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RESUMEN

En Venezuela, el Sindrome Diarréico Agudo (SDA) reviste gran importancia
epidemioldgica, constituyendo una de las primeras causas de morbi-mortalidad,
donde los géneros Salmonella y Shigella, estdn frecuentemente involucrados. Se
planted detectar Salmonella y Shigella por métodos convencionales y moleculares. Se
realiz6 coprocultivo para aislamiento e identificacion de las bacterias enteropatogenas
en 330 muestras de heces de individuos con SDA y 30 muestras de individuos
asintomaticos (controles) de diferentes edades y ambos sexos, asi como coproanalisis
para observar las caracteristicas fisicas macroscopicas y posibles formas evolutivas
parasitarias en las heces. Se encontrd que ambos grupos de estudio presentaron un
ligero predominio del sexo femenino. La mayor frecuencia de individuos con SDA se
presentd en el grupo de 0-2 afios de edad (39,39%). EI grupo control presentd un
46,67% de positividad en el analisis bacterioldgico. Escherichia coli fue la especie
mas frecuente en ambos grupos de estudio, seguida de Shigella con 16 casos (4,85%),
y de Salmonella con 14 casos (4,24%) en los individuos con SDA, detectandose
ademas Proteus y Klebsiella en los individuos controles, entre otras. La salmonelosis
se distribuyd en ambos sexos por igual y con mayor frecuencia en los grupos de 3-4 y
9-10 afios, mientras que la shigellosis predominé ligeramente en el sexo femenino
(56,25%) y en nifios de 5-6 y 9-10 afios. Las infecciones por Salmonella y Shigella
presentaron infecciones mixtas con helmintos y protozoarios intestinales patdgenos
en un 14,28% y 25,00% respectivamente. Se logrd optimizar las condiciones de PCR
para la deteccién molecular de Salmonella (genes invA, sefA y fliC de 457pb, 620pb
y 488pb respectivamente) y Shigella (gen virA de 457pb) observando que solo las
muestras positivas a estos geéneros por analisis bacteriolégico mostraron las
amplificaciones esperadas. Se demostro la especificidad de la técnica de PCR por la
ausencia de productos amplificados en los controles empleados. Se concluye que el
diagnostico molecular constituye una herramienta alternativa que permite la deteccion
e identificacion de bacterias causantes de cuadros diarreicos, ademas de su gran
utilidad para determinar la existencia de genes de virulencia en las cepas estudiadas.



INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas constituyen un problema de salud publica en el mundo, especialmente
en los paises en desarrollo, donde representan una importante causa de morbilidad y mortalidad en nifios
menores de 5 afios (OPS, 1999). Se ha estimado que en Africa, Asia y América Latina cada afio mueren
alrededor de 3,3 millones de nifios por este sindrome y ocurren mas de mil millones de episodios
(Velasquez et al., 2004). Actualmente, apenas el 60% de los episodios diarreicos son diagnosticados

etiologicamente, permaneciendo gran nimero de los casos con etiologia desconocida.

Al respecto, en Venezuela, datos epidemiol6gicos demuestran que el aumento de casos por diarrea
en menores de cinco afos se mantuvo hasta 1996, disminuyo en el 1997 y repuntdé en 1998 y 1999
(Cermefio et al., 2008). En nuestro pais la enteritis y otras enfermedades diarreicas constituyen un
problema de salud publica, manteniéndose entre las principales causas para el periodo 1998 y 1999, y se
encuentra en la actualidad como la segunda causa de muerte en nifias y nifios menores de cinco afos
(Cermefio et al., 2008). Araque y Bastardo (1999) sefialan que las diarreas representan una de las
principales causas de muertes de nifios menores de 1 afio, observandose las tasas mas altas en los estados
Delta Amacuro, Amazonas Yy Zulia, siendo este ultimo estado segin Rincon et al. (2006) el que presento
uno de los casos de diarreas mas alto para el 2003, con un registro de 46.397 casos de diarrea infantil en
menores de 1 afio de edad y en el cual ocurrieron 311 muertes infantiles. Por su parte, las especies de los
géneros Salmonella y Shigella estan frecuentemente involucradas en el sindrome diarreico agudo
(Gonzalez et al., 1997). Urrestarazu et al. (1999) observaron que los enteropatégenos mas importantes
en casos de diarrea, en cuatro ciudades de Venezuela (Mérida, Caracas, Cumand y Puerto Ordaz) fueron:
Campylobacter sp. (13%), Shigella sp. (7%) y Salmonella sp. (2%). En este sentido, Rincon et al.
(2002) destacan que las diarreas constituyen la novena causa de muerte en la poblacion venezolana y la

segunda causa de mortalidad en menores de cuatro afios.

La diarrea se ha definido como la presencia de 3 0 mas evacuaciones liquidas o sueltas en 24 horas
0 una evacuacion liquida con sangre en el mismo periodo de tiempo. Se trata de una patologia de
relevante importancia sanitaria, cuyo manejo es relativamente facil por parte del personal capacitado,
pero requiere para su control de provision de agua potable, condiciones higiénicas, alimentarias y
adecuado control de las excretas, ya que su propagacion se realiza por via fecal-oral (OPS, 2002).



Las manifestaciones clinica de las enfermedades diarreicas agudas presenta variaciones debidas
tanto al tipo de hospedero (lactante, anciano, inmunocomprometido) y su estado inmunoldgico, como a
la variedad de agentes causales, tales como los virales: rotavirus, adenovirus, calicivirus y astrovirus, 10s
bacterianos: especies de Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli
diarreogénicas, Clostridium dificile, Vibrio parahemolyticus y Vibrio cholerae, entre otros, y los
parasitos Giardia duodenale, Entamoeba histolytica y Cryptosporidium, entre otros (Gomez et al.,
2008).

Las bacterias pueden causar diarrea a través de uno o mas de los siguientes mecanismos:
liberacion de toxinas, como enterotoxinas que estimulan la secrecion de cloro, sodio y agua; citotoxinas
que producen dafio celular por inhibicion de la sintesis de proteinas; mediante factores de adherencia
como pilis, glicoproteinas u otras proteinas de superficie que favorecen la colonizacion de los
enterocitos; mediante factores de colonizacion; por invasion de la mucosa y proliferacion intracelular,
produciendo destruccion celular, que clinicamente puede observarse como sangre en las deposiciones y
por translocacion de la mucosa con proliferacion bacteriana en la ldmina propia y los ganglios linfaticos

mesentéricos (Murray et al., 1999).

Las bacterias que infectan el sistema digestivo del hombre generalmente se transmiten por
alimentos y aguas contaminadas, causando cuadros clinicos que varian en intensidad dependiendo del
microorganismo involucrado y de las condiciones inmunoldgicas y nutricionales de la persona afectada.
Las manifestaciones clinicas mas observadas en infecciones intestinales bacterianas son diarrea profusa,
en algunos casos acuosas, sintomas del tipo disentéricos y heces sanguinolentas, de acuerdo con el

agente causal de la patologia (Jafari et al.,2008).

Dentro de las bacterias causantes de cuadros gastrointestinales se encuentran los miembros de la
familia Enterobacteriaceae, caracterizados por ser bacilos Gram negativos, aerobios o anaerobios
facultativos, que fermentan la glucosa, crecen facilmente en medios comlUnmente usados en

microbiologia y son oxidasa negativos. (Fischbach, 1997).



Las cepas del género Salmonella, pertenecientes a las enterobacterias, producen una enfermedad
infectocontagiosa denominada salmonelosis. Estas pueden inducir cuadros clinicos cuya principal
manifestacion es la gastroenteritis aguda, una de las intoxicaciones alimentarias mas comunes causadas
por agua y alimentos contaminados, especialmente carnes (Van Loock et al., 2000; Gillespie et al.,
2005; Shu-Xuan, 2007). Sus reservorios principales son los animales, entre los cuales destacan los
reptiles, las mascotas (principalmente gatos y perros) y diversas aves (pollos, gaviotas, palomas, pavos,

patos, loros y aves costeras) (Sanchez, 1998; Doyle y Erickson, 2006; Reed et al., 2003).

Salmonella es uno de los patégenos mas importantes reportados en los hospitales de todo el
mundo, ocasionando fiebres y muertes cada afio. Salmonella enterica es la especie que mas se transmite
a los seres humanos, principalmente por aguas contaminadas con materia fecal y consumo de huevos
contaminados en granjas avicolas, por lo que se hace necesario el control higiénico en estos lugares;

ademas se requieren métodos para su deteccion realmente rapidos y precisos (Soumet et al., 1999).

La exposicidn humana a esta bacteria es frecuente, sin embargo, se requiere un inéculo de
aproximadamente 10° bacterias para el desarrollo de la enfermedad sintomética. La mayor incidencia de
salmonelosis mundial corresponde a los nifios menores de un afio de edad, y las infecciones tienen una
repercusion mas grave en nifios y ancianos (Durango et al., 2004). Las cepas de Salmonella han sido
asociadas a cuatro cuadros clinicos diferenciados: gastroenteritis, bacteriemia, fiebre entérica y
colonizacidn asintomatica, siendo el mas frecuente gastroenteritis, caracterizada por diarrea, dolor
abdominal y fiebre que se inicia de 6 a 72 horas después del contagio. La infeccién persiste de cuatro a
siete dias y la mayoria de los enfermos se recuperan espontaneamente. Sin embargo, existen casos en los
que la diarrea puede ser tan profusa como para requerir hospitalizacion para rehidratacion endovenosa
(Koneman et al., 1999).

El desarrollo de la enfermedad tras la ingestion de Salmonella enteriditis depende, por una parte,
del nimero y virulencia de los microorganismos, y por otra, de factores dependientes del huésped. Una
vez ingeridos, los microorganismos pasan al estbmago donde se exponen al acido gastrico, de donde los
bacilos viables que sobreviven pasan al intestino delgado se enfrentan a otras barreras naturales como

son la actividad antimicrobiana de la flora normal del intestino y la motilidad intestinal (Massoc, 2008)
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Una vez en el intestino delgado, Salmonella se fija a receptores especificos que existen en un
porcentaje pequefio en las vellosidades intestinales, y posteriormente penetra en la mucosa; donde éstas
son transportadas a los foliculos linfoides intestinales, se multiplican, y pasan al torrente sanguineo,
originando una primera bacteriemia precoz, asintomatica (luego de 1 a 3 dias tras la ingesta bacilar), que
cede al ser fagocitadas las bacterias por las células del sistema mononuclear fagocitico. Sin embargo, al
no ser eliminadas, se multiplican y con posterioridad pasan de nuevo a la corriente sanguinea, dando
lugar a una nueva etapa bacteriémica, esta vez prolongada y sintomatica, a partir de la cual, los
gérmenes llegan a todos los 6rganos del organismo, por lo tanto la curacion de la enfermedad depende
mas del establecimiento de una eficaz inmunidad celular del huésped por linfocitos T activados, que
puedan destruir los microorganismos intracelulares, que del desarrollo de una inmunidad humoral
(Sanchez, 1998).

La taxonomia de las especies de Salmonella ha sido complicada y muy debatida, dividiéndose en
varias especies segun el hospedador de origen, caracteristicas clinicas de la enfermedad que causa y
caracteristicas bioquimicas (Kauffmann, 1966; Le Minor y Popoff, 1987). Actualmente, la nomenclatura
oficial define s6lo 2 especies: S. bongori y S. enterica (antigua S. choleraesuis), estando esta Gltima
dividida, segun el tipo de hospedador y la inmunoreactividad de tres antigenos de superficie (O, Hy Vi),
en 6 subespecies: S.enterica subespecie enterica, S.enterica subsp. arizonae, S.enterica subsp.
diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, S. enterica subsp. indica y S. enterica subsp. salamae (Tindall
et al., 2005). Hasta el 2001 se describieron 2501 serovares, de acuerdo al tipo de hospedero la
inmunoreactividad de los tres tipos de antigenos O, H y Vi (Popoff, 2001), de los cuales el 60%
pertenece a la subespecie enterica, las cuales son responsables del 99% de las infecciones en humanos.
En este sentido, todas las cepas identificadas anteriormente como las especies S. enteritidis, S.
paratyphi, S. typhi, S. typhimurium, etc, pertenecen ahora a la subespecie enterica y el antiguo epiteto
especifico se designa como serovar, asi, S. enteritidis corresponde a S. enterica subsp. enterica serovar

Enteritidis, o para acortar, Salmonella Enteritidis (Tindall et al., 2005).

Los serovars de Salmonella requieren para el desarrollo de la enfermedad la expresién de una serie
compleja de factores de virulencia que permiten a la bacteria evadir el sistema inmunolégico del
hospedero (Ohl y Miller, 2001; Orsi, 2007).



Por otro lado, la shigelosis constituye un importante problema de salud pablica, principalmente en
los paises en desarrollo, donde diversas condiciones como la disponibilidad limitada de agua potable, la
falta de instalaciones sanitarias adecuadas para la disposicion de las heces y la escasa difusion de normas
de higiene, facilitan la transmision de la infeccién (Keusch y Bennish, 1989; Ferreccio et al., 1991;
Basualdo, 2001).

El género Shigella estd dividido en cuatro especies: S.flexneri, S.sonnei, S.boydii, y
S. dysenteriae, las cuales son responsables de la shigelosis o disenteria bacilar, caracterizada por fiebres
altas, trastornos neuroldgicos y disenteria hemorréagica (Sansonetti, 2001). Su morbilidad y mortalidad

es mayor en poblaciones de riesgo altas como nifios menores de cinco afios y ancianos (Thong, 2005).

Las especies de Shigella son capaces de dafar las células epiteliales de la mucosa del intestino
grueso e inducir como consecuencia de ello manifestaciones clinicas variadas, desde un franco sindrome
disentérico a un proceso diarreico leve o una infeccion subclinica, muchas veces dificil de diferenciar.
Los humanos sirven como hospederos naturales y la enfermedad es transmisible por la ruta fecal-oral.
Principalmente, las especies de Shigella invaden los tejidos linfaticos intestinales y pueden extenderse a

otros drganos (Hernandez y Godoy, 2002).

Las especies virulentas de Shigella se caracterizan por la presencia de un plasmido de virulencia
de 220 kilobases y por la capacidad de invadir las células epiteliales de la mucosa intestinal, con
diseminacion a otras células. La entrada de Shigella a las células blanco esta favorecida por factores
bacterianos que inducen su internalizacién a las mismas (Parsot, 2005). El proceso de invasion es
complejo e implica tres loci cromosémicos y cinco plasmidicos (Sansonetti, 2001). La virulencia
plasmidica relacionada con el proceso de invasion fue descrita primero en cepas S. flexneri (Kopecko et
al., 1979; Penatti, 2007).

La cifra anual de episodios de shigellosis en todo el mundo es de 164,7 millones, de los cuales
163,2 millones se producen en los paises en desarrollo y 1,5 millones en los paises industrializados. En
total, el 69% de todos los episodios y el 61% de todas las defunciones atribuidas a la shigellosis afectan

a menores de 5 afios. En el 60% de los aislamientos se identifica a S. flexneri y un 15% corresponde a S.



sonnei (Kotloff et al., 1999; Sandrea et al., 2007).

El método tradicional usado para la deteccion de bacterias enteropatdgenas asociadas con diarrea,
y especialmente para Salmonella y Shigella, consiste en el aislamiento de estos microorganismos para su
deteccion fenotipica mediante la identificacion por pruebas bioquimicas y serolégicas, previo a un
periodo de incubacién (Wong y Chow, 2002). Dado que el CP es un examen laborioso y de alto costo, es
necesario racionalizar su indicacion, seleccionando los pacientes que clinicamente o por situacion
epidemioldgica lo ameriten. Ademas este método no es conveniente para el monitoreo de un gran
numero de muestras (De Medici et al., 1998; Vieira-Pinto, 2007).

Para la deteccion de Salmonella, Shigella y otros géneros de bacterias enteropatdgenas, se
necesitan métodos de deteccion rapidos, sensibles y especificos. En este sentido, la aplicacion de
técnicas de hibridizacion de ADN, junto a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), acelera el
diagnostico de laboratorio y permiten obtener exactamente el serovar causante de la infeccion (Wang et
al., 2008) El uso de PCR y la confirmacion mediante sondas para la hibridizacion en la deteccion de
organismos patégenos ha logrado avances comparados con la siembra de los medios de cultivos
clasicos, reportandose una alta sensibilidad y especificidad para la deteccidon e identificacion de bacterias
patogenas (Fang et al., 2003; Vieira-Pinto et al., 2005).

La PCR es una técnica enzimatica in vitro que permite la amplificacién de una secuencia
especifica de la molécula de ADN. En el campo del diagndstico clinico es posible, a partir de una
muestra de material genético, copiar la secuencia de interés las veces necesarias y generar suficiente
cantidad de muestras para detectar la presencia o ausencia de patdégenos, y en muchos casos realizar la
cuantificacion del mismo (Gomez et al., 2002).

Por otro lado, los métodos moleculares son usados para la tipificacion de bacterias, lo que permite
determinar relaciones entre cepas aisladas de diferentes pacientes y ambientes, proporcionando pruebas
de las posibles fuentes de transmision del agente infeccioso (Chamberlain y Johal, 1988). Los estudios
de tipificacion fenotipica han sido realizados para evaluar la epidemiologia de las infecciones
ocasionadas por S. enterica, sin embargo, estos métodos tradicionales basados en biotipificacion,

serotipificacion y pruebas de resistencia a los antimicrobianos no siempre dan una informacion completa



para cubrir los objetivos epidemioldgicos planteados. Por ello las limitaciones de los analisis fenotipicos
han conducido al desarrollo progresivo de técnicas de genotipificacion (Oliveira et al 2007).

Con respecto al genero Shigella, los analisis gendmicos han confirmado la existencia de 4
especies demostradas por diferenciacion de ensayos bioquimicos y serotipificacion (Shears, 1996;
Rolland et al., 1998). Sin embargo, se han utilizado métodos moleculares como: la PCR, ribotipiaje,
hibridacion de ADN, secuenciacion de genes o combinacion de estas técnicas, para la caracterizacion de
cepas y especies y su asociacion con brotes epidémicos y fuentes de contaminacion (Brenner et at.,
1973; Brenner et al., 1982; Liu et al., 1995; Pupo et al., 1997; Rolland et al., 1998; Navia et al., 1999;
Lee et al., 2000; Pupo et al., 2000; Surdeanu et al., 2003).

Debido a los indices de morbilidad y mortalidad que ocurren en Venezuela por el sindrome
diarreico agudo ocasionado por bacterias enteropatdgenas y, por otro lado, el hecho de que muchos
laboratorios en la actualidad han tratado de reducir el tiempo requerido para el diagndstico
bacterioldgico clasico de infecciones por estas bacterias (normalmente de 2 a 4 dias), porque originan un
riesgo significativo para la persona infectada, se plantea detectar cepas de Salmonella y Shigella a través
del diagndstico bacterioldgico clasico y mediante métodos moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), ofreciendo un método complementario que contribuya al diagndstico e identificacion
especifica de estos patdgenos en muestras de heces, lo que contribuiria a la aplicacién de una terapia

antimicrobiana rapida y eficiente.



METODOLOGIA

Poblacion de Estudio

Para esta investigacion se procesaron 330 muestras de heces de individuos de ambos sexos y sin
distincion de edad, que presentaban sindrome diarreico agudo con un periodo de evolucion no mayor de
72 horas, que no hubiesen recibido terapia antimicrobiana y que acudieron al servicio de emergencia de
los ambulatorios: Salvador Allende, ubicado en la Avenida Perimetral, sector Caigiire; Dr Ramoén
Martinez, ubicado en el sector Las Palomas; La Llanada, ubicado en la Llanada, Brasil, situado en el
sector Brasil; y el Laboratorio Comunitario, Parroquia Altagracia, de la ciudad de Cumana, municipio
Sucre, estado Sucre; recolectdndose 66 muestras de heces en cada uno de ellos, entre los meses de abril

y septiembre de 2006.

Grupo Control

Se recolectaron 30 muestras de heces de individuos de ambos sexos y sin distincién de edad, que
no presentaron sintomas de alteracion gastrointestinal para el momento del muestreo y que acudieron a
los servicios de las consultas pediatricas y de adultos de los diferentes centros ambulatorios
seleccionados para el estudio. Ademas, los individuos seleccionados expresaron no haber recibido

tratamiento antimicrobiano en los Gltimos 2 meses.

Consentimiento Informado

Para la obtencion de los datos del paciente y la autorizacion de los padres y representantes para
que su representado participara en la investigacion, se utilizd un consentimiento previa informacion que
incluyd una declaracion del voluntario (padres y/o representantes) y del investigador elaborado segun
los principios propuestos por el protocolo ético modelo para la recoleccion de muestras (anexo) y de
acuerdo a los principios de la declaracion de Helsinki (CIOMS, 2002). A cada paciente se le asigné un
codigo, el cual lo identifico durante el estudio, con el fin de mantener la confidencialidad de los

participantes.

Recolecciéon de las Muestras



Las muestras fueron recolectadas en un envase de plastico estéril para heces, previa instruccién
por parte del personal del laboratorio clinico de cada ambulatorio para una adecuada toma de muestra.
La muestra fecal fue obtenida por emision espontanea y una vez entregada al investigador, se colocaron
en hielo y se trasladaron al Laboratorio de Bacteriologia Clinica del departamento de Bioanalisis, dentro

de un lapso no mayor de 2 horas para el procesamiento parasitolégico y bacteriolégico.

Coproanalisis

Se realiz6 un examen macroscépico que sirvid para observar las caracteristicas fisicas de las heces
como: color, aspecto, olor, consistencia, presencia de moco, sangre o pus, asi como también las formas
evolutivas parasitarias intestinales que pudieran ser macroscOpicamente visibles. El examen
microscopico se realizd colocando en lamina porta-objetos, una pequefia porcion de la materia fecal
emulsionada en una gota de solucion salina 0,85% estéril para poder visualizar la morfologia de
protozoarios y huevos de helmintos, asi como también cualquier alteracion en la flora bacteriana y
estructuras como levaduras, eritrocitos, cristales de Charcot Leyden, celulosas, etc. También se utilizd
azul de metileno, que permitié observar la presencia de leucocitos fecales; y lugol para observar y
definir las caracteristicas morfoldgicas de los protozoarios que pudieran estar presentes (Fischbach,
1997; Koneman et al., 1999).

Coprocultivo

Las muestras fecales fueron inoculadas en los medios selectivos diferenciales: agar McConkey
(AMCK), agar Salmonella Shigella (ASS) y agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (AXLD), previamente
identificados con el cédigo establecido para cada paciente. La siembra se realizé colocando un indculo
de la muestra de heces, de forma circular, con un hisopo estéril, en un extremo superior de la placa del
AMCK, ASS y AXLD, rotando el hisopo con movimientos suaves; luego se diseminG con un asa
calibrada aplicando la técnica de aislamiento por diseminacion. Una vez realizada la siembra dichos
medios fueron incubados a una temperatura de 35°C, por un periodo de 18 a 24 horas en aerobiosis.
Simultdneamente, se sembro en caldo de enriquecimiento selenito cisteina, que favorece el desarrollo de

microorganismos potencialmente patdgenos y contiene sustancias que inhiben la flora nativa;



incubandose a 35°C, por un periodo de 18 horas y resembrandose en los agares AMCK y ASS

(Koneman et al., 1999).

Después de cumplirse el periodo de incubacion de los diferentes medios de cultivo, se procedio a
describir las caracteristicas macroscopicas de las colonias. En el AMCK se observo la fermentacién o no
de la lactosa por parte de los microorganismos aislados. Las colonias presuntivas del género Shigella
cuando son pequefas, transparentes (lactosa negativa), redondas, convexas, con bordes estriados y
consistencia gomosa; mientras que las colonias presuntivas del género Salmonella son pequefias e
incoloras (lactosa negativa). EI medio ASS se usé para diferenciar las colonias lactosa positiva de las
colonias lactosa negativa y la produccion de acido sulfhidrico, ya que el tiosulfato con iones de hierro
presentes permite la formacién de sulfuro y el consiguiente ennegrecimiento de las colonias. Las
colonias pequeiias, incoloras (lactosa negativa), redondas, convexas y consistencia gomosa, fueron
clasificadas como del género Shigella y colonias pequefias, incoloras (lactosa negativa) con el centro
negro fueron clasificadas como del género Salmonella. ElI AXLD permite evidenciar la degradacion a
acido de la xilosa, lactosa y sacarosa, produciendo un viraje a amarillo del rojo fenol. El tiosulfato y la
sal de hierro revelan la formacion de acido sulfhidrico por la precipitacion de sulfato de hierro en las
colonias; las bacterias que descarboxilan la lisina se reconocen por la presencia de un color rojo purpura
debido al aumento del pH alrededor de sus colonias. Las colonias del género Shigella son pequefias e
incoloras, mientras que las colonias pertenecientes al género Salmonella son pequefias de color rosado
con el centro negro debido a la produccion de &cido sulfhidrico (fermentacidn positiva) (Koneman et al.,
1999).

Identificacion Bioquimica
Las colonias que presentaron un diagndstico presuntivo para Salmonella y Shigella, en los medios
AMCK, ASS, AXLD se usaron para la identificacion bioquimica (McFaddin, 2003). El procedimiento

fue el siguiente: inoculacion de un pool de 5 colonias en 5 tubos identificados con el codigo de la
muestra, que contenian 3,5 ml de caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI), se incubaron a 35°C en
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aerobiosis durante 10 minutos. A partir de éstos tubos se realizaron las pruebas bioquimicas que se

detallan a continuacioén.

Fermentacion de azlcares en agar Kligler: esta prueba permite observar la capacidad de los
microorganismos de fermentar la glucosa, lactosa, produccién de gas y produccién de acido sulfhidrico.
En éste agar, algunos microorganismos pueden degradar ambos carbohidratos, otros sélo la glucosa y
algunos no son capaces de degradar ninguno de ellos. Cuando la bacteria fermenta solamente la glucosa,
la baja concentracidon de ésta se consume por completo y el microorganismo comienza a utilizar las
peptonas, cuyo catabolismo produce NH3 que neutraliza el pH en el pico de flauta, permaneciendo de
color rojo, y se forman productos terminales &cidos dando un color amarillo en el fondo del agar. Si la
bacteria es capaz de fermentar tanto lactosa como glucosa, se produce gran cantidad de acidos que no se
neutralizan rapidamente por el catabolismo de las peptonas, y, por lo tanto el medio cambia de color
amarillo. La produccion de H,S se evidencié mediante la presencia en el medio de indicadores como una
sal de hierro (citrato férrico de amonio o sulfato ferroso) y el tiosulfato de sodio, formandose un
precipitado de color negro. También se observo la presencia de gas, generalmente estos gases estan

constituidos por H, y COg, producto de la degradacion completa de los carbohidratos.

Presencia de la enzima citocromo oxidasa: para esta prueba, se sembrd una placa de agar
nutritivo a partir de cada caldo BHI; la cual fue incubada a 35°C, por 24 horas en aerobiosis y
posteriormente se aplicé la prueba que consistio en el procedimiento indirecto con tira de papel de filtro
Whatman N° 2, en el cual se agreg6 2 gotas del reactivo tetrametil-p-fenilendiamina y luego se coloco
una colonia con aplicador de madera sobre el papel. La cepas de enterobacterias deben resultar oxidasa
negativa. Las colonias bacterianas que presentaron actividad de citocromo oxidasa desarrollaron un

color purpura en el sitio de inoculacion en 10 segundos.

Utilizacion del citrato: el principio de la prueba es determinar la capacidad de una bacteria para
usar citrato de sodio como Unica fuente de carbono para el metabolismo y el crecimiento. El indicador es
azul de bromotimol, que es amarillo a un pH menor de 6, y azul a un pH mayor de 7,6; una prueba
positiva se presenta por la aparicién de un color azul oscuro en un periodo entre 24 y 48 horas o la

presencia de crecimiento en el tubo.
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Hidrdlisis de urea en medio de Christensen: 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
por la porcion inclinada del agar; al comienzo la superficie inclinada se pone roja porgue la reaccion
alcalina, que resulta de dispersion de pequefias cantidades de urea, que aumenta por las aminas
formadas, provenientes de la descarboxilacion oxidativa de los aminoécidos en la region del medio

expuesta al aire.

Desaminacion de la fenilalanina: la fenilalanina es un aminoacido que por desaminacién forma
un cetoacido, el acido fenilpirtvico. La prueba depende de la deteccion de acido fenilpirtvico en el
medio de prueba después del crecimiento del microorganismo en estudio. La prueba es positiva por la

aparicion de un color verde al agregar una solucion de cloruro férrico al 10%.

Prueba de indol: las bacterias que poseen la enzima triptofanasa pueden clivar el triptofano, y de
este modo producir indol, acido piravico y amonio. El indol puede detectarse en un medio triptéfano
mediante la observacion del desarrollo de color rojo después de agregar un revelador que contiene p-

dimetilaminobenzaldehido como el reactivo de Kovac.

Prueba de rojo de metilo: proporciona caracteristicas valiosas para la identificacion de especies
bacterianas que producen acidos fuertes a partir de la glucosa. Después de 18 horas de incubacion en un
medio que contiene peptona, fosfato monobasico y glucosa, a 35°C, se agregaron una o dos gotas de

reactivo rojo de metilo, el desarrollo de color rojo indicé prueba positiva.

Decarboxilacion de lisina, arginina, ornitina: las enzimas descarboxilasas remueven una
molécula de dioxido de carbono de un aminoacido para formar aminas reactivas alcalinas, basado en la
deteccion de un cambio de pH alcalino en el medio de prueba y el desarrollo de color azul purpura

después de la incubacion del microorganismo.
Utilizacion de malonato: determina la capacidad de un organismo de utilizar malonato de sodio

como Unica fuente de carbono y se detecta con la presencia de un medio alcalino. Cuando la bacteria usa

el malonato de sodio, utiliza también el sulfato de amonio presente en el medio como fuente de
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nitrégeno, formandose hidroxido de sodio que alcaliniza el medio y produce viraje del indicador azul

bromotimol.

Diagndstico molecular de Salmonella y Shigella

Extraccion de ADN:

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de cepas identificadas bioquimicamente como
Salmonella y Shigella cultivadas en caldo BHI por 24 horas a 35°C en aerobiosis. Adicionalmente se
seleccionaron 30 muestras de heces analizadas por coprocultivos donde se aislaron cepas bacterianas
diferentes a Salmonella y Shigella y 46 muestras de heces negativas por coprocultivo. Para ello se utilizé
el Kit de Purificacion de ADN Wizard Genomic (Promega), realizando el protocolo segun las

especificaciones del fabricante que se detallan a continuacion:

Se resuspendieron 600 ul del cultivo en BHI en 6 ml de agua destilada esterilizada, se centrifugo a
5 000 g, descartandose el sobrenadante. Se agreg6 a la suspension de células 450 ul de solucion de lisis
de ndcleo y se mezcl6 suavemente, luego se incub6 a 80°C por 5 minutos, se dejo enfriar a temperatura
ambiente por otros 5 minutos; una vez enfriado se afiadieron 150 pl de solucion precipitante de proteinas
y se mezclo bien en un vortex por 20 segundos, se incubd en hielo por 5 minutos, posteriormente se
centrifugd a maxima velocidad (20 000 g) por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante fue transferido
cuidadosamente colocandose en un eppendorf limpio que contenia 600 ul de isopropanol, se mezcld
bien, lentamente, colocandose en la centrifuga a maxima velocidad (20 000 g) por 15 minutos a 4°C; al
terminar se decantd el sobrenadante y se agregaron 600 pl de etanol al 70%, centrifugando nuevamente
a maxima velocidad (20 000 g) por 3 minutos, se decanto el sobrenadante y se seco a 37°C durante 10
minutos. Posterior al secado, se resuspendio el precipitado en 100 pl de solucion de rehidratacién del

ADN e incubd a temperatura ambiente durante 24 horas, para luego guardarlo a -20°C hasta su uso.

Diez microlitros del ADN rehidratado se utilizaron para la electroforesis en gel de agarosa al 2%
utilizando como solucion electrolitica buffer TBE 1X (Tris a 89 mmol/l, &cido boérico a 89 mmol/l y
EDTA a 2 mmol/l) y bromuro de etidio 0,05 pg/ml, en el cual se inocularon las muestras. Ademas se
corrié un marcador de peso molecular de 1 Kb para verificar el tamafio y concentracion del ADN

extraido. La corrida electroforética se llevé a cabo en 30 minutos, a un voltaje de 100 V, utilizando
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como vehiculo de transmision de corriente TBE 1X. Los colorantes azul de bromofenol y xileno xianol
fueron utilizados como indicadores de la corrida. Una vez concluida la electroforesis, se saco el gel de la

camaray se procedio a evaluarlo en un transluminador de luz UV.

PCR para la Identificacion de Salmonella.

Para la identificacion de cepas pertenecientes al género Salmonella se utilizaron pares de
oligonucledtidos que amplificaron los genes invA e invE, que son especificos para cepas patdgenas de
este género y codifican proteinas necesarias para la invasion de las células epiteliales (Stone et al.,
1994). La secuencia de los oligonucleotidos fue: invE GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCA y invA
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC,

que amplifican un producto de 457 pares de bases, especifico de todas las cepas de este género.

Aquellas cepas que resultaron positivas al gen invE/invA de Salmonella, fueron utilizadas para
amplificar el gen sefA, especifico para cepas de S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (Oliveira
et al., 2002), el cual codifica una proteina componente de las fimbrias que juega un rol critico en la
adherencia a la superficie celular epitelial (Edwards et al., 2000). La secuencia de los oligonucledtidos
fue: sefAF GATACTGCTGAACGTAGAAGG y sefAR GCGTAAATCAGCATCTGCAGTAGC, que

amplifican un fragmento de 488 pares de bases.

Ademas, las mismas cepas se utilizaron para amplificar un fragmento de 620 pb del gen fliC
(flagelina), con secuencias especificas a cepas de S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurim
(Oliveira et al., 2002), el cual codificé una proteina componente del flagelo que juega un papel en la
patogenicidad de estas cepas. La secuencia de los oligonucleétidos fue: fliCF 5° CGG TGT TGC CCA
GGT TGG TAAT 3’y fliCR 5 ACT GGT AAA GAT GGC T 3’ (Soumet et al., 1999).

Para la amplificacion por PCR, se utilizd un volumen final de 25 pl que contenia  buffer (10
mmol/l TRIS-HCI, pH 8,3, 1,5 mmol/l MgCl,), 100 umol de cada desoxirribonucleosido trifosfato, 1,0
pmol de cada uno de los oligonucledtido y 1 U de taq ADN polimerasa. La amplificacion se realizo en
un termociclador, programado de la siguiente manera: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
minutos, 35 ciclos (1 ciclo consistié de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C y 1 minuto a 72°C), con

una extension final por 10 minutos a 72°C. Se Vvisualizaron los productos amplificados
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electroforéticamente en un gel de 2% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, visualizados en un
transiluminador de luz UV y fotografiados con una camara digital (Stone et al., 1994; Oliveira et al.,
2002).

Amplificacion por PCR para la Identificacion de Shigella.

Para la amplificacion de Shigella sp. se aplicd una PCR, utilizando un par de primers que
amplifican un gen de virulencia plasmidico (virA) implicados en la invasién y diseminacion intercelular,
presente en todas las cepas de Shigella sp. y E. coli enteroinvasiva. La secuencia de los oligonucle6tidos
utilizados fue: virA F 5"-CTG CAT TCT GGC AAT CTC TTC ACA TC-3  y virAR5-TGA TGA GCT
AAC TTC GTA AGC CCT CC-3’, amplificando un producto final de 215 pares de bases (Villalobo y
Torres, 1998).

Para la amplificacion por PCR, se usé un buffer con un volumen final de 25 ml (10 mmol/l TRIS-
HCI, pH 8,3, 2,5 mmol 1 MgCl,), 0,2 mmol de cada desoxirribonucleésido trifosfato, 0,5 plmol de
cada uno de los oligonucledtidos y 1,25 U de tag ADN polimerasa. La amplificacion se realiz6 en un
termociclador, programado de la siguiente manera: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos,
35 ciclos (1 ciclo consistié de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 63°C y 1 minuto a 72°C), con una
extension final por 10 minutos a 72°C. Se visualizaron los productos amplificados electroforéticamente
en un gel de 2% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio que posteriormente se visualizé en un

transiluminador de luz UV y fotografiados con una camara digital (Villalobo y Torres, 1998).

Controles

El control de calidad para la identificacion bioquimica y sus diferentes pruebas, se realiz6 a través
del uso de cepas control de E. coli de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo numero 25922
(American Type Culture Collection ATCC) (CVCM 765) y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(CVCM 787), provenientes del Centro Venezolano de Colecciones Microbioldgicas (CVCM), éstas
cepas estdn ampliamente identificadas, caracterizadas y certificadas (Clinical and Laboratory Standard
Institute, CLSI, 2005; CVCM, 2000). Igualmente a cada medio y prueba bioquimica se le realiz6 su

control de calidad respectivo.
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Para la optimizacion y el control de calidad en la amplificacion de los fragmentos de PCR, se
utilizaron las cepas certificadas CVCM: S. enterica subsp. enterica serovar Typhi del Center for Disease
Control, CDC 11 (CVCM 495), S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis CDC57 (CVCM 497),
S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium CDC64 (CVCM 489), Shigella flexneri de la American
Type Culture Collection, ATCC29903 (CVCM 634) y E. coli ATCC25922 (CVCM 765) (CVCM,

2000).

Anélisis de los Datos
Los resultados se presentan en tablas de frecuencia (Leston y Jonson, 1990).
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RESULTADOS

Al evaluar 330 individuos con Sindrome Diarreico Agudo (SDA) y 30 individuos controles de
diferentes edades y ambos sexos provenientes de diferentes centros asistenciales de la ciudad de
Cumana, se observo que de acuerdo al sexo, ambos grupos presentaron un predominio del sexo
femenino (53%) (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de individuos con sindrome diarreico agudo e individuos controles de acuerdo al
sexo en diferentes centros asistenciales de Cumana, estado Sucre.

SEXO Individuos Individuos
SDA Controles
Femenino 175 (53,03%) 16 (53,33%)
Masculino 155 (46,97%) 14 (46,67%)
Total 330 (100%) 30 (100%)

SDA: Sindrome Diarreico Agudo

En relacion a la edad de los individuos con SDA, se observo que la mayor frecuencia estuvo en el
grupo de 0-2 afos de edad (39,39%), sequido del grupo de 9-10 afios (20,61%) (Tabla 2), pero en el
grupo de individuos controles la mayor frecuencia se observaron en los grupos de 5-6 y 9-10 afios (30%

cada uno).

En el andlisis bacterioldgico realizado en las muestras de heces de ambos grupos de estudio, se
encontré una elevada frecuencia de coprocultivos positivos (Tabla 3) en los individuos con SDA
(65,15%). Ademas, hay que destacar que el grupo control arroj0 una frecuencia importante de
coprocultivos positivos (46,67%). De las enterobacterias identificadas E. coli fue la mas frecuente en
ambos grupos de estudio. En el grupo de individuos que presentaron SDA, se encontraron 16 casos de
infeccion por Shigella sp. (4,85%) y 14 de Salmonella sp. (4,24%) (Tabla 3, ver Anexos). Por otro lado
es importante resaltar el hallazgo en el grupo de individuos controles de especies de Proteus sp. y

Klebsiella sp, ya que estos individuos no refirieron presentar ningun
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Tabla 2. Frecuencia de individuos con sindrome diarreico agudo e individuos controles de acuerdo a los
grupos de edad evaluados, en diferentes centros asistenciales de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Edad (afios) Individuos SDA Individuos Controles
N° % N° %
0-2 130 39,39 3 10,00
3-4 50 15,15 5 16,67
5-6 34 10,30 9 30,00
7-8 29 8,79 4 13,33
9-10 68 20,61 9 30,00
>10 19 5,76 0 0
TOTAL 330 100 30 100

SDA: Sindrome Diarreico Agudo

Tabla 3. Frecuencia de enterobacterias aisladas en coprocultivos de individuos con sindrome diarreico
agudo e individuos controles, provenientes de diferentes centros asistenciales de la ciudad de Cumana,
estado Sucre.

Individuos con

. L Individuos controles
sindrome diarreico agudo

BACTERIAS O Frecuencia NO Frecuencia
AISLADAS % %
Escherichia coli 85 25,76 6 20,00
Proteus sp. 27 8,18 6 20,00
Shigella sp. 16 4,85 0 0
Salmonella sp. 14 4,24 0 0
Klebsiella sp. 24 7,27 1 3,33
Citrobacter sp. 25 7,58 0 0
OTRAS 28 8,48 6 20,00
TOTAL 219 65,15 14 46,67

Otras: Escherichia vulneris, E. fergusonii, Enterobacter cloacae, Pseudomona sp., Pantoea agglomerans, Morganella
morganii, Campylobacter sp., Aeromonas sp., Providencia sp., Yersinia sp. and Serratia liquefaciens.

Tabla 4. Frecuencia de infecciones por Salmonella y Shigella en personas con sindrome diarreico agudo
de acuerdo al sexo en la ciudad de Cumana, estado Sucre.

SEXO
EESPEC' FEMENINO MASCULINO TOTAL

NO % NO % NO %

Salmon 50, 50,0 1
ella T 00 ! 0 14 00
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56, 43,7 16 1

Shigella 9 o5 5 00

tipo de sintomatologia gastrointestinal al momento de su evaluacion.

Al evaluar las infecciones por Salmonella de acuerdo al sexo, estas estuvieron distribuidas en
igual frecuencia (Tabla 4), mientras que en las infecciones por Shigella se observé una mayor frecuencia
de aislamiento de las mismas en el sexo femenino (56,25%). En cuanto a la distribucidon de casos de
Salmonella y Shigella segun la edad, se encontr6 predominio de Salmonella en los grupos de 3-4 y 9-10
afos, y de Shigella en los grupos de 5-6 y 9-10 afios (Tabla 5).

En relacion al estudio microscopico con solucion salina al 0,85% realizado antes de los cultivos
bacteriologicos de las muestras fecales, de los individuos analizados, se encontraron helmintos y
protozoarios intestinales en 51,82% de las muestras (Tabla 6). De los protozoarios intestinales
patdgenos, Blastocystis hominis fue el mas frecuente (23,64%) en los individuos con sindrome diarreico
(Tabla 6), seguido de el complejo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar (14,85%) y Giardia
duodenalis (6,36%), mientras que en los individuos controles encontramos predominio de B. hominis
(23,30%) y Ascaris lumbricoides (16,60%). Los protozoarios comensales también fueron diagnosticados
en los individuos con sindrome diarreico y solo un caso de Entamoeba coli y 3 de Endolimax nana,
fueron encontrados en el grupo control. Cuando evaluamos la presencia de helmintos y protozoarios
intestinales con respecto a las infecciones por Shigella y Salmonella se encontraron dos casos de esta

altima (14,28%) causando infecciones mixtas con A. lumbricoides y B. hominis; mientras que en el caso

Tabla 5. Frecuencia de cepas de Salmonella y Shigella segun la edad, aisladas de individuos con
sindrome diarreico agudo provenientes de diferentes centros asistenciales de la ciudad de Cumana,
estado Sucre.

Salmonella Shigella
Grupos de NO Frecuencia NO Frecuencia
Edad % %
0-2 3 2,71 4 3,08
3-4 4 8,00 1 2,00
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5-6 1 2,94 4 11,76
7-8 0 0 0 0
9-10 6 8,82 7 10,29
>10 0 0 0 0

SDA: Sindrome Diarreico Agudo

Tabla 6. Frecuencia de helmintos y protozoarios intestinales diagnosticados en individuos con sindrome
diarreico agudo e individuos controles provenientes de diferentes centros asistenciales de la ciudad de
Cuman, estado Sucre.

Individuos con SDA Individuos controles

PARASITOS No Frecue No Frecu
ncia % encia %

Ascaris lumbricoides 5 1,52 5 16,67
Trichuris trichiura 2 0,61 0 0
E. histolytica/E. 49 14,85 0 0

dispar

Blastocystis hominis 78 23,64 7 23,33

Giardia duodenalis 21 6,36 1 3,33

Entamoeba coli 5 1,52 1 3,33

Endolimax nana 15 4,55 3 10,00
Chilomastix mesnilli 2 0,61 0 0

Negativas 159 48,18 20 66,67

SDA: Sindrome Diarreico Agudo
de las infecciones por Shigella se observaron 4 casos (25%) de infecciones mixtas con B. hominis
y el complejo E. histolytica y/o E. dispar.
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Para la optimizacion del diagnostico molecular de Salmonella por PCR se utilizaron cepas
certificadas Salmonella Typhi (CVCM 495), Salmonella Enteritidis (CVCM 497) y Salmonella

Typhimurium (CVCM 489) y una muestra clinica identificada como Salmonella sp. (Figura 1).
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Figura 1. Optimizacion del diagnostico molecular por PCR de Salmonella empleando cepas
certificadas Salmonella Typhi (CVCMA495), Salmonella Enteritidis (CVCM497) vy Salmonella
Typhimurium (CVCM489) como controles positivos, un aislado clinico identificado como Salmonella 'y
la cepa E. coli (CVCM765) como control negativo. Marcador de peso molecular 100 pb (Promega).

Ademas, se optimiz6 el diagnostico molecular de cepas de Shigella sp. utilizando la cepa de
Shigella flexneri ATCC 29903 (CVCM 634) aislada a partir del crecimiento en caldo BHI y Selenito,
utilizando 2 diluciones (Figura 2); en ambas reacciones se utilizd la cepa de E. coli ATCC 25922
(CVCM 765). Por otro lado, las 30 muestras de heces analizadas por coprocultivos donde se aislaron
cepas bacterianas diferentes a Salmonella y Shigella y 46 muestras de heces negativas por coprocultivo,
no presentaron sefial de amplificacion en ninguna de las cepas diferentes a Salmonella y Shigella ni en

las muestras de heces negativas.
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Figura 2. Optimizacion del diagnéstico molecular por PCR de Shigella empleando una cepa de Shigella
flexneri (CVCM 634). Pozo 1: Marcador de peso molecular de 100 pb (Promega), Pozo 2: Control

negativo y Pozos 3, 4, 5y 6: amplificados de la cepa control aislada a partir de caldos de
cultivo BHI y Selenito y amplificados a partir de muestras de ADN no diluidas
o diluidas (1:10). Se utilizd también a la cepa E. coli (CVCM765) como

control negativo.

La amplificacion del gen invA/invE, produjo amplificados caracteristicos en las 14 cepas
identificadas como del genero Salmonella, aisladas de las muestras de heces de los individuos con SDA
y purificadas a partir del BHI (Figura 3A). Posteriormente, aquellas cepas que resultaron positivas al gen
invA/invE de Salmonella, fueron utilizadas para amplificar un fragmento de 620 pares de bases del gen
sefA, especifico para cepas de Salmonella Enteriditis, y un fragmento de 488 pb correspondiente a los
genes fliC (flagelina) lo cual permitid la identificacion de 7 cepas de Salmonella Enteritidis y 4 de
Salmonella Typhimurium, respectivamente (Figuras 3B y C,). Las 3 cepas de Salmonella restantes
fueron de otros serovares no identificados por la amplificacién de estos genes. Se observo que la cepa
aislada a partir de la muestra 240 amplificd tres fragmentos en el gen sefA, uno de los cuales
corresponde al fragmento de 620 pares de bases y los otros dos son de tamafio superior. La
amplificacion de las muestras obtenidas de los individuos del grupo control no produjo ninguno de los

fragmentos esperados para
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Figura 3. Amplificacion por PCR de los genes de invA/E (A), sefA (R) y fliC (C) de cepas controles y
muestras analizadas. Se utiliz6 agua y E. coli (CVCM765) como control negativo, Salmonella Typhi
(CVCMA495), Salmonella Enteritidis (CVCM 497) y Salmonella Typhimurium (CVCM489) como

controles positivos.
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Marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). Muestras: cepas
aisladas partir de muestras fecales de individuos con Sindrome

diarreico agudo de la ciudad de Cumana, estado Sucre.
las cepas del género Salmonella.

Con respecto a la deteccion e identificacion molecular de las cepas del género Shigella utilizando
los oligonucleotidos que amplifican los genes virA, se obtuvé sefial de amplificacion (215 pb) en las 16
cepas identificadas como pertenecientes a este género, las cuales fueron purificadas a partir de caldo
BHI y aisladas de las muestras de heces de los individuos con SDA (Figura 4). Al igual que en el
diagnostico molecular de Salmonella, la amplificacion de las muestras obtenidas de los individuos del
grupo control, las cepas de especies diferentes a Salmonella y Shigella aisladas de los individuos con

SDA 'y en las muestras de heces negativas, no se observo la presencia del gen virA.
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Figura 4. Deteccidon e identificacion de Shigella por PCR. Se utiliz6 S. flexneri (CVCM 634) como
control positivo, y agua como control negativo. Muestras:
cepas aisladasa partir de muestras fecales de individuos con Sindrome
diarreico agudo de la ciudad de Cumana, estado Sucre. Marcador
de peso molecular de 100 pb (Promega).
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DISCUSION

En el presente estudio, al evaluar 330 individuos con SDA, con respecto a un grupo de individuos
controles, se encontré que ambos presentaron predominio del sexo femenino y que los grupos de edad
con la mayor frecuencia de SDA fueron los nifios de 0-2 y 9-10 afios, coincidiendo esto con los reportes
de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en 2002 y con los estudios de Urbina y Pequenese
(1999), quienes sefialan que en Venezuela el sindrome diarreico aparece entre las principales causas de
morbilidad y mortalidad infantil, afectando primordialmente a infantes miembros de familias que
habitan en zonas marginales de deficientes condiciones sanitarias y nutricionales. Esto contrasta con los
resultados reportados por Viscaya et al. (1999), quienes al evaluar la enfermedad diarreica de origen
bacteriano en la ciudad de Mérida, en 613 muestras de heces provenientes de nifios, encontraron
predominio del sexo masculino con 259 casos y 205 del femenino y una mayor frecuencia en nifios
menores de 2 afos. Por su parte, la frecuencia de infecciones bacterianas en Ciudad Bolivar fue mas
frecuente en nifios menores de 2 afos y de sexo masculino, cuando se estudiaron 110 nifios entre 0 a 5

afios (Cermefio et al., 2008).

El analisis bacteriol6gico realizado en esta investigacion arroj0 una alta frecuencia de
coprocultivos positivos en individuos con SDA (65,15%) y en el grupo de individuos controles
(46,67%). En cuanto a las bacterias enteropatdgenas identificadas, E. coli fue la especie mas frecuente
en ambos grupos de estudio. Estos resultados podrian explicarse por el hecho de que E. coli es una
bacteria saprofita que habita normalmente el intestino y que sélo en circunstancias muy excepcionales
puede provocar enfermedad por la presencia de factores de virulencia (invasividad y produccion de
toxinas con efectos enterotoxicos). Con respecto a esto, Orlandi et al. (2006), en su trabajo realizado en
Porto Velho, Brazil, al evaluar 470 nifios menores de 6 afios para definir la etiologia de las infecciones
diarreicas, reportan que la bacteria mas prevalente fue E. coli (18,2%), identificAndose un 6,1% de E.

coli enteropatégena (EPEC) y 0,6% de E. coli enterohemorragica (EHEC).

Ademas, el estudio bacteriologico permitio la identificacion de 16 casos de Shigella (4,85%) y 14
de Salmonella (4,24%) en los individuos con SDA. Estas ultimas se encontraron distribuidas en ambos
sexos Yy en los grupos de edad entre 3-4 y 9-10 afios; mientras que Shigella present6 un predominio en el

sexo femenino afectando a los nifios entre 5-6 y 9-10 afios. Al respecto, Rincon et al. (2002), al analizar
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366 muestras de heces frescas de nifios menores de cinco afios con cuadros de diarrea aguda para
investigar bacterias enteropatdgenas, obtuvieron un porcentaje de positividad de 13,38%. Estos autores
encontraron frecuencias de 5,74% (21), 3,28% (12), 2,19% (8) 1,91% (7), 1,37% (5) y 0,27% (1)
correspondieron a Aeromonas, Shigella, Vibrio, Salmonella, Campylobacter y Plesiomonas,
respectivamente. En cuanto a la determinacion de grupos seroldgicos para el género Salmonella ellos
aislaron 5 del grupo B, 1 del grupo D y 1 del grupo C2. La incidencia més alta de gastroenteritis causada

por enteropatdgenos correspondié al grupo de 0-2 afios, con 83,33% (45/54) de los casos.

Por otra parte, Viscaya et al. (1999) reportan un 42,85% de infecciones por Shigella en 464
muestras analizadas en la ciudad de Mérida; mientras que, Hernandez y Godoy (2002) reportan un 3,6%
de Shigella en 5.076 coprocultivos analizados durante 1993-1999 en Ciudad Bolivar, mientras que
Cermefio et al. (2008) obtuvieron una prevalencia de 0,9% para Shigella sp. en nifios menores de 5 afios
con etiologia de diarrea aguda. Por otro lado, Albarado et al. (2005) en un estudio realizado sobre la
asociacion de Salmonella y Shigella con sindrome diarreico agudo en nifios menores de seis afios de
edad de la ciudad de Cumana, encontraron una frecuencia de estas bacterias de 10,00% y 16,00%
respectivamente en un total de 96 muestras fecales analizadas. Estos estudios, al igual que el presente
estudio, reportan una alta frecuencia de Shigella, lo cual podria deberse a que este microorganismo es el
unico entre las bacterias patdgenas entéricas, que necesita un nimero pequefio de bacilos (10) para
infectar al hombre (Valdespino et al., 1994; Keusch, 1988).

La salmonelosis afecta a todas las edades de la vida, pero con mayor incidencia en lactantes y
nifios de corta edad (Fisher, 1997). En este sentido, Gil et al. (2002), al estudiar 39.697 coprocultivos,
reportan la mayor incidencia de Salmonella en nifios menores de 1 afio. En cuanto al sexo, estos
investigadores encontraron un ligeramente mayor porcentaje de infectados en el sexo masculino (54,5%)

en comparacion con el femenino (45,5%).

El estudio de Coria et al. (2001) sobre aspectos microbioldgicos y epidemioldgicos de la
gastroenteritis bacteriana aguda les permitieron concluir que la mayor parte de los casos de salmonelosis
y shigelosis ocurren en paises en desarrollo, con condiciones de vida en hacinamiento, baja higiene
personal, falta de servicios basicos y sanitarios, y poco acceso a programas de educacién sanitaria y

atencion preventiva, coincidiendo estas caracteristicas con las comunidades estudiadas, por lo que es de
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esperarse altas frecuencias de infecciones bacterianas gastrointestinales como las encontradas en este

estudio.

En los individuos analizados en este estudio, a través del analisis coproparasitoldgico previo al
cultivo bacterioldgico, encontramos infecciones por helmintos y protozoarios intestinales (51,82%),
siendo Blastocystis hominis el protozoario mas frecuentemente diagnosticado tanto en los individuos con
SDA como en el grupo control, estando los primeros seguidos de E. histolytica y/o E. dispar y Giardia
duodenalis, en los individuos con SDA. Sin embargo, cuando se evalud la presencia de helmintos y
protozoarios intestinales con respecto a las infecciones por Shigella y Salmonella se observaron
infecciones mixtas con helmintos y protozoarios intestinales en individuos con sindrome diarreico agudo
con frecuencias de 25% y 14,28% respectivamente. Los resultados obtenidos difieren de los de Viscaya
et al. (1999) quienes reportan un porcentaje menor (6,75%) de infecciones mixtas entre bacterias
enteropatdgenas de 311 muestras positivas a parasitos enteropatogenos. De igual forma Ogunsanya et al.
(1994), al evaluar 315 muestras de heces diarreicas en nifios menores de 5 afios reportan un 59,1% de
infecciones bacterianas como Unicos agentes causales y un 2,3% de infecciones asociadas con paréasitos,
mientras que Guderian et al. (1987), al evaluar la diarrea aguda asociada a Campylobacter y otros
agentes patogenos, reportan una frecuencia de bacterias de un 35% Yy una asociacion con parasitos en el
6,73% de las muestras. Por otro lado, Notario et al. (1993), al estudiar microorganismos
enteropatdgenos en nifios con diarrea aguda, informan que un 49,9% de los casos fueron positivos a
bacterias, de las cuales el 3,6% estuvieron asociados con Giardia duodenalis. Estos reportes antes
sefialados, al igual que los resultados arrojados en esta investigacion, demuestran que la mayoria de los

casos de diarreas de origen infeccioso en nifios es debida principalmente a agentes bacterianos.

Con respecto al diagnostico molecular de Salmonella y Shigella por PCR, los resultados de este
estudio en individuos con SDA demuestran la utilidad de estas pruebas para la caracterizacion de estas
dos bacterias patdgenas, al observar que sélo las cepas aisladas e identificadas como Salmonella y
Shigella por estudio bacterioldgico convencional mostraron amplificacion de los fragmentos evaluados.
Al respecto, muchos autores han sefialado que las técnicas basadas en el fenotipo de las bacterias
representan herramientas de diagndstico laboriosas que requieren de varios dias para ofrecer un
diagndstico completo, mientras que las herramientas moleculares, como la PCR e hibridacion, son las

mejores técnicas a usar para la deteccion e identificacion de microorganismos de manera expedita
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(Olsen et al., 1995; Hill, 1996, Batt, 1997). En este sentido, Villalobos y Torres (1998), aplicando una
combinacidn de la técnica de PCR con hibridacion para la deteccion del gen virA de cepas virulentas de
Shigella spp. y E. coli enteroinvasiva (EIEC), demostraron la alta sensibilidad y especificidad de estas
metodologias en cepas puras de cultivos y en muestras de mayonesa comercial contaminadas con S.

dysenteriae.

De igual forma, la PCR ha demostrado ser una técnica rapida, altamente sensible y especifica,
usando diferentes protocolos para la deteccion de Shigella en heces (Frankel et al., 1990; Sethabutr et
al., 1993; Yavzori et al., 1994; Jafari et al., 2008) y en alimentos (Rafii et al., 1995; Villalobo y Torres,
1998; Warren et al., 2006). Estos protocolos usan iniciadores con secuencias localizadas en un plasmido
de invasion presente en Shigella y EIEC (Frankel et al., 1990; Yavzori et al., 1994; Farshad et al.,
2006), asi como también secuencias tanto plasmidicas como cromosomales (Sethabutr et al., 1993;
Gomez et al., 2009).

En este trabajo se empleo la secuencia plasmidica del gen virA, la cual amplificd especificamente
un fragmento de 215 pb presente en las cepas del género Shigella y EIEC (Villalobo y Torres, 1998). Sin
embargo, Houng et al. (1997), utilizando una secuencia 15630, y Kingombe et al. (2005), amplificando
los genes de virulencia iuc, ipaH, ial y por polimorfismo de longitud de fragmentos por restriccién
(RFLP), demuestran que los ensayos de PCR permiten distinguir entre Shigella y EIEC en muestras

fecales.

Con respecto al diagnostico molecular de Salmonella, se ha estandarizado protocolos de multiplex
PCR con los mismos genes utilizados en este estudio y otros mas, para la identificacion de todos los
serotipos de este género, asi como también para la identificacion de Salmonella Typhimurium y
Enteritidis en muestras de hisopados ambientales y granjas donde se crian pollos, demostrandose el
alcance de la técnica de la PCR para estudios epidemiolégicos (Soumet et al., 1999).

Por otro lado, Oliveira et al. (2002), al usar la PCR para la deteccion de cepas de Salmonella sp. e
identificacion de Salmonella Enteritidis, Salmonella Gallinarum, Salmonella Pullorum y Salmonella
Typhimurium, en muestras de pollos colectadas en el campo, reportan 100% de especificidad para la

deteccion de Salmonella usando los oligonucledétidos que amplifican el gen invA. Sin embargo, al usar
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los oligonucleotidos que amplifican el gen fliC (S. Typhimurium) y el gen sefA (S. Enteritidis, S.
Gallinarum, S. Pullorum) encontraron que los niveles de deteccidn variaron dependiendo del namero de
células por especies que se utilizaban. No obstante, la PCR detecté mayor numero de positivos en las
muestras analizadas, en comparacion con la técnica microbiologica empleada.

Los resultados encontrados en esta investigacion guardan relacion con los reportados por Oliveira
et al. (2002), con respecto a que la deteccion de Salmonella sp. amplificando la regién de invA, la cual
se logro optimizar obteniendo un amplificado de 457 pb que no generé amplificaciones inespecificas, ni
reacciones cruzadas, al probar amplificarlo en otras especies de enterobacterias aisladas de los
individuos con sindrome diarreico agudo, evaluados en este estudio, lo que demuestra alta especificidad.
La alta sensibilidad de la técnica empleada se demostrd al evidenciar sefial de amplificacion Unicamente

en las muestras donde estaba presente cepas del género Salmonella.

Los aislados de Salmonella son clasificados tradicionalmente por serotipificacion o identificacion
seroldgica de dos antigenos de superficie: el polisacarido-O y la proteina flagelina. Estas pruebas tienen
utilidad epidemioldgica, sin embargo, la dificultad para la produccion de antisueros, permitio el
desarrollo de marcadores moleculares que ayudaran en la identificacion del serotipo de Salmonella
presente en una muestra biolégica. En este sentido, la secuencia del antigeno flagelar del gen fli
(secuencias fliC, fljB y flpA) utilizado en este estudio, ha sido empleada como blanco molecular para
determinar el tipo de antigeno flagelar presente en una cepa por presentar una secuencia conservada, con

heterogeneidad entre los alelos que codifican diferentes antigenos flagelares (McQuiston et al., 2004).

En la actualidad se han desarrollado técnicas de PCR més avanzadas como la PCR tiempo real
para la deteccion directa de S. flexneri y Salmonella Typhimurium en muestras de heces humanas,
determinandose el limite de deteccion de esta técnica molecular en 1x10* ufc/g de heces para S. flexneri
y 2x10* unidades formadoras de colonias (UFC)/g de heces para S. Typhimurium, demostrandose que la
PCR tiempo real es una técnica rapida, sensible y especifica para la deteccion simultanea de estas dos

especies (Yang et al., 2007).
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CONCLUSIONES

La frecuencia de aislamiento de cepas de Salmonella y Shigella en personas con sindrome

diarreico agudo es relativamente alta y representan un problema de salud para las comunidades.

Se observo total coincidencia entre la deteccion de cepas de Salmonella y Shigella por métodos

microbiologicos clasicos y métodos moleculares.
Los métodos moleculares representan una alternativa como pruebas complementarias al

diagnostico microbioldgico convencional para la identificacion y caracterizacion de los factores de

virulencia
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CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacion del Dr. Marcos De Donato, director del Laboratorio de Genética Molecular,
del Instituto de Biomedicina y Ciencias Aplicadas (IIBCA), se esta realizando el proyecto de
investigacion titulado: Diagnostico clasico y molecular de Salmonella y Shigella, en personas con
sindrome diarréico agudo en la ciudad de Cumand, estado Sucre, cuyo objetivo de este trabajo de
investigacion es el de diagnosticar a través del método clasico y un método molecular cepas de
Salmonella y Shigella en nifios con sindrome diarreico agudo asistidos en el servicio de emergencia de
diferentes centros ambulatorios de la ciudad de Cumana, estado Sucre y como objetivos especificos
determinar la frecuencia de infecciones bacterianas entéricas producidas por Salmonella y Shigella en
personas con sindrome diarréico agudo, identificar por técnicas bioquimicas las cepas de Salmonella y
Shigella encontradas en las muestras provenientes de pacientes infectados y aplicar una técnica de
diagnostico molecular por PCR para la identificacion de cepas patogenas de Salmonella y Shigella.

Yo:
C:: Nacionalidad:
Estado Civil: Domiciliado en:

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que medie coaccion ni
violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracién, propoésito, inconvenientes
y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante la presente:

1. Haber sido informado (a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de investigadores de este
proyecto de todos los aspectos relacionados con el proyecto de investigacion titulado:
Diagnostico Clasico y Molecular de Salmonella y Shigella, en Personas con Sindrome Diarréico
Agudo en la Ciudad de Cumana, Estado Sucre.

2. Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes sefialado es el de diagnosticar a
través del método clasico y un método molecular cepas de Salmonella y Shigella en nifios con
sindrome diarreico agudo asistidos en el servicio de emergencia de diferentes centros
ambulatorios de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

3. Conocer bien el Protocolo Experimental expuesto por el investigador, en el cual se establece que
mi participacion en el trabajo consiste en:

- Donar de manera voluntaria una muestra de heces diarreica de mi representado, la cual
serd obtenida por emision espontanea y colocada en recolector estéril para heces, previa
instruccion por parte del equipo de personas que realizan la investigacion y el personal
del laboratorio de cada ambulatorio.

4. Que la muestra de heces que acepto donar sera utilizada Unica y exclusivamente para aislar e
identificar a cepas de Salmonella y Shigella por métodos clasicos y moleculares.
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10.

Que el equipo de personas que realizan esta investigacién coordinado por el Dr. Marcos De
Donato y la Lic. Elvia Michelli, me ha garantizado confidencialidad relacionada tanto a mi
identidad como a la de mi representado y cualquier otra informacion a la que tengan acceso por
concepto de su participacion en el proyecto antes mencionado.

Que bajo ningun concepto podré restringir el uso para fines académicos de los resultados
obtenidos en el presente estudio.

Que la participacién de mi representado en dicho estudio no implica riesgo e inconveniente
alguno para su salud.

Que cualquier pregunta que tenga en relacion con este estudio me serd respondida
oportunamente por parte del equipo de personas antes mencionadas con quienes me puedo
comunicar por el teléfono 0416-1133501 con el Br. Jesus Luiggi.

Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningun beneficio de tipo
econdémico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto de
investigacion.

Ademas se le pide el consentimiento para que los datos generados puedan ser utilizados para el
presente estudio, sin revelar sus nombres.
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Resultados de las pruebas bioquimicas de las cepas de Salmonella

y Shigella aisladas de personas con sindrome diarreico agudo

de la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Salmonella Shigella
Pruebas Resultado N Resultado N
Motilidad + 14 - 16
Indol - 14 - 16
Citrato + 14 - 16
- 11
Ornitina + 14
+ 5
Lisina + 14 - 16
Kligler KIA K/A
Gas + 14 - 16
H.S + 14 - 16
Urea - 14 - 16
FAD - 14 - 16
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Resumen (abstract):

En Venezuela, el Sindrome Diarréico Agudo (SDA) reviste gran importancia epidemioldgica,
constituyendo una de las primeras causas de morbi-mortalidad, donde los géneros Salmonella y Shigella, estan
frecuentemente involucrados. Se plante6 detectar Salmonella y Shigella por métodos convencionales y
moleculares. Se realizd coprocultivo para aislamiento e identificaciéon de las bacterias enteropatogenas en 330
muestras de heces de individuos con SDA y 30 muestras de individuos asintomaticos (controles) de diferentes
edades y ambos sexos, asi como coproanalisis para observar las caracteristicas fisicas macroscopicas y posibles
formas evolutivas parasitarias en las heces. Se encontré que ambos grupos de estudio presentaron un ligero
predominio del sexo femenino. La mayor frecuencia de individuos con SDA se presentd en el grupo de 0-2 afios
de edad (39,39%). El grupo control present6 un 46,67% de positividad en el analisis bacterioldgico. Escherichia
coli fue la especie mas frecuente en ambos grupos de estudio, seguida de Shigella con 16 casos (4,85%), y de
Salmonella con 14 casos (4,24%) en los individuos con SDA, detectdndose ademas Proteus y Klebsiella en los
individuos controles, entre otras. La salmonelosis se distribuyé en ambos sexos por igual y con mayor frecuencia
en los grupos de 3-4 y 9-10 afios, mientras que la shigellosis predomind ligeramente en el sexo femenino
(56,25%) y en nifios de 5-6 y 9-10 afios. Las infecciones por Salmonella y Shigella presentaron infecciones mixtas
con helmintos y protozoarios intestinales patégenos en un 14,28% y 25,00% respectivamente. Se logr6 optimizar
las condiciones de PCR para la deteccion molecular de Salmonella (genes invA, sefA y fliC de 457pb, 620pb y
488pb respectivamente) y Shigella (gen virA de 457pb) observando que so6lo las muestras positivas a estos
géneros por analisis bacteriolégico mostraron las amplificaciones esperadas. Se demostré la especificidad de la
técnica de PCR por la ausencia de productos amplificados en los controles empleados. Se concluye que el
diagnostico molecular constituye una herramienta alternativa que permite la deteccion e identificacion de
bacterias causantes de cuadros diarreicos, ademas de su gran utilidad para determinar la existencia de genes de
virulencia en las cepas estudiadas.
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