se asocian a la ARN polimerasa para

transcribir a partir de los operones inv y sip.
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d) El aumento en la proteina PhoP inhibe la transcripcion de los
genes hilC y hilD, orgA vy prg, y hilA, causando una disminucién

de la proteina activadora HilA

e) El agotamiento de HiIlA causa el apagamiento de la

transcripcion en todo el sistema.

Este circuito ilustra como ha evolucionado un sistema de prendido y
apagado de genes en bacterias; y nos da la idea de cuan complejo
pueden ser los procesos de virulencia en Salmonella, sobre todo si

consideramos que hay muchos otros genes involucrados en patogénesis.

4)

H. BASES MOLECULARES DE Salmonella typhi

1. TAXONOMIA MOLECULAR

Se ha utilizado la electroforesis multiocus de enzimas para caracterizar
diferentes cepas bacterianas, incluyendo las de S. typhi. En este método se
separan por electroforesis los componentes de un extracto celular, bajo
condiciones que permiten el ensayo de la actividad de una bateria de
enzimas. Asi, la actividad de veinte o0 mas enzimas se asocia a la banda de
la proteina respectiva, que migra en el gel de acuerdo a su carga y
tamairo. Las variaciones en el genoma de la bacteria pueden reflejarse en
alteraciones en la migracion de alguna o mas enzimas (que representan

varios loci o genes), por lo que pueden obtenerse electroferotipos, o
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patrones de migracion especificos que permiten distinguir una cepa de
otra. De esta manera, se ha concluido que Salmonella typhi es de
naturaleza clonal, es decir que ha variado poco en la evoluciéon, al menos

con respecto a una serie de enzimas basicas de su metabolismo. (4)

Otra manera de clasificar a las bacterias es por electroforesis de campo
pulsante. En este método, se digiere el genoma de la bacteria con una
enzima de restricciOn que corta poco frecuente, es decir, que produce
fragmentos grandes de ADN (mayores a 20 kb o 20,000 pares de bases).
Estos fragmentos se separan por electroforesis en gel bajo un campo
eléctrico pulsado, lo que hace que el ADN tome diferentes orientaciones
alternas durante la migracion. Interesantemente, esta metodologia mostro
que el cromosoma de Salmonela typhi es mucho mas variable de lo que se
pensaba bajo el concepto de cepas clonales, habiéndose identificado
patrones de migracion electroforética comunes para cepas
correlacionadas geograficamente. También se observd que el cromosoma

fluctia en tamafio entre 3.96 y 4.92 Mb, o millones de pares de bases.(4)

El analisis de plasmidos o moléculas circulares de ADN con replicacion
autonoma al cromosoma, que se transfieren de manera horizontal entre
bacterias, y que codifican para resistencia a antibidticos o factores de
virulencia, ha revelado que la gran mayoria de las cepas de Salmonella
typhi carecen de ellos. Solamente las cepas con resistencia mdultiple a
antibidticos las poseen, y éstas han aparecido esporadicamente aunque
su presencia se ha incrementado en los ultimos afos. De esta manera, no
hay un método general de tipificacion de Salmonella por perfil de

plasmidos. (4)
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Las huellas genéticas de las bacterias, y de las salmonelas en particular, se
han generado por la hibridacion de fragmentos de ADN con sondas de
regiones o genes repetidos en el genoma, marcadas radioactivamente.
Los fragmentos de ADN se obtienen por el corte con enzimas de restriccion,
se separan por electroforesis a través de un gel y se transfieren a un papel

filtro.

De esta manera, se producen columnas con bandas de diferentes
tamafnos (o posicidbn en la columna) que distihnguen a una cepa en
particular; en un formato similar a una barra de identificacion en los
productos del supermercado. Para este propdsito se han utilizado genes
ribosomales, de los cuales hay siete copias, o de la secuencia de insercion
IS200, de la cual hay convenientemente mas de quince copias en el
genoma de S. typhi, aunque otros serotipos tienen un niumero menor de

copias.(4)

De manera similar, se han utilizado genes no repetidos para tipificar cepas
de Salmonella sp. y cepas de S. typhi, los cuales han incluido genes del
flagelo (fl)), de invasividad (inv), del antigeno capsular (via), del LPS (rfb),
de antigenos de superficie (omp), de proteinas de estrés (groEL), o de islas
de patogenicidad (SPI-1 y SPI-2). De hecho, estos estudios y la
caracterizacion de la secuencia nucleotidica de éstos y otros genes, ha
permitido determinar que las salmonellas pertenecen a un solo género,

Salmonella enterica, por su alto grado de conservacion genética.(4)
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2. ORGANIZACION DEL GENOMA

El paradigma de los genomas de bacterias entéricas es ciertamente el de
la Escherichia coli K-12, bacteria comensal que convive con el ser humano.
Actualmente, es el organismo mejor estudiado a nivel molecular, genético,
bioguimico vy fisiolégico. La estructura general del cromosoma y el orden
génico estan muy conservados entre Escherichia coli K-12 y S. typhimurium
LT2, aungue con algunas diferencias. Hay segmentos presentes en una
pero no en la otra bacteria y una inversion que abarca el 11% del genoma.
De hecho, en general, todas las salmonellas mantienen el mismo orden

génico que Escherichia coli K-12, pero con inversiones de segmentos varios.

(4)

El genoma de Salmonella typhi CT18 esta constituido por un cromosoma
circular de 4,809,036 pb, con un contenido de G+C de 52.09 %, mas dos
plasmidos: el pHCM1 de 218,160 pb, que codifica para resistencia multiple
a antibiéticos, y pHCM2 de 106,516 pb, que es criptico o de funcién
desconocida. Al igual que E. coli, contiene mas de cuatro mil genes.
Salmonella typhi constituye una excepcion a la conservacion del orden
cromosémico, porque presenta rearreglos mayores observados entre
diferentes aislados clinicos. Existen inversiones y transposiciones de grandes
segmentos, posiblemente promovidos por recombinacién homaéloga entre
genes ribosomales (rrn), y no se observan pérdidas, inserciones, o

duplicaciones de regiones cromosémicas. (4)

Otras variantes entre los genomas de las salmonellas incluyen la presencia
o0 ausencia de diferentes islas de patogenicidad y de operones para

fimbrias. (4)
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3. EL SISTEMA PHOP/PHOQ

El papel de este sistema en la virulencia se establecid, por primera vez,
cuando se probd la capacidad infectiva de diversas mutantes en genes
de reguladores ya caracterizados. Se encontr6 que una mutante en
phoPQ causaba una disminucién considerable en la virulencia, cuando la
Salmonella era inyectada intraperitonealmente. Es decir, la dosis letal
media (LD50), o la cantidad de bacterias de la mutante requerida para
matar a la mitad de una poblacién de ratones de laboratorio, era mucho
mayor que la que se requeria de la silvestre. El locus phoP/phoQ habia sido
descrito con anterioridad por su capacidad de regular una fosfatasa
acida; de ahi el prefijo pho (del inglés "phosphatase"), que curiosamente
no se regulaba por la presencia de cantidades bajas de fosfato, por lo que
se le considera una fosfatasa no-especifica cuyo papel en la fisiologia de

la bacteria es desconocido. (4)

Este es un sistema de dos componentes, en donde PhoP regula la
expresion de varios genes en el citoplasma, es decir, tiene un efecto
pleiotrépico. Algunos son apagados, los prg, como los descritos en la
seccion anterior, y otros son activados, los pag ("PhoP activated genes").
PhoP a su vez es activada por la fosforilacion proveniente de PhoQ, una
proteina de membrana interna que percibe sefiales del exterior. Una de las
seflales es la baja concentracion del ibn magnesio, la cual causa un
cambio conformacional en PhoQ con la consecuente fosforilacion de una
histidina de PhoP a partir del ATP (actividad de histidina cinasa). Mas aun,
se ha observado que este sistema se activa dentro de las vacuolas del

macrofago, en donde residen las salmonellas. Es asi que se postula que la
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bacteria mantiene prendidos los genes prg antes de invadir los
macrofagos, y por ello tienen un papel en este estadio; para después
apagarlos en cuanto se prende el sistema y, por consecuencia, activar a
los genes pag que tendrian un papel en los estadios tardios de la

invasion.(4)

4. OTROS LOCI DE PATOGENESIS

Se ha observado la presencia de varios operones o grupos de genes que
codifican para fimbrias, o estructuras proteicas en forma de espinas que se
proyectan hacia el exterior, que permiten a la bacteria adherirse a
diferentes superficies incluyendo células del hospedante. Salmonella typhi
contiene una porcion de estos operones como los Ipf (de "long polar
fimbriae"), los fim y agf. Otros operones fimbriales estan presentes en
serotipos de Salmonella frecuentemente aislados de animales

domeésticos.(4)

l. CARACTERISTICAS DEL GENOMA DE Salmonella typhi.

El fragmento 1.8 Kb Hin Il del ADN cromosdomico de Salmonella
typhimurium, fue utilizado para desarrollar puntas de prueba para la
deteccion de Salmonella en diferentes muestras ya sean alimentos o
muestras bioldgicas. Se examind seis puntas de prueba que tenian
secuencias dentro de este fragmento de 1.8 Kb, de las cuales sélo tres
fueron altamente especificas para Salmonella. Las otras tres puntas de

prueba (TS1, TS2, TS3) fueron encontradas inadecuadas porque se
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observaron reacciones falsas positivas con Escherichia coli y Citrobacter.
Estas reacciones cruzadas no fueron observadas utilizando los dos grupos
de primers BR-Sal A, BR-Sal B; BR-Sal |A, BR-Sal IB, utilizadas en esta técnica

molecular. (10)

Los primers BR-Sal A, BR-Sal B, son los primeros que actuan en la fase inicial
del Nested-PCR, siendo estos los que amplificaran la secuencia
cromosomica de Salmonella typhi, pero debemos tomar en cuenta que, la
bacteria en estudio, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, teniendo
cierta similitud en su secuencia cromosomica con Shigella, Escherichia coli,

y Citrobacter, pudiendo dar reacciones cruzadas con estas bacterias.

Los Primers BR-Sal 1A, BR-Sal IB, son mucho mas especificos ya que estos
amplifican el producto obtenido de la primera fase del Nested-PCR,
evitando las reacciones cruzadas con otras bacterias ya que su secuencia

es mucho mas especifica para Salmonella typhi.

Se puede realizar este tipo de pruebas que abarcan todos los tipos de
muestras obtenidas de seres humanos y de otros animales, incluyendo
fluidos corporales tales como orina, sangre, materia fecal, liquido
cefalorraquideo asi como tejidos solidos sin tener que pasar previamente

por cultivos del microorganismo.(10)
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J. IDENTIFICACION DE LA BACTERIA PRUEBAS BIOQUIMICAS

1. Agar triple azucar Hierro (TSI)

Determina la capacidad que tienen las diferentes enterobacterias de
fermentar un hidrato de carbono (glucosa, Sacarosa, y lactosa) o de
hacerlo simplemente a partir de uno o dos azucares.

La capacidad de formar hidrégeno sulfurado a partir de la reducciéon de

tiosulfato y la capacidad de producir gas o no. (11)

Cuando un microorganismo fermenta glucosa, entonces se observa la
superficie inclinada alcalina, es decir mantiene el color rojizo, pero en la
profundidad se torna &acida, (amarilla) indicando la existencia de
fermentacion de glucosa, y no de lactosa, también se observa la
produccion de sulfuro de hidrogeno que se observa en el fondo del

tubo.(8)

2. Lisina descarboxilasa (LIA)

Este agar lisina hierro, usado como ayuda para la identificacion de
Salmonela, la mayoria de las cuales son sulfuro de hidrégeno positivo,
como lisina descarboxilasa positivas. Un LIA con coloracibn negra en
profundidad y una superficie inclinada purpura indica virtualmente

especies de Salmonella. (11)
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3. Medio Sulfuro Indol Motilidad (SIM)

La capacidad que tienen algunas bacterias de poder formar sulfuro de
hierro, como consecuencia de la reduccién de tiosulfato a sulfuro de
hidrogeno, el cual funciona como sal férrica. También esta incluida la
capacidad de formar indol a partir del triptéfano y finalmente la presencia
0 ausencia de movilidad bacteriana. En este caso al afiadir el reactivo de
Kovac no se formard la produccion de indol, ya que Salmonella da

negativo para indol, pero positivo para la motilidad. (11)

4. Producciéon de Ureasa.

Los microorganismos que poseen la enzima ureasa hidrolizan la urea, con lo
cual se libera amonio y se produce un cambio de color rosado-rojo en el
medio. La especie de Salmonella tiene una reaccion negativa frente a este
reactivo, a comparacion de la especie de Proteus que da una reaccion

positiva. (8)

5. Prueba del Citrato.

Determinar la capacidad de un microorganismo para usar citrato de sodio
como unica fuente de carbono para el metabolismo y crecimiento. La
produccion de color azul en el medio indica la presencia de productos
alcalinos y un resultado positivo de la prueba de utilizaciéon de citrato de

Simmons. Salmonella generalmente da positivo para esta prueba. (8)
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K. NESTED PCR.

PCR interna o PCR anidada es una Técnica que comporta dos reacciones
en cadena de la polimerasa (PCR) sucesivas, con dos pares de cebadores
distintos, de tal modo que los cebadores utilizados en la segunda PCR
(internal o nested PCR) flanqueen una region gendmica amplificada en la

primera reaccion en cadena (external PCR).

El método de la PCR interna se utiliza sobre todo cuando se tienen
pequefas cantidades del ADN de interés o cuando se quieren evitar las
amplificaciones inespecificas que a veces se observan con la PCR clasica,
dado que en cada etapa se realiza un numero menor de ciclos. Aunque el
método en si comprende dos reacciones en cadena de la polimerasa
consecutivas, lleva el nombre de la segunda PCR (la internal PCR o nested

PCR) por ser esta segunda reaccion la que aporta el amplicén de interés.

En castellano es mas frecuente la denominaciéon «PCR anidada», donde el
adjetivo «anidado» se utiliza en sentido figurado como sinébnimo de
«interno», en referencia a los cebadores que se hibridan con regiones

internas del primer amplicon.(12)
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L. CUANTIFICACION DE ADN POR ESPECTROFOTOMETRIA

La determinacion de la cantidad de ADN extraida de una muestra por
cualquier técnica, tiene su importancia segun el uso que se la va ha dar a
la molécula, lo que hace que las técnicas de extraccion sean laboriosas y
delicadas.(13)

En técnicas de Biologia Molecular, como PCR y sus variantes, la cantidad
de ADN es de suma importancia, por la relacion estequiométrica que se
debe tener con respecto a los compuestos que permite estas reacciones;

una mala dosificacién hara que estas no se lleven a cabo.(13)

La cuantificacidon por espectrofotometria se basa en la espectrofotometria,
midiendo la densidad Optica a 260 nm, longitud de onda en la que el ADN
y RNA tienen la maxima absorbancia de luz; esté método es rapido y no
destructivo y se utiliza para determinar concentraciones menores a 2.5

ug/ml.(13)

Una desventaja de esta técnica es que no puede discriminar los tipos de
acidos nucleicos presentes, ni los nucleotidos sueltos en la muestra, es por
eso, gue se requiere de un ADN de alta pureza, que a veces no es posible

obtenerla. (13)

Para determinar la pureza del acido nucleico se efectua la relacion de
absorbancias a 260 nm y 280 nm, puesto que las proteinas tienen una
absorbancia maxima a 280 nm debido principalmente a residuos de
triptéfano, siendo la relacion aceptable de 1.65 a 1.85, un valor mas bajo

supone alta contaminacioén proteica, un valor alto supone una
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contaminacion con fenol, lo que caeria en una sobreestimacion de la

concentracion de ADN. (13)

M. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Dadas las variadas manifestaciones clinicas de las salmonelosis, la
confirmacion del diagnéstico de estas infecciones, requiere de métodos
microbiolégicos que permitan el aislamiento o identificacion del agente
causal o de pruebas serolégicas que facilitan reconocer anticuerpos

especificos presentes en el suero de los pacientes. (2)

1. Hemocultivo: es el procedimiento de eleccion, cuando se realiza
apropiadamente y en medios selectivos a base de Dbilis.
Coincidiendo con la fisiopatologia de la infeccion, son positivos
especialmente durante la primera semana de la infeccion; se
calcula que al final de la tercera semana de positividad solamente

alcanza un 50%.(2)

2. Mielocultivo: el cultivo del aspirado de médula 6sea se considera
como el mejor método para el aislamiento de salmonella en los
pacientes con fiebre tifoidea y paratifoidea. Aunque el
procedimiento produce una molestia transitoria, en general es bien
tolerado y los cultivos son mas rapidamente positivos. Pueden ser

positivos aun cuando los hemocultivos sean negativos.(2)

3. Coprocultivo: puede ser positivo desde el comienzo de la infeccion,
aunque su maxima positividad en la infeccidon aguda, se observa
durante la tercera semana. Es particularmente util para el control
postratamiento de los pacientes y para detectar los portadores

crénicos.(2)
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4. Cultivo de bilis duodenal: obtenido por aspiracidn o utilizando la
técnica que lleva un dispositivo en capsulas de gelatina. No es
superior al hemocultivo y con certeza no supera a la asociacion del

hemocultivo con el coprocultivo. (2)

5. Urocultivo: su valor diagndstico es muy limitado pues la bacteriuria no
es continua. Su maxima positividad esta en la tercera semana. La
Salmonella también puede ser aislada de otros productos como las
manchas rosadas o reoseolas tificas, de la secrecion bronquial, del

liquido articular, etc.(2)

N. DIAGNOSTICO SEROLOGICO
1. Reaccion de seroaglutinacion (Widal)

Es de poco valor como prueba diagnéstica. En la infeccidon no tratada
sOlo cerca del 50% de los pacientes pueden tener un aumento significativo
de las aglutininas contra el antigeno "O", en algin momento de la

enfermedad.

Las aglutininas contra el antigeno "H" no tienen valor diagndéstico aunque
puedan observarse titulos elevados de ellas. En muchos casos de fiebre
tifoidea no hay elevacion de los titulos de aglutininas durante el curso de la
infeccidon y en ocasiones se pueden observar elevaciones no especificas,

debido a reacciones cruzadas.(2)
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O. TRATAMIENTO

En la terapéutica de la fiebre tifoidea y las fiebres entéricas se deben

considerar:
a. El tratamiento antibacteriano especifico
b. Las medidas generales de soporte
1. Tratamiento especifico:

En la actualidad se dispone de varios antimicrobianos Uutiles para el
tratamiento de las infecciones pos salmonella, dentro de las cuales estan el
cloramfenicol, la ampiciina, la amoxiciina, el cotrimoxazol, las
cefalosporinas de tercera generaciobn, como la cefotaxina, Ila
cefoperazona, la ceftriaxona; y las fluoroquinolonas como la ciprofloxacina

y la ofloxacina.(2)

Cloramfenicol: continda siendo el medicamento de primera eleccion
para el tratamiento de las infecciones por S.typhi sensibles. Tiene muy
buena difusion tisular y bajo costo. La dosis diaria es de 50 mg/kg/dia
repartida en cuatro tomas. Se recomienda la administracion por 15 dias

mas a partir del momento de la apirexia. (2)

Ampicilina: tiene buena concentracion sanguinea y linfatica; cuando
se administra por via oral se concentra y elimina en forma activa por la

bilis. Dosis: 100 mg/kg/dia. Por 10 a 15 dias..(2)

Amoxicilina: del grupo de las ampicilinas, tiene la ventaja de tener
mejor absorcion, mayor concentracion y menores efectos
gastrointestinales que la ampicilina. Dosis: 100 mg/kg/dia, por 10 a 15
dias. (2)
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Cotrimoxazol: se utiliza en el tratamiento de fiebres entéricas incluida la

fiebre tifoidea. Los resultados han sido variables.

Fluoroquinolonas: varias de ellas han demostrado ser muy activas in vitro
contra salmonella, incluida la S.typhi. Dentro de éstas la ciprofloxacina
es una buena alternativa. La norfloxacina es util en el tratamiento de
portadores cronicos de S.typhi, observandose negativizacion de las
heces y la bilis en dosis de 400 mgs. Igualmente, ha sido utilizada la

ofloxacina en el tratamiento de los portadores cronicos.(2)

Cefalosporinas: dentro de éstas, las cefalosporinas de tercera
generacidon son las mejor estudiadas en el tratamiento de las
bacteremias y fiebres entéricas por salmonella, incluidas aquellas por
S.typhi. Los mejores resultados observados son los obtenidos con la

cefoperazonay la ceftriaxona. (2)

Corticoides: el uso de dosis elevadas de dexametasona en el manejo
de la fiebre tifoidea y solo debe ser usada en el tratamiento de la fiebre
tfoidea severa y en forma temprana. De ésta manera de

dexametasona puede reducir la mortalidad en forma importante.(2)
2. Medidas generales:

Dentro de ellas estan el reposo, los cuidados de enfermeria que permitan
mantener el control del estado de conciencia, la tensidn arterial, el pulso,
la diuresis, evitar las Ulceras cutaneas, las lesiones de la boca, los 0jos, o
detectar en forma temprana cualquier complicacion. Se deben mantener

una adecuada hidratacion y el control de liquidos y electrolitos.(2)
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No se recomienda el uso de la aspirina por el riesgo de producir hipotermia
profunda o hipotension; tampoco es recomendable el uso de
antidiarréicos pues la falta de motiidad intestinal puede producir

perforacion intestinal.(2)

P. TRATAMIENTO DE LAS COMPLICACIONES (2)

1. Recaidas: en la fiebre tifoidea se recomienda seguir un esquema
similar al del episodio agudo y la colecistectomia como medida

complementaria.

2. Enterorragias: dependiendo del volumen se trata con transfusion de

glébulos rojos y liquidos parenterales.

3. Perforacion: es la mas temida de las complicaciones. Usualmente se
requiere la administracion de otros antibidticos, tales como
aminoglucdsidos, cefalosporinas antipseudomonas, metronidazol y
de otras medidas para el control del choque séptico por la

peritonitis.

4. Abscesos: cuando estos aparecen es necesario drenarlos

quirdrgicamente.

5. Tratamiento de los portadores: se utilizan varios antibidticos dentro de
los cuales estan la ampicilina, la amoxacilina, y el sulfametoxasol -
trimetoprin. Se utilizan con éxito las quinolonas en especial la
ciprofloxacina y la ofloxacina. Es recomendable practicar la

colecistectomia.
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6. Prevencion: esta orientada en primer lugar al control y tratamiento
de las fuentes de agua y de los sistemas de abastecimiento, a través

de controles sanitarios apropiados, que garanticen su potabilidad.

7. Vacunas: En la actualidad existen dos: una para administracion oral
y otra parenteral. Estan indicadas para las personas que viajan a
regiones endémicas, para las que viven en regiones de alta
incidencia, para las que habitan en instituciones de condiciones
sanitarias deficientes y para los contactos caseros de los portadores
de S.typhi. Los refuerzos deben ser administrados cada cinco y tres

afnos para las formas oral y parenteral.
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1. OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL
Realizar la optimizacion de la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa Anidado (Nested - PCR), para la identificacion de
Salmonella typhi en sangre periférica humana.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar mediante cultivo microbiolégico y recuento en placa

la poblacion bacteriana inoculada en sangre periférica.

2. Optimizar la técnica de extraccion de ADN de Salmonella typhi a

partir de sangre periférica humana.

3. Cuantificar el ADN de Salmonella typhi extraido de sangre

periférica humana mediante espectrofotometria.

4. Optimizar el Nested- PCR para la identificacion de Salmonella

typhi en sangre periférica.
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IV. DISENO EXPERIMENTAL

Para la obtencion de resultados favorables el frabajo se realizo en dos
fases:

1. Primera fase .- Identificacion de la cepa de Salmonella typhi.

Obtencién de la cepa de Salmonella typhi
serotipificada

Aislamiento en agares selectivos
diferenciales

Confirmacién de la cepa con
pruebas bioguimicas.

2. Segunda fase.- optimizaciéon de las técnicas moleculares

Determinacion de poblacion bacteriana de
Salmonella typhi mediante recuento en placa

Contaminacién artificial de S. typhi de poblacién
conocida en 5 ml de sangre periférica humana .

Extraccién de ADN S. typhi a partir de
sangre periférica humana.

« ~

Cuantificacion de ADN por Cuantificacion de ADN por
electroforesis en gel de agarosa al 1% espectrofotometria.

Optimizacién de Nested-PCR para
identificacién de Salmonella typhi a
partir de sangre periférica.
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A. CEPA

Se utilizd una cepa de Salmonella typhi serotipificada, que fue
proporcionada gentimente por el Instituto Nacional de Laboratorio en
Salud INLASA.

B. PRUEBAS BIOQUIMICAS

A la cepa obtenida, se le readlizaron pruebas bioquimicas para la
confirmacién de Salmonella typhi, dando las caracteristicas propias de

este microorganismo. (Anexo 1)

C. PREPARACION DE LAS DILUCIONES

De la cepa control, se tomo un indculo de 1 colonia y se llevo a 10 ml de
caldo BHI, se incubo por 24 hrs a 37°C. Esperando la fase logaritmica de la
bacteria, luego se realizaron diferentes diluciones usando como diluyente
agua de peptona 0,1%, se utilizaron las diluciones 104, 105, 106, 107 y 108

para realizar la contaminacion en sangre periférica humana.

D. MUESTRAS
Para la realizacion del presente trabajo se utilizd 5 mL de sangre periférica
humana con 200 ul de EDTA. A cada muestra sanguinea se contamind con

1 ml de la suspension bacteriana preparada en agua de pept ona al 0,1%

correspondiendo a las diluciones realizadas.
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E. DETERMINACION DE LA POBLACION BACTERIANA POR RECUENTO EN
PLACA

El agar PCA (Agar peptona de caseina-glucosa-extracto de levadura), es

un medio de cultivo de sustancias inhibidoras y de indic adores (8).

Se utilizd el medio PCA (Plate count agar), para realizar el recuento de
colonias, de las diluciones realizadas se sembrd 1 ml de cada una de las
diluciones en diferentes cajas petry que contenia el medio Plate count,
esto para determinar la cantidad exacta de bacterias en un mililitro de las

diluciones.

F. CONTAMINACION EN SANGRE PERIFERICA

La contaminacion se realizd en 5 ml de sangre periférica humana, que
contenian 200 ul de EDTA, a las que se adiciond 1 ml de cada dilucién de

la suspensidon bacteriana, y se tomd 1 ml para la extraccién de ADN.

G. EXTRACCION DE ADN DE Salmonella typhi A PARTIR DE CULTIVO.

Se aislaron colonias de Salmonella typhi, para ello se sembraron en agares
diferenciales que contengan fuentes de sulfuro de hid régeno, como Agar

XLD y Agar S-S.
Se utilizaron diferentes protocolos para obtener el ADN cromosdmico de

Salmonella typhi, de cultivos puros de la bacteria utilizados como cepa

control para la extraccion de ADN.
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1. Variante A

Se identificaron los tubos eppendorf para la extraccion, se anadid 1 ml de
agua estéril, se transfirieron al eppendorf 3 colonias de Salmonella typhi
sembradas en medio XLD e incubadas a 35°C por 24 horas, se procedid a
mezclar por pipeteo, luego se llevd aincubar por 10 minutos a 95-100°C, se
centrifugd a 12 000 rom por 5 minutos, se retird el sobrenadante a otro
eppendorf estéril e identificado y se guardo a -20°C.

Se realizd una corrida el gel de agarosa al 1%, utilizando tampdn TBE 1x
para la corrida electroforética, durante 30 minutos a 350 mA, y a un voltaje
de 105 v/cm.

2. Variante B.

Se identificaron los tubos eppendorf estériles, se anadié 1 ml del caldo BHI,
que contenia a Samonella typhi a 35°C por 24 horas; luego se llevo a
incubacion por 10 minutos a 95 - 100°C, controlando esta temperatura con
un termémetro, se centrifugd a 12 000 rom por 5 minutos, se retird el
sobrenadante a otro eppendorf estéril e identificado y se guardd a -20°C.

Se realizd la corrida electroforética para observar el ADN.

3. Variante C

Se identificaron los tubos eppendorf estériles, al tubo se anadid 300 ul de
PBS y 3 colonias de Salmonella typhi sembradas en medio XLD e incubada
a 35°C por 24 horas, se homogenizd vy se centriftugd a 12000 rom por 2
minutos, se desechd el sobrenadante, se resuspendid el precipitado con

300 ul de PBS, se homogenizd y se centrifugd a 12 000 rom por 2 minutos, se
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resuspendid el precipitado con 300 ul de agua estéril, se incubd por 10
minutos a 100°C controlando la temperatura con termdém etro, se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se centrifugd a 12 000 rom por 2 minutos,
el sobrenadante se transfirid a ofro eppendorf estéril, y se conservdé a -20
°C.

Se realiz6 la corrida electroforética en gel de agarosa al 1 % para

determinar la existencia de ADN de la bacteria.

.  CUANTIFICACION DEL ADN DE Salmonella Typhi, POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Para la realizacion de la cuantificacion del ADN de Salmonella typhi, se
utilizaron cubetas de cuarzo, con capacidad de 1 ml, se utilizo un
espectrofotdmetro y se realizaron lecturas a 260 nm y a 280 nm, para
realizar la cuantificacién del ADN de la bacteria, y la cantidad de

proteinas existentes de la extraccion.

Para esta cuantificaciéon se anadié 995 ul de agua tridestiada con 5 ul de
la muestra para llegar a un volumen final de 1000 ul, en la cubeta de
cuarzo con capacidad de 1 ml. Se utilizé como blanco reactivo agua
tridestilada estéril y se procedié a la lectura de las absorbancias a una

densidad optica de 260 nm y de 280 nm.
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J. REALIZACION DEL NESTED -PCR PARA Salmonella typhi

1. Preparacion de la mezcla principal de reactivos

Se realizé en el cuarto blanco (Anexo 2), que es un ambiente estéril.

A fravés de cdiculos realizados se obtuvieron las cantidades exactas de
cada uno de los reactivos para un volumen final de 25 ul.

Antes de realizar la Mezcla de reactivos, se irradié el cuarto blanco con luz
UV, para la descontaminacion del material a usar, como ser: fips, gradillas,

gorro, guantes, mangas, barbijo, micropipetas y tubos PCR.

Para la identificacion de ADN de Salmonella typhi, se realiza en dos partes
ya que en eso consiste el Nested-PCR, en la primera etapa se realiza la
amplificacion del ADN cromosdmico de la bacteria, utilizando para este
caso, los primeros cebadores que amplificaran al ADN de Salmonella typhi,
es decir BR Sal A, BR Sal B, en la segunda etapa se utiliza otra Mezcla de
reactivos pero esta vez la muestra a amplificar es el resultado de la primera
amplificaciéon realizada anteriormente en la primera etapa, los ceba dores
utilizados en este caso son diferentes a los utilizados en la primera etapa los
cebadores son BR Sal T A, BR Sal 1B.

Los Cebadores BR-Sal A y BR-Sal B, amplificardn en una primera etapa el

ADN cromosémico de Salmonella typhi, de las muestras extraidas, estos

Cebadores fienen la siguiente secuencia.
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Tabla 3. Secuencia de los cebadores BRSal A, BRSal B

Cebadores Secuencia
BR- Sal A S ACG GTTGITTAG CCT GAT AC?®
BR -Sal B 5 CTG GAT GAT ATG GAA GAA TG?

Para la segunda etapa se requieren de los Cebadores BR-Sal 1A y BR-Sal
1B, que serdn los que amplificardn el producto obtenido de la primera

etapa, estos cebadores tienen la siguiente secuencia.

TABLA 4. Secuencia de los cebadores BRSal 1A, BRSal 1B

Cebadores Secuencia
BR-Sal1A 5 GITCGG CATTGTTATTIC T3
BR-Sal 1B 5 CTC AGG GTC ATC GTT ATT C?3

Los primers BR-Sal A, BR-Sal B, son los primeros que actian en la fase inicial
del Nested-PCR, siendo estos los que amplificardn la secuencia
cromosdmica de Salmonella typhi, pero debemos tomar en cuenta que, la
bacteria en estudio, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, teniendo
cierta similitud en su secuencia cromosémica con Shigella, Escherichia coli,

y Citrobacter, pudiendo darreacciones cruzadas con estas bacterias.

Los Primers BR-Sal IA, BR-Sal IB, son mucho mas especificos ya que estos
amplifican el producto obtenido de la primera fase del Nested -PCR,
evitando las reacciones cruzadas con otras bacterias ya que su secuencia

es mucho mas especifica para Salmonella typhi.
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Se debe tomar en cuenta que para la readlizacion de la Mezcla de
reactivos necesitamos las concentraciones y los volUmenes exactos de

cada uno de los reactivos, para obtener un éptimo resultado.

TABLA 5. Protocolo para la realizacion de la Mezcla principal

de reactivos para la primera y segunda etapa.

REACTIVO | CONCENTRACION | CONCENTRACION | VOLUMENPOR

INICIAL FINAL POR TUBO TUBO
Buffer 10x 10 x 1 x 2.5 ul
dNTPs 5 mM 0.2 mM 1 ul
Cebador 1 10 UM 0.4 uM 1 ul
Cebador 2 10 UM 0.4 UM 1ul
Mg Cl2 25 mM 2.5 mM 2.5 ul

H20 - - 14.375 ul

Taq 5 U/ul 0.025 U/ul 0.125 ul

Una vez readlizada la mezcla de los reactivos para el Nested PCR se anadid
un volumen de 11.25 uL de la mezcla principal (Mix), a cada tubo,
identificado anteriormente para cada muestra, luego se anadid 1.25 ulL de
la extraccion de ADN realizada, se utilizaron controles de agua del cuarto
blanco, y el cuarto gris (Anexo 2), para determinar si existe contaminacion
de estos ambientes, también se utilizaron controles negativos de ofras
extracciones de bacterias diferentes a Salmonella typhi, en este caso se
utilizd ADN de Mycobacterium tuberculosis y control positivo para realizar la

comparacion de las bandas obtenidas del ADN.
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Para la realizacion de la segunda etapa se realizo de la misma manera
que en la primera etapa pero con la diferencia que se utilizaron otros los
segundos cebadores y la muestra a amplificar era el producto de la

amplificacion de la primera etapa.

En la realizaciéon del Nested-PCR se requirieron de diferentes ciclos, para
cada etapa, asi como existe diferencia en el tiempo y en la temperatura
de cada una de las etapas de amplificacion, para la obtencién final de un

producto que podrd ser observado posteriorme nte.

TABLA 6. Temperatura y tiempo de reaccion de los cebadores
BR-Sal IA y BR-Sal IB utilizados en la primera etapa por la
técnica de Nested — PCR.

Cebadores BR-Sal IA y BR-Sal
B Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion 5 min. 94 °C
2 min. 94 °C
35 ciclos 20 seq. 57 °C
1 min. 72 °C
Extension final 7 min. 72 °C
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TABLA 7. Temperatura y tiempo de reaccion de los cebadores
BR-Sal TA y BR-Sal 1B utilizados en la Segunda etapa por

la técnica de Nested — PCR.

Cebadores BR-Sal 1A y BR- Tiempo Temperatura
Sal 1B
Desnaturalizacion 5 min. 95°C
30 seg. 94 °C
20 ciclos 1 min. 54 °C
1 min. 72 °C
Extension final 5 min. 72 °C

2. Siembra de los productos obtenidos

Posteriormente a la preparacion de la Mezcla de reactivos, para la
realizaciéon de la segunda parte del Nested PCR se sembraron los
productos obtenidos anteriormente en la primera etapa con un volumen
de 2.5 ul en cada uno de los tubos eppendorf que contenia ya la segunda
Mezcla, para realizar la segunda parte del Nested PCR, esta siembra se

realizd en el cuarto gris. (Anexo 2)

3. Amplificacion de las extracciones de ADN
Se procedié a la realizacion del Nested-PCR, en el Termociclador Perkin
Elmer 9600. El gen que amplifican los cebadores de Salmonella se

encuentra en el fragmento 1.8 Kb Hind Il del ADN cromosomal de la

bacteria.
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Aproximadamente el fiempo que tarda la amplificacion, tanto en la
primera etapa, como en la segunda etapa, son diferentes, en la primera
etapa tarda 3 horas y media, para obtener el producto inicial, en la
segunda etapa el fiempo de duracidbn en el termociclador es

aproximadamente de 1 hora y media para la obtencion del producto final.

4. Revelado de los productos obtenidos de la amplificacion

El revelado de las muestras se realiza en el cuarto negro, para ello se
prepard un gel de agarosa al 1.5%; la cantidad suficiente para todas las
muestras a revelar, a la agarosa se anade TBE 1X para que se disuelva, se
llevé al microondas para que termine de disolverse la agarosa, se esperd a
que enfrié¢ un poco a temperatura ambiente y se anadi® Bromuro de

etidio, por cada 25 ml de TBE se anade 1 ul de Bromuro de etidio.

Una vez que gelifica, el gel de agarosa, se procedié a sembrar las muestras
obtenidas del producto final de la amplificacion de la extraccion de ADN
de las colonias, cada una de las muestras se mezclaron con azul de bromo
fenol, la cantidad del amplificado que se utilizd es de 10 a 15 ul para el
sembrado, se realiza la electroforesis a 350 mA, 30 minutos a un voltaje de
105 v/cm.

Después de la corrida electroforética se procedié a la observacion de los
productos finales amplificados, en el gel de agarosa mediante el
transluminador Ultra violeta, que nos ayudan a la observacion de las

bandas de ADN amplificadas.
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5. Readlizaciéon de la extraccion de ADN de Salmonella typhi a partir de

Sangre periférica

5.1 Ensayo 1

Se utilizé la cepa de S. typhi, sembradas en medio Mc Konkey e incubadas
a 37°C por 24 horas, se anadieron 2 colonias de la bacteria a un tubo que
contenia 3 ml de agua estéril, se realiz 6 una comparacion con la escala de
Mc Farland, hasta obtener el rango 0.5 que equivale aproximadamente 1.5
a 2X108 bacterias/ml proporcionado por INLASA para referencia

bacterioldgica y clinica.

A partir de esta concentracion se realizaron diluciones de | a suspensidon
bacteriana, hasta obtener la concentracién de 10! bacterias/ml es decir,
107, 108, 107, 10¢, 105, 104, 103, 102, 10!.

Se utilizaron las diluciones 108, 103, 102, 101, de las suspensiones bacterianas,
de cada una de estas diluciones se anadid 100 ul a tubos que contenian

5 ml de sangre periférica con EDTA, se anadié a cada tubo con la mezcla
de sangre mas la dilucion, 5 ml de agua estéril, se centrifugd a 3.500
rom/10 min. Se desecho el sobrenadante y al sedimento se resuspendid
conl ml de agua estéril, se tfransfirid 1 ml de esta mezcla a un eppendorf
estéril, y se anadio 200 ul de la solucion G (NaOH 2,5%, N-acetil cisteina all
1.5 M), se incubd por 10 min/100°C, se centrifugd a 12.000 rom/5 min, se
desecho el sobrenadante y se resuspendid el pelet con 500 ul de la

solucion Tris 50mM, luego centrifugd a 12.000 rom/5min.
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Se desecho el sobrenadante y al precipitado se anadié 50 ul de agua
estéril, se anadié 50 ul de cloroformo, y centrifugo a 14.000 rom/5min, se
alicuotd el sobrenadante a otro tubo eppendorf estéril sin tocar la interfase

y guardd a -20°C.

5.2 Ensayo 2

De la misma manera que el ensayo anterior se realizaron las diluciones a
partir de solucidbn mas concentrada comparada con la escala de Mc
Farland de 0.5 que equivale aproximadamente 1.5 a 2X108 bacterias/ml
proporcionado por INLASA para referencia bacterioldgica y clinica, de
cada dilucién que contenia a la bacteria se anadié un volumen de 100 ul
a 2.5 ml de sangre periférica, pero esta vez, cada muestra contenia 2.5 de

EDTA- Guaniding, es decir una relacidén volumen/volumen.

Se dlicuoto de la mezcla de sangre periférica con la dilucion realizada de
la bacteria, 200 ul a un eppendorf estéril e identificado, se incubo a 100°C
por 10 min controlado por termdmetro. Se anadid posteriormente fenol-
cloroformo, en relacién al volumen de la muestra sanguinea, es decrr,
volumen/volumen, en el eppendorf, se centrifugo a 12 000rpm/5min, se
saco el sobrenadante a otro tubo y al remanente se anadid 150 ul de agua
destilada estéril, centrifugar a 12 000 rom/5min, se separd la fase acuosa y
se anadid la anterior solucion, Anadir 200 ul de cloroformo -alcohol
isoamilico, centrifugar a 12.000rpm/3min, se recupero la fase acuosa a otro
eppendorf, se anadid 400 ul de etanol absoluto frio y 20 ul de acetato de

sodio a pH 4.8, Guardar a -20°C toda la noche.
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Al dia siguiente, se centrifugo a 12 000rom/10 min, se anadid 50 ul de
etanol al 70%, centrifugar a 12 000rpm/10 min, decantar el sobrenadante,
dejar evaporar el etanol a temperatura ambiente, finalmente se recupero

el sedimento en 20 ul de agua destilada estéril, y guardar a -20°C.

5.3 Ensayo 3

Se realizaron las diluciones, a partir de caldo BHI, inoculado con una cepa
de S. typhi, para las diluciones se utilizé agua de peptona 0, 1% en un
volumen de 10 ml, se fransfirid a un tubo 1 ml de la dilucién preparada y a
partir de este se realizaron las restantes diluciones, se hicieron diluciones
1/10.

Se utilizaron las diluciones 10-4, 105, 10¢, 107, 108, de estas diluciones se
contaminaron a 5 tubos que contenia 200 ul de EDTA y 5 ml de sangre
periférica humana, con 1 ml de la dilucion , y se procedidé a la extraccion
de ADN, anadiendo 5 ml de agua estéril, centrifugando a 3.500rpm/10 min,
desechar el sobrenadante, al remanente se r esuspendié con 1 ml de agua
estéril, se alicuotd de esta resuspensidon 1 ml a un tubo eppendorf estéril, se
anadié 200 ul de la solucidn G (NaOH 2,5%, N-acetil cisteina al 1.5M ), vy se

prosiguid con el protocolo del ensayo 1 a partir de esta solucion.
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5.4 Ensayo 4

De una cepa de Salmonella typhi, sembrada en medio XLD a 37°C por 24
Horas, se contamind con una colonia a 5 ml de sangre periférica con 200 ul
de EDTA, luego se anadid 5 ml de agua destilada estéril, se centrifugd a

3.500 rom/10 min. Se desecho el sobrenadante y al sedimento se

resuspendid conl ml de agua estéril, se tfransfirid 1 ml de esta mezcla a un
eppendorf estéril, y se anadié 200 ul de la solucion G 1 (NaOH 2,5%, N-acetil
cisteina al 1.5 M), se incub6 por 10 min/100°C, se centrifug ¢ a 12.000 rom/5
min, se desecho el sobrenadante y se resuspendid el precipitado con 500 ul

de la solucidn Tris 50mM, luego centrifugd a 12.000 rpm/5min.
Se desecho el sobrenadante y al precipitado se anadié 50 ul de agua
estéril, se anadid 50 ul de cloroformo, y centrifugo a 14.000 rom/5min, se
alicuotd el sobrenadante a ofro tubo eppendorf estéril sin tocar la interfase
y guardd a -20°C.

K. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Salmonella typhi

1. Obtencidn de la cepa control

La cepa de referencia serofipificada fue otorgada gentimente por el

Instituto Nacional de Laboratorio en Salud INLASA.
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2. Siembra de la cepa control en medios de cultivos selectivos

La cepa serofipificada fue sembrada en medios de cultivo selectivos agar
Salmonella- Shiguella (S-S), agar xilosa - lisina — desoxicolato (XLD), vy

posteriormente incubados a 37°C por 24 Hrs.

3. Pruebas Bioquimicas
Se realizaron las pruebas bioquimicas, aislando 1 colonia a partir del agar
XLD vy SS, se sembraron en agar TSI (agar hierro friple azdcar); LIA (Agar

Lisina hierro), Caldo urea, SIM (Sulfuro Indol Motilidad), y finalmente agar

Citrato de Simmons (Anexo 1).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

A. CULTIVO
1. CEPA DE REFERENCIA

La cepa de referencia de Salmonella typhi, serofipificada y obtenida del
cepario del Instituto Nacional de Laboratorio en Salud (INLASA), fue
sembrada en medios de cultivo selectivos diferenciales, pasando

posteriormente a ser confirmada por pruebas bioquimicas. (Anexo 2)
Los resultados obtenidos a través de las pruebas bioquimicas nos dio la
confirmacién de la cepa de referencia identificada como Salmonella,
utilizdndola para la realizacion de esta inv estigacion.

2. RECUENTO DEL NUMERO DE BACTERIAS EN LAS DILUCIONES
Se partié de cultivos en fase logaritmica de Salmonella typhi sembrada en

caldo BHI e incubada a 35° C durante 24 horas, al cabo de este tiempo

obtuvimos una poblacién de 109 Bacterias.
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TABLA 8. Determinacion de las diluciones iniciales en relacion a la

correspondiente dilucion de bacterias/mL

Correspondencia | Relacion de bacterias /mL en
en diluciones cada dilucién
1/10 para cada
tubo
107 10 = mas concentrada
108 101=1
107 102=0,1
10¢ 103=0,01
105 104= 0,001
104 10-5=0,0001
103 10-¢=0,00001
102 107=0,000001
10 10-8=0,0000001

Para determinar el nUmero de bacterias que existian en las diluciones
utilizadas en la contaminacion de sangre periférica, se realizaron recuentos
en agar plate count (PCA), en la tabla 9 se muestra los resultados

obtenidos del recuento de las placas de PCA.

TABLA 9. Relacidon del NUmero de colonias en cada una de las

diluciones obtenidas del recuento en PCA.

Diluciones |colonias en Tml
104 5882
10-5 1794
10-6 130
107 15
10-8 3
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En las placas de PCA después de la incubacion por 48 horas a 35°C, se

observo el crecimiento de dos fipos de colonias pequenas y grandes

ambas de color blanguecino, que tenian la forma de granulos de arroz, a
cada colonia se realizaron pruebas biogquimicas confirmando a ambos

tipos de colonias como Salmonella typhi.

Las colonias grandes se observd que crecian en la superficie del agar,
mientras las colonias pequenas crecieron dentro del agar, posiblemente,

inferrumpiendo el crecimiento de estas colonias.

Este recuento se realizd con el fin de determinar la cantfidad de bacterias
que se tendrian por 1 ml de la suspension, teniendo en cuenta que se
alicuoté 1 ml de la dilucidn infectando con esta misma cantidad a 5 ml

de sangre periférica humana, determinando asi, el nUmero de bacterias

que se tendria en cada contaminacién en sangre. Esto permitid

contaminar las muestras de sangre con una poblacién conocida.

Tomando en cuenta las diluciones y los recuentos de colonias
determinamos que existe relacion en el descenso de las diluciones y la
cantidad de colonias encontradas en cada dilucion, dando un coeficiente

de correlacion de 0.978 (Anexo 5).
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B. OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION DE ADN DE Salmonella
typhi

1. EXTRACCION DE LA CEPA DE REFERENCIA.

En las variantes utilizadas para la extraccion de ADN de Salmonella typhi,
las variantes A y B, no dieron buenos resultados una vez realizada la corrida
electroforética no se observa ningun result ado en el gel de agarosa, esto
puede deberse a que la extraccion realizada no fue la debida y los
volUmenes de las extracciones eran demasiado pequenos, por ofro lado,

puede deberse a que en las muestras habia demasiadas proteinas.

La Variante C, donde utilizamos PBS, y las colonias de Salmonella typhi, en
fase logaritmica, se obtuvo mejores resultados, en la realizacion de la
electroforesis para verificar la existencia de ADN se obtuvo la presencia de
manchas que podria ser el ADN de la bacteria, esto fue confirmado en la

amplificaciéon de ADN de la bacteria.

2. EXTRACCION DE ADN DE Salmonella typhi EN MUESTRAS A PARTIR DE
SANGRE PERIFERICA HUMANA

En la realizacion de los ensayos 1y 2 (pag. 51 y 52) no se obtuvieron
buenos resultados el problema podria radicar en las diluciones que se
realizaron utilizando agua destilada estéril, siendo esta una solucidn
hipotdnica, lisando a la bacteria; al realizar las diluciones posiblemente no
se llevaba a la bacteria hasta la Ultima diluciéon. Por otro lado el volumen,

al realizar las diluciones, era minimo siendo este poco confiable para una

63



Universidad Mayor de San Andrés Lenny Ingrid Bacarreza Alba
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas

adecuada suspension bacteriana y llegar a la poblacidon bacteriana

deseada.

En el segundo ensayo, utilizando el anticoagulante EDTA - Guanidina, se
realizd de la misma forma que en el primer ensayo, la realizacion de las
diluciones, sin tomar en cuenta que la bacteria podria estar lisada y sin
viabilidad dando un resultado nulo para la cuantificacion por electroforesis

en gel de agarosa.

Para el tercer ensayo, ya se tomaron en cu enta estos factores, y se trabajo
con medios de conservacidon para las bacterias, tanto para la fase
estacionaria de partida, que fue el caldo BHI, como para las suspensiones
bacterianas diluidas, para ello la utilizacidon de agua de peptona al 0.1%
fue de mucha ayuda conservando a la bacteria viable vy revivificdndola

para continuar el proceso.

Para evidenciar la existencia de ADN se realizd electroforesis en gel de
agarosa al 1%, obteniéndose resultados positivos con una cantfidad

apreciable de ADN que luego fue cuantificado por espectrofotometria.

Realizando de la misma manera las extracciones, en el cu arto ensayo
obtuvimos resultados muy favorables mediante la observacion de gel de
agarosa utilizando una colonia para la contaminacion en sangre periférica
humana extraida, ya sea purificando la extraccion los resultados fueron

optimos.
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Se debe tomar en cuenta la realizacién de una 6ptima extraccion de ADN
ya que en este tipo de contaminaciones con liquidos bioldgicos, en este

caso sangre periférica humana, contiene bastante cantidad de proteinas

y tomando en cuenta la interferencia de la hemoglobina para el PCR, la
extraccion de las muestras debe ser un paso fundamental y el mejor
realizado para la obtencion de resultados confiables obteniendo un ADN lo

mas purificado posible.

3. CUANTIFICACION DE ADN DE Salmonella  typhi POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Para la realizacion de la cuantificacion, se utilizaron cubetas de cuarzo con
capacidad de 1 ml, realizando la lectura de las absorvancias a diferentes
longitudes de onda, a 260 nm para determinar la canfidad de ADN
obtenido de las exiracciones, y la otra absorbancia a 280 nm para
determinar la cantidad de proteinas que podrian causar algun fipo de

interferencia en la realizacion del PCR.

En la tabla 10 se observan los resultados obtenidos de la medicidn por

espectrofotometria
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TABLA 10. Lectura de las absorbancias de la primera extraccion a

partir de sangre periférica

Poblacion |Lectura de las Correspondencia
. . de las
Bacteriana | absorbancias .
o e absorbancias a
en diluciones a 260nm
[ug/ml]
10-4 0.0241 2.14%10 4
10-° 0.0121 1.21%10 4
107 0.0069 6.9%10 4
108 0.0008 8*10 +4

En la tabla 10, se observa una menor cantidad de ADN, determinando
que la extraccién haya sido defectuosa, tomando en cuenta la cantidad
de proteinas, en este ensayo no se realizaron purificaciones del ADN
(Anexo 4), por la poca cantidad de ADN obtenido, determinando que a la
solucion mas diluida solamente se obtenia una concentraciéon de ADN de

8*10-4 ug/mL.

En esta segunda medicion de las absorvancias ya se tomaron en cuenta
varios factores como ser la purificaciéon del ADN extraido (Anexo 4), con
etanol e hidratado con agua tridestilada, obteniendo resu Itados mostrados

enlatabla 11.
Se realizd los cdlculos de las absorvancias obtenidas y se las transformd a

concentraciones en ug/ml, (Anexo 3), que se observa los resultados en la

siguiente tabla.
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TABLA 11. Determinaciéon de las absorvancias en una segunda

exfraccion de ADN de Salmonella typhi.

Poblacion |Lectura de las Correspondencia
. . de las
Bacteriana | absorbancias .
o s absorbancias a
en diluciones a 260nm
[ug/ml]
10-5 0.0187 1.87%10 +4
10-¢ 0.0170 1.70%10 +4
107 0.0095 9.5%10 +4
108 0.0082 8.2%10 +4
109 0.0072 7.2*%10 4
1 Colonia 0.0278 2.78*%10 4

En esta tabla se observa la medicion del ADN purificado en ug/ml,
observando la obtencidn de una mayor cantfidad de ADN extraido,
tomando en cuenta que, en cada dilucion la concentraciéon de ADN va

descendiendo en relacion con las diluciones realizadass.

Del mismo modo se hizo la medicion de la exiraccion de ADN,
contaminando con una colonia de Salmonella typhi en 5 ml de sangre
periférica humana, pero a esta extracciéon no se hizo ninguna purificacion,
comparando, con la extraccién de la colonia purificada, se obtiene una
mayor cantidad de ADN pero asi mismo hay una importante cantidad de
proteinas, esto puede deberse, a que en sangre periférica hay mayor
cantidad de proteinas propias de este liquido bioldgico, por otro lado, el
caldo BHI que fue el punto de partida, tenia bastantes nutrientes para el
crecimiento de la bacteria pudiendo contaminarse con esas proteinas del

medio de cultivo.

67



Universidad Mayor de San Andrés Lenny Ingrid Bacarreza Alba
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas

C. OPTIMIZACION DE LA TECNICA NESTED-PCR PARA LA
IDENTIFICACION DE Salmonella typhi

1. OBTENCION DE ADN EXTRAIDO DE LA CEPA CONTROL DE Salmonella
typhi.

Al concluir la técnica del Nested PCR en el termociclador Perkin ElImer 9600,
se procedid al revelado de la amplificacion obtenida de las muestras de
ADN de Salmonella typhi, el revelado se realizo en el cuarto negro y se
observo en el fransluminador de luz ultravioleta, ddndonos como resultado
bandas de 282 pb, estas bandas son el resultado de la amplificacién de los
Cebadores BRSal TA, y BRSal 1B, utilizadas en la segunda Etapa, por otro
lado la formacién de bandas con un peso molecular de 526 pb que son el
resultado de la amplificacion de los cebadores BRSal A, y BRSal B, utilizadas

en la primera etapa.

En nuestros resultados se observa en la fotografia 1, los pozos 4, 5, 6, donde
obtuvimos las bandas respectivas a 282 pb de Salmonella typhi, en el
pocillo 7 se encuentra la extraccion en medio BHI, en el pocillo 8 se
encuentra el marcador de peso molecular. Obteniendo de la misma

manera la banda de 526 pb.
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FOTO 1. Fotografia de las controles positivos obtfenidos de

cepas puras de Salmonella typhi

Egzdg de Marcador de
P Pesn Molectilar
Banda de
> 282 pb

Pocillo 1 se encuentra el control de agua del cuarto blanco, en el pocillo 2 control de
agua del cuarto gris donde se realizaron | as extracciones, el 3 pocillo corresponde a un

control negativo, utilizando para este caso A DN de Mycobacterium tuberculosis.

2. OBTENCION DEL ADN DE Salmonella typhi EXTRAIDA DE MUESTRAS DE
SANGRE PERIFERICA.

En los resultados obtenidos de la primera amplificacidn no se obtuvieron
buenos resultados ya que pudo existir la inhibicion de la reacciéon,
posiblemente por la mayor cantidad de proteinas existentes en sangre
como la hemoglobina de las muestras, para los siguientes PCR se tuvo en

cuenta estos factores.

En la fotografia 2 se observa en el pocillo 2 la banda de 526 pb

correspondiente a la amplificacion del ADN extraido de 1 colonia sin
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purificar, en los pocillos 5y 7 las bandas de 282 pb, que corresponden a las

diluciones 10-¢y 108 UFC, que son las muestras con una mayor dilucion, en

los pocillos 3, 4, 6, se encuentran las diluciones 104, 105, 107, que se
inhibieron posiblemente por la intervencion de proteinas propias de la
sangre como ser Hemoglobina que inhibe al PCR. El pocillo 8 se encuentra

el marcador de peso molecular.

FOTO 2. Fotografia de las muestras de sangre periférica

contaminadas con Salmonella typhi

Bandade Marcador de
526 pb peso molecular
Banda de
282 pb

Pozo1 Control Negativo, pozo 2, 1 colonia, pozo 3, 4, 6 diluciones 104, 10-5, 107, pozos 5, 7

diluciones 106, 108, pozo 8 marcador de peso molecular.

Enla fotografia 3 se observan las muestras positivas de las diluciones, en los
pocillos 1 y 2 se observa los controles de agua del cuarto blanco y del
cuarto gris, en el pocillo 3 el control negativo, en el pocillo 4 el control
positivo, en el pocillo 9 se observa la amplificacién de una colonia sin
purificar, en los pocillos 11, 12, y 14 las muestras purificadas

correspondientes a las diluciones 10-5, 106, 108, en el pocillo 16 se
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encuentra la amplificacion de una colonia purificada con etanol en el

pocillo 15 se encuentra el Marcador de peso Molecular.

FOTO 3. Fotografia de las muestras obtenidas de la extraccion de

ADN de Salmonella typhi en muestras de sangre

periférica purificadas con etanol.

Marcador
de peso
Banda de molecular
526 pb
Banda de
282 pb

Pozo 1,2 control de Agua del cuarto blanco y del cuarto gris, pozo 3 control negativo,
pozo 4 control positivo, pozo 9 amplificacién de una colonia sin purificar, Pozo 10, 13
diluciones 104, 107, pozos 11, 12, 14, diluciones 10-5, 10-¢, 10-8, pozo 16 amplificacion de una

colonia purificada con etanol, pozo 15 Marcador de peso molecular.

En esta fotografia se observa que en los pocillos 5, 6, 7, 8, 10 y 13 no se
observan bandas ya que, las muestras iniciales no se encontraban
purificadas, (Anexo 4) por ofro lado, esta ausencia puede deberse a una
mala extraccidén de ADN de las muestras inhibiéndose por la mayor

cantidad de proteinas presentes en sangre.

71



Universidad Mayor de San Andrés Lenny Ingrid Bacarreza Alba
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas

En la siguiente tabla se muestra la relacion de muestras positivas con
relacion al nUmero de bacterias obtenidas en cada una de las

contaminaciones en sangre periférica humana.

TABLA 12. Resultado de las muestras contaminadas en relacion a
las diluciones realizadas y a la poblacion bacteriana

en 1 ml de las diluciones.

Nested-
CORRESPONDENCIA | POBLACION PCR
DILUCIONES EN LAS DILUCIONES BAEJEFI:;PA Salmonella
typhi
104 105 5882 Inhibido
105 104 1794 Positivo
10-¢ 103 130 Positivo
107 102 15 Inhibido
108 10 3 Positivo
Icolonia s/p Sin Dilucion | ====-- Positivo
Icoloniapurif | gin Dilucidon | --=s-- Positivo

De los resultados obtenidos podemos indicar que en las diluciones 104 y
107, no dieron buenos resultados por la inhibicién del PCR, ya sea por una
mala extraccidn que se realizo, obteniendo una mayor cantidad de

proteinas propias de sangre periférica como la hemoglobina.

De las muestras 105, 106, 108, la colonia s/p, y la colonia purificada se
obtuvieron resultados 6ptimos para utilizar esta técnica Nested - PCR para
la identificacion de Salmonella typhi en muestras de sangre periférica

humana.
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VI. CONCLUSIONES.

La realizacion de la investigacion, permitid la identificacion de Salmonella
typhi en muestras sanguineas mediante la técnica Reaccion en Cadena
de la Polimerasa anidado (Nested - PCR), siendo esta una técnica
molecular, determina un gen especifico de la bacteria, comprobando
exactamente el patdégeno causante de fiebre fifoideaq, utilizando para este

fin Cebadores especificos para esta identificacion.

El recuento de las colonias permitid determinar el nUmero exacto de la
poblacién bacteriana que se encontraban en 1 ml de diferentes diluciones
realizadas utilizando este mismo volumen para la contaminacién en sangre
periférica, teniendo la seguridad de haber realizado una contaminacion in

vitro de Salmonella typhi, en muestras sanguineas.

En la optimizacion del método de extraccion de ADN de Salmonella typhi,
se ufilizaron cepas confirmadas de la bacteria en estudio, ya que estas
fueron serofipificadas por el Instituto Nacional de laboratorio en salud
(INLASA), quienes nos proporcionaron la c epa de referencia, ademds se
realizaron las correspondientes pruebas bioquimicas para la verificacidon de
la bacteria en estudio, ddndonos la confirmacién para la utilizacidén de
esta, tanto para el control positivo como para la utilizacion de esta en las
contaminaciones en sangre periférica a fravés de las diluciones realizadas

en agua de peptona.
En la extraccion del ADN, de la cepa control, como para las muestras

sanguineas, se debe tomar en cuenta la viabilidad y las condiciones de

crecimiento de la bacteria, es decir, control de los medios de cultivo,
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temperatura, tiempo de incubacion, ya que desde el punto de vista
bacterioldgico se debe dar condiciones optimas de crecimiento para la
utilizacion y realizaciéon in vitro de este fipo de investigaciones, hasta el

momento de la extraccion o de la contaminacidon en muestras biolégicas.

La técnica para la identificacion molecular del ADN de Salmonella typhi,
fue optimizada, demostrada por la presencia de bandas de 282 pb y 526
pb correspondientes a los Cebadores BRSal IA, BRSal IB, BRSal TA, BRSal 1B,
qgue amplifican la porcion 1.8 kb del gen Hin Il del AND cromosémico de
Salmonella typhi determinando la presencia de ADN de la bacteria en

muestras de sangre periférica.

Se debe tomar en cuenta que la presencia de bandas de 282 pb ya que
esta confirma en gran medida la presencia de |la bacteria en estudio, ya
que la presencia de esta banda resulta de la amplificacién de la primera

epata evitando las reacciones cruzadas con ofro tipo de Enterobacterias.

La sensibilidad de la técnica en comparacion con ofras técnicas
convencionales, como el coprocultivo, hemocultivo, reaccién de widal,
etc, paralaidentificacion de Salmonella typhi, llega hasta un 100% ya que
la técnica identifico 1 bacteria en 5 ml de san gre periférica, por otro lado,
debemos tomar en cuenta, la identificacion de Bandas de 282 pb en la
menor dilucidn de las extracciones nos dan a entender que la técnica es
demasiado sensible como para detectar una cantidad menor de
bacterias en esta dilucion teniendo buenos resultados en la identificacion

de Salmonella typhi, en sangre periférica humana.
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Se debe tomar en cuenta que en un primer ensayo que se realizd, se utilizd
un solo Master Mix, utilizando los cuatro cebadores en un solo paso, este
proceso se utilizd en los dos primeros ensayos, obteniendo, resultado muy
poco confiables, esto puede deberse a que los cebadores de la primera
etapa y la segunda etapa actian a temperaturas similares siendo muy
poca la diferencia entre las temperaturas en | as que actuan los cebadores,
de esta forma en la obtencidn de los resultados no se podria evidenciar la
contaminacion de otras Enterobacterias, ya que, en la segunda etapa con
los cebadores BRSal 1A, BRSal 1B, evitan estas reacciones cruzadas para

obtener mejores resultados e identificar a la bacteria patégena.
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VIl. RECOMENDACIONES

La utilizaciobn de esta técnica serviria, en gran medida, para un
diagnostico presuntivo, evitando futuras complicaciones e incluso hasta la

muerte siendo esta una gran ayuda en el campo clinico.

Se debe tomar en cuenta, la forma de transmision de esta bacteria y el
estado inmunolégico del paciente, el diagnostico se podra realizar de
forma temprana, ya cuando el paciente curse los primeros sintomas de la

enfermedad como dolor de cabeza, nauseas, estreflimiento, etc.

De la misma forma que para un hemocultivo la toma de muestra se
recomienda que sea dentro de las tres primeras semanas después de la
infeccion, pero la diferencia radica que en comparacion con esta técnica,
el Nested PCR tardaria menos de dos dias para obtener los resultados

requeridos.
Se debe tomar en cuenta que la extraccion de ADN, es el paso

fundamental para obtener buenos resultados teniendo necesariamente

gue realizar la misma, con las condiciones ineludibles de esterilidad.
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ANEXO 1

La cepa de referencia de Salmoenlla typhi, fue aislada en medios de
cultivo diferenciales como agar S-S, y Agar XLD, donde las colonias
crecieron transparentes con el centro caracteristico de color negro por la

presencia de sulfuro de hidrégeno.

Posteriormente a esta colonia se sembré en medios de TSI, LIA, SIM, caldo
Urea, Citrato, Voges Proscauer, incubandolos por 24 horas a 37°C

obteniéndose lo siguiente:

TSI.- La bacteria dio lactosa negativo, por la coloracién rojiza sin cambio
de color en el medio, en la superficie inclinada, y Glucosa positivo
mostrando un cambio de coloracion del medio cambiando a amatillo
Sulfuro de hidrégeno positivo, por la coloracién negra que presentaba en
el fondo del tubo.

Produccion de gas negativo.

LIA.- Se observa que a esta prueba la bacteria dio positivo por la presencia
de la coloracion purpura del medio de cultivo por la descarboxilacion del
aminoacido lisina.

SIM.- Motilidad positiva, ya que en el medio presentaba la coloracion
negruzca se asume la motilidad de la bacteria.

Sulfuro de hidrégeno positivo, por la coloracion negra.

Indol negativo, después de afiadir el reactivo de Kovac, no se observa el
anillo rojizo en la superficie del medio.

Caldo Urea.- Negativo, ya que no hubo ningun cambio en la coloracién en

el medio.



ANEXO 2

Descripcion de los ambientes de trabajo en la Unidad de Biologia

molecular

Cuarto Blanco.- Este ambiente es de mayor esterilidad, ya que en este se
realiza la preparacion del Master Mix, en este cuarto se
debe utilizar material totalmente nuevos y estos deberan ser
iradiados con luz ultravioleta para evitar contaminaciones

posteriores.

Cuarto Gris.- En este ambiente se realizan los trabajos que tengan que ver
con cepas de bacterias, en este cuarto, se encuentran los
termocicladores, Perkin EImer 9600 y MY, para la realizacion
del PCR.

En este ambiente para la realizacion de las extracciones de
DNA necesariamente se debe utilizar material nuevo y

estéril.

Cuarto Negro.- Este es el ambiente con mas contaminacién, de todas las
areas de la Unidad de Biologia Molecular, en este ambiente
se realizan la siembra de las muestras después del proceso
del PCR, para realizar posteriormente, la electroforesis en
gel de agarosa, y el revelado de la corrida en el
transluminador de luz ultravioleta.

En este ambiente es importante la manipulacion de todos
los materiales estrictamente con guantes y un guardapolvo

preciso para este ambiente.



ANEXO 3

Determinacion de los calculos realizados a partir de las densidades 6pticas
obtenidas a partir de las muestras contaminadas, con diferentes diluciones

de la bacteria, a concentracion de ug/ul.

La medicidn de la densidad 6ptica a 260 nm determina la cantidad de
DNA gue se encuentra en la muestra, la densidad Optica a 280 nm nos
muestra la cantidad de proteinas que se encuentran en las extracciones
realizadas, las formulas utilizadas son:

a) Transformacion de las absorbancias a [ug/ul]

[ug/ul]=D.0O. 260nm X 50 x Fd

[ug/ul]=D.0O. 280nm X 50 x Fd

Fd— Factor de diluciéon

b) Obtencion de la calidad de DNA:

Calidad de D.O.260 nm
DNA = D.O. 280 nm




ANEXO 4

Purificacion de DNA.

La realizacion de purificacion de las muestras de ADN, nos ayudo a
obtener ADN sin contaminacion y tratar de eliminar la mayor cantidad de
proteinas existentes que podria interferir en la realizacion de la Reaccion

encadena de la Polimerasa Anidado (Nested- PCR).

A las extracciones de ADN se afadio etanol absoluto frio, la cantidad
semejante a la que se tenia en el volumen de las muestras extraidas,
posteriormente se centrifugo a 14.000 rpm/3 min, luego se dejo desecho el
remanente de etanol absoluto, y el precipitado se dejo secar en el westen

blott por 30 min a una temperatura de 50°C,.

Después de este tiempo, se procedio hidratar al ADN, afiadiendo 1 ml de
agua tridestilada, se resuspendio el ADN que se encontraba en el fondo
del ependorf, con mondadientes estéril, y se guardd a — 20°C hasta el

momento del procesamiento.
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