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JUSTIFICACION

En el Estado de Sonora y en toda la repiblica Mexicana la informacion
estadistica sobre las infecciones producidas por Salmowella typhi es insuficiente. A
menudo el médico de primer nivel hace un diagnéstico presuntivo basindose en el
cuadro clinico del paciente y los resultados del anadlisis clinico del laboratorio
mediante las reacciones febriles y €l estudio microbiolégico. Diversos investigadores
han sugerido la utilizacién de métodos especificos para la deteccion de Salmonella
tales como: estudios microbiologicos, inmunofluorescencia indirecta, reacciones
antigeno-anticuerpo de IgG e IgM, sin embargo, todos ellos presentan la desventaja
de ser métodos de alto costo que restringen su empleo, por tal motivo, el emplec de
prucbas como las reacciones febriles representan un método rapido, practico vy
economico siendo una herramienta para la toma de decision en el tratamiento

profilactico del paciente.
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Objetivo General

Evaluar la incidencia y prevalencia de Salmonella ryphi O mediante reacciones
febriles en pacientes provenientes del Hospital General del Bajo Rio Mayo de

Huatabampo, Sonora.

Objetivos Especificos

e Determinar la presencia de Salmonella typhi O mediante la prueba de

reacciones febriles utilizando la reaccidn de Widal.

e Identificar la mayor incidencia y prevalencia por sexo de enero a diciembre
del 2012.

o Identificar la mayor incidencia y prevalencia por mes de enero a diciembre del

2012.
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RESUMEN

La especie de Salmonella es una bacteria gram negativas que contienen un
lipopolisacarido anclado en la pared celular lamado antigeno O. Este lipopolisacarido
es una molécula inmunodominante que es utilizada para la clasificacion de serotipos

y el diagndstico de salmonelosis.

Las bacterias de la familia Salmonelia (enterica, bongori y subterranea) son
responsables de enfermedades febriles de origen entérico, de los que presentan
sintomas y signos como fiebre, cefalea, dolores musculares, vémito, diarrea,
exantema y hepatoesplenomegalia, por lo que se requieren ciertos estudios de

laboratorio para el diagnéstico y la seleccion de tratamiento.

La Salmonella typhi O se presenta en nuestro pais de forma endémica y
epidémica. Las infecciones de Salmonella en Sonora se deben al consumo de

alimento mal cocinado.

En el laboratorio del Hospital General del Bajo Rio Mayo de Huatabampo, el
andlisis més utilizado para el diagnostico de Salmonella son las reacciones febriles,

siendo un método rapido, préctico y de bajo costo.



CAPITULO 1 SALMONELLA

1.1 Clasificacion Taxonémica

La Salmonella pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae. El primer
aislamiento de microorganismos del grupo Salmonella, fue reportado en 1884 por
Gaftky (Bacterium typhosum) y en 1886 por Salmon y Smith (Salmonella
choleraesuis) desde entonces el desarrollo de la nomenclatura del grupo Salmonella
ha sido muy complejo (Koneman y cols., 2001). Dentro de la especie Salmornella
existen 3 subespecies: enterica, bongori y sublerranea. Estas subespecies, se
clasifican basdndose en sus antigenos que son de 2 tipos: somaticos (O) y flagelares
(H). Las diferentes combinaciones de antigenos que muestran las especies de
salmonelas permiten clasificarlas en serotipos. De acuerdo al esquema de Kauffmann-
White las salmonelas estan constituidas por siete subespecies con mds de 2400
serotipos (Brooks y cols., 200l; Koneman y cols.,, 2001; Soyer y cols., 2009).
Cuando no se dispone de sueros especificos para los diferentes antigenos de
Salmonella pero si de sueros para los antigenos somaticos las salmonelas se pueden
clasificar en serogrupos especificos del antigeno O, designados A, B, Cl, C2, Dy E
(Centro Nacional de Epidemiologia, 2009). De acuerdo a esta clasificacion los
microorganismos se agrupan de la siguiente forma: el grupo A incluye a S. paraty phi

A; el grupo B incluye la S typhimurium y la S bredeney; €l grupo Cl con la S



choleraesuis, la S. montevideo y la S. oranienburg; el grupo C2 tiene sélo la S
neuport; al grupo D pertenencen la S typhi, la S enteritidis, la S dublin y la S.
gallinarum, finalmente en el grupo El se encuentran la S &wantan, 1a S. anatum y la
S, give. Las cepas de estos serogrupos causan casi el 99% de las infecciones por

Salmonella en seres humanos y en animales de sangre caliente (Brooks y cols., 2001).

La tinica especie de Salmonella con interés clinico es Salmonella enterica,
estd se subdivide en seis subespecies que se pueden diferenciarse bioquimicamente o
por su combinacion de antigenos somaticos y flagelares. Asi mismo, cada subespecie
es clasificada en funcion de sus respuestas serdlogicas distintas llamados serogrupos
o serovares (Tabla 1). Tradicionalmente, los nombres de los serogrupos han sido
designado de acuerdo a su origen geografico donde el serotipo fue aislado por
primera vez o del proceso infeccioso donde se aisld. Estos serotipos se nombran
comenzando con letra mayuscula, las demas subespecies, al igual que Salmonella

bongori, se designan por su férmula antigénica (Echeita y cols., 2005).

Desde 1966, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) comenzd a
denominar a los serotipos solo en subespecies I y abandono los nombres de los
serotipos restantes. Por su parte, el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades en Atlanta USA (CDC) emplean desde 1966 nombres para los
serotipos de las subespecies I, IV y VI y Salmonella bongori. Las cepas
desconocidas de muestras clinicas sugestivas desde el punto de vista bioquimico a
Salmonella se confirman utilizando antisueros policlonales que contienen anticuerpos

contra todos los subgrupos principales (Koneman y cols., 2001).



Tabla 1. Subespecies de Sa/monella enterica (Koneman y cols., 2001).

S. enterica subespecie enterica (l): incluye la mayoria de los serogrupos y serotipos
Serogrupo 2: Paratyphi A, Parathyphi B, Stanley, Schwzrengrund y Saintpaul
Serogrupo 4: Derby, Agona, Typhimurium, Bredeney, Brandenburg, Heildelberg

Serogrupo 7: Cholerasuis, Parathyphi C, Livinstone, Montevideo, Thompson,

Whirchow, Infantis, Mbandaka
Serogrupo 8: Muenchen, Newport, Hader

Serogrupo 9: Typhi (si se considera subespecie), Enteritidis, Dublin, Panama,

Gallinarum
Serogrupo 3, 10: Anatum
Serogrupo 1, 3, 19: Senftenberg
Serogrupo 11: Rubislaw
Serogrupo 13: Kedougou

S. enferica subespecie salamae (11)
Serogrupo 16

S. enterica subespecie arizonae (l1la)
Serogrupo 18

S. enterica subespecie diarizonae (111b)



Serogrupo 21, 60 y 61

S. enterica subespecie houtenae (1V)
Serogrupo 43

S. enterica subespecie indica (V1)
Seogrupo 6 y 14

Salmonella bongori (anteriormente subespecie V), se designa exclusivamente por su
formula antigénica




1.2 Morfologia e Identificacion

Las salmonelas son bacilos gram negativos de 0.7-1.5 x 2.0-5 um (Terragno y
cols., 2003) 0 0.3 a1 pm x 1.0 a 6.0 pm (Parra y cols., 2002), no son formadores de
esporas, anaerobios facultativos, provistos de flagelos y crecen bien en los medios de

cultivo habituales (Jurado-Jiménez y cols., 2010).

Las caracteristicas bioquimicas gue presentan son produccién de acido con
fermentacion de glucosa y a menudo gas, suelen ser lactosa y sacarosa negativo,
reducen nitratos, no producen oxidasa citocromo, algunas cepas de Salmonella typhi
producen pequefias cantidades de H»S. La mayoria de los serotipos de Salmonella no
pueden ser distinguidos mediante reacciones bioquimicas y en raras excepCiones son
catalasa positivo (Koneman y cols., 2001). Su temperatura éptima de crecimiento es
37°C, sin embargo, se ha reportado Crecimiento a temperatura bajas de 5.3 a 6.2 °C
(Parra y cols., 2002), asi mismo requiere de una actividad de agua (a.) minima de
0.93 aproximadamente. El intervalo de pH estd comprendido entre los valores 6.6 a
8.2. Se multiplican bien en medios de cultivos basicos y las colonias alcanzan de 2 a
3 um de diametro después de 18 a 24 horas de incubacion, salvo algunos serotipos
que producen colonias enanas (Parra y cols., 2002). La Tabla 2 muestra las
principales caracteristicas bioquimicas de la especie Salmonella y sus subespecies. La
mayoria de las serovariedades (99.8%) son aisladas del hombre y de los animales de
sangre caliente pertenecen a Salmonella enterica subespecie enterica (I) y tienen

propiedades bioguimicas caracteristicas siendo la excepcidn Salmonella typhi vy

Salmonella paraty phi (Koneman y cols., 2001).



Tabla 2. Propiedades bioquimicas diferenciales de las subespecies de Salmonella
{Koneman y cols., 2001).

Pruebas S enlerica S enferica S enterica S enlerica S enlenca S enlenca  S.bongon

bioquimicas subesp. subesp. subesp. subesp. subesp. subesp. V)
entenca (I) salamae(ll) erizonse  dizrizonae  houlense indica

s {Illa) {illb) iv) (Vi)
Dulcita + + - - - d +
ONPG - - + + = d +
Malonato . + + + - = a
Gelatina - + + + + + "
Sorbila + + + + + - +
KCN = - - - + = +
L{+) tartrato + = ; - . " i
Mucalo + + + - (70%) - + +
Salicina . = = = + 2 :
Lactosa - - - (75%) + (75%) - d -
Habitat de Animales
la mayoria de sangre Animales de sangre fria y medio ambiente
de ias caliente
cepas

+ 90% 6 mas de los resultados posilivos; - 90% O mias de los resultados negalivos; d diferentes
reacciones



1.3 Estructura Antigénica de Salmonella

Las enterobacterias poseen una compleja estructura antigénica, se han
clasificado mas de 150 diferentes antigenos somaticos O (lipopolisacarido)
termoestables, mas de 100 antigenos K (capsulares) termoldbiles y mas de 50
antigenos H (flagelares) que son proteinas (Brooks y cols.,, 2008). La Salmonella y
Proteus pertenecen a la familia de las enterobacterias, por lo tanto, tienen en comin
algunos componentes de antigeno de la pared de celular de la bacteria. Otra bacteria
con la misma propiedad antigénica es la especie Rickettsia. El género de Salmonella
poseen antigenos somaticos (O) que son lipopolisacérido y antigenos flagelares (H),
que se representan como proteinas, ademas, S fyphi tiene un antigeno capsular Vi
{Washington cols., 2008). El antigeno O y H su nombre se debe del aleman ohne
Hauch que traducido al espafiol significa “sin movimiento™ (Katime-Affiiga, 2006).
En la Figura 1, se presenta la composicién antigénica de la pared celular de lag
enterobacterias.

1.3.1 Antigeno O

El antigeno O se encuentran en la pared més externa de la pared celular
constituida de lipopolisacaridos de la célula y estdn compuestas por unidades
repetidas de polisacaridos (Brooks y cols., 2008) el cual le permite adaptarse a su
ambiente. La estructura del antigeno O es una estructura heterogénea de las bacterias
gram negativas, su heterogeneidad recae en la virulencia del microorganismo y se

resalta en la variabilidad entre las cepas bacterianas (Reyes y cols., 2009).



Cadenas iaterales (D‘,i‘\\ (
del lipopotisacdrido O i

Envoltura de ta célula (membrana ciloptasmica,
peptisoglucano. mambrana externa)

Figura 1. Estructuras antigénicas de las enterobacterias (Brooks y cols., 2008).



El antigeno es un constituyente esencial dentro de sus componentes esta una
alta diversidad de polisacaridos que forma parte del lipopolisacarido (Hu y cols.,

2010; Katime-Zaiiiga, 2006).

El antigeno O es la parte hipervariable de la estructura del lipopolisacarido
que lo constituye unidades repetidas de oligosacaridos, de dos a seis carbohidratos.
Las regiones variables pueden presentar aiteraciones como una modificacion en ia
longitud de la cadena oligosacdrida, cambios en su composicién y cambios en la
configuracion quimica hardn que la estructura antigenica sea (nica y variable. EI
lipopolisacdrido es un glicoconjugado-anfipdtico de masa molecular de
aproximadamente 10 kDa; constituye del 10 al 15% del total de las moiéculas de
membrana externa y representa el 75% del total de la superficie bacteriana. EI

lipopolisacarido presenta tres dominios dif erentes:

¢ Lipido A, es el dominio que se ancla en la membrana y la parte hidrofébica y
endotoxica de Ia estructura.

e EI nucieooligosacérido, su dominio conecta al lipido A con el antigeno O y se
divide en nacleo interno y nicleo externo, el ndcleo interno se encuentra
unido al lipido A y esta compuesto de monosacdridos inusuales taies como el
acido 2 ceto-3-desoxioctanoico (KDO) y el L-glicero-D-mano-heptosa, el
nicleo externo se une al antigeno O y estd constituido de carbohidratos

comunes como hexosas y hexosaminas.



s Lipopolisacarido O: es el dominio hidrofilico e inmunodominante del
lipopolisacarido, es un oligosacarido de unidades repetidas que se proyecta
desde el niicleo hacia el exterior de la superficie bacteriana.

El antigeno O posee una cadena polisacdrida que puede variar en su longitud,
llegando hasta 40 unidades repetidas de didesoxihexosas, puede haber hasta 20
diferentes moléculas de carbohidratos para constituirlo, esos carbohidratos no son
comunes en la naturaleza, son caracteristicos de la cepa, tales carbohidratos como
abequosa, colitosa, paratosa y tivelosa. El antigeno O es muy variable inter e
intraespecie y las variabilidades provienen de su naturaleza, orden y union de los
distintos carbohidratos (Hu y cols., 2010).

La biogénesis del lipopolisacarido es un proceso complejo que empieza en la
cara citosolica de la membrana plasmdtica y termina en Ia superficie de Ja célula
bacteriana. Hay dos mecanismos para la biosintesis y ensamblaje del antigeno “O™: la

via dependiente del Wzy y la de los transportadores ABC.

La via dependiente del Wzy compromete la sintesis individual de las
subunidades repetidas O sobre la cara citosdlica, seguido por una translocacién a la
cara periplasmatica de la membrana citosdlica. Las subunidades en el periplasma
comienzan a polimerizarse y posteriormente el polisacarido se une al oligosacarido
del lipido A-nucleo liberando undecaprenol fosfato (Und-PP). Esta via, referida como
dependiente de Wzy, es la via preferencial en el antigeno O en especial de los

heteropolimeros (Aquilini, 2012).
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Los genes involucrados en la biosintesis del antigeno O por la via dependiente
Wzy se encuentran generalmente en €l locus 1fb del cromosoma bacteriano y se

clasifican en tres grupos:

1. Los genes que participan en la biosintesis de carbohidratos de nucleétidos.

2. El grupo de genes que codifican a las glicotransferasas.

3. Los genes que intervienen en el procesamiento del antigeno O denominados wzx,
Wzy y Wzz. Esta via implica dos enzimas y una proteina: la polimerasa Wzy, la
translocasa Wzx y la proteina Wzz que regula la longitud de la cadena del
antigeno O.

El antigeno O es sintetizado en la cara citosdlica de la membrana por la
transferencia secuencial de sus respectivos precursores, fos carbohidratos de
nucleétidos y al lipido transportador (Und-PP). Las unidades O son polimerizadas por
la proteina Wzy y transportadas por la translocasaWzx. Ademds, el nimero de las

unidades O que se unen al lipido A-nucleo es regulade por la proteina Wzz.

La proteina Wzz funciona como un reloj molecular que modula la actividad de
Wzy favoreciendo la polimerizacion o la terminacion de la cadena por la operacion de
la ligasaWaal. La proteina Wzz tiene dos hélices transmembranales que se
encuentran Jocalizadas cerca de los dominios amino y carboxilo terminal, Wzz
parece ser un tetrdmero con sitio de oligomerizacién en la region media, la
oligomerizacién es necesaria para la determinacion de la longitud de la cadena y la
regién que participa en la unién de los mondmeros, se localiza en el dominio

perisplasmatico. El antigeno O interactlia directamente con Wzz e induce cambios en
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su conformacion, lo que sugiere un mecanismo molecular de Wzz para regular la
longitud de la cadena. La translocacion final de la molécula completa de
lipopolisacaridoala superficie celular es mediada por un complejo proteico de la

membrana externa Imp/RIpb (Aquilini, 2012).

El segundo mecanismo de la expresién del lipopolisacarido son los
transportadores ABC, siendo una via predominante en la sintesis de los antigenos “O”
homopolimeros. Los transportadores ABC utilizan energia del ATP para transportar
las moléculas a través de la membrana. El nucleo de los transportadores ABC
consiste de cuatro dominios: dos transmembranales y dos unidos a nucleétidos, que

contienen secuencias conservadas involucradas en la union e hidrélisis del ATP.

El homopolimero se sintetiza en la cara citosolica de la membrana y la
prolongacion del polimero es mediado por glicosiltransferasas. El polimero producido
es transportado a trav€és de la membrana citoplasmatica por las proteinas
transportadoras ABC y posteriormente es unido al oligosacérido del Lipido A-ndcleo.
Los transportadores ABC son responsables de la exportacion de la gran variedad de

glicoconjugados a la superficie celular y esto incluye al antigeno O (OPS).

Los transportadores ABC son proteinas transmembranales como la proteina
Wzm y la proteina Wzt, que se unen a nucleétidos. El dominio N-terminal de Wzt es
una proteina habitual ABC, el dominio C-terminal es un elemento estructural tinico
que determina la especificidad del transporte de O8 y O9 O-PS. Los dominios de Wzt

pueden funcionar aun cuando se expresen los polipéptidos por separados, sin
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embargo, ambos son necesarios para la exportacion In vitro, C-Wzt se une al O-PS
para reconocer un residuo no reductor localizado en la parte terminal del polimero.
Los polimeros N- y C-Wzt pueden funcionar en trans y ambos son requeridos para la
funcion del transporte. In vitro C-WztO8 y WztO9 se unen a sus respectivos

seme jantes O-PS en la cadena terminal modificada, la cual es finalizada por la accién

WbdD (Reyes y cols., 2009; Aquilini, 2012).

El antigeno O parece ser €l principal blanco de la respuesta inmune mediada
por las células fagociticas y estimula la liberacion de mediadores inflamatorios, esto
es debido a la variabilidad del lipopolisacarido que afecta las propiedades de adhesion
del microorganismo a la célula huésped, ademds tiene una importante especificidad

de adaptacion en la virulencia bacteriana (Reyes y cols., 2009; Hu y cols., 2010).

1.3.2 Antigeno H

Los antigenos H se encuentran sobre los flagelos, estos pueden ser
desnaturalizados mediante calor o alcohol. Los determinantes de los antigenos H son
la secuencia de aminoacidos en la proteina flagelar llamada flagelina (Brooks y cols.,
2008). El flagelo puede llegar a ser esencial para la supervivencia de algunas
bacterias, ademas de que estimula al sistema inmune. Algunas bacterias pueden llegar
a cambiar el tipo de expresion del flagelo lo que resulta en un cambio antigénico, una
de las razones por las que ocurre la modificacion del flagelo es debido a la interaccion

de la bacteria y el hospedador (Baker y cols., 2007).
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Los antigenos H son expresados por dos genes, que corresponden a la fase 1 y
a la fase 2. Dentro de un solo serotipo pueden presentarse antigenos flagelares en una
de dos variantes de fase 1 (designadas con letras minusculas) y fase 2 (designada con
nimeros arabigos). Generalmente las cepas de Salmonella pueden expresar ambas
fases, llegando a ser difésicos, sin embargo, hay salmonelas que pueden expresar

solamente una fase, ya sea la fase | o la fase 2 (Parra y cols., 2002).

Los antigenos H se aglutinan con anticuerpos H, mayormente por 1gG. Los
antigenos H pueden llegar a interferir con la aglutinacion por anticuerpos anti-O. La
mayor parte de las enterobacterias comparten antigeno Q14 de Escherichia coli. El
polisacérido capsular tipo 2 de las klebsielas y algunos antigenos K presentan
reaccién cruzada con antigenos capsulares de Haemophilus influenza, Neisseria

meningitidis (Brooks y cols., 2008).

1.3.3 Antigeno capsular Vi

El antigeno capsular Vi es un polisacdrido que se encuentra en la superficie de
la pared celular bacteriana, de las familias de las Enterobacteriaceae, que incluye a la
Salmonella typhi y Salmonella paratyphi C; el antigeno capsular Vi estd presente en
la mayoria de las cepas de Salmonella typhi aisladas de la sangre de los pacientes.
Estd constituido por la unidad repetitiva del A4cido (I1-4) N-acetil o-D
lactosaminuronico, de tal forma que se encuentra como un homopoiimero lineal O-

acetilado en la posicidn del carbono 3.



Los grupos O-acetilo de este polisacérido suelen ser dominante en la respuesta
inmune, el antigeno Vi mejora la virulencia del organismo y permite la supervivencia
en la sangre; las cepas patdgenas de Vi provocan fiebre entérica (Martinez y

cols.,1999; WHO, 1994; Daniels y cols., 1989).

El plasmido de virulencia varia de tamafic dependiendo del serotipo: 95 kb
para Salmonella typhimurium, 60 kb para Salmonelia enteritidis, 80 kb para
Salmonella dublin y entre 50 y 100 kb para Salmonella choleraesuis, tiene una region
altamente conservada de 7.8kb, la cual es un operon compuesto por cinco genes

denominados region spyRABCD (Patifio-Garcia y cols., 2011; Daniels y cols., 1989).

1.4 Patogenia

Las infecciones por Salmonella empiezan con [a ingestion de los
microorganismos en agua © alimentos contaminados con heces de humanos
portadores o enfermos, asi como animales de granja, el pollo se considera un alimento
de alto riesgo por sus caracteristicas fisicoquimicas (pH casi neutro y alto contenido
de proteinas y grasas) haciendo que se contamine facilmente (Mercado y cols., 2012),
las mascotas y animales silvestres como el ocelote pueden llegar a ser portadores
(Silva-Hidalge y cols., 2012; Ranpersad y cols., 2008; Ruiz-Flores y cols., 2008;
Carrada-Bravo. 2007; Fauci y cols., 2009). Las ratas son un vector para salmonelosis
y representan un serio problema ya que conviven estrechamente con aves de corral

(Ruiz-Flores y cols, 2008). La dosis infectante varia de 10° a 10° unidades
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formadoras de colonias (UFC). Se incrementa la susceptibilidad a padecer la
infeccion por Salmonella en situaciones que disminuyen la acidez estomacal,
enfermedad aclorhidrica, que ingieren antiicidos, edad menor de 12 meses, o
trastornos que disminuyen la integridad intestinal como enteropatia inflamatoria,
antecedentes de operaciones en vias gastrointestinales o alteracion de la flora
intestinal por la administracion de antibidticos (Carrada-Bravo. 2007; Fauci y cols,,

2009).

La supervivencia de la Salmonella depende de su habilidad para unirse a la
membrana de las células hospedadoras mediante unas moléculas llamadas adhesinas,
las adhesinas tienen una estructura que les permite reconocer moléculas en las células
del hospedero llamadas receptores con una estercoquimica especifica. Esta unién
determina los hospederos y el organotropismo de la bacteria, ademds, las adhesinas
tiecnen la capacidad de activar fos linfocitos B y neutrofilos, lo que resulta en una
variedad de respuestas bioldgicas incluyendo proliferacion celular y secrecion de
citocinas. La interaccion de un patdgeno con una célula hospedera usualmente
provoca la activacion de caminos de sefializaciona en la célula hospedera, ya sea de
manera directa por componentes bacterianos o por estimulacion de factores
activadores del hospedero, como las citocinas inflamatorias. Tales activaciones
pueden alterar la superficie de la célula hospedera, proveyendo asi al patdgeno

receptores de adhesinas alternas (Figueroa-Ochoa y cols., 2005).

Los mecanismos de invasidn ocurren una vez que las salmonelas llegan al

intestino delgado, penetran la capa mucosa del intestino y cruzan la capas intestinales
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a través de las células de micropliegues fagociticos (M) que residen en las placas de

Peyer (Fauci y cols,, 2009; Navarro-Robles y cols., 201 0).

En la Figura 2 se obseva el corte trasversal de las placas de peyer y sus
principales componentes. Las placas de Peyer ocupan predominantemente la mucosa
y en menor grado la submucosa. La infeccion se localiza principalmente en el ileo
terminal y en el intestino grueso. Las salmonelas tificas y paratificas normalmente
invaden la circulacion, mientras que las otras estan limitadas a la mucosa intestinal.
Algunas como la S dublin y S. panama invaden la circulacién, La bacteria se une a
las células M debido a la ausencia del borde de cepillo en donde representan una
puerta de entrada ideal hacia el hospedaror (Figueroa-Ochoa y cols., 2005).
Peculiarmente estas células transportan antigenos hasta los macréfagos subyacente
para su eliminacién. Las salmonelas son bacterias invasoras y enterotoxigénicas y el
papel de las enteroxinas es ain discutible. La fiebre tifoidea producida por la S
typhi es una enfermedad exclusiva del hombre, el no ser posible reproducirla en
ninguna otra especie animal, hace dificiles los estudios experimentales sobre su
patogenia; los datos conocidos cotresponden a estudios realizados en voluntarios

humanos (Murray y cols., 2006).
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Figura 2. Corte transversal de las placas de peyer
(http://www.ugr.es/~oncoterm/csdata/PEYERS-PATCH.html).
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La salmonelosis estimula la formacion de festones en la membrana de células

epiteliales normalmente no fagociticas. Dichos festones alcanzan y engloban

bacterias adherentes dentro de grandes vesiculas, en un fenomeno llamado

endocitosis mediada por bacterias, el cual depende de la llegada directa de proteinas

de Salmonella al citoplasma de células epiteliales gracias a un sistema especializado

de secrecion bacteriana (secrecion de tipo 1Il). Esas proteinas bacterianas son las que

median las alteraciones en el citoesqueleto de actina y son indispensables para la

captacion de la bacteria (Fauci y cols., 2009).

Se tiene conocimiento de varias proteinas efectoras de la SPI-1, involucradas

en los rearreglos del citoesqueleto: SipA, SopE, SopE2 y SopB.

SipA es una proteina de unidn hacia la actina, que inhibe la despolimerizacién
de F-actina y activa T-plasmina, su chaperona ¢ SicA SipE en Salmonella
entérica serovar Typhi,

SopE se comporta como un factor de cambio de guanina en las proteinas
RhoGTPasas: CDC42 y Rae induciendo los festones de la membrana, que
permite la internacion de la salmonela, ademas estimula MAP cinasas
(Mitogen-activated  protein), FErk (quinasa reguladora por sefiales
extracelulares), JN (quinasa terminal) y p38. Es codificada por un fago
temperado defectuoso de la familia P2, localizado en el centisoma 60 del

cromosoma de Salmornella.
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¢ SopE2 muestra un 69% de homologia con la secuencia de SopE, activa
CDC42 la cual actia con la familia de proteinas del sindrome de Wiskott-
Aldrich (WASP) para activar al complejo Arp2/3, compuesto de 7
subunidades, incluyendo dos proteinas relacionadas con actina y la proteina
p4l-Arc. Este complejo inicia la polimerizaciéon de actina y ramifica

filamentos de actina (Figuerca-Ochoa y cols., 2003).

Después de cruzar la capa epitelial del intestino delgado, los macréfagos
fagocitan a Salmonella typhi y Salmonella paratyphi, que causan la fiebre tifoidea.
Estas salmonelas sobreviven al entorno microbiano de los macréfagos por que
perciben las sefiales ambientales que desencadenan las alteraciones en los sistemas de
regulacion de las bacterias fagocitadas. Por ejemplo, PhoP/PhoQ desencadena la
expresion de proteinas de membrana externa y actia como mediador de Ia
modificacion de los lipopolisacaridos, de forma que la superficie bacteriana alterada
resista las actividades microbicidas y pueda alterar la sefializacion de las células del
hospedador. Ademds, las salmonelas codifican un segundo sistema de secrecién tipo
III que en forma directa suministra proteinas bacterianas a través de la membrana de
los fagosomas hacia el citoplasma de los macréfagos. Este sistema de secrecion sirve
para remodelar las vacuolas que contienen a la salmonela, lo que favorece la
supervivencia y replicacion de la bacteria,

Una vez fagocitadas, las salmonelas se diseminan por todo el cuerpo dentro de
los macréfagos a través del sistema linfatico y colonizan los tejidos reticulo

endoteliales (higado, bazo, ganglios linfaticos y medula ¢sea). En esta fase inicial de
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incubacién, los enfermos tienen escasos sintomas o signos o estdn asintomaticos
(Fauci y cols,, 2009). La Salmonelia puede invadir otras lineas celulares y se
considera que pueden estimular mds de un camino de transduccién de sefiales para
promover su entrada a las células del hospedero (Figueroa-Ochoa y cols., 2005).
Como efecto de este obsticulo en el metabolismo, las células infectadas producen
citocinas que atraen a los polimorfonucleares (Parra y cols., 2002). En células Hela y
en fibroblastos de raton B82 la bacteria estimula a la fosfolipasa C, que cataliza la
escision del fosfatidilinositol 4-5 bifosfato (PIP)2 de membrana, generando inositol
1,4-5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol. IP3 induce la liberacion de Ca®* almacenado en
el reticulo endoplasmatico. El calcio y el fosfoinositol afectan proteinas de unidn a
actina, muchas de las cuales son recluidas en el sitio de entrada de la bacteria. Fl
diacilglicerol junto con Ca?* activan a la proteina quinasa C, el Ca®" junto con la
quinasa C sirven para activar otras enzimas y finalmente a efectores de transcripcion.
El evento involucra CDC42 y Racl pero no Rho. Las cicocalasinas B y D, que evitan
la polimerizacién de los microfilamentos de actina previenen la entrada de salmonela,

mientras que los inhibidores de la tirosincinasas no bloquean la entrada,

Por el contrario, la fosfolipasa C no juega un papel importante en la entrada de
la salmonela a las células Henle 407, en donde la infeccidon desencadena MAP
cinasas, que a su vez activan a la fosfolipasa A2 (PLA2) que da como resultado la
produccién de acidoaraquidonico, que es convertido en leucotrienos D4 por enzimas,
incluyendo S-lipooxigenasas. Los leucotrienos D4, directa o indirectamente activan

los canales de calcio, lo que causa la entrada del catién, que trae como consecuencia
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rearreglos del citoesqueleto. El aumento de calcio estimula la secrecién de cloro y por
lo tanto se produce diarrea, ya que el agua lo acompafia. La internacién es rapida, la
bacteria de salmonela se observa dentro de vacuolas en las células fagociticas y no
fagociticas, posteriormente la superficie celular vuelve a la normalidad gracias al

efecto de SptP (Figueroa-Ochoa y cols., 2005).

1.5 Patologia

Las salmonelas pueden dar lugar a diferentes cuadros clinicos, desde cuadros
intestinales como la enterocolitis por Salmonella, a la bien conocida fiebre tifoidea,
pasando por bacteriemias y cuadros de infeccion localizada. Se tienen cuatro formas
de infeccion por Salmonella: fiebre tifoidea también llamada fiebre entérica,
enfermedades gastroentéricas, septicemia y colonizacién asintomatica (Murray y

cols., 2009).

1.5.1 Fiebre tifoidea

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril aguda de origen entérico
producida por la S. fyphi. En raras ocasiones Salmonella paratyphi A, paratyphi B
(Salmonella schotimuelleri) y Salmonella paratyphi C (Salmonella birch feltii) pueden
producir un cuadro clinico similar, aunque de menor gravedad. Estas salmonelas solo
afectan al ser humano, al principio se denominé fiebre tifoidea por similitud clinica

con el tifus (Jurado-Jiménez y cols., 2010).



La evolucion prolongada de la enfermedad puede resultar grave y tener
complicaciones propiciando hemorragias en tubo digestivo, perforacién intestinal,
miocarditis, encefalopatia y coagulacién intravascular diseminada (Carrada-Bravo,
2007). Cuando una persona acude con fiebre y antecedentes de un viaje reciente a un
pais en vias de desarrollo, se debe sospechar la existencia de estas enfermedad
generalizada y potencialmente letal. El periodo de incubacién para S, fyphi es de 10 a
14 dias, pero varia de 3 a 21 dias; es probable que la duracién refleje el tamafio del

inoculd y el estado inmunitario y de salud del hospedador (Brooks y cols., 2001).

E!l sintoma mds prominente es la fiebre prolongada (38.8 a 40.5°C) y dolor
abdominal, otros sintomas son cefalea intensa, malestar general, mialgia, escalofrios,
diarrea o estreflimiento, tos, nduseas, vomito, hepatoesplenomegalia y leucopenia.
Los signos mas habituales que se pueden encontrar son: roséola, lengua saburral,
bradicardia relativa, a veces estupor y epistaxis (Jurado-liménez y cols., 2010;

Carrada-Bravo, 2007; Brooks y cols., 2001). Tabla 3.

1.5.2 Salmonelosis gastroentéricas

También denominadas salmonelosis no tifoideas, son cualquier infeccién
producida por salmonelas distintas a la S fyphi y es la infeccion mas frecuente de la
salmonelosis. El cuadro clinico mas frecuente relacionado con estas salmonelas es la

gastroenteritis aguda, siendo también responsables de casos de bacteriemias y de
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infecciones focales extra digestivas en algunas ocasiones (Jurado-Jiménez, y cols.,

2010; Murray y cols., 2009).

La salmonelosis gastroentéricas puede adquirirse de miltiples reservorios
animales. La transmisién se relaciona mas a menudo por la ingestion de productos
animales, en especial huevos, pollo, carne mal cocida y productos lacteos, asi como
desechos animales contaminados y alimentos preparados bajo mala higiene debido a
que pueden contener fomites de heces de animales (Brooks y cols., 2001; Gil-Setas y

cols., 2002).

La infeccion por Salmonella no tifoidea produce una gastroenteritis
indistinguible de la producida por otros patdgenos gastrointestinales, siendo la
responsable de aproximadamente el 50% de los casos de toxiinfecciones alimentarias
de Espafia (Jurado-Jiménez y cols., 2010). Los sintomas son nausea, vémito, diarrea
de 6 a 48 horas después de la ingestion de alimentos o agua contaminados, dolor
abdominal tipo célico y fiebre (38 a 39 °C), escalofrios, cefalea, mialgias y otros
sintomas sistémicos, Los casos letales son excepcionales pero pueden ocurrir,
sobretodo en pacientes ancianos ingresados en residencias geridtricas e

inmunodeprimidos (Jurado-Jiménez y cols., 201 0; Brooks y cols., 2001).
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Tabla 3. Sintomatologia mas frecuente de la fiebre tifoidea (suwado-Jiménez y cols, 2010).

Signos y Sintomas

Porcentaje de Frecuencia

Fiebre

Cefalea

Diarrea
Estrefiimiento
Tos

Nausea y vomito
Anorexia

Dolor abdominal
Escalofrios
Hepatomegalia
Esplenomegalia

Manifestaciones neurolégicas

75 al 100
59 al 90
37 al 57
10 al 79
28 al 86
23 al 54
39 al 91
19 al 39
16 al 37
15 al 75
39 al 64
05 al 12
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1.5.3 Septicemia

Todas las especies de Salmonella pueden ocasionar septicemia siendo S
choleraesuis, S. paratyphi y S. typhi las que con mas frecuencia la producen. Los
pacientes pediatricos y en pacientes inmunodeprimidos son los que tienen mas riesgo

de septicemia.

1.5.4 Colonizacion asintomatica

Las especies de Salmonella responsable de producir tifoidea y paratifoidea se
mantienen por la colonizacién del ser humano. La colonizacién crénica por mas de 1
afio después de una enfermedad sintomatica se produce del 1% al 5% de los pacientes
en donde la vesicula biliar es el reservorio para la mayoria de ellos (Murray y cols.,

2009).
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CAPITULO II EPIDEMIOLOGIA
2.1 Salmornella

La salmonelosis es un problema de nivel mundial. En los paises
industrializados se han fijado sistemas de vigilancia para conocer la estimacion de la
incidencia por Salmonella y otros patégenos que soh responsables de diarreas, asi
como la morbilidad y mortalidad que causan en la poblacién (Zaidi y cols., 2006). La
incidencia de salmonelosis ha aumentado considerablemente en las naciones del
primer mundo desde la década de los ochenta. Se calcula que al afio ocurren
1,412,498 infecciones de Salmonella no-typhi en los Estados Unidos de América y
73,193 en el Reino Unido, se estima que éste patdgeno sea el causante del 30% de las
muertes relacionadas por el consumo de alimentos con baj nivel de higiene

(Paniagua-Contreras y cols., 2008).

La fiebre tifoidea es una infeccion causada por Salmonella, la cual es
provocada por la ingestién e invasién intestinal por un serotipo especifico de
Salmonella enterica, serovar typhi, que produce una infeccidn sistémica. (Zaidi y
cols., 2006). Esta infeccion generalmente se encuentra denwro de las principales
enfermedades gastrointestinales infecciosas por bacterias, ademas de Escherichia coli
y Shigella. La infeccion tifoidica generalmente tiene su origen hidrico al
contaminarse ¢l agua con material fecal que contiene S fyphi, asi mismo, los
alimentos contaminados pueden ser otra fuente de infeccion (Cortes y cols., 2011;

Pérez-Sierra y cols., 1999).
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En cualquier época del afic se pueden presentar las enfermedades
gastrointestinales y en especial la S. fyphi, se incrementa en la temporada de calor con
mayor incidencia en primavera-verano, a partir de abril y mayo alcanzando un
aumento mayor en julio y una disminucién en septiembre y octubre (Hernindez-
Cortez y cols.,, 2011). Se estima que globalmente, la fiebre tifoidea infecta a 16
millones de personas y mueren 600,000 personas anualmente (Figura 3), siendo
reportada por la Organizacion Panamericana de la Salud en 1984. Asi mismo, la
fiebre tifoidea fue reportada en el 2000 con una incidencia de 21, 650,974 infecciones
y una mortalidad de 216,510. En la Figura 4, se muestra la distribucién de fiebre
tifoidea por grupos de edad y su incidencia a nivel mundial (Crump y cols., 2004). Se
ha valorado que la mayor parte de la incidencia de fiebre tifoidea ocurre en paises en
vias de desarrollo del sudeste asiatico y en Africa, la mayor incidencia se presenta en
nifios menores de 5 afios quienes pueden llegar a tener un 50% de probabilidad de
mortalidad, esto depende de ciertos factores como nivel socioecondémico y
nutricionales; ademas, los ancianos son susceptibles a padecer estas infecciones

{Hernandez-Cortes y cols., 2011; Herran y cols., 2007; Herran y cols., 2007).
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Figura 3. Distribucién geografica mundial de la fiebre tif oidea (Crump y cols., 2004).
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La 8. fyphi se presenta en nuestro pais de manera endémica y epidémica por lo que es
de suma importancia el estudio de los brotes que se presentan con la finalidad de
conocer con precision los factores de riesgo que se involucran en este padecimiento.
En la Figura 5, se observa el niimero de casos de enfermedades gastrointestinales, el
estudio se realizé en edades de cinco afios y adultos de entre 25 y 44 afios en la

Republica Mexicana (Crump y cols., 2004).

Por otro lado, se reporté para el 2003 una mayor incidencia de fiebre tifoidea
en los estados de Tabasco, Chiapas, Coahuila, Sinaloa y Veracruz. Los estados con
menos reportes de casos fueron Durango, Hidalgo, México, San Luis Potosi y
Tlaxcala. En el 2008, ¢l mayor porcentaje de casos fue hacia las mujeres, con un 67%
(Hernéndez-Cortes y cols., 2011). En cuanto a los serotipos de Salmonella mias
frecuentes en México son S (yphimurium, S. enteritidis, S. derby, S. agonay S

anarim.
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Figura 5. Incidencia de fiebre tifoidea en la Republica Mexicana por edades

(Hernandez-Cortes y cols., 2011).
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En estudios realizados en [stados Unidos se ha demostrado que los
restaurantes son una fuente de infeccién por Salmonella. Otros alimentos importantes
en la transmision de Salmonella son la carne cruda, los embutidos y los mariscos.
Para 8. typhi las aves y el ganado son el principal vector de contaminacién. Cerca del
80% de las aves estan contaminadas y éstas pueden infectar a otros a animales y ellos
transmitirlo a los seres humanos. Asi mismo, las plumas, visceras y picos pueden ser
los portadores de S. fyphi y otras salmonelas. (Gutiérrez-Cogco y cols., 2000; Ruiz-

Flores y cols. 2008; Mercado y cols., 2012; Sandoval-Godoy y cols., 2010).

En la década de los 70 y 80 la S ryphi ocupt el cuarto lugar en frecuencia de
brotes en México. Para la década de los 90 se presentd un descenso debido a los
programas de salud preventiva, tales como; hervir o clorar el agua antes de ingerirla,
lavarse las manos antes de comer y después de ir al bafio. Sin embargo se presentd un
despunte del 2000 al 2008, para lo cual, fue necesario fortalecer los programas de
salud, observandose una ligera disminucién hasta el 2008 (Figura 6). Aun cuando los
indicadores disminuyen los resultados siguen considerandose un problema de salud

(Gutifrrez-Cogco y cols., 2000).
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Figura 6. Distribucién de casos de salmonelosis del 2000 al 2008
(Hernandez-Cortes y cols., 2011).
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Zaidi y cols., (2006), reportaron un estudio sobre brotes de salmonelosis causadas por
alimentos contaminados, presentindose en cuatro estados de la Repiiblica Mexicana,

Sonora, San Luis Potosi, Michoacan y Yucatan.

La prevalencia de Salmonella spp, fie mayor en los intestinos y carne de
cerdo en un 42.1% y 36.4%, seguido por los inlestinos y carne de res en un 20.9% y
29.9%, respectivamente, y los intestinos y carne de pollo fue de 16.9% y 21.3%,
respectivamente. Estos datos fueron obtenidos al aislamiento de Salmonella en nifios
hospitalizados con diarrea y nifios asintomdticos en preescolar. Se observé que los
indices de contaminacién de carne fueron aquellos estados con un nivel
socioecondmico bajo. Yucatan fue clasificado como el més bajo, seguido por San
Luis Potosi, Michoacdn y Sonora fueron los estados con un nivel socioeconémico
més aJto de los 4 estados. Sin embargo, siendo Sonora el estado con el menor nivel de
pobreza dentro de los cuatro estados del estudio, presenté un alto nivel de
contaminacién de carne de res y en menor medida el puerco, ademds, tuvo un alto
indice de portadores de Salmonella spp. en nifios. Las infecciones de Salmonella spp.
en Sonora se deben mas por la transmisién del patdgeno a través de las cadenas
alimenticias, en cambio, la transmision de salmonelas en los otros estados se deben al
contacto de heces fecales de animales o condiciones insalubres del agua potable

(Zaidi y cols., 2008).
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CAPITULO III DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El desarrollo de diversos métodos para el diagnostico de Salmonella typhi,
proporcionan ventajas en cuanto a eficiencia, sensibilidad y disminucién del tiempo
de deteccion, estos métodos pueden ser directos e indirectos. Los métodos directos
son cultivo microbiolégico y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), asi mismo,
los indirectos son, inmunofluorescencia indirecta (IFA), respuesta antigeno-
anticuerpo (ELISA) y anticuerpos aglutinantes (reacciones febriles) (Malorni y cols.,

2004),

3.1 Métodos Directos

3.1.1 Cultivo microbiolégico

La confirmacion de los casos se realiza mediante el aislamiento de S fyphi 6
Salmonella paratyphi en hemocultivos 0 en otros sitios estériles como mielocultivo.
El hemocultivo es positivo durante la primera semana de enfermedad en el 80% de
los casos, se utiliza para confirmar el agente etioldgico para realizar antibiogramas
para el tratamiento de eleccion. El mielocultivo presenta un mayor porcentaje de
positividad que el anterior (90%) y no se negativiza tan rdpidamente con el uso de
antibidticos, sin embargo, es un examen que no se hace de rutina en los centros

hospitalarios.
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El coprocultivo se utiliza para blisqueda de portadores asintométicos. Empieza
a hacer positivo al final de la primera semana y con mayor frecuencia, en la segunda
y tercera semana de evolucion. La transmision se mantiene persistente en las heces y
orina de los enfermos, genecralmente desde la primera semana de inicio de los
sintomas hasta el final de la convalecencia. Alrededor de un 10% de los enfermos no
tratados excretan S. fyphi durante tres meses después del inicio de los sintomas y
entre un 2 a 5% se convierten en portadores cronicos (Boletin epidemioldgico, 2008).
El hemocultivo es el mds utilizado con una sensibilidad del 40 al 60%, existen varios
factores que disminuyen la sensibilidad tales como; volumen de sangre y fase de Ia

enfermedad (Parry y cols., 2011).

3.1.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Estos métodos rapidos, por estar basados en la determinacién de acidos
nucleicos, tienen la potencialidad de ser muy especificos. Tal es el caso de la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la técnica PCR-TR (real time PCR),
ambas tecnologias moleculares basadas en la amplificacién in vitro del ADN; esta
ultima tiene la ventaja de que lleva a cabo simultdneamente los procesos de
amplificacion y deteccion en el mismo vial y que determina la cantidad de ADN
sintetizado. lLa PCR a tiempo real es una técnica cada vez més utilizada en el
laboratorio por su especificidad, su robustez y su rapidez, permitiendo la obtencion de

resultados en 18 horas (Malorni y cols., 2004).
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3.2 Métodos de Indirectos

3.2.1 Inmunofluorescencia indirecta (IFA)

La inmunofluorescencia indirecta emplea antigenos monoclonales que han
sido purificados a partir de medios de cultivo puros, estos componentes son fijados a
pocillos de placas de vidrio. El suero del paciente en estudio se coloca en contacto
con los antigenos, formandose la unién antigeno-anticuerpo, luego se agrega un
conjugado marcado con sustancias fluorescentes. El método de inmunofluorescencia
indirecta es un método con mayor especificidad y sensibilidad, sin embargo, su costo
es muy elevado. Actualmente existen kits disponibles comercialmente tales como:
Monoclonal Mouse anti-Salmonella typhi antibody (marca Biorbyt, USA),
Salmonella  Typh Antigen Rapid Test RapiCatd™ Insta Test (marca
DiagnosticAutomation, USA) y Salmonella typhi Total Ig Dipstick (marca Scimedx,

USA) (Mahajan y cols., 2006; Murray y cOls., 2009).

3.2.2 Respuesta Antigeno Anticuerpo (ELISA)

El método ELISA ha sido utilizado para definir la respuesta de anticuerpos
normales y la relevancia para el diagndstico. Los antigenos usados en ELISA
generalmente son los lipopolisacaridos (LPS), antigenos flagelares y fos antigenos Vi
(capsular). Las mediciones de ELISA de los anticuerpos LPS y anticuerpos anti-
flagelar se han encontrado que son mas sensibles que la reaccién de Widal O y H,
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pero estas pruebas tienen similares limitaciones de especificidad que ocurre con la

reaccion de Widal (Parry y cols., 2011).

3.2.3 Anticuerpo Aglutinantes (Reacciones febriles)

Las reacciones febriles se usan para detectar anticuerpos en el suero del
paciente usando antigenos de Salmonella, Brucella y Proteus OX-19 (éste tiene una

reaccion cruzada con Rickettsia). Los antigenos empleados son:

e Antigeno O Salmonella typhi
e Antigeno H Salmonella typhi
e Antigeno Paratyphi A

¢ Antigeno Paratyphi B

e Antigeno Brucella abortus

e Antigeno Proteus 0X-19
3.2.3.1 Reaccién de Widal

En Salmoneila, la reaccion de Widal es un método serologico usado
comunmente en el diagndstico de la fiebre tifoidea, entérica y ondulante; la reaccién
mide el titulo del suerc contra una suspensién de microorganismos conocidos. La
importancia de la aglutinacion de Widal reside en ser un método serologico, rapido y
barato (Katime-Zuiiiga, 2006; Febriclin, Antigenos febriles). Para Salmonella, el
método en placa es una prueba de escrutinio y debe considerarse como tal, va que la

prueba de Widal estd sujeta a un gran nUmero de variables que pueden alterar los
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resultados (Kit Febriclin Antigenos febriles, marca BioRad), reacciones cruzadas con
otras bacterias, parasitos, virus y hongos, pueden dar tugar a un diagnéstico erréneo a
fiebre tifoidea (Katime-Zufiiga, 2006; Willke y cols., 2002; Olipoenia y cols., 2000).
La Tabla 4 muestra las principales reacciones cruzadas con otras enfermedades cuyo

diagnéstico puede ser falsos positivos.

Los anticuerpos contra el antigeno O aparecen luego de seis a ocho dias
después de haber adquirido la infeccion y desaparecen posteriormente entre tres y seis
meses. Los anticuerpos contra el antigeno H aparecen de ocho a doce dias,
alcanzando titulos mds elevados con respecto a los anti O y pueden persistir por mds
de un afio. Para considerar ¢l diagnéstico de ficbre tifoidea con un titulo anti O y anti
H = 1:160-200 (Katime-Zufilga, 2006). En Nigeria se estudiaron pacientes con
hemocultivos negativos para S fyphi, se encontraron reacciones de Widal positivas
con titulo es 1:40, 1:80 y 1:160 en el 85%, 12% y 3% de los casos estudiados,
respectivamente. En la India, se reporté test de Widal con titulos >1:100 en el 12%,
17% y 24% de pacientes con malaria por Plasmodium vivax, y Plasmodium
Sfdlciparum con bajas parasitemias y altas parasitemias respectivamente. Los falsos
positivos de la reaccion de Widal también han sido descritos en procesos no
infecciosos, como enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico) hepatopatias cronicas. En la reaccidn de Widal, los resultados falsos
negativos pueden atribuirse a terapia temprana con antibidtico, corticosteroides,
medicién temprana de anticuerpos, inmunodeficiencias adquiridas y congénitas,

portadores cronico de S. typhi (Katime-Zufiiga, 2006).
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Tabla 4. Causas que alteran los resultados en la reaccion de Widal
(Jaramillo-Ramirez H. 1, y cols.,2012).

Causas infecciosas Padecimiento

Salmonelosis no typhi (Serogrupos

A-B-D)
Enterobacterias  (P.  aeruginosa,

Bacteriana Kiebsiella, E coli, Citrobacter,
Yersenia).

Tuberculosis pulmonar y miligr
Brucelosis
Endocarditis bacteriana

Rickettsiosis

Tétanos
Parasitarias Malaria

Amebiasis

Dengue
Virologica VIH

Hepatitis virales agudas o crénicas

Hongos Cryptocococis

Hepatopatias cronicas
Otras Enfermedades autoinmunes
Inmunizacion contra Salmonella

Prueba mal realizada




CAPITULO IV MATERIAL Y METODOS

Area de Estudio v Poblacion de la Muestra

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de analisis clinicos del
Hospital General del Bajo Rio Mayo de Huatabampo (Figura 7), la cual, brinda los
servicios de atencion en salud de los municipios de Huatabampo y Etchojoa (Figura
8). Se les realizé a 3,020 pacientes las reacciones febriles que al ser valorados
clinicamente les fue solicitado la prueba, del cual, se analizaron los resultados del

antigeno Salmonella typhi O desde el 6 de enero al 16 de diciembre del 2012.

Los criterios de inclusion fueron todos aquelios pacientes que les fueron

solicitados las reaccignes febriles.

Los criterios de exclusién fueron todos aquellos pacientes que no les fueron

solicitados las reacciones febriles.

Preparaciéon Previa a la Muestra Sanguinea

Las indicaciones previas para la toma de muestra sanguinea fueron: ayuno o
evitar la ingestion de cualguier alimento o liquidos al menos 4 horas antes de la toma

muestra. Las muestras fueron recolectadas en el horario de 7:00 a 9:00 am. y de
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14:00 a 15:00 p.m. y todo paciente hospitalizado. Para la extraccion de sangre
periférica se utilizaron tubo de ensaye con tapdn color rojo sin anticoagulante,

previamente rotulados con el nombre completo y niimero de paciente,
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Figura 7. Hospital General del Bajo Rio Mayo.
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Figura 8. Municipios que atiende el Hospital General del Bajo Rio Mayo

(Google Maps 2013).
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Extraccion de muestra sanguinea

El paciente debe tomar asiento para mayor confort, en seguida el paciente
debe extender su brazo y ponerlo en una superficie fija, se le coloca un torniquete a
una distancia entre 7-10 centimetros por encima del lugar donde se realizard la

puncion (Figura 9).

* Se realiza una busqueda de la vena mas adecuada

® Se desinfecta la zona con alcohol.

¢ Se asegura la aguja en el sistema vacutainer (chaqueta) y se coloca el tubo de
ensaye de tapdn de color rojo (sin anticoagulante).

¢ Se inmoviliza la vena seleccionada colocando el puigar bajo la zona de
puncién; se¢ introduce la aguja a la vena, asegurdndose que el bisel estuviera
hacia arriba.

¢ Una vez seguro de que se puncioné la vena correctamente, con cuidado se
colocan los tubos en la chaqueta vacutainer, teniendo cuidado de no traspasar
la vena y lesionar al paciente.

¢ Por tiltimo se retira ¢l torniquete, se retira el tubo y posteriormente se retira la
aguja y al mismo tiempo se coloca una torunda y se le pide al paciente doblar

¢l brazo por 5 minutos para evitar un hematoma.



Figura 9. Toma de muestra.
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Separacion de Ia Muestra

Las muestras se dejaron reposar durante 10 minutos hasta la formacién de

coagulo y separacién de los componentes; posteriormente fueron centrifugados a

3500 rpm/5 minutos (Fisher Scientific modelo 225).

Reacciones Febriles

La deteccion de anticuerpos contra Salmonella y Rickettsia se llevd de
acuerdo a las especificaciones del kit FEBRICLIN (marca BIO RAD). Se incluyeron
controles positivos y negativos los cuales permitieron validar la estabilidad del kit. A

continuacién se describe la metodologia empleada para el estudio.

e Antigeno O Salmonella typhi (Cat. 71030180)

Interpretacion de Controles

Para el método de aglutinacion rapida en placa el control positivo tiene un titulo

minimo 1:80 con cualquiera de los antigenos.

Control negativo. No debe mostrar aglutinacién con ninguno de los antigenos.
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Interpretacion de Resultados

Se observa la aglutinacion macroscdpica y se valoran los resultados mediante los

titulos mostrados en la Figura 1.
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Toma de muestra en tubo de ensaye sin EDTA

h 4

Reposo de la muestra 10 minutos

y

Centrifugacién a 3500 rpm/S minutos

b 4

Prueba Cualitativa

Adicionar 40 ul de suero problema y 50 pl (1 gota)
del antigeno Salmonelia typhi o

h 4

Agitacién de la placa

120 rom/ 2 minutos

v

Lectura de aglut

inacion con luz indirecta [l

+

Aglutinacién negativa
Reporte de resultado

Prueba Cuantitativa
Aglutinacién positiva

v

Volumen de Volumen de Titulacion
Muestra Reactivo
Control positivo (40 pl) 50 pl 1:40
Control negativo (40 ul) 50 ul 1:40 (0%)
40 ni 50 pi 1:40 (25%)
20 pl 50 pl 1:80 (50%)
10 wl 50 ul 1:160 (75%)
05 pl 50 pl 1:320 (100%)

A 4

Agitacién de la placa
120 rom/ 2 minutos

h 4

Reportar titulo

Figura 10. Diagrama general del método de aglutinacion en placa
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CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION

Del 6 de enero al 16 diciembre del 2012 se analizaron muestras de suero
procedentes del Hospital General del Bajo Rio Mayo que atiende los municipios de
Huatabampo y Etchojoa Sonora. Se consideraron en el estudio a todos aquellos pacientes
que les fue solicitado la prueba de reacciones febriles, en el cual, se incluye la prueba de
Widal. En este estudio se consideré positivo la prueba de Widal para la deteccion de
Salmonella typhi O con ftitulos >1:160 (NOM-032-SSA2-2002; Carrada-Bravo, 2007;

Almorgen y cols., 2012; Eremeeva y cols., 1994; Gémez-Rivera y cols. 2009).

Durante el estudio se analizaron un total de 3,020 muestras, de las cuales un 74.6%
corresponden al sexo femenino (2,253/3,020) y 25.4% muestras al sexo masculino
(767/3,020). De acuerdo a los resultados obtenidos, la positividad para Salmonella typhi O
fue de 41.68% (1,259/3,020) y una negatividad del 58.32% (1,761/3,020), estos resultados
son similares a los reportados en €l 2009 por el Instituto de Servicios de Salud Puablica del
Estado de Baja California (ISESALUD) con una tasa de prevalencia del 51.6%, asi mismo,
reportaron para el 2007-2008 una prevalencia del 88%. En México, la notificacion de casos
por Salmonella sigue presente y 99% de los diagndsticos se realizan con reacciones de
Widal y cuadro clinico; sélo 1% de los diagndsticos se realiza con cultivo (Jaramillo y

cols., 2012).

La figura 11 muestra la distribucién de casos positivos por género, en ella se puede
observar que el sexo femenino presentd un 75.21% (947/1259) y el sexo masculino un

24.78% (312/1,259), estos resultados son similares a los reportados por Vargas (2009)
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quien reportd un 67% de casos positivos para el sexo femenino y 29.75% el sexo
masculino, asi mismo, Villazon y cols., (2004) reportaron una mayor frecuencia en el sexo
femenino con un 63.8% en relacion al masculino con un 63.2%, estos resultados se
manifiestan con similar comportamiento cuando se analiza por mes. La prevalencia de
casos en el sexo femenino puede ser debido a que en nuestra regidn las mujeres realizan

compras en los mercados y también consumen alimentos en esos mismos Sitios.

En la figura 12 se puede observar la incidencia de Salmonella typhi O en mujeres,
en €sta se observa dos picos con el mayor nlimero de casos durante el afio, siendo el mes de
marzo con un 45.97% (114/248) y octubre con 47.86% (123/257). Ademas, se puede
observar que el mes de junio se presenté un 14.75% (18/122) de casos positivos, ello s
debe, a la disminucion de solicitudes referidas por consulta externa, atendiendo al servicio
intrahospitalario. Por otro lado, el comportamiento del sexo masculino presenta una
tendencia homogénea, en ella se observa que los meses de febrero, septiembre y octubre
presentan el mayor nimero de casos positivos en un intervalo de 32 a 35 pacientes. Estos
resultados difieren a los reportados por otros investigadores, donde, indican que los meses
con mayOor nimero de casos positivos se presentaron en los meses de abril y mayo
alcanzando un aumento en julio, y disminuyendo en septiembre y octubre (Gutiérrez-Cogco
y cols., 2000; Hernandez-Cortez y cols., 201 I). Los resultados de la presente investigacion
pueden ser atribuidos a las condiciones climaticas donde prevalece por tiempos mas
prolongados las altas temperaturas en la region sur del estado de Sonora (Hunter, 2003;

Coles y cols., 2009).

En Sonora, los reportes estadisticos debido a infecciones por Salmonella typhi O

reportado mediante la prueba de Widal son escasos, ello se debe a que los informes que
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reportan las diferentes instituciones de salud lo realizan mediante cultivo microbiolégico, el
cual requiere de dias para obtener el resultado, es por ello, que los cultivos microbiolégicos
a pesar de tener un valor absoluto no son practicos en los laboratorios de rutina y
especialmente en las Instituciones de Salud, en donde, se congentra una gran poblacién de

derechohabientes con una gran demanda de solicitudes de anélisis de laboratorio.

La prueba de Widal continua siendo una de las herramientas valiosas en el
diagndstico de enfermedades febriles entéricas de las diferentes Instituciones de Salud en
nuestro pais, debido a que los resultados obtenidos por el laboratorio de andlisis clinico
aportan valiosos resultados y la sintomatologia presentada por el paciente coincide en la
mayoria de los casos con el diagndstico médico preestablecido. Asi mismo, la prontitud con
que se obtiene el resultado y la posibilidad de hacer un diagnéstico el mismo dia, han hecho

que los médicos utilicen este método con mayor frecuencia.
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Figura 11. Porcentaje de casos positivos en el afio 2012.
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Figura 12. Frecuencia de casos positivos de Salmonella typhi O.
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CONCLUSIONES
Del presente estudio podemos concluir:

La incidencia y prevalencia de anticuerpos contra Salmonella typhi O se present6
con mayor frecuencia en el sexo femenino en comparacion al masculino, debido a
que la mujer maneja principalmente los alimentos y puede ser el primer contacto
con productos contaminados con la bacteria Salmonella.

La mayor incidencia por mes de casos positivos para ¢l sexo femenino se presentd
en los meses de marzo y octubre; asi mismo, la mayor incidencia del sexo
masculino se presenté en febrero, agosto y octubre, estos pueden deberse a las
condiciones climaticas de la region sur del Estado de Sonora.

La prueba de Widal es solicitada frecuentemente por ser un método réapido, preciso
y de bajo costo. Los resultados obtenidos son una fuente importante de informacion

para la toma de decisiones médicas apoyandose en el cuadro clinico.
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