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RESUMEN

Universalmente, la fiebre tifoidea es un problema de salud causado principalmente por
deficiencias de saneamiento que afecta gravemente a paises en vias de desarrollo. Es
primordial conocer técnicas de diagnostico adecuadas para la determinacién de su agente
etioldgico, Salmonella typhi. EI presente estudio tuvo como objetivo primordial validar
mediante una revision bibliografica al coprocultivo versus la Reaccién en Cadena de
Polimerasa en la identificacion de S. typhi y asi reconocer la técnica éptima para brindar un
diagndstico oportuno. Esta investigacion fue de enfoque cualitativo de tipo descriptivo,
documental no experimental, de corte transversal y retrospectivo. Resultando una
poblacion de estudio de 150 documentos cientificos que aborden la tematica; los mismos
que estan ubicados en bases de datos cientificas como PubMed, Scielo, Redalyc, Elseiver,
etc., y han sido publicadas en una vigencia de 10 afios, obteniendo una muestra de 79
publicaciones relacionadas con el tema a tratar. En la bibliografia consultada un 67% de
los autores prefieren y recomiendan la Reaccion en Cadena de Polimerasa, a diferencia del
33% correspondiente al coprocultivo. Ambas técnicas presentan caracteristicas que las
hacen factibles en un 70% (coprocultivo) y 74% (Reaccion en Cadena de Polimerasa).
Concluyendo que ambas técnicas son factibles bajo la implementacién de un adecuado
protocolo, equipamiento y area de trabajo permitiendo una adecuada especificidad y
sensibilidad, y brindando una provechosa, idénea y acertada identificacion de S. typhi.

Palabras claves: Fiebre tifoidea, fiebre entérica, PCR, coprocultivo, Salmonella typhi.



ABSTRACT

Typhoid fever is a worldwide health issue that is primarily brought on by inadequate
sanitation and has a serious impact on developing countries. It is essential to know
adequate diagnostic techniques for the determination of its etiological agent, Salmonella
typhi. This study aims to validate through a literature review the stool culture versus the
Polymerase Chain Reaction in the identification of S. typhi and thus recognize the optimal
technique to provide a timely diagnosis. This was a qualitative, descriptive, non-
experimental documentary, cross-sectional and retrospective research. The final outcome
was a research population of 150 scientific documents covering the topic that was
published during a ten-year period in databases including PubMed, Scielo, Redalyc,
Elseiver, etc. This resulted in a sample of 79 publications covering the topic under study.
In the bibliography consulted, 67% of the authors prefer and recommend the Polymerase
Chain Reaction, as opposed to the 33% corresponding to the stool culture. Both
techniques present characteristics that make them feasible in 70% (stool culture) and 74%
(Polymerase Chain Reaction). As a result, both methods can be used to successfully
identify S. typhi when the proper methodology, tools, and working conditions are used.

These conditions should also allow for a sufficient level of specificity and sensitivity.

Key words: Typhoid fever, enteric fever, PCR, stool culture, Salmonella typhi.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La etiologia de las enteritis depende segln el area geografica, en la poblacion general en
Europa y América se encuentra entre los principales agentes causales a Salmonella spp. La
salmonelosis es provocada por bacterias del género Salmonella, que causan fiebre tifoidea
y paratifoidea o infecciones no tifoideas, producidas por diversos serotipos de Salmonella
que presentan un cuadro clinico y su epidemiologia diferente®.

Solia referirse a la fiebre tifoidea como "muerte por fiebre™ y se deriva del latin tyvphos u
“oscurecimiento de los sentidos o mente turbia” S. typhi al pertenecer a la familia
Enterobacteriaceae y ser bacterias intracelulares facultativas, precisamente un bacilo Gram
negativo, mdvil, anaerobio, con temperatura éptima de crecimiento de 37°C; tienen la
capacidad de fermentar glucosa, pero no la lactosa®?.

Al afio 2000, a nivel mundial, la fiebre tifoidea causé alrededor de 21,7 millones de casos
con 217 000 muertes, en el caso de la fiebre paratifoidea se estimaron 5,4 millones de
afectados. Esta patologia es mas frecuente en Asia y Africa, aunque también tiene una
prevalencia en Centro y Suramérica, debido al déficit de agua potable e higiene
inadecuada, también se debe tomar en cuenta que la fiebre tifoidea endémica suele ser
estacional®*,

En Chile, Ecuador y Perd, la fiebre tifoidea era altamente endémica entre la década de los
60 y 80. A inicios de la década de los 90, la carga de las fiebres tifoideas disminuyo
marcadamente en América Latina, pero focos endémicos aun persisten en América Central,
el Caribe y algunas regiones de América del Sur. Cuando las fiebres tifoideas eran
altamente endémicas en América del Sur, S. paratyphi fue causante de un tercio de los
casos*®.

Chile se mantiene con una endemia baja para esta enfermedad, con una incidencia en el
afio 2015 de 0,4 casos por 100 000 habitantes. En Ecuador, a pesar de que su incidencia
habia disminuido en los Gltimos afios, han existido brotes inesperados en la zona de
planificacion 8 del pais, abordando Guayaquil, Duran y Samborondon, que en el afio 2010
se presentaron 452 personas infectadas y en 2011 un ndmero de 163 individuos con
tifoidea*>®.

Cifras demostradas por la Direccion Nacional de Vigilancia Epidemiolédgica Ecuatoria en
el afio 2017, reportaron un namero de 1 659 casos con fiebre tifoidea y paratifoidea; en
2019 hubo 1106 de personas infectadas; en 2020 y 2021 se aprecia una disminucién con
766 y 267 casos de individuos con esta patologia. En el ultimo afio se visualizé que la
provincia de Esmeraldas presentaba gran nimero de casos, ademas, el rango de edad que
presentaba la mayoria de infectados era entre 20 y 49 afios a nivel nacional "%,
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El diagnostico de fiebre tifoidea es complejo debido a su prolongada evolucion y la falta de
signos locales, lo que resulta que su diagnostico por clinica puede ser sospechado, pero
nunca garantizado. A lo largo del tiempo, la reaccion de Widal era Util para su diagndstico
y manejo; actualmente, se usa solo en paises en vias de desarrollo, por ser una prueba
rapida y barata, sin embargo, posee una baja sensibilidad y especificidad. Los métodos de
diagnostico primario de S. typhi solo pueden efectuarse mediante hemocultivo y
coprocultivo, aislando al microorganismo, o detectando su acido desoxirribonucleico
(ADN) mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR)2°.

En el presente proyecto se describe una introduccion, planteamiento del problema, ademés
del objetivo general y especificos del presente proyecto. Encontramos el marco
metodoldgico que plasma conceptos basicos, antecedentes y actualizaciones acerca de la
fiebre tifoidea, su agente etiologico, diagndstico en el laboratorio clinico, tratamiento y
prevencion; permitiendo un mayor entendimiento del tema. En cuanto a la metodologia
utilizada, se especifica el tipo de investigacion, poblacion y muestra analizada, ademas de
las variables de estudio, entre otros aspectos. Hallamos el desarrollo del proyecto en el que
se analiza la informacion obtenida en la revision bibliogréfica.

Finalmente, en las conclusiones se da respuesta al problema mediante la resolucién de los
objetivos planteados en el proyecto de investigacion. Adicionalmente, hallamos la
bibliografia utilizada para la recopilacion de informacién, como también los anexos, que
obtienen informacion importante que no pudo incluirse en el desarrollo del proyecto de
investigacion.

La fiebre tifoidea aln es un importante problema de salud a nivel mundial, y su infeccién
ocurre con mas frecuencia en poblaciones que tienen deficiencias de saneamiento y falta de
acceso a agua potable. Por ende, estas infecciones son endémicas en muchos paises en vias
de desarrollo, pero de transmision infrecuente en paises industrializados. Las formas
clinicas son variadas, ya que la amenaza de la infeccion depende de distintos factores como
la dosis infectiva inicial, virulencia e inmunidad del huésped*1%11:12,

Sin tratamiento, la fiebre tifoidea presenta una tasa de mortalidad cercana al 10 0 15% y se
reduce a uno o dos por ciento con tratamiento antibiético adecuado y oportuno. Algunas
revisiones informan que en nifios menores de cuatro afios la letalidad es 10 veces més alta
que en los nifios mayores. Se debe tomar en cuenta que una sospecha clinica oportuna y la
implementacion de un tratamiento eficaz ayuda a disminuir la presencia de cepas
multirresistentes y de cepas con susceptibilidad reducida a las fluoroguinolonas, temas de
gran importancia debido a la creciente resistencia a antibioticos!3141516,
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La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconoce esta enfermedad como un
importante problema de salud publica y recomienda la inmunizacion con la vacuna
polisacarido Vi en zonas de alto riesgo. Algunos estudios reconocen la importancia de
mantener una vigilancia adecuada de esta patologia, determinando asi su distribucion
geografica y la poblacion mas afectada para llevar a cabo estrategias de vacunacion
selectival®?®,

En Ecuador se describe a la fiebre tifoidea en el Manual de procedimientos del subsistema
alerta accion SIVE- ALERTA del Ministerio de Salud en 2014, donde se describe a la
patologia, se da una definicion de caso (confirmado o confirm ado por nexo
epidemioldgico), también se menciona el proceso de investigacion y las medidas de control
correspondientes. También se mencionan las vacunas que deben proporcionarse para la
prevencion de la fiebre tifoidea en el Manual de Vacunas para enfermedades
inmunoprevenibles de 2019 del Misterio de Salud Publica de Ecuador®’,

Formulacién del problema: ¢Cuéles son las ventajas y desventajas del uso de la técnica de
Coprocultivo versus PCR para identificacion de Salmonella typhi?

15



OBJETIVOS
e General

Validar mediante la revision bibliografica de distintos estudios, los resultados obtenidos
empleando la técnica de coprocultivo vs la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, y dar a conocer cudl seria la mas apropiada para llegar a un diagndstico en
corto tiempo.

o Especificos

o Comparar las técnicas de Coprocultivo y Reaccion en Cadena de la Polimerasa para
identificacion de S. typhi; mediante revision bibliografica.

o Determinar la sensibilidad y especificidad de la PCR convencional vs el
coprocultivo, a través de revision bibliografica para la demostracion de su funcionalidad.

o Demostrar la factibilidad de las técnicas de coprocultivo y PCR para el diagnostico

de S. typhi mediante revision bibliografica

16



CAPITULO II. MARCO TEORICO
FIEBRE TIFOIDEA

Origen y Antecedentes

El género Salmonella fue descrito a principios del siglo XX por Theobald Smith. Las
salmonellas son bacterias entéricas, que se alojan en el intestino, de taxonomia compleja.
El género Salmonella es una especie, que ha sido denominada Salmonella entérica.
Formada por siete subespecies, dependiendo de su capacidad para realizar diferentes
reacciones bioquimicas?.

Cada subespecie, esta subdividida en serotipos, de acuerdo con el tipo de antigeno H
(flagelar) u O (somatico). El antigeno H esta conformado por la proteina mas abundante
del flagelo, que es la estructura que permite el movimiento. El antigeno O esta conformado
por una cadena repetida de polisacaridos, que forma parte del lipopolisacarido, que se
genera y sobresale de la membrana externa que actla como barrera de proteccion a agentes
externost?19,

La gravedad de la infeccion por S. typhi depende de factores como virulencia de la cepa,
magnitud del inoculo ingerido, lapso transcurrido hasta recibir tratamiento adecuado, edad
y antecedentes de vacunacion. El ser humano es el Gnico reservorio de S. typhi. La fiebre
tifoidea se transmite por ingestion de alimentos y de agua contaminada con heces u orina
de enfermos o portadores por lo que el riesgo de transmision aumenta en poblaciones sin
acceso a agua potable y adecuado saneamiento basico. Los nifios son los mas afectados por
fiebre tifoidea y la mayor incidencia se observa en menores de 15 afios!820:2L,

Caracteristicas microbioldgicas de Salmonella typhi

El género Salmonella pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram
negativo, no esporulado, anaerobio facultativo, movil por flagelos peritricos. Utilizan
citrato como fuente de carbono y poseen metabolismo de tipo oxidativo y fermentativo. La
mayor parte de los serotipos de Salmonella crecen en un rango de temperatura de 5-47°C,
Optima de 35-37°C; algunos pueden crecer a 2 0 4°C y hasta 54°C?>%,

El pH de crecimiento oscila entre 4-9, dptimo entre 6.5 y 7.5. Se desarrollan bien a una
actividad de agua de 0.99 a 0.94, pueden llegar a sobrevivir en alimentos secos con una
actividad del agua de < 0.2. Su crecimiento se inhibe cuando estdn a temperaturas
inferiores a 7°C, pH < 3.8 y una actividad del agua < 0.94. Se caracterizan por ser de
amplia distribucion, altamente patégenos y de dificil aislamiento, con més de 2 500
serotipos identificados?>%,
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Epidemiologia

Salmonella es una bacteria presente en todo el mundo que va afectando a los paises en vias
de desarrollados y poco frecuente en los paises desarrollados. Generalmente se transmite
por la escasa aplicacion de asepsia en la manipulacion de alimentos. Existen cerca de 2.500
serotipos hasta el dia de hoy, cada variacion de estos serotipos es diferentes en cada pais, y
presentandose con mayor impacto negativo en los lugares donde las condiciones y calidad
de vida esta marcada por la pobreza e insalubridad?*.

Patologia

Estas bacterias pueden dar lugar a diferentes cuadros clinicos como enterocolitis por
Salmonella, la bien conocida fiebre tifoidea, pasando por bacteriemias y cuadros de
infeccion localizada. También puede acantonarse en la via biliar una vez pasado el cuadro
agudo y eliminarse por heces de manera regular, dando lugar al estado de portador sano,
que constituyen un factor importante en la epidemiologia de la enfermedad, ya que estos
no manifiestan sintomas de enfermedad, pero son capaces de transmitirl0?*°.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO DE FIEBRE TIFOIDEA: COPROCULTIVO Y
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Diagnostico microbioldgico

Existen diferentes métodos para identificar Salmonella spp., pero las mas empleadas son
las técnicas microbioldgicas. Dichas técnicas estdn basadas en el empleo de medios de
cultivo selectivos y posterior caracterizacion de colonias mediante pruebas bioquimicas
para aislamiento de la bacteria a partir de tejidos y materia fecal. EI método estandar en
clinica es el coprocultivo el cual es simple, rapido y econémico. Para el aislamiento e
identificacion de S. typhi se sigue un protocolo conformado de las siguientes etapas®*®24,

o Etapa de Pre-enriquecimiento: se requiere de un medio de cultivo nutritivo no
selectivo, para el enriquecimiento de la muestra que permite restaurar las células de
Salmonella spp. Tiene como objetivo lograr una condicion fisioldgica estable, ademas de
normalizar metabolicamente las células para su desarrollo. Ejemplos: agar sangre.

o Etapa de Enriquecimiento selectivo: permite beneficiar e incitar el crecimiento de
Salmonella a partir de un medio de cultivo. Como propoésito debe incrementar las
poblaciones de Salmonella e inhibir otros microorganismos presentes en la muestra.
Ejemplo: caldo tetrationato y caldo selenito cistina.

o Etapa de Aislamiento en medios selectivos: se diferencian las distintas colonias
de Salmonella. Se toma en cuenta el crecimiento de las colonias de la Salmonella con
aspectos caracteristicos para diferenciarlos y aislarlos en medios de cultivo. Ejemplo: agar
bismuto sulfito, agar entérico Henktoen (HE).

o Pruebas bioquimicas diferenciales: como su nombre lo indica se diferencia las
especies de Salmonella por su actividad metabdlica. Se debe utilizar tres medios
diferenciales de cultivo. Ejemplo: agar hierro tres azucares (TSI) (Britania), agar lisina
hierro (LIA) (Britania), urea (Britania), FenilalaninaDesaminasa (FAD) (Britania), Orto-
nitrofenilgalactopiranosido (O.N.P.G.).
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o Identificacion de mecanismos de resistencia Salmonella spp.: produccién de
enzimas que inactivan antibidticos, siendo las betalactamasas las mas importantes;
modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibidtico al punto diana,
generalmente se da por medio de mutaciones; y la expulsion de antibiéticos como
tetraciclina y cloramfenicol mediante bombas de flujo.

Métodos basados en acidos nucleicos

Dichos métodos estan basados en técnicas moleculares y son aplicables para el diagnéstico
de fiebre tifoidea. Entre ellas, encontramos a la PCR siendo esta la mas utilizada, debido a
sus favorecedoras caracteristicas. Ya que es una técnica simple, reproducible, rapida y
flexible. Adicional a ello, se implementado una extension de variantes de dicha técnica,
tales como la PCR en Tiempo Real?.

Para la identificacion de S. typhi por PCR se puede recurrir al uso de varios genes diana,
como los genes somaticos del antigeno O (tyv y prt), el gen flagelar del antigeno H (FLIc-
d) y el gen antigeno capsular Vi (viaB). Sin embargo, estos genes no pueden ser los Unicos
marcadores de diagnostico especifica de S. typhi, ya que no son especificos de esta bacteria
también se encuentran en otros serotipos de Salmonella. Por lo tanto, estos marcadores
proporcionan un diagndstico provisional mas que diferencial de la fiebre tifoidea?®?°.

Para la realizacién de esta técnica de diagnostico se requiere del seguimiento de los
siguientes pasos 2627

1. Eleccion de cepas bacterias, su adecuado cultivo y pruebas de confirmacion
mediante métodos tradicionales de cultivo, bateria bioquimica y serotipificacion.

2. Identificacion de genes especificos de S. typhi mediante el uso de bioinformaética,
para el posterior disefio de cebadores de oligonucledtidos con codones de inicio y
finalizacion para amplificacion por PCR.

3. Extraccion de ADN gendmico de cepas bacterias y muestras bioldgicas, y su
posterior determinacién de concentracién de ADN.
4. Protocolizacion de PCR en un termociclador, como ejemplo tenemos a las

siguientes condiciones: un pre-ciclo a 94°C por 3 min, 35 ciclos a 94°C por 1 min c/u, 1
ciclo a 55°C por 1 min, 1 ciclo a 72°C por 1 min y una elongacion final a 72°C por 10 min.
5. Los productos de amplificacion por PCR o amplicones deben analizarse por
electroforesis en gel 2% tefiidos con bromuro de etidio y posteriormente visualizados con
un trasluminador de luz UV

6. Fotodocumentacion de los resultados
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Otros métodos basados en acidos nucleicos

Como se ha mencionado anteriormente, la mas representativa entre estos métodos es la
técnica de PCR; pero podemos encontrar una gran variedad como la pirosecuenciacion,
técnicas de hibridacién y microensayos, y a la amplificacion basada en la secuencia del
acido nucleico (NASBA)%.

Otras técnicas de diagndstico

Métodos seroldgicos: la unidn de anticuerpos con su antigeno particular, la velocidad y la
simplicidad de su interaccion, han desarrollado una gran variedad de ensayos con
utilizacion de anticuerpos y formatos basados en inmunoquimica. Los resultados obtenidos
siempre son considerados como presuntos positivos y se hace necesario la confirmacion
por métodos tradicionales. Entre las técnicas mas representativas tenemos a la prueba
ELISA, Ensayo de Flujo Lateral, inmunoseparacion magnética (ISM) (LFAs)®2°,
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA
Tipo de Investigacion

o Segun el nivel: de tipo descriptivo pues se extrajo informacion de bases de datos y
revistas cientificas se busco relatar las técnicas microbioldgicas para el aislamiento de S.
typhi y por ende el diagndstico de fiebre tifoidea.

o Segun el enfoque: cualitativo porque se tuvo como propdsitos describir y analizar
técnicas microbioldgicas para el aislamiento de S. typhi mediante la recopilaciéon de
informacion obtenida en bases de datos cientificas.

o Segun la secuencia temporal: de tipo transversal pues el proyecto de investigacion
se realiz6 en un periodo determinado para su desarrollo.

o Segun la cronologia de los hechos: es retrospectiva ya que el inicio del proyecto se
inicio después de los hechos estudiados, en los que se recopilé informacion acerca de las
principales técnicas microbioldgicas para identificacion de S. typhi.

o Segun el disefio: documental/bibliogréafico no experimental ya que se compild y se
selecciond informacion a través del analisis de articulos cientificos, libros, revistas
cientificas, todo ello encontrado en bases de datos virtuales actualizadas en los Gltimos 10
afios. Es decir, no hubo manipulacién intencional de las variables.

Poblacion

Para este proyecto la poblacion que se utilizé fueron fuentes primarias y secundarias que
esta representada por 150 documentos cientificos en los que se aborda la tematica
Comparacién entre las técnicas Coprocultivo y PCR en la deteccion de S. typhi, trabajos
divulgados en revistas cientificas en los ultimos 10 afios e indexadas en las bases de datos
PubMed, Scopus, Elsevier, Google Scholar, repositorios de universidades, Springer,
Scielo, Science Direct, Medigraphic, Lilacs, Redalyc, Latindex, Embase, Britannica
Academic, Redalyc, ProQuest.

Muestra

En la presente investigacion, para la seleccion de la muestra se siguié un muestreo no
probabilistico basado en diferentes fuentes bibliograficas con una vigencia entre 5y 10
afios de ser publicadas y disponibles en la base de datos seleccionadas de informacion
mediante el cual se escogieron 79 publicaciones que estan relacionadas con la comparacion
entre las técnicas Coprocultivo y PCR en la deteccion de S. typhi.
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Criterios de inclusion

o Documentos, articulos cientificos, revisiones bibliograficas, entre otros estudios
relacionados que hayan sido publicados en los Gltimos 10 afios, es decir desde el
afio 2012 al 2022

o Articulos con el respectivo abordaje metodoldgico que contengan resumen,
introduccién, datos estadisticos, definiciones, causas, consecuencias que se generan
frente a la ccomparacion entre las técnicas Coprocultivo y PCR en la deteccion de
S. typhi,

o Articulos cientificos indexados de las bases de datos a la par con los organismos
especializados en salud a nivel nacional, regional e internacional encontrados en las
plataformas online.

Criterios de exclusién

o Todas aquellas publicaciones que no estaban relacionadas con la temética
desarrollada.

o Articulos que no disponian de texto completo.

o Publicaciones de méas de 10 afios requeridos para la investigacion, es decir

publicadas antes de 2012.

Meétodos de estudio

Metodos teoricos: se utilizé este método para la investigacion de revision bibliogréfica
aplicando un analisis y sintesis en documentos y articulo cientificos, acorde al tema.

Técnicas y procedimientos

Técnica: observacion
Procedimiento: se revisaron todas las bases de datos bibliograficos reconocidas
internacionalmente, para la recoleccion de informacion descriptivamente.

Procesamiento estadistico

Este proyecto es de caracter cualitativo - descriptivo para la recopilacion de datos ya que es
una investigacion de revision bibliografica, en el cual se recopilo la informacion mediante
un analisis de contenido seleccionado de cada fuente y autor que esté relacionado con el
tema para la interpretacion de resultados y acumular evidencias mediante el uso de
triangulacion y revision bibliogréaficas.
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Consideraciones éticas

El presente proyecto de investigacion de tipo documental-bibliografico se desarrollé de
acuerdo con una ordenada seleccién, andlisis y verificacion de los documentos que
cumplan con todos los parametros bioéticos nacionales e internacionales, por lo cual no
requirié de un comité bioético porque no infringe la integridad fisica de una persona. La
revision de los trabajos es propiedad privada de los autores por lo que se respeta sus
derechos sefialando correctamente las citas bibliogréaficas en normativa VVancouver.
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Diagrama de flujo para la busqueda bibliografica y seleccion de la informacion

DIAGRAMA DE FLUJO PARA BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

v v
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1 Comparacion de técnicas de método tradicional y PCR para identificacion de S.

typhi.

N TITULO/ANO

O DE RESULTADOS
2 .

< | PUBLICACION

Espinoza et. al.

“Comparacién del
coprocultivo vs la
técnica de
Reaccion en
cadena de la
Polimerasa (PCR)
convencional para
la deteccion de
Salmonella typhi
en muestras
fecales’/2013

Coprocultivo: méas utilizado, no complejo y tradicional, pero se debe
trabajar con sumo cuidado porque puede contaminarse facilmente.
Cumple con la fase de preenriquecimiento en medio no selectivo;
enriquecimiento y selectivo; inoculacion en medios diferenciales; y
analisis bioquimico.

Menor costo. Los resultados tardan mas.

El uso de c-PCR mayor rapidez, eficiencia con alto grado de
sensibilidad en sus resultados.

Fase de extraccion de ADN bacteriano en heces (Kit E.Z.N.A. Stool
DNA kit); preparacion de Master Mix; amplificacién en termociclador
(activacion de la tag, desnaturacion, hibridacion, extension, extension
final); y electroforesis en gel de agarosa.

Mayor costo. Los resultados estan de 3 a 5 dias.

Herrera et. al.

“Determinacion
de enterobacterias
mediante
coprocultivo y su
relacion con
gastroenteritis no
parasitaria en
pacientes adultos
que residen en el
canton  Pujili -
Cotopaxi’/2016

Coprocultivo: requiere una muestra de calidad obtenida bajo criterios
de inclusion y exclusion. Se realiza un examen macroscopico,
microscopico y parasitoldgico de la muestra. Tiene fase de cultivo en
agar selectivo y diferencial; diferenciacion de colonias sospechosas; y

antibiograma. Resultados demorosos, pero es lo mas utilizado.

PCR es una técnica de alto impacto donde la muestra es segura, puede
ser sangre, heces o algun liquido; para poder extraer de ADN para
dicho analisis, es costoso, pero en la entrega de resultados es éptimo e

inmediato.
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" Enhanced
detection rate of
typhoid fever
among clinically

suspected patients

Coprocultivo es un método de cultivo microbiol6gico tradicional, que
a veces se dificulta por el bajo nimero de células, esta técnica tiene
varias desventajas entre ellas el tardar entre 4-5 dias para confirmar los

resultados y, ademas requierir de muchos medios de cultivo.

La técnica de n-PCR dirigida al gen fliC podria utilizarse como un

Reaction/2015

= in a tertiary nuevo método de diagnostico de la fiebre tifoidea, especialmente en
E referral hospital in | casos negativos para hemocultivos como el estudio realizado en
5—;: Dhaka, Bangladesh, pais endémico de fiebre tifoidea. Para fines del estudio
Bangladesh using | antes de la n-PCR se realiza un hemocultivo por método convencional
nested para control de las muestras de sangre
polymerase chain | Existe una fase de extraccion de ADN de la sangre recolectada con
reaction EDTA y de las colonias sospechosas obtenidas del cultivo; realizacion
technology /2015 | de primers; aplicacion del termociclador; y deteccion del producto
mediante electroforesis en gel de agarosa.
Coprocultivo es una técnica que requiere un analisis microscopico y
macroscopico, continuando con la siembra en diferentes medios de
cultivo para aislar el agente etiologico. Obteniendo resultados en un
mayor tiempo.
" Detection of | La g-PCR dirigida para el gen clyA para deteccion simultanea de S.
Typhoidal and | typhi y S. paratyphi A en sangre brinda sensibilidad mejorada y tiempo
= Paratyphoidal de deteccion mas rapida.
:aj Salmonella in Cumple con la fase de extraccion de ADN de muestras de sangre (Kit
§ Blood by Real- | QlAamp Blood DNA mini-Qiagen); preparacion de primers; aplicacion
= | time Polymerase | de termociclador.
Chain La qPCR fue significativamente mas rapida con una media de + de 2

horas 34 minutos + 15 minutos, que el hemocultivo (media + de 37
horas 40 minutos + 17 horas) en cuanto a la deteccion de fiebre tifoidea
y paratifoidea.

PCR aporta, de manera significativa, en la obtencion de resultados

confiables en el laboratorio.

c-PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa convencional; ADN: &cido desoxirribonucleico; m-PCR:
Reaccién en Cadena de la Polimerasa multiplex; n-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa anidada;

g-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real
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Andlisis e interpretacion

En la Tabla 1 se encuentran métodos como coprocultivo, que es tradicional y es
caracterizado por ser una técnica clasica y no compleja. Realizada mediante diferentes
fases compuestas por una apta recoleccion de la muestra; su respectivo analisis macro y
microscopico; una fase de preenriquecimiento; enriquecimiento en medios selectivos;
cultivo en medios diferenciales; identificacion de colonias sospechosas por coloracion
Gram y bateria bioguimica; y finalmente la aplicacién de antibiograma.

La PCR y sus distintos tipos como PCR multiplex (m-PCR), PCR anidada (n-PCR) y PCR
en tiempo real (q-PCR), analizan en su mayoria muestras de sangre. Cumplen con fases de
extraccion de ADN bacteriano de sangre, heces o colonias sospechosas de S. typhi; la
elaboracion de primers; la aplicacién de un termociclador; la electroforesis en gel de
agarosa y finalmente la identificacion de S. typhi. Dichas técnicas ofrecen resultados en
menor tiempo, por ejemplo, la q-PCR brinda un resultado en £ de 2 horas 34 minutos (£ 15
minutos), frente al cultivo con una media + de 37 horas 40 minutos (£ 17 horas).

Discusion

A través de la busqueda bibliografica de informacion relevante se compard las técnicas de
Coprocultivo y PCR (m-PCR, n-PCR y g-PCR) para la identificacién de S. typhi. Para el
diagnostico de dicha enterobacteria varios autores concuerdan llevar a cabo el
coprocultivo, abordando un 33% del total de estudios analizados. Por el contrario, un 67%
refieren que la técnica de PCR cumple un papel fundamental para el diagndstico de una
serie de enfermedades, suplantando a varios métodos microbiol6gicos convencionales, asi
que seria una buena opcion para la identificacion S. typhi. Porcentaje que pueden
observarse en el Anexo 1.

Gallegos F.3!, al igual Herrera et. al®® concuerdan que adicional al cultivo de heces se
requiere su debido analisis mediante un examen coproldgico (macro y microscopico) y
coproparasitario; esto antes de dos horas de la recoleccidn de la muestra, o por el contrario
refrigerar a 4°C. Esto con el fin de descartar microorganismos patdgenos de enfermedades
gastrointestinales como las levaduras, parasitos, bacterias?’2:3L,

En lo referente al examen microbioldgico o coprocultivo se recalca el inocular la muestra
en medio de enriquecimiento como el caldo selenito, caldo peptonado Bufferado; una vez
obtenido las colonias se debe proseguir con medios de cultivo selectivos o de
diferenciacion, como agar MacConkey, caldo de tetrionato (fundamental para portadores
asintomaticos, pues suelen eliminar una baja concentracion bacteriana en heces,), agar
Salmonella-Shigella o agar Hektoen, respectivamente. La inoculacion en dichos medios
permitird la multiplicacion de bacterias gracias a su contenido de nutrientes, ademas de
inhibir la flora fecal competitiva?’28:31:32,

27



Una vez realizada la inoculacién se procede con la identificacidén de colonias sospechosas
mediante coloracion Gram y la aplicacion de una bateria bioguimica, la cual esta
compuesta por SIM (movilidad, acido sulfdrico e indol), urea, citrato de Simons, rojo
metilo, lisina, TSI. Adicional se realiza el antibiograma mediante el método de difusion del
disco Bauer y Kirby en agar Muller Hilton, tal como describen Espinoza et. al.?’, Herrera
et. al.?® y Gallegos F.3!.

Diaz et al.*® concuerda con los autores mencionados en referirse al coprocultivo como un
método convencional de deteccion de S. typhi y lo describe como el andlisis
microbiologico a través de un enriguecimiento no selectivo, enriquecimiento selectivo,
aislamiento en agar diferencial y confirmacion mediante pruebas bioquimicas y
serotipificacion (1SO, 2002; FDA, 2007), procedimientos que pueden tomar hasta una
semana para resultados®-:32,

Luigi et al.®® refiere que la PCR es una técnica sensible de amplificacion in vitro de
segmentos de ADN que permite detectar genes especificos de grupos taxonémicos y genes
implicados al género Salmonella, ya que, a pesar de las variadas medidas de salud pablica
desarrolladas en el siglo pasado, Salmonella sigue siendo el causante de una toxiinfeccién
alimentaria por zoonosis mas importante a nivel mundial. En su estudio sigue la
metodologia de PCR convencional descrita por la Comision Venezolana de Normas
Industriales (COVENIN) 1291; para la preparacion y enriquecimiento de las cepas a
analizar®,

Diaz et al.® refiere que la técnica PCR ha ganado un lugar fundamental no solo para el
diagnostico de S. typhi sino para el diagndstico de una amplia gama de enfermedades es
asi que se suplantan los métodos microbioldgicos convencionales, basandose en que la
PCR convencional es mucho mas rapida y sus resultados tienen menor probabilidad de
contaminacion, asi como Monroy et al.** refiere que la PCR al ser una técnica con un
elevado costo es una de las técnicas mas comunes en paises desarrollados obteniendo
resultados positivos y en menor tiempo3+35:3:37,

Monroy et al.>* menciona que la PCR es un método de copiado de ADN, utilizada por ser
altamente sensible y especifica en la deteccién de una gran variedad de microorganismos.
Refiere también que, se le ha aplicado para identificacion de varias especies
microbiol6gicas sin previo aislamiento, incluyendo a Salmonella, a partir de muestras
clinicas y de alimentos®.
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Ortufio®® propone que la qPCR es una evolucion de la PCR en la cual se suprime el paso de
evaluacion mediante electroforesis en gel. Se combina en un solo paso la amplificacion de
secuencias especificas de ADN del microorganismo tal como se hace en una PCR
convencional con la utilizacion de un fluoréforo con afinidad por el ADN o sondas
marcadas con fluorescencia, que permiten cuantificar las copias de ADN realizadas y de
esta manera el nimero de células originales. Una de las ventajas mas grandes que tiene esta
variacion de la PCR es la realizacion en condiciones libres de contaminacion y poco o nada
manipulacion del operario en el caso de ser automatizado el ensayo38:394041.4243:44.45,46.47

Khanam et al.*® al realizar la investigacion para la deteccion de fiebre tifoidea, la PCR se
puede utilizar como una prueba de diagnostico rapido para diagnosticar la fiebre tifoidea,
eniendo en cuenta el requisito de tiempo, la PCR tarda un dia, mientras que el hemocultivo
tarda 3 0 mas dias en confirmar el diagndstico. Tennant et al. 3 mediante una extraccion de
ADN y un método basado en gPCR pudo detectar de manera confiable 1UFC de S. Typhi
por mililitro de sangre, diagnosticando fiebre tifoidea con una sensibilidad mejorada. Ngan
et al. 3 propone a la PCR multiplex como una herramienta de diagndstico til para la
deteccion y diferenciacion de los serovares Typhi y Paratyphi A30:3637,

Con dichos resultados se obtiene que existen diferentes métodos para identificar S. typhi,
entre ellos estdn la técnica de coprocultivo nombrada como una técnica tradicional y
simple de realizar; ademas tenemos al analisis por PCR utilizado para la identificacion de
muchas especies, ya que ha demostrado ser mas rapida y confiable porque incrementa la
sensibilidad con respecto a la prueba tradicional, permite un diagnéstico oportuno?’.
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Tabla 2 Sensibilidad y especificidad del coprocultivo vs la PCR convencional para identificacidn de S. typhi segun varios estudios.

DETERMINACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD EN COPROCULTIVO Y PCR PARA DIAGNOSTICO DE S. TYPHI

COPROCULTIVO

Grupo de Medio de cultivo inoculados/ | ldentificacion de colonias sospechosas de
# casos Fase de ) ) o
edad ] ) o Temperatura y tiempo de S. typhi/Pruebas de susceptibilidad S E Ref
] estudiados enriquecimiento ] y o ]
estudiado incubacion antimicrobiana
Crecimiento detectado por apariencia en
Caldo selenito F ) agar XLD (colonias rojas con un centro
] ] Subcultivo en XLD ]
372 muestras (Oxoid, Reino ) ) 37 °C. negro) y en agar MacConkey (colonias
] ] (Oxoid, Reino . o
ND de pacientes Unido) y se Unido) durante palidas). Pruebas de susceptibilidad a 80% 44.5% 38
nido) y agar
febriles incubo durante 24 Y9 ) 24 h antimicrobianos en agar Mueller-Hinton
MacConkey (Oxoid) ) ) ) ) o
horas a 37 °C (Oxoid, Reino Unido), por método difusidn
de disco de Kirby-Bauer
Tincidén Gram, bateria bioquimica (Kligler
158 con 37 °C
5a82 Iron Agar (Difco™), prueba de ureasa
. sospecha de ND MacConkey y XLD | durante ] ] o ] 31,3% 91,5% 39
afos ] o (Himedia Itd. India), indol, citrato de
fiebre tifoidea 48 h

oxidasa, motilidad)
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37°C
) Inoculacion en Tincién Gram, bateria bioquimica (Kligler
Mayores | 112 pacientes por 18 ) ]
] ND Salmonella- Iron Agar, prueba de ureasa, indol, citrato 100% 100% 40
a1l afio febriles ) az24 ) -
Shigella* de oxidasa, motilidad)
horas.
144 (25
) ) 37°C
muestras Inoculacion en Subcultivo en agar 18
. . por
ND inoculadas medio Muller Hectoenk y Y ND 81,25% | 7358% | 27
a
artificialmente Kauffman tetrationato
. horas.
con S. Typhi)
PCR
Grupode | # de casos Tipo de muestra ) o N
) o N Tipo de PCR Cepa, genes objetivo o Cebadores utilizados S E Ref
edad estudiados biol6gica utilizada
ND 13 Sangre total C-PCR Gen tyv; gen flag , gen viaB y gen ratA 100% 100% 41
Hemocultivo de o
41(23 posy Cebadores H-for y Hd-rev dirigidos al gen de la
ND Sangre Total C-PCR ] ] 100% 100% 42
18 neg) o flagelina (fliC-d)
heparinizada
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Sangre (30 de

pacientes con Gen fliC-d (cebadores ST3 (5'-
hemocultivo positivo ACTGCTAAAACCACTACT -3) y ST4 (5-| 95,6% 93,3%
ara Salmonella spp. TGGAGACTTCGGTTGCGTAG- 3 en iroB fliC ara
D 60 p pp.y C.PCR _ _ ) Y 0 (fic) | 13
30 con sospecha (cebadores que incluyen oligonucledtidos (5'-| 96,6% ambos
clinica salmonelosis, TGCGTATTCTGTTTGTCGGTCC-3) y | (iroB) genes)
pero hemocultivo (5TACGTTCCCACCATTCTTCCC-3))
negativo)
OTRO TIPO DE PCR
90,9% 100%
80 (60 ] ] . (Sangre) | (Sangre)
Sangre (3-5mL), orina Cebadores ST1y ST2 (1° ronda) y oligonucleétidos
3a45 sospechosos ) o ] 95,5 100%
centrifugada (15 mL) N-PCR ST3y ST3 (N-PCR) dirigidos al gen de la flagelina ) ) 44
afos de FT, 20 ) (orina) (orina)
) y heces (39) (flic-d)
afebriles) 68,1 85 %
(heces) | (heces)

S: sensibilidad; E: especificidad; ND: no describe; XLD: agar xilosa-lisina-desoxichocolato; FT: fiebre tifoidea; CN: controles negativos; CP: controles positivos; PCR:

reaccion en cadena de la polimerasa; C-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa convencional; RT-PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real; N-PCR:

reaccion en cadena de la polimerasa anidada (siglas en inglés)
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Andlisis e interpretacion

En la Tabla 2 se resalta tanto la sensibilidad como especificidad del coprocultivo y C-PCR.
Se visualizan condiciones relevantes de los estudios consultados, como grupo de edad y
numero de casos estudiados; en el caso del coprocultivo se identifico si el estudio realizado
cumplié con fase de enriquecimiento de la muestra, medio de cultivo inoculado,
temperatura y tiempo de incubacién; método de identificacion de colonias sospechosas de
S. typhi y pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. En el caso de PCR convencional se
analizé el tipo de muestra utilizada, el tipo de cepa o gen objetivo y los cebadores
utilizados para su identificacion.

En el método de coprocultivo se evidencio fluctuacion en los valores de sensibilidad y
especificidad entre los estudios analizados, si bien las condiciones en las que se realizo
cada investigacion varian. Se aprecia un descenso de hasta el 30% en sensibilidad y 40%
en especificidad. Por el contrario, en el método por C-PCR, aunque también se evidencia
variacion en las condiciones de cada estudio, los valores de sensibilidad y especificidad no
son tan cambiantes, ademas estos solo descienden hasta 95% y 93% respectivamente.

Discusion

El diagnostico de laboratorio de S. Typhi requiere el aislamiento e identificacion del
organismo a partir de la sangre o las heces del paciente, entre estas muestras las heces son
las mas comunmente enviadas a los laboratorios. Debido a esto es importante analizar
aspectos como la sensibilidad y especificidad del coprocultivo, ya que los mismos se ven
influidos de distintas condiciones en las que se realiza esta prueba®42,

De acuerdo con la revision bibliografica En el caso del PCR, presenta una sensibilidad y
especificidad del 100%, y a diferencia del coprocultivo, la PCR no sufre un descenso tan
drastico en sus valores de sensibilidad, y en especificidad, pues se mantienen en un margen
de excelencia a pesar de analizarse muestras de pacientes que anteriormente se les ha
suministrado terapia antibidtica. Informacion sintetizada en un grafico correspondiente al
Anexo 245'46’47'48'49’50.

Entre los factores que pueden influir en la sensibilidad y especificidad del coprocultivo se
encuentran el momento de la enfermedad, el analisis en portadores crénicos, pacientes con
terapia antibiotica o cantidad de la muestra. En cuanto al momento en que se recolecta la
muestra, Sultana et al.*® sefiala que en la segunda y tercera semana de infeccion puede
reflejarse resultados positivos, ademas indica que usualmente se inocula la muestra de
heces en un medio de enriquecimiento; para luego subcultivarlo en un medio apropiado de
identificacién. Posterior a ello, con las colonias sospechosas se procede con su
identificacion especifica y su sensibilidad a antimicrobianos*:°1:52:53:54.55,56
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Bhandari et al.*” refleja que se obtiene un resultado positivo en coprocultivo en solo 37%
de los pacientes con terapia con antibidticos. Khanam et al.>’ refiere que es desconocida la
tasa de excrecion de la carga bacteriana de S. typhi en portadores crdnicas y con cuerda con
Bhandari et. al.*” al sefialar que en los portadores cronicos que expulsan patdgenos de
forma intermitente en la materia fecal durante mucho tiempo es necesario tomar varias
muestras®®.

En los resultados de investigacion existe una gran fluctuacion de valores en cuanto a
sensibilidad y especificidad del coprocultivo, Wam et al.** coloca a este método como
estandar de oro para el diagnostico de S. typhi e indica una sensibilidad y especificidad de
100%. Al igual que Minjibir et. al.*® que ademas de colocarlo en tan alta estima lo utilizan
como un método ideal y fiable al compararse con métodos serolégicos como la prueba de
Widal*,

Los resultados obtenidos también reflejan una sensibilidad de 30,3%, al igual que Andrews
et al.>® que indica que los cultivos de heces y los hisopos rectales tienen una sensibilidad
mas baja (<40 %). Aunque se pueden mejorar cultivando tres muestras o realizando
cultivos mdaltiples a partir de una sola muestra de heces. Sefialando que su sensibilidad
depende de la cantidad de muestra de heces y de la duracion de la enfermedad*’ 485859,

También existen ciertas variaciones en el coprocultivo como la fase de enriquecimiento de
la muestra, en aquellos estudios que si estuvo presente esta fase la sensibilidad se mantuvo
en un 80% vy la especificidad en 73,58%. Otra variacion concierne a la identificacion de
colonias sospechosas, donde se utiliza métodos como tincion Gram y la aplicaciéon de una
bateria bioquimica lo que mejora la sensibilidad y especificidad del coprocultivo?’3°4047,

Parry et al.>! sefiala que, un coprocultivo positivo requiere una interpretacion cautelosa, ya
que puede indicar infeccién de fiebre entérica aguda, estado de portador crénico, o
sindrome de infeccion aguda de diferente agente etioldgico. Al igual que Mogosale et al.>?
seflala que existen otro tipo de cultivos méas eficaces como el de médula Osea
(concentracion de organismos viables aprox. diez veces mayor que en sangre) y el
hemocultivo (volumen suficiente de sangre). Ambos ofrecerian una sensibilidad y
especificidad de hasta el 98%°0°1°2,

Datos comparados con Siba et al.> colocan a las técnicas de cultivo bacterioldgico como el
estandar de oro para la identificacion de S. typhi, concordando con Ajibola et al.>* Este
altimo, menciona al coprocultivo con una sensibilidad menor al 50% y una especificidad
de 93%, la sensibilidad puede mejorarse al cultivar a partir de tres muestras o realizando
multiples cultivos a partir de una sola muestra®>°*,

34



Distintos estudios han evaluado el rendimiento de la PCR convencional para el diagnostico
de fiebre entérica. En dichos estudios los genes de flagelina (fliC-d para S. Typhi) han sido
los objetivos mas comunes y han demostrado un porcentaje elevado de sensibilidad y
especificidad. También puede proporcionar una identificacion genética basada en el ADN
de varios serotipos, como el gen del antigeno H y el gen del antigeno O 273839,

Andrews et al.>® coincide con lo mencionado anteriormente, y al igual que Parry et al.>
refieren que la ventaja principal de la PCR es la rapidez al obtener el resultado (1-3 horas),
brinda una especificidad excelente (100%) y aunque posee una sensibilidad variable, pero
muy buena, >90 %., en comparacion con el cultivo y métodos de identificacion
convencionales®®°L,

Zhou y Pollard® describen que, en teoria, la PCR solo puede amplificar el ADN de S. typhi
y deberia detectar cantidades bajas de células bacterianas viables o no. Para asegurar una
mayor sensibilidad se utiliza cebadores anidados dirigidos al gen fliC-d. Sin embargo, un
paciente en el estadio de bacteremia, posee 1 UFC/ml de sangre, provocando que las
preparaciones clinicas estén dominadas por el ADN humano, causando problemas en la
deteccion de patdgenos y resultando en falsos negativos. Adicionando que se utilizan
pequefios volumenes de sangre para la extraccion de ADN, se reduce significativamente la
sensibilidad®®.

Se desarroll6 un método para enriquecer el ADN bacteriano objetivo de S. typhi
denominado STEM (selective target DNA enrichment method) que consiste en la
eliminacién selectiva del ADN humano por lisis de bilis de buey y nucleasa microcécica de
las muestras de sangre, mejorando la sensibilidad de la PCR al detectar el gen fliC-d de S.
Typhi en sangre. Un sistema de captura de ADN bacteriano o incluso un paso de
enriquecimiento del cultivo antes de la amplificacion puede mejorar la sensibilidad
molecular de los ensayos basados en PCR®.

El uso de otro tipo de PCR puede ser una opcién viable para el diagnostico de fiebre
tifoidea. Resultados obtenidos por Kumar A. et al.*? en la aplicacion de RT-PCR para
deteccion del gen clyA en sangre demostré una sensibilidad de 98% vy especificidad de
96%. Kumar A. et al. *? en su estudio analiza sangre, orina centrifugada y heces por N-
PCR para la busqueda del gen fliC-d demostrando sensibilidad de 90,9% (sangre), 95,5
(orina) y 68,1 (heces); y especificidad de 100% (Sangre y orina) y 85 % (heces)*.

Munir et al.>® en su estudio de comparacion de la PCR frente al hemocultivo y Widal para
el diagnostico de fiebre tifoidea pacientes con terapia de antibiéticos, demostré que la tasa
de positividad de la PCR fue significativamente mayor (97,1%) de las demas técnicas,
superando incluso al hemocultivo, considerado una prueba estandar de oro®°.
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En el caso de la técnica de PCR, se compararon los datos obtenidos con Huertas et al.®
colocan a la PCR convencional con alta especificidad y sensibilidad para identificar no
solo S. typhi, si no también otras especies de Salmonella, microorganismos como
Escherichia coli o Campylobacter spp., tanto en muestras clinicas o en alimento. Ajibola et
al.” menciona que al aplicarse una PCR sin enriquecimiento en hemocultivo se obtiene
una sensibilidad de 90-100% y una especificidad de 100%, dependiendo de la
amplificacion del gen de interés. Con estos resultados se comprueba que la técnica de PCR
es la mejor opcion para obtener un diagnostico rapido y confiable de fiebre tifoidea®®’.
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Tabla 3 Factibilidad de las técnicas de coprocultivo y PCR para el diagndstico de S. typhi.

Autor/Ref. | Afo Factible No factible
En portadores cronicos asintomaticos tiene
Gunn et al. g ND limitaciones, pues se necesita muestras seriadas
N
para obtener resultados positivos
No es invasivo a diferencia del mielocultivo o hemocultivo. _
) o o ) » . Puede ser obsoleta cuando el paciente tuvo
Oliva J. N Es positivo a partir de la segunda semana de evolucion y es util L _ _
N ] o antibioticoterapia previa a la toma de muestra
para la terapia antibiotica
@)
> Debe realizarse a partir de heces recien tomadas o
5' RENAVE o Es factible con el uso de medios de enriquecimiento es habil para mantenidas refrigeradas en medio de transporte
(o]
8 < el estudio en portadores asintomaticos Brinda resultados de 24 a 36 horas para ser
o .
a factible
8
Demuestra alta proporcion de pacientes que arrojan S. typhi en sus . o o
- ) O ) Limite en el rendimiento diagnostico en
Khanametal. | o heces durante las etapas agudas de la fiebre tifoidea haciendo ) o
N ) o portadores asintométicos
factible la técnica
. o ) ) ) ) ) Se sugiere realizarse a partir de heces recién
) - Util para el diagndstico de infecciones bacterianas intestinales. _ »
Pérez et al. o ) ) tomadas. Mayor tiempo de obtencion de
N Tiene un bajo costo
resultados
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PCR

La deteccidon del gen fimbrial staA o fliC en bilis o vesicula biliar

La identificacion de S. typhi en heces no es muy

Gunn et al. g de portadores cronicos de S. typhi han mostrado resultados )
Q N exitosa
positivos
Mayor eficiencia, rapidez y requiere menor cantidad bacteriana
presente en la muestra clinica, eliminando el problema de bacterias
o _ ) ) o Alto costo
Pouzol et al. = muertas o no cultivables debido a tratamiento con antibioticos. ) ] -
Y o S ] o . Requiere tecnologia y equipamiento avanzado
Util para diagnostico de fiebre tifoidea con sospecha clinica 'y
cultivo negativo. Con sensibilidad y especificidad superior al 95 %
Ensayo 100% fiable que proporciona un tiempo de respuesta
] o rapido (2-h) con potencial de acelerar la notificacion de los _ _ )
Nair et al = ) ) L Equipamiento de los laboratorios
« resultados. Ademas de ser fiable para vigilancia epidemioldgica y
distincion entre fiebre tifoidea y no tifoidea
Posee una sensibilidad y especificidad igual o mayor al 95%. Por su alto costo y tecnologia solicitada es dificil
Oliva J. % Mejor opcion que el hemocultivo por ser rapida y requerir menor | aplicarla en paises de escasos recursos o en vias de
cantidad de muestra desarrollo
Pérezetal. | 2021 Es una buena alternativa rapida y especifica Posee un elevado costo

ND: no describe; RENAVE: Red Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica.
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Andlisis e interpretacion

En la Tabla 3 se demuestra la factibilidad de realizacion del coprocultivo y PCR para
identificacion de S. typhi; ademas de ciertas caracteristicas que afectan dicha factibilidad.
Ambas técnicas son utilizadas para el diagnéstico de S. typhi; una de ellas es un método
tradicional, el coprocultivo que lleva méas tiempo para su deteccién, con menor costo, a
diferencia del método actual, la técnica de PCR que es mas eficaz, sensible y rapida, pero
con un mayor costo.

Discusion

Se demuestra la factibilidad de coprocultivo y PCR para el diagnéstico de S. typhi
mediante revision bibliografica al exponer varias caracteristicas para su analisis. El
coprocultivo resalta al ser una técnica no compleja, con generacion de antibiograma, que es
de bajo rendimiento y necesita mayor tiempo de respuesta, a pesar de ser de bajo costo. La
PCR resalta tanto en rapidez, sensibilidad y especificidad >95% y con menor variabilidad
en el resultado. Siendo su desventaja ser de alto costo y requerir un laboratorio adecuado,
compensandose con ser viable en tratamiento antibiotico. Dichos resultados se encuentran
mejor detallados en el Anexo 3 y 4506162636465

Varios autores concuerdan que tanto la técnica de Coprocultivo y PCR son factibles, si
bien tienen caracteristicas diferentes que apoyan esta mencion todo dependera
principalmente la adecuacién del laboratorio en el que se realice la técnica. A contraparte,
del coprocultivo (factible en 70%), la PCR (factible 74%) posee mas caracteristicas
favorecedoras. Su representacion grafica se demuestra en el Anexo 550:61.62:63,64,65,66

Latinoamérica ha sido foco endémico en la década de los 90°s; en el afio 2018 se reporta
que cada 10 de 100 000 habitantes en Latinoamérica tiene fiebre tifoidea, y para 2019-
2020 paises como Ecuador reportan 2 781 casos de fiebre tifoidea y paratifoidea. Dichos
datos al ser comparados con cifras obtenidas de la OMS®" indican que cada afio enferman
de fiebre tifoidea entre 11 y 21 millones de personas y mueren entre 128 000 y 161 000.
Siendo las perjudicadas comunidades sin medidas de salubridad, ni sistemas de
saneamiento adecuados. Dicha organizacion recalca la importancia de la practica de
medidas de prevencion®:67.68:69

En el articulo "Alerta Epidemiologica, Salmonella entérica serovar Typhi haplotipo H58",
la OMS’, relata la aparicion de S. Typhi resistente a fluoroquinolonas y cefalosporinas de
tercera generacion. Si bien, en Latinoamérica y el Caribe no se ha notificado la circulacion
de dicha cepa, es necesaria capacidad de diagndstico éptimo y temprano por parte del
laboratorio, vigilancia de la resistencia antimicrobiana, un manejo clinico 6ptimo, ademas
de un refuerzo en medidas de prevencion®®®’.
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Verma et al.”* refiere que, un diagndstico de fiebre tifoidea fiable se fundamenta en el
cultivo microbiologico de muestras biolégicas, como sangre, médula 6sea y heces; a pesar
de ser desventajoso al requerir un mayor tiempo para la generacion de resultados y asi
provoca un retraso en el diagndstico. Pero al no realizarse el cultivo conduciria a un mayor
costo del tratamiento por gastos innecesarios, exposicién a efectos secundarios o
adquisicion de resistencia a antibi6ticos debido al uso indebido de los mismos’®?,

Varios autores como Satar et al.”?y Ameya et al.”® sefialan que el coprocultivo requiere de
un entrenamiento técnico para su lectura, ademas de una adecuada esterilizacion y
equipamiento del laboratorio microbioldgico, entrega de resultados en minimo 24-48
horas. Ameya et al.”® refiere que el coprocultivo presenta una relativa facilidad y costo-
eficiencia a comparacion del hemocultivo. Finalmente, al compararlo con la prueba de
Widal, a pesar de presentar un buen porcentaje de especificidad (84,2%), en la sensibilidad
decrece a un 35,5% y es superado por el test de Widal>74,

Luigi et al.>* y Palomino y Gonzalez’ describen al coprocultivo como un método clésico,
es usado apropiadamente con el cumplimiento de fases de enriquecimiento, aislamiento en
medios selectivos y diferenciales, pruebas bioquimicas morfolégicas y/o seroldgicas. Todo
ello es tardio, esforzado y de baja sensibilidad, aunque es oportuno para la confirmacién de
diagndstico®* .

Por el contrario, se expresa que la PCR al ser una técnica sensible de amplificacién in vitro
de segmentos de ADN permite detectar genes especificos de grupos taxonémicos y genes
implicados en la virulencia de bacterias patdgenas, y asi conducir a la identificacion del
microorganismo de interés como S. typhi. Ademas, dichos métodos son rapidos, en general
2-3 horas y otros méas avanzados que generan resultados en cuestion de minutos. También
ofrecen niveles elevados de sensibilidad y especificidad. La desventaja de este método esta
son equipos y reactivos muy costos, en relacion con los requeridos en el cultivo®373,

Datos comparados con Zhou et al.”® colocan a la PCR como una alternativa para el
diagndstico rapido de fiebre tifoidea, debido a ventajas como el requerir muestras que
contienen una carga bacteriana baja, ofreciendo resultados sensibles y especificos y con
menor variabilidad. Dichos resultados son viables para el estudio epidemioldgico en zonas
endémicas’®.

Nair et al.®® la técnica de PCR en tiempo real puede distinguir rapidamente entre tifoidea,
es decir, S. Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B y Paratyphi C, y serovares de Salmonella no
tifoideos. ElI método por PCR no solo es eficaz para el diagnéstico, ademéas ayuda en el
estudio de la enfermedad en zonas endémicas, situacion que relata Blohmke et al.””. Lo que
es valiosa para reducir la transmision, particularmente en paises en transicion que avanzan
hacia la eliminacion de la fiebre entérica endémica’”.
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Datos ofrecidos por Wilairatana et al.”® refieren que el coprocultivo es una prueba estandar
de oro para identificacion de S. typhi que requiere de buenas instalaciones de un
laboratorio microbiolégico, ademas de profesionales altamente capacitados para la
aplicacion e interpretacion de esta prueba, estas caracteristicas no opacan las ventajas que
ofrecen como el ser de bajo costo y el ofrecer un antibiograma. Zhou et al.” recalca que la
PCR es una prueba que requiere un menor volumen de muestra (5ml de sangre) para
ofrecer resultados mas rapidos (9 horas), sensibles y especificos; a pesar de su elevado
costo y equipamiento de laboratorio actualizado’®.

Con estos resultados se demuestra la factibilidad de ambas técnicas, deduciéndose que el
método tradicional, es decir el coprocultivo, conlleva mas tiempo para su realizacion, pero
tiene la ventaja de ayudar en la antibioticoterapia y ser menos costosa, a diferencia del
método actual, como lo expresado con Khan et al.? la PCR es mas utilizada, la técnica de
PCR que es mas eficaz, sensible y rapida que los métodos convencionales como
coprocultivo, pero cuentan con un mayor costo®:°8:59.6061.78,79
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUCIONES

o Luego de una ardua revision bibliografica se logro la comparacion de las técnicas
de Coprocultivo y PCR para de identificacion de S. typhi demostrandose se presenta una
variabilidad en tiempo y resultados obtenidos por cada técnica de interés investigativo, el
coprocultivo sigue siendo la técnica de referencia por su bajo coste, aunque haya un mayor
tiempo de obtencién de resultados y la PCR es rapida, pero tiene como desventaja su
elevado coste, por lo tanto, es necesario realizar técnicas complementarias para poder
detectar a la mayor brevedad al microorganismo concomitante evitando asi la propagacion
de la enfermedad a la poblacion.

o Una vez procesada informacion bibliografica de relevancia se obtuvo datos sobre la
sensibilidad y especificidad de coprocultivo y C-PCR de varios articulos cientificos. En el
coprocultivo se aprecid un descenso tanto en sensibilidad (31,3%) y especificidad (44,5%);
en oposicion la C-PCR oscila entre 93-100% para la sensibilidad y 87-100% en
especificidad. Se recalcaron factores influyentes en la sensibilidad y especificidad como el
momento de la enfermedad, analisis en portadores cronicos, pacientes con terapia
antibiotica o cantidad de la muestra. A pesar de todos estos factores la C-PCR superaba
con creces al coprocultivo.

Ademaés, es importante recalcar que los estudios analizados se enfocan en la innovacion de
la PCR con el objetivo de alcanzar una mayor sensibilidad y especificidad. Adicional a
ello, se incentiva a la implementacion del método STEM, el uso de otro tipo de PCR (RT-
PCR, M-PCR y N-PCR); y el analisis de otras muestras bioldgicas (médula 0sea, orina
centrifugada y heces). Todas estas variaciones en la técnica de PCR muestran porcentajes
favorecedores tanto para sensibilidad como especificidad de mostrandose su funcionalidad
en la identificacién de S. typhi.

o Posterior al analisis de distintos articulos cientificos y revision bibliografica se
demostro la factibilidad de coprocultivo y PCR para la deteccion de S. typhi. En el caso del
coprocultivo resaltan caracteristicas como menor complejidad, valor en estudios
epidemioldgicos, bajo costo y ser esencial para tratamiento antimicrobiano. Por el
contrario, le perjudican caracteristicas como el requerir minimo 24 horas, personal
experimentado para la lectura de resultados.

En el caso de la PCR que ofrece una mayor eficiencia, sensibilidad y especificidad,
rapidez, menos variabilidad en el ensayo e interpretacién que en el método convencional.
Estas caracteristicas frente al alto costo y el requerimiento de tecnologia y equipamiento
avanzado en laboratorios, la PCR es una herramienta factible para la identificacion de S.
typhi, ademéas es una alternativa para la confirmacién en caso de obtenerse cultivos
microbioldgicos negativos.
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RECOMENDACIONES

o Tanto el coprocultivo como la PCR, técnicas utilizadas para la identificacion de S.
typhi, tienen variaciones en su protocolo que dependen de las condiciones del laboratorio,
el alcance de suministros y tecnologia de la region, o hasta del pais en el que se realice. Por
ello, se sugiere la elaboracién de una guia que contenga un protocolo estandar para cada
técnica, procurando que dicho protocolo asegure fiabilidad al momento de entregar
resultados.

o El diagndstico erroneo de fiebre tifoidea es un grave problema de salud mundial,
pues resulta en una mala gestion clinica de pacientes, mal uso de antimicrobianos y
estimaciones inexactas de la carga de la enfermedad. Por lo que es importante realizar un
control de calidad interno y externo en cada laboratorio y nivel regional o nacional. En
dicho control se debe dar importancia a la sensibilidad y especificidad del Coprocultivo y
PCR para el diagnostico de S. typhi y asi evitar perjudicar el diagnostico del paciente.

o El coprocultivo y PCR son técnicas factibles para el diagndstico de fiebre tifoidea.
Es significativo implementar el desarrollo de sistemas alternativos para el uso adecuado de
las técnicas, conseguir un menor costo, requerir menos consumibles y aumentar la
capacidad de diagndstico. Se debe tener que las técnicas moleculares no remplazaran a las
técnicas microbioldgicas tradicionales o viceversa, ya que ambas son necesarias para
propdsitos epidemioldgicos y el desarrollo de antibiogramas, respectivamente.
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Anexo 1 Porcentaje de eleccidon de técnicas (Coprocultivo y PCR) basado en literatura
bibliografica.

Porcentaje de eleccion de técnicas (Coprocultivo y PCR)
para identificacion de S. typhi basado en literatura
bibliografica

B COPROCULTIVO HPCR

Un 33% del total de estudios analizados concuerdan llevar a cabo el coprocultivo bajo
condiciones aptas. Un 67% mencionan que la PCR cumple un papel fundamental y pueden

suplantar a varios métodos microbioldgicos convencionales.

Fuente: Grafico creado por las autoras.
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Anexo 2 Porcentaje de valores correspondientes a sensibilidad y especificidad de

coprocultivo vs PCR, obtenidos mediante revision bibliogréfica.

VALORES CORRESPONDIENTES A
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE
COPROCULTIVO VS PCR, OBTENIDOS
MEDIANTE REVISION BIBLIOGRAFICA

m Sensibilidad Especificidad

100%
100%
100%
100%
90%
96%

73%

40%

COPROCULTIVO -COPROCULTIVO - PCR-ZHOUY PCR - MUNIR ET.
MINJIBIR ET. AL. ANDREWS Y POLLARD AL.
RYAN

El coprocultivo solo alcanza una sensibilidad y especificidad del 100%, al ser utilizado

como control positivo en estudios comparativos en el diagnostico de S. typhi. Y al

evaluarse directamente su sensibilidad y especificidad se observa un descenso dréstico de

sus porcentajes. En el caso del PCR, su sensibilidad y especificidad es del 100%, y a

diferencia del coprocultivo, la PCR no sufre un descenso tan drastico en sus porcentajes.

Dichos valores se mantienen en un margen de excelencia a pesar de analizarse muestras de

pacientes que anteriormente se les ha suministrado terapia antibiotica.

Fuente: Grafico creado por las autoras
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Anexo 3 Factibilidad del coprocultivo para la identificacion de S. typhi designada por
revisién bibliogréfica.

Factibilidad del coprocultivo para identificacion de
S. typhi designada por revision bibliografica

Laboratorio adecuado
5%

Experiencia en interpretacion
5%

Técnica no compleja
29%

Bajo rendimiento
14%

Generacion de antibiograma
19%

Mayor tiempo de respuesta
10%

Bajo costo

9% Estudio epidemiolégico

9%

Varias caracteristicas han sido expuestas para el analisis de factibilidad de coprocultivo
para la identificacién de S. typhi, entre ellas resalta el ser una técnica no compleja,
siguiéndole la generacion de antibiograma, pero en contraparte varios autores concuerdan
el ser de bajo rendimiento y necesitar mayor tiempo de respuesta, a pesar de ser de bajo
costo y servir para el estudio epidemioldgico.

Fuente: gréafico creado por las autoras
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Anexo 4 Factibilidad de la PCR para la identificacion de S. typhi designada por revision
bibliografica.

Factibilidad de pcr para identificacion de S. typhi
designada por revision bibliografica

Estudio epidemiolégico
7%

Alto costo
13%

Rapidez

Laboratorio adecuado 20%

10%

Menor cantidad de muestra

Menor variabilidad en el 10%

resultado
10%

Sensibilidad y especificidad Viable en tratamiento antibiético

mayor a 95% 10%
20%

Varias caracteristicas de la PCR se ilustran en el presente grafico, entre ellas se resalta
tanto su rapidez y su sensibilidad y especificidad mayor al 95%, siguiéndole una menor
variabilidad en el resultado. Por el contrario, su desventaja es ser una prueba de alto costo
y el requerir un laboratorio adecuado, aunque se compensa con el ser viable en tratamiento
antibiotico, tener menor viabilidad en el resultado y servir para el estudio epidemioldgico.

Fuente: Grafico creado por las autoras
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Anexo 5 Factibilidad del coprocultivo vs la PCR para la identificacion de S. typhi
designada por revision bibliografica.

Factibilidad del Coprocultivo vs PCR para identificacion de
S. typhi designada por revision bibliografica
80% 74%
70%
70%
60%
50%

40%
30%

30%
20%
10%

0%

COPROCULTIVO

26%

PCR

Varios autores concuerdan que tanto la técnica de Coprocultivo y PCR son factibles, si

W FACTIBLE m NO FACTIBLE

bien tienen caracteristicas diferentes que apoyan esta mencion todo dependera
principalmente la adecuacion del laboratorio en el que se realice la técnica. A contraparte,
del coprocultivo la PCR posee mas caracteristicas favorecedoras.

Fuente: Grafico creado por las autoras

Anexo 6 Fraccion del articulo del New York American- 20/Jun/1909, primer periddico que
describié a Mary Mallon, méas conocida como Mary Tifoidea

Fuente: Principia. Mary Tifoidea. [Internet] 2020 [Consultado 12 Jul 2022]; Disponible
en: https://principia.io/2020/05/21/historias-de-cuarentena-maria-tifoidea.ljExODYi/
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Anexo 7 Transmisién de fiebre tifoidea

La enfermedad

Es un malinfeccioso producido por la Salmonella typhi
(bacilo de Eberth) o Salmonella paratyphi A, B o C, bacterias
del género Salmonella.

El contagio Recomendaciones
Dolor de cabeza

n Se contagia al consumir

aguay alimentos )
contaminados con Debilidad Guxlt‘ladoI I:I comer
heces fecales. ’ Pérdida enlacalle.

~ del apetito

Lavarse las manos
con agua y jabén
antes y después d¢
ir al bafio

/3«@ Cortarse las ufias.
Consumir agua
hervida o clorada.
Mantener la casa
libre de desechos.

a Las bacterias ingresan
al cuerpo y llegan al
intestino.

B Luego se propaga al
torrente sanguineo.

‘P

Estrefiimiento

a Puede llegar hasta la vesicula,
el higado y otras partes del
cuerpo.

Fuente: Dr. Héctor Gonzélez, jefe del Departamento

Grafico: Pedro Samayoa de Epidemiologia del Hospital Nacional Sarta Elena.

Fuente: Gonzalez H. Transmision de fiebre tifoidea. [Internet] 2016 [Consultado 12 Jul

2022]; Disponible en: https://www.escuelapedia.com/la-fiebre-tifoidea/

Anexo 8 Casos de salmonelosis en los afios 2014 a 2017 en Espafia
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Fuente: Salmonelosis. Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica. [Internet] 2014
[Consultado el 30 junio del 2022]; Disponible en:
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/VigilanciaSaludPublicaRENAVE/Enfermeda
desTransmisibles/Documents/resultados%20vigilancia/Salmonelosis-RENAVE%202014-

2017.pdf
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Anexo 9 Esquema del protocolo a seguir para Coprocultivo de distintas bacterias, entre
ellas S. typhi

Copreeultive 2 Protocolo de rutina
dzpecto, color, consistencia, etc.

Examen en fresco =
sarnen ricroscpico

Observar : leusocitoz, hematies, pardsitos, levaduras, ete.
\/\ Obserwvar flora predominante : de interés con Samger fobaefor |

Tincién de Gramn _)' — Fhaphy focoecas y Levaduras
Ver Investigacion
) de:
—_—> _— Safmonelfs, Shigells Forsrnez Frbre
Medios de Medios selectivos
enriquecinniento
Ver Investigacion de
Irr-1- Lewine (EME) - Bacilos G- £ #ofF y otras Enterobacterias Progdomaonas Aaromonas,
i s Flasfomonds

Cogos Gram +, Catalasa -. Investigacidn de  Enterocoecos

* S50 Hektoen . Colonias lactora -, Owidasa - | Baciles Calmanalfa, Shapalla Farsiia

¥ Chaprnan manitol | Colonias manitol + Camarillas) | Catalaza + |, Cocos Gram + SEapligr FoCorous Jrons

Medios
[59]9"“""’5] ¥ Skirtow, Butzler o Carnpy BAP | (Microaerafilia) , Bacilos Gram - curvos Lampyg lobacfor sp.

¥ TCES . Colonias Sacarosa + (amarillas) , Bacilos Gram - curvos |, Oxidasa + Fibrio =p.
# Sabouraud Levaduras
Cloranfenical

Fuente: USAL. Estudio microbiolégico de heces. Coprocultivo. [Internet] 2001
[Consultado 28 Sep 2022]; Disponible en:

http://webcd.usal.es/web/educativo/m especial/35aprincipal.htm

Anexo 10 Colonias tipicas de Salmonela spp. en agar S-S (Salmonella-Shigella) y XTL4
(Xylose-Lysine-Tergitol 4)

Fuente: Ruiz MA. Colonias tipicas de Salmonella spp. [Internet] 2018 [Consultado 12 Jul
2022]; Disponible en: http://www.scielo.org.co/pdf/biote/v20n2/0123-3475-biote-20-02-

117.pdf
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Anexo 11 Antibioticos empleados para el antibiograma de Salmonella.

ANTIBIOTICO CONCENTRACION
Amikacina 30 meg
Ampicilina 10 meg
Cefalotina 30 meg
Ceftriaxona 30 meg

Cloranfenicol 30 meg

Dicloxacilina 1 mcg
Enoxacina 10 meg

Eritromicina 15 meg

Gentamicina 10 mecg
Netilmicina 30 meg
Penicilina 10U

Trimetroprim-Sulfametoxazol 25 meg

Fuente: Ramirez A. Antibiograma para Salmonella. [Internet] 2019 [Consultado 12 Jul

2022];

Disponible

en:

http://www.repositorio.ugto.mx/bitstream/20.500.12059/3643/1/1dentificaci%C3%B3n%2

0Bioqu%C3%ADmMica%20de%2010s%20Diversos%20Tipos%20de%20Salmonella%20en

%020e1%20%C3%81rea%20Natural%20Proteqida%20%E 2%80%9CLas%20Musas%E2%

80%9D%20en%20Manuel%20Doblad0%2C%20Guanajuato.pdf

Anexo 12 Tincion Gram de Salmonella typhi

Salmonella Typhiin Gram stain
e mTAe T

.....

Fuente: Universe. Tincién Gram de Salmonella typhi. [Internet] 2019 [Consultado 12 Jul

2022]. Disponible en: https://universe84a.com/collection/salmonella-typhi-gram-stain/
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Anexo 13 Resultados de pruebas bioquimicas de identificacion de especies de Salmonella

Superficie/Profundi
Superficie/Profundidad: | Superficie/Profundidad:
dad: reaccidn
reaccion alcalina (color | reaccion alcalina (color
, {color | reaccitn aicalina (Cokr | .y atina (color rojo)
rojo) freaccién acida | rojo) /reaccidn acida
Ireaccion acida
(color amarilio) (color amarilio)
TSl - (color amaniio)
color Produccion de
( Produccion de gas () | Produccion de gas (-) -
rojo) *)
Produccion de acido pn
Produccitn de acido acido sulfhidnco
sulfhidrico H,S (+)
( aeoi) sulfhidrico H;S (-) HzS (+): (negro
0 débil)
Superficie/Profundi
8l . ricie/Profundidad: : reaccion
=2 - s:o;son Icalina (color ::lm color
foolor Lisina (fondo) (+): color " " {
purpura purpura) freaccién | plrpura) /reaccién
rojizo - acida (color amarillo) alcalina (color
tonuo) purpura)
Desaminacion de Lisina| Produccién de gas (-) | Produccion de gas
(-): color parpura (+)
Produccion de acido e o
Produccién de acido Acido sulthidrico
SURIOHS Y | smidicomeS () | S (o) (negro
(color negro)

débd)
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Superficie/Profundidad:
reaccidn alcalina {color
rajo) freaccidn dcida

(color amarilla)

Superficie/Profundidad:
reaccidn alcalina {color
rajo) /reaccidén dcida

(color amarillo)

Superficie/Profundi
dad: reaccidn
alcalina {color rojo)
freaccidn dcida

(cobor amarilko)

reactivo permanece
incoloro-amarillento

KIA -
(color ) ) Produccidn de gas
Produccidn de gas (-) | Produccidn de gas (-)
rojo) (+)
Produccidn de
Produccidn de dcido ) ) ) )
) Produccidn de dcido dcido sulfhidrico
sulfhidrico HaS (+): )
) sulfhidrico HzS () Hz3 [+): (negro
(negro débil)
débil)
Motilidad (+):
Motilidad {+): presencia | Motilidad {+): presencia presencia de
de wrbidez o de twrbidez o trbidez o
crecimiento mas alld de | crecimiento mas alla de | crecimients mas
la linea de siembra la linea de siembra alld de la linea de
siembra
5IM Indal {-): el color del Indal {-): el color del | Indaol (-} el color del

reactivo permanece
incoloro-amarillento

reactivo permaneoe
incoloro-amarillento

Produccidn de acido

sulfhidrico HaS (+):

ennegrecimients del
medio

Motilidad positiva, indol
positive v sulfuro
negativo

Motilidad positiva,
indal v sulfuro
positivos

Fuente: Ramirez A. Pruebas bioquimicas para Salmonella. [Internet] 2019 [Consultado 12

Jul

2022];

Disponible

en.

http://www.repositorio.ugto.mx/bitstream/20.500.12059/3643/1/1dentificaci%C3%B3n%2

0Biogqu%C3%ADmMica%20de%2010s%20Diversos%20Tipos%20de%20Salmonella%?20en

%20e1%20%C3%81rea%20Natural%20Proteqida%20%E 2%80%9CLas%20Musas%E2%

80%9D%20en%20Manuel%20Doblad0%2C%20Guanajuato.pdf
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Anexo 14 Diagrama de flujo de las etapas del proceso de identificacion bacteriana
mediante secuenciacion de ADN.

Sustrato
Aislamiento/muestra clinica

|
] U s
4

Mezcla de los componentes
de la reaccion de amplificacion

l

Amplificacion del ADNr 168
(completo o parcial) \

l

Secuenciacion del amplicon |

l ST

Analisis de la secuencia -
— Correccion de errores o
— Comparacion con ofras secuencias -
— Trazado del arbol filogenético — 5
_: "

Fuente: SEIMC. Métodos de identificacion bacteriana en el laboratorio de microbiologia
[Internet] 2010 [Consultado 28 Sep 2022]; Disponible en:

https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/sei

mc-procedimientomicrobiologia3?.pdf
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Anexo 15 Diagrama de flujo del procesamiento de muestras para detecciéon de Salmonella
spp. mediante anélisis microbioldgico y molecular.

Pre-Enriquecimiento !
No Selectivo I
(Agua Peptonada Tamponada) !
|
| Dia 1 sl
i : f”lf 18 — 24 Horas, 37°C |- H""“--!
i .
i Ennquecrments Selectnco Extraccion ADN
| (Caldo Rappaport-Vassiliadis) ;
PCR Multiple
| Electroforesis

24 Horas, 42°C

{ Adslamiento en Agar
i Selectivo v Diferencial

; (XLD)
' Dia3 | _
i 24 Horas, 37°C
i Pruebas Bioquinicas

' (TSI, L1A, SIM, Urea y Crrato)

| Dia 4

24 Horas, 37°C

| Dia5s .
| S S

EESULTADOS

Fuente: Diaz A. Evaluacion de una Técnica de PCR-Multiple para la Deteccion Répida de
Salmonella  [Internet] 2017 [Consultado 28 Sep 2022]; Disponible en:
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1609-91172017000300025
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Anexo 16 Formato y principio del método de enriquecimiento de ADN objetivo selectivo
(STEM) para preparacion de muestra en la técnica de PCR

......... ' = ( > “.mu ”d "“ ...................................
= Ox bile } e % Ox bile+ Micrococcal |
2 : H ! nuclease H
E | N\ i
z HE . Bacteria
z Incubation H :
a i Blood sample
g . H Incubation
2 . -, H
-é- - =t %
= SN gy ;
E Human DNA S~ : %
3 /\ i 8
= | i "oy
A 1+ Micrococcal ., % W v_‘-._
| nuclease H \
! i Degraded human DNA |
STEM1 b oo STEM2 ...
:E ?
2
< . p
: 2 N
g [ac
Z
a
!
: . .
a Isolation of bacterial DNA

Fuente: Principio del Modelo STEM. A novel method of selective removal of human
DNA improves PCR sensitivity for detection of Salmonella Typhi in blood samples. BMC
Infect Dis. [Internet] 2012 [Consultado 1 Jul 2022]; 12:164. Disponible en:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3482578/

Anexo 17 Comparacién de sensibilidades de PCR entre las preparaciones de ADN

M P N1 2 3 45 6 7 8 9 1 11 12 13 14

fliC-d
(763bp)

Figure 4

Comparison of PCR sensitivities between the DNA preparations.Salmonella serovar Typhi fliC-d
amplicons (763 bp) amplified by PCR using different DNA preparations were separated on a 1% agarose gel.
M: DNA marker; P: Salmonella Typhi DNA positive control; N: No DNA negative control; Lanes 1-7: PCR on
DNA prepared by STEM1; Lanes 8-14; PCR on DNA prepared by the conventienal method. Lanes 1 and 8, 2
and 9,3 and 10,4 and 11, 5 and 12, 6 and 13, 7 and 14: DNA prepared from the spiked blood samples
containing 3x10%, 3x10% 3=10% 3x102 30, 3, 0 CFU/ml of Saimonella Typhi, respectively.

Fuente: Electroforesis de Muestra con el modelo STEM. A novel method of selective
removal of human DNA improves PCR sensitivity for detection of Salmonella Typhi in
blood samples. BMC Infect Dis. [Internet] 2012 [Consultado 1 Jul 2022]; 12:164.
Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3482578/

66


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3482578/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3482578/

