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RESUMEN

Salmonela entérica es un microrganismo de importancia en salud publica difundido
mundialmente y responsable de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS),
Salmonella entérica se caracteriza por su elevada morbilidad, la dificultad de
controlar las fuentes de infeccion, nidmero de serovariedades, patogenia vy
epizootiologia compleja. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido
en América Latina la importancia de la salmonelosis como una enfermedad de
infeccion alimentaria y como la mayor causa de diarrea en humanos, por esta razon
plantea la necesidad de esquemas y mecanismos de vigilancia. No solo son
capaces de infectar al hombres, sino también a una gran lista de especies animales
(aves, porcinos, bovinos, ovinos, etc.). En las aves, la Salmonela genera
enfermedades clinicas caracteristicas que producen grandes perjuicios a la
industria avicola. En los ultimos afios se han desarrollo nuevas técnicas de
diagnéstico y tipificacion basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
que son utiles como método de tipificacion para estudiar la variabilidad genética de
cepas y la relacion clonal entre aislados de una misma especie. El presente estudio
tuvo por objetivo determinar las serovariedades presentes de Salmonela entérica
asi como la variabilidad genética y la relacién filogenética que existe entre varios
aislados de muestras obtenidas de sistemas de produccion avicola en Perd. Se
trabajo con 95 cepas de Salmonelas previamente identificados mediante métodos
bacteriolégicos clasicos y bioquimicos, las cuales fueron serotipificados mediante
PCR multiple, los resultados indican la presencia de Salmonella serovar enteritidis
(N= 32; 33.68%), typhymurium (N= 15; 15.79%), infantis (N= 33; 34.74%) y no
tipificadas 15 (N = 15.79%). Un analisis de variabilidad genética fue realizado
mediante patrones de REP-PCR, los cuales indican que la variacion genética total
medida por AMOVA (Vt=0.3879) fue explicada en un 61% por diferencias entre
serovares (Va= 0.2405) y un 38% por diferencias dentro de los serovares
(Vb=0.1474). La relacion filogenética de los serotipos identificados se realiz6
mediante dendograma basado en distancia genética mediante método bayesiano
para REP-PCR DNA fingerprinting (Huella genética de ADN) de 80 cepas de
Salmonela enterica Se aprecié una moderada diferenciacion entre los aislados de
los tres serovares, los cuales se agruparon en al menos 2 clusteres genéticos,
mostrandose mayor variabilidad en el serovar infantis.

Palabras claves: salmonella, cepas, tipificacion, serovar, variabilidad, genética,
dendograma, prevalecia.



ABSTRACT

Salmonella enterica is a microorganism of public health significance, disseminated
worldwide and responsible for food borne diseases. Salmonella enterica is
characterized by its high morbidity, its difficulty of controlling the sources of infection,
number of serovars, pathogenesis and its complex epizootiology. The World Health
Organization (WHO) has recognized the importance of salmonellosis as a food
borne disease in Latin America and the major cause of diarrhea in humans; therefore
it proposes the need of having schemes and monitoring mechanisms. Salmonella is
not only able to infect men but also a great list of animal species (poultry, pigs, catlle,
sheep, etc). In birds, Salmonella generates characteristic clinical diseases that
cause great damage to the poultry industry.

In recent years, new diagnostic and typification techniques based in the polymerase
chain reaction (PCR) which are useful as typing method to study the genetic
variability of strains and clonal isolates relationship between the same species have
been developed. This study had the aim to determine the serovars of Salmonella
enterica as well as the genetic variability and phylogenetic relationship between
various isolates of samples obtained from poultry production systems in Peru. We
worked with 95 Samonella strains previosuly identified by classical biochemical and
bacteriological methods, then they were serotyped by multiple PCR, the results
indicate the presence of Salmonella serovar enteritidis (N=32; 33.68%), typhimurium
(N=15; 15.79%), infantis (N= 33; 34.74%) and non-typified (N =15; 15.79%). Genetic
variability analysis was performed using REP-PCR patterns, which indicate that the
total genetic variation measured by AMOVA (Vt = 0.3879) was 61% for differences
between serovars (Va = 0.2405) and 38% for differences within serovars (Vb =
0.1474). The phylogenetic relationship of the identified serotypes was performed by
a dendrogram based on genetic distance using method Bayes REP-PCR for DNA
fingerprinting (DNA fingerprinting) of 80 Salmonella enterica strains. Moderated
differentiation was observed between isolates of the three serovars, which were
grouped in at least two genetic clusters, showing greater variability in the serovar
infantis.

Keywords: Salmonella, strains, typification, serovar, variability, genetic, dendogram,
prevalence
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. INTRODUCCION

La salmonelosis ocasionada por genero Salmonela es reconocida como una de las
principales enfermedades transmitidas por alimentos en todo el mundo, siendo un
problema en salud publica, por su elevada morbilidad y por la dificultad de controlar
las numerosas fuentes de infeccién 44,

La expansion de la industria avicola ha mejorado el suministro de alimentos de
origen animal en todo el mundo lo que han conllevado a una creciente importancia
del control y vigilancia de esta infeccion, motivada por el lugar que las aves y los
productos avicolas representan en la cadena alimenticia de la poblacién humana ¢,
pues existen factores inherentes a su desarrollo que favorecen la infeccion,
instalacion y propagacion de esta enfermedad 3.

La importancia econémica de las infecciones producidas por Salmonela en las aves
de corral, radica en las pérdidas significativas que impactan en los costos del
avicultor, en los ingresos y productividad del sistema de produccién, en salud
publica en caso se produjese una intoxicacion alimentaria humana y dificultades en
el comercio internacional 6.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA) constituyen uno de los problemas de salud mas relevantes.
Cada afio, la OMS recibe informes sobre la ocurrencia de cientos de casos de ETA
en todo el mundo, siendo los mas frecuentes los ocasionados por alimentos que
sufrieron contaminacién biolégica. Dentro de los bacterias responsables de ETAS,
Salmonella sp. ocupa un rol preponderante como agente etioldgico. La salmonelosis
es una enfermedad que tiene una gran prevalencia en poblaciones humanas y
animales debido a su distribucién ubicua, el creciente nimero de serovariedades, el
amplio rango de hospedadores, su patogenia y la compleja epizootiologia, razones
por las cuales constituye la zoonosis de mayor frecuencia en el mundo, siendo los
productos de origen avicola los frecuentemente involucrados en brotes de infeccién
alimentaria en humanos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce en América Latina la
importancia de la salmonelosis como una enfermedad de infeccion alimentaria
siendo reconocida mundialmente como la mayor causa de diarrea humanos, esto
plantea la necesidad de esquemas y mecanismos de vigilancia 8, lo cual sumado a
una alta proporcion de cepas de Salmonella sp. con resistencia multiple a los
antibioticos, probablemente debido al excesivo uso de antibiéticos en las raciones
de animales, (promotores de crecimiento), y el uso indiscriminado de estos
medicamentos en humanos y animales 1% se convierte en un patégeno de alta
importancia en salud publica.



En los paises en desarrollo, la carne de ave se ha convertido en un alimento popular
por ser una fuente relativamente barata de proteina de buena calidad . La
globalizacion, la apertura econdémica y el desarrollo de la industria avicola han
permitido un incremento de la produccion, distribucién y consumo, y por ende la
posible transmisién de patégenos como Salmonella sp.2°.

En el Peru los sistemas de produccion avicola registraron un crecimiento de 2,7%
durante el afio 2013, lo cual se tradujo en venta de 1°202.614 toneladas métricas
de carne de ave; segun el Ministerio de Agricultura, para el afio 2014 el sector
avicola peruano mantiene un importante y solido desarrollo y crecimiento continuo
durante la Ultima década (2004-2013), con un incremento promedio anual de 8.2%.
Este crecimiento se traduce en un incremento del consumo per capita de ave y
huevo llegando a cifras de 41 kg de carne de ave y 70 kg en el departamento de
Lima, habiéndose incrementando en mas de 90% su consumo en los ultimos 10
afos (2004-2013), estos valores estan ubicados entre los mas altos de la regién,
solo por debajo de Brasil (58 kg.). Similar tendencia se aprecia en el consumo del
huevo también aumento, llegando a 167 unidades por persona al afio creciendo en
10% respecto al 2012, que fue de 148 unidades.

Sin embargo, a pesar de la importancia de ETAS, especialmente Salmonela, del
creciente mercado de la carne de ave, y del crecimiento de los sistemas de
produccion aviar en el Perd hay un nimero reducido de estudios de la prevalencia
de Salmonela en aves de corral provenientes de sistemas de crianza tecnificada,
careciendo con informacién sanitaria completa de esta enfermedad en este sector.
Un estudio de caracterizacion completo es fundamental para conocer esta
enfermedad con la finalidad de formular, implementar y evaluar la eficacia de las
estrategias oficiales para su control a nivel nacional.



. OBJETIVO

Tipificar molecularmente cepas de Salmonella sp. aisladas de sistemas de
Produccion avicola del Peru durante los afios 2013 y 2014.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar los diferentes serovares de salmonella entérica provenientes de
sistemas avicola de diferentes zonas del Peru.

e Determinar la variabilidad genética intraespecifica mediante técnica de REP-
PCR ADN fingerprinting.

e Determinar las relaciones filogenéticas entre cepas de Salmonella entérica la
variabilidad genética.



II. HIPOTESIS

Existe baja variabilidad genética, en cepas de Salmonella sp. obtenidas de sistemas
de produccion avicola en el Pera.



[1l. ANTECEDENTES

4.1 Generalidades

4.1.1 Agente etiologico

El género Salmonela esta constituido por bacilos cortos Gram negativos no
esporoformadores, anaerobios facultativos, estrechamente relacionados
morfolégica y fisiolégicamente con los otros géneros de la familia
Enterobacteriaceae a la que pertenecen 9.Con la excepcion de la
serovariedad S. gallinarum S. pullorum, son méviles gracias a sus flagelos
peritriticos. Estos microorganismos crecen en un amplio rango de
temperatura (7°-48° C) a un pH entre 4 y 8, y con actividades de agua (aw)
por debajo de 0.933

4.1.2 Clasificacion

De acuerdo con la actual nomenclatura, que refleja avances recientes en la
taxonomia, el género Salmonela incluye solo dos especies importantes: S.
entérica y S. bongori 5. Se ha propuesto también una supuesta tercera
especie, S. subterranea, tras el aislamiento de una Unica cepa ambiental
poco usual. Salmonella entérica se divide en seis subespecies, que se
distinguen por algunas caracteristicas bioquimicas, y algunas de ellas se
corresponden con subgéneros anteriores %°. Estas subespecies son:

Subgéneros originales Momenclatura Actual
Subespecig| subespecie enterica
Subespecie’ll subespecie salamae
Subespecie llla subespecie arizonae
Subespecie lllb subespecie diarizonae
Subespecie IV subespecie houtenae
Subespecie VI subespecie indica

El simbolo V se reserva a los serotipos de S. bongori a fin de evitar
confusiones con el nombre de serotipo de S. enterica subesp. enterica. Las
cepas de Salmonela se clasifican en serotipos segun la gran diversidad de
los antigenos (O) del lipopolisacéarido (LPS) y de los antigenos proteicos de



los flagelos (H), de acuerdo con la clasificacion de Kauffmann—White; en la
actualidad se reconocen aproximadamente 2.500 serotipos !

Los serotipos mas comunes gue causan infeccion en humanos y en animales
de abasto pertenecen a la subespecie enterica. Los serotipos de las otras
subespecies tienen mayor probabilidad de presentarse en animales
poiquilotermos (de sangre fria) y en el ambiente, pero a veces se les asocia
con la enfermedad en humanos. Algunos serotipos de las subespecies S.
arizonae y S. diarizonae se han asociado con enfermedades en los pavos y
en las ovejas, y otros pueden ser transportados por reptiles y anfibios
silvestres o en cautividad ©°.

Solo se conservan los nombres para los serotipos de la subespecie entérica.
Estos nombres no deben escribirse en cursiva. La primera letra es
mayuscula. En la préactica clinica, no es necesario indicar el nombre de la
subespecie, ya que solamente llevan nombre los serotipos de la subespecie
entérica; por ejemplo, typhimurium, London, o Montevideo son serotipos de
la subespecie entérica. En la préctica rutinaria, se puede usar el género
Salmonela seguido del nombre del serotipo (ej. Salmonella typhimurium). La
mayor parte de los serotipos de otras subespecies se designan mediante una
formula antigénica que incluye la subespecie, designada mediante nimeros
romanos (ej. Salmonella IV 48:9.z51)

También se dan cambios de forma regular en la clasificacion de los serotipos
a medida que se dispone de nueva evidencia sobre el parentesco genético,

ej. S. pullorum se clasifica actualmente como S. gallinarum serotipo pullorum
65

4.1.3 Caracteristicas microbiologicas

El género Salmonela se incluye en la familia Enterobacteriaceae, integrada
por bacilos Gram negativos anaerobios facultativos. Poseen, por lo tanto, las
caracteristicas generales de la enterobacteria: son fermentadores de la
glucosa, catalasa positiva, oxidasas negativo y suelen ser moviles;
representa una excepcion Salmonella gallinarum, siempre inmavil 90-2-21-50

4.2 Factores de virulencia y patogenicidad

La virulencia de salmonela se relaciona primero con tener una tolerancia a
los acidos para sobrevivir el pH del estbmago, también con su capacidad de
adhesion y colonizacion a las células intestinales promovidos por factores de
virulencia (fimbrias especificas, adhesinas bacterianas codificadas por
cromosomas de superficie, hemaglutininas e induccién de células epiteliales
de polipéptidos bacterianos), y resistir tanto la digestién por los fagocitos
como la destruccion por la accién del complemento 73-90-34



Tras producirse la adhesion a la superficie de las células de la mucosa
intestinal, a través de fijacion mediante fimbrias especificas, la bacteria
produce una ondulacion de las membranas celulares. Esto favorece su
ingreso en forma de vesiculas formadas por la propia membrana que a
menudo llegan a coalescer. ElI microorganismo se multiplica en estas
vesiculas y puede ser eliminado de las células que sufren so6lo un dafio ligero
o transitorio 3.

El complejo de invasion es mediado por los productos de la expresion de
varios genes cromosomicos localizados en islas de patogenicidad conocidas
como SPI 4%, Se cree que estos genes han sido adquiridos por otras especies
de bacterias de salmonela a través de una transferencia horizontal de genes
Y el rol en la patogénesis de algunos SPI esta definido, pero la funcién en la
virulencia de muchos genes con SPI alin se desconoce. 2*

Las islas de patogenicidad estan constituidas por un grupo de genes
envueltos en la codificacion de factores especificos de virulencial3. Se han
descritos diecisiete islas de patogenicidad (SPI-1 a SPI-17), las mas
estudiadas son las SPI- 1 y SPI-2. Las islas de patogenicidad 1 y 2 son los
dos mayores determinantes de virulencia de S. entérica 28, porque codifican
los sistemas de secrecion de tipo Ill. La isla de patogenicidad SPI-1 promueve
la invasion de las células epiteliales intestinales y la iniciacion de la respuesta
inflamatoria en el tracto intestinal, asimismo, estad envuelta en la
sobrevivencia y persistencia de la bacteria a nivel sistémico del hospedero®.
En relacion a la SPI-2, la primera actividad descrita fue la supervivencia y
replicacion bacteriana en los compartimentos intracelulares de fagocitos que
constituyen los mayores reservorios para la diseminacion de la bacteria
sistémicamente en los érganos del hospedero 9328,

La proteina invA dependiente del gen de invasion (invA) es considerada una
de las mas importantes para el ensamblaje del SSTIIl. Se ha discutido
también que las salmonelas difieren en la habilidad de multiplicarse dentro
de varios tipos celulares, y que esta bacteria puede escoger no replicar en
ciertos tipos celulares .

La capacidad de crecer en el interior de las células hospedadoras depende
de la presencia de plasmidos de virulencia "3, los cuales se relacionan con la
supresion general de la respuesta inmune del huésped. Se han confirmado
estos plasmidos en S. enteritidis, S. dublin, S. cholerasuis, S. typhimurium,
S. gallinarumpullorum y S. abortus ovis, pero son notablemente ausentes en
S. typhi, la cual es adaptada al huésped y muy infecciosa 34.

Ademas presenta resistencia a la digestion de los fagocitos y a la accion de
complemento que facilita la difusion de salmonela por el organismo del
hospedador 3.



La resistencia a la accion del complemento depende en parte de la longitud
de las cadenas lipopolisacaridicas del antigeno O (LPS). El LPS es
responsable de los efectos endotéxicos de la salmonelosis y puede contribuir
a la respuesta inflamatoria local que dafia las células del epitelio intestinal y
da lugar a la aparicion de la diarrea 73-34,

Las sideroforas son necesarias para la acumulacion de la cantidad suficiente
de hierro ambiental para permitir el crecimiento de salmonela, asi también las
porinas aumentan la virulencia de salmonela mediante la represion del
macrofago y la fagocitosis dependiente de polimorfonucleares, sin embargo
pueden tener una importancia limitada en la patogenicidad 34.

Gracias a las técnicas moleculares, como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y la técnica a tiempo real (RT-PCR), como otras pruebas
moleculares han ayudado a la deteccion de pseudogenes, profagos
funcionales, islas e islotes de patogenicidad y sistemas de secrecion, para la
investigacion y nuevos hallazgos de esta bacteria.

4.3 Epidemiologia

Desde el punto de vista epidemiolégico, Salmonela se puede clasificar en
tres grupos principales. El primer grupo comprende Salmonella typhi y
paratyphi Ay C, que infectan solo al hombre y se propagan en forma directa
o indirecta (por medio de alimentos o agua) de una persona a otra. El
segundo grupo incluye serovariedades adaptadas al huésped en especies
particulares de vertebrados como S. gallinarum, dublin, cholerasuis, etc. El
tercer grupo esta formado por la mayoria de las demas serovariedades de
salmonela sin ninguna preferencia particular por el huésped, que infectan al
hombre y a los animales, en este grupo estan los principales agentes de la
salmonelosis que ocurren hoy en dia 8,

Se ha visto que muchos serotipos originan intoxicaciones alimentarias en
humanos, y los trabajadores que asisten a los animales, los veterinarios y los
empleados de mataderos, pueden infectarse directamente en el trabajo, asi
como el personal de laboratorio ©°

Las infecciones por salmonela son mas frecuentes en verano que en invierno,
probablemente debido a que el ambiente templado es mas favorable para el
crecimiento de los microorganismos sobre los alimentos. 6957

En los paises en desarrollo la gravedad del problema de las enteritis
zoonobticas esta todavia sin determinar. En algunas zonas urbanas de los
paises en desarrollo, donde se consumen de ordinario alimentos elaborados
industrialmente, los casos de salmonelosis en el hombre, especialmente en
adultos, son mas comunes que en las zonas rurales 8,



El habitat principal de Salmonella sp. es el tracto intestinal de animales tales
como las aves, los reptiles, los animales de granja, las personas, y de vez en
cuando los insectos. Los organismos son excretados en las heces, desde las
cuales pueden ser transmitidos por insectos y por otros seres vivos a un gran
namero de sitios, también se pueden encontrar en el agua, de modo especial
en el agua contaminada'®®°, Cuando el agua contaminada y los alimentos
gue han sido contaminados por insectos o por otros medios son consumidos
por personas y por otros animales, estos organismos son diseminados otra
vez por la materia fecal, continuando de esta forma el ciclo °°.

Las infecciones de animales de abasto por salmonela tienen un papel
importante en la inocuidad alimentaria®, ya que los alimentos de origen
animal se consideran como la fuente principal de infecciones por salmonela
en el hombre’’. Se han realizado programas especiales para el control de
aves, cerdos y ganado bovino, que incluyen el control de animales sanos que
pueden ser portadores subclinicos de estos microorganismos®°-68, También
se controla la contaminacién cruzada durante el procesamiento de los
alimentos, ya que puede ocurrir contaminacion por manipuladores de
alimentos sanos.

La salmonela constituye un género bacteriano difundido mundialmente y con
importancia predominante en la salud publica 74%2. Esta bacteria es
reconocida mundialmente como la mayor causa de diarrea en humanos,
siendo los productos avicolas uno de los mayores vehiculos de la infeccion
por Salmonella sp.

Se ha averiguado que hasta el 70% de las canales de broiler estan
contaminadas con salmonela, parece ser que los organismos no forman parte
de la flora normal de las aves de corral sino que son adquiridos del ambiente
por medio de insectos, roedores, piensos, otros animales y personas .

Las aves de corral y sus productos son vehiculos alimenticios comunes de
esta enfermedad en muchos paises.

En aves existen basicamente dos tipos de infecciones por salmonela,
sistémica y entérica. Infecciones sistémicas con Salmonella pullorum vy
Salmonella gallinarum representaron durante muchos afios un serio
problema en la industria avicola. Estos agentes fueron controlados y
erradicados en muchos paises, gracias a programas oficiales de prevencion
y control, que fueron implementados en algunos paises como resultado de la
globalizacion y de la apertura de los mercados. Salmonella typhimurium,
Salmonella enteritidis, Salmonella heidelberg y otras, son especies ubicuas
no tifoideas que pueden afectar cualquier especie, inclusive aves y el
hombre. Las aves pueden ser asintomaticas, por la colonizacion entérica de
estas bacterias. La susceptibilidad disminuye con la edad y las aves adultas
pueden convertirse en portadoras 8.



En un estudio de prevalencia de serotipos de salmonela en granjas avicolas
tecnificadas en el Peru por el SENASA en el 2014, los resultados muestran
gue de las 550 avicolas muestreadas en el estudio 162 dieron positivo a
salmonela, estimdndose en una prevalencia del 29.78% + 2.89. Se encontrd
que las regiones con mayor niumero de granjas positivas a salmonela son
Pasco (66.66%), Piura (66.66%) y San Martin (41,66%) y las regiones con
menor nimero de granjas positivas fueron Loreto (8.33%), Lambayeque
(13.04%) y Ucayali (13.33%). Teniendo en cuenta la densidad poblacional y
el tamafio muestral colectado, las regiones con mayor prevalencia son la
Libertad y San Martin.%-92

Respecto al tipo de explotacion, se encontré que las granjas avicolas de
carne presentaron una mayor prevalencia respecto a los otros tipos de
explotacion (48.71%), seguidas por las de postura comercial (13.16%) y
finalmente de reproductoras (6.02%) °1-92,

Ademas el nUmero de granjas positivas por tipo de explotacion y region, se
encontré que para el caso de granjas de carne; Ancash, Piura, y La Libertad
(75%, 75%, 73% respectivamente) fueron las regiones con la mayor
prevalenciay las regiones de Ucayali (18.18%) y Loreto (5.56%) los de menor
prevalencia °1-°2. En cuanto a las granjas de postura comercial, Piura (50%),
Tacna (37,5%) y Lima (20,37%) fueron los de la mas alta prevalencia y
Lambayeque (5.26%) el de menor prevalencia. En relacién a granjas de aves
reproductoras, Lima fue el que mayor proporcién de granjas con aislamientos
de salmonela (11.54%).91-92

En este estudio se identificaron siete serotipos diferentes. Mas de un serotipo
fue asilado en catorce de las explotaciones, S. infantis se aisl6 en 148 granjas
avicolas, S. enteritidis se aisl6 en 9 granjas, S. seftenberg se aisl6 en 7
granjas avicolas, S. entérica cepa rugosa se aislé en 5 granjas, S. derby se
aisloé en 3 granjas, al igual que Kentucky y S. agona se aislé en una granja
91-92 E| nimero de granjas con serotipos aislados de salmonela fueron Lima
(43.18%), La Libertad (16.48%), Ica (7,95%), Arequipa (7.39%), San Martin
(6.25%), Tacna (6.25%) Madre de Dios (2.84%), Piura (2.27%), Ancansh
(1,7%), Lambayaque (1,7%), Loreto (1,14%), Ucayali (1,14%), Pasco
(1,14%) y Junin (0.57%). 91-92

En granjas de carne se aislaron S. infantis en 128 granjas establecimientos
(91.43%), mientras que en granjas de postura comercial la prevalencia de S.
infantis fue del 54.84% y granjas de reproductoras de 60% °1-92,



4.4 Enfermedades producidas por salmonela

4.4.1 La enfermedad en los animales

Las infecciones de animales de abasto por salmonela tienen un papel
importante en la salud publica y particularmente en la seguridad alimentaria
ya que los alimentos de origen animal se consideran como la fuente principal
de infecciones por salmonela en el hombre®. En los animales, el pienso
contaminado es la fuente mas importante de infeccion®, aunque también
puede ser por transmision directa de un animal a otro, por medio de huevos
infectados y por contaminacion del medio ambiente (suelo, roedores,
insectos, agua, etc.) %. La enfermedad puede afectar a todas las especies
de animales domésticos asi como animales silvestres, siendo los mas
susceptibles los animales jovenes, en estado de gestacion, o lactantes .

Se han determinado las principales causantes de salmonelosis clinica en las
diferentes especies animales, como en los bovinos, con los serotipos dublin
y typhimurium; en los cerdos, el serotipo cholerasuis; en ovinos y caprinos,
los serotipos abortus ovis y typhimurium; en equinos, los serotipos abortus
equi y typhimurium; en perros y gatos, se han distinguido numerosos
serotipos y finalmente en las aves, por los serotipos gallinarum-pullorum,
enteritidis y typhymurium?. La infeccién puede manifestarse clinicamente o
no. En la forma subclinica, el animal puede tener una infeccién latente y
albergar el patégeno en sus ganglios, o puede ser portador y eliminador del
agente por las materias fecales, en forma transitoria, intermitente o
persistente 2. La OMS ha dividido las manifestaciones clinicas en animales
en tres clases de infecciones como: patognomadnicas, con sintomas clinicos
y asintomaticos. Las infecciones con manifestaciones clinicas
patognomaénicas, son las que causan aborto en el ganado vacuno, caballos
y ovejas. Las infecciones con sintomas clinicos que indican solo una
salmonelosis, ocurren con frecuencia y pueden ser causadas por cualquiera
de las serovariedades de salmonela; a menudo se presentan cuadros de
septicemia, debilidad, postracion, fiebre y diarrea 2.

Finalmente, la infeccion asintomatica, se caracteriza por que los individuos
contaminados no tienen manifestaciones clinicas aparentes 68,

4.4.2 La enfermedad en el hombre

En el hombre, los organismos del género salmonela son agentes etiolégicos
de infecciones intestinales y sistémicas, por lo general, como contaminantes
secundarios de los alimentos, de origen ambiental 0 como consecuencia de
septicemias en animales de consumo. La salmonelosis humana es la
enfermedad zoonotica mas frecuente e importante causada por estos
organismos 5.



La salmonelosis en el hombre causa una infeccion intestinal que se
caracteriza por un periodo de incubacion de seis a 72 horas después de la
ingestion del alimento, y una instalacion brusca de fiebre, mialgias, cefalalgia
y malestar. Los sintomas principales consisten en dolores abdominales,
nauseas, vomitos y diarrea. Por lo comun, la salmonelosis tiene un curso
benigno y la recuperacion clinica sobreviene en dos a cuatro dias. El portador
convalesciente puede eliminar la bacteria durante semanas y, en algunos
casos puede hacerlo durante algunos meses. La deshidratacién puede ser
grave, por lo que se recomienda la rehidratacion y la reposicion de electrolitos
2

La sintomatologia de la enfermedad con manifestacion enterocolitica es la
mas frecuente, y es producida generalmente por los serotipos enteritidis y
typhimurium. No obstante, cuando la sintomatologia con manifestaciones
sistétmicas exhibe wuna predileccion hacia septicemia, los agentes
involucrados son por lo general S. dublin y S. cholerasuis 8-75-34,

Si bien la salmonelosis puede afectar a personas de cualquier edad, la
informacion epidemiolégica indica que la susceptibilidad es mas alta en los
infantes, ancianos y huéspedes inmunocomprometidos®*. La dosis requerida
para producir enfermedad varia con muchos factores. Diferentes serotipos
pueden tener diferentes dosis de respuesta, generalmente se ha reconocido
gue la dosis para producir enfermedad con altas tasas de ataque esta en un
rango de 105 a 107 células 2.

4.5 Métodos de diagnostico

La deteccion de salmonela requiere una cuidadosa interpretacion a la luz de
conceptos similares pero diferentes, como son infeccién, enfermedad,
transmision, excrecion, portador fecal o reservorio. La mayoria de las
técnicas de diagndstico de laboratorio carece de la sensibilidad minima para
poder establecer los criterios que encuadren estos conceptos .

Existen muchos protocolos diferentes para el aislamiento y la identificacion,
basicamente todos ellos cuentan con un paso de pre-enriquecimiento de la
muestra en agua peptonada; un segundo paso de enriquecimiento en un
medio liquido selectivo para salmonela, y finalmente, el aislamiento en dos o
mas medios selectivos soélidos en placa. Se determinan los resultados
mediante pruebas bioquimicas y se confirman con polisueros anti-salmonela.
Todos los medios de cultivo preparados deben someterse a controles de
calidad para permitir el crecimiento del microorganismo sospechoso®.

El motivo del empleo de varios medios selectivos en placa (a veces incluso
se utiliza mas de uno de enriquecimiento) se debe al hecho de que no todos
los serotipos son capaces de crecer adecuadamente en todas las clases de



medios de cultivo; de esta manera, aumentamos las probabilidades de aislar
cualquier serotipo presente en la muestra .

Cuando se espera encontrar solo un pequefio niumero de salmonela, el agua
peptonada permitira que se multipliquen las salmonelas y no mueran por los
efectos toxicos de los medios de enriquecimiento, ayudando en algunos
casos a la recuperacion de la bacteria en los casos en que presente dafos
subletales, como los debidos a la congelacién, el calentamiento, la exposicion
a substancias microbicidas o por desecacién. Por lo general este pre
enriquecimiento se realiza afiadiendo a la muestra 10 volimenes de agua
peptonada, luego de lo cual serd incubada durante 16 a 24 horas a 37°C .
Los medios de enriquecimiento son medios liquidos o semisolidos que
contienen sustancias que permiten el crecimiento selectivo de salmonela a la
vez que inhiben el crecimiento de otras bacterias. Se han utilizado
temperaturas elevadas para aumentar la selectividad del medio de
enriquecimiento, en algunos laboratorios se utiliza una temperatura de 43°C
65, La composicion del medio, la temperatura, la duracién de la incubacion, y
el volumen de las muestras utilizadas como inéculo del medio, pueden servir
para mejorar la tasa de aislamiento, y se debe tener siempre en cuenta estas
variables. Como ejemplos de medios selectivos de enriquecimiento tenemos
al caldo tetrationato, caldo selenito F, caldo selenito cistina, caldo Rappaport-
Vassiliadis. A 10 ml de caldo selectivo se le inocula 1 ml del medio de pre
enriquecimiento (agua peptonada) y se incuba a 43°C 4895 Los medios
selectivos son medios sdélidos de agar que se colocan en placas petri y que
permitiran el crecimiento diferencial de las bacterias. Se caracterizan por
inhibir el crecimiento de bacterias diferentes a salmonela y suministrar
informacion sobre algunas de las principales caracteristicas bioquimicas
diferenciales (como la incapacidad de fermentar lactosa o la produccién de
sulfuro de hidrégeno). Los resultados se obtienen después de 24 6 48 horas
de cultivo a 37°C. Ejemplos de medios selectivos solidos son el agar verde
brillante, el agar xilosa-lisina-desoxicolato, el agar desoxicolato/citrato, el
agar Rambach y el agar sulfito de bismuto, entre otros®®,

Los serotipos adaptados a hospedadores aviares (S. pullorum y S.
gallinarum). También crecen en estos medios selectivos y de
enriquecimiento, aunque en algunos laboratorios existen problemas de
toxicidad, por ejemplo, los caldos de selenito y tetrationato pueden inhibir el
crecimiento de algunas cepas de S. pullorum y S. gallinarum®,

Para confirmar la identificacion se utilizan pruebas bioquimicas utilizando
medios compuestos como el TSI, Caldo urea, LIA, Medio SIM, Citrato, Prueba
de Indol 6 pruebas bioquimicas comerciales como el API®®. Con la
confirmacion seroldgica se puede identificar la especie, para esto se utiliza el
suero polivalente O y el suero polivalente H, considerando como positivo la
aglutinacion del cultivo mezclado con el respectivo antisuero.

El uso de reacciones antigeno-anticuerpo para la serotipificacion de las
bacterias se basa en que los microorganismos presentan diferencias en su



constitucion antigénica (variedad de antigenos en los componentes
estructurales de la célula), aun entre grupos de microorganismos
relacionados e involucra la identificacibn de antigenos somaticos de
superficie (LPS, antigenos O) y antigenos flagelares (proteinas, antigenos H)
103

La identificacion de las serovariedades surge de la combinacion antigénica
de factores somaticos O y flagelares H, con el agregado del antigeno
capsular Vi para algunas serovariedades?®.

En los ultimos afios se han desarrollo nuevas técnicas moleculares de
tipificacion basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que
han supuesto un importante avance en el estudio de las enfermedades
infecciosas 24.

Asi tenemos diferentes técnicas como, la PCR que utiliza cebadores
arbitrarios (A P-PCR), y la PCR que utiliza cebadores que hibridan con
secuencias de ADN repetidas (Rep-PCR) son las técnicas de PCR mas
utilizadas para tipificar bacterias y hongos, estas son sencillas de realizar,
rapidas y poseen un elevado poder de discriminacion. También tenemos el
estudio del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
esta tipificacion posee mayor discriminacién y reproducibilidad que las

anteriores, pero es mas laboriosa, costosa y requiere personal especializado.
24-77

La mayoria de las técnicas moleculares basadas en la PCR son
menos laboriosas, mas rapidas y mas faciles de realizar e interpretar. Pero
se suele pensar que son mas costosos.

4.6 Variabilidad genética en enterobacterias

4.6.1 Variabilidad genética

El estudio de la variabilidad genética en enterobacterias constituye un punto
clave para el entendimiento de los patrones de adaptacion de los
microorganismos a cambios en su medio ambiente como puede ser la
presencia continua de antibiéticos. Se conoce que las bacterias generan
biodiversidad como respuesta a estimulos como la presencia de
desinfectantes y antibidticos, la presencia de variabilidad genética constituye
un requisito clave para la seleccion y surgimiento de clonas bacterianas con
resistencia antimicrobiana y mejor adaptadas. Salmonela constituye un
patogeno con alta capacidad de adaptacion, demostrandolo con una amplia
gama de hospederos y una alta patogenicidad. Un gran numero de
investigaciones dirigidas a estudiar la diversidad genética en aislados de



salmonela se han realizado en diferentes partes del mundo, por citar un
estudio de variabilidad genética en cepas provenientes de higados de pollo
destinado a consumo humano en México (Toluca) reporta una moderada
similitud entre aislamientos incluso entre diferentes mercados de abasto
demostrando la utilidad como herramienta para la identificacién, trazabilidad
y procedencia de cepas aisladas®’.

4.6.2 Métodos de caracterizacion

Las técnicas de tipificacion basadas en la amplificacion de acidos nucleicos
mediante reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) se fundamentan en el
mismo principio general comdn a todas ellas: la amplificacion de genes o
secuencias de ADN polimoérficas y la separacion electroforética de los
productos de amplificacion. Las técnicas de PCR se pueden utilizar
conjuntamente con otros métodos moleculares, como la restriccion
enzimatica, la hibridacion con sondas especificas 0 la secuenciacion de
acidos nucleicos?*.

Por lo general, las técnicas de tipificacidon basadas en la amplificacién de
acidos nucleicos mediante PCR poseen un elevado poder de discriminacion,
son menos laboriosas, mas rapidas y mas flexibles que la PFGE, y permiten
trabajar con un mayor nimero de muestras. Las técnicas de PCR son utiles
para diferenciar grupos de cepas no relacionadas clonalmente, pero son
menos discriminativa que la técnica electroforesis en gel de campos
pulsantes (PFGE) para diferenciar subtipos entre cepas relacionadas
clonalmente?®“.

Estas técnicas pueden presentar problemas metodoldgicos relacionados con
la inhibicion de la PCR y la contaminacién de las muestras durante el proceso
de preamplificacion. Algunas de estas técnicas tienen que ser validadas en
el laboratorio (estandarizacion de protocolos, equipos y reactivos) debido a
que presentan una baja reproducibilidad, mientras que otras técnicas pueden
requerir un software adecuado para analizar patrones de bandas de ADN
que son complejos y dificiles de interpretar visualmente. Otros problemas son
los criterios utilizados para interpretar los patrones de bandas y la dificultad
para comparar los patrones de ADN entre varios geles, aunque esto ultimo
puede resolverse con la utilizacién de programas informaticos que analizan
automaticamente los patrones y los junta en agrupaciones (clusters) 2.



Tabla 1. Variantes de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizadas en

epidemiologia para la tipificacion bacteriana.

Pcr sin digestion posterior
con ezimas de restriccion

Amplificacion multiple arbitraria:
PCR mediante cebadores arbitrarios (AP-PCR,

fragmentos de restriccion
generados (PCR-RFLP).

(ER) (Amplificacion | RAPD...)

multiple). Amplificacion multiple definida:
PCR utilizando como cebadores secuencias
repetidas encontradas a lo largo del genoma (REP-
PCR, ERIC-PCR, Tnra-PCR, BOX-PCR, IS...).

PCR con digestion | PCR con digestion posterior con ER.

posteriorb con ER y | PCR-RFLP de genes especificos.

comparacion de los | PCR con digestion con ER previa a la amplificacion.

Amplificaciébn secuencias de ADN que flanquean
lugares de restriccion infrecuentes (IRS).
Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion amplificados (AFLP).

PCR y
secuenciacion.

posterior

Amplificacion y secuenciacion de varios loci genéticos
(Multilocus sequence typing)

Tomado de SEIMC, 2005.

4.6.2.1 Amplificacion al azar de DNA polimorfico (RAPD)

En la amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD) o PCR con iniciadores
arbitrarios (AP-PCR) se utilizan uno o varios cebadores con secuencias de
nucleétidos aleatorias y de corta longitud (8-1 2 nucle6tidos) que hibridan con
regiones inespecificas del genoma en condiciones de baja estringencia
(temperatura de anillamiento a36-45°Cy>2mM M g C [2)10%

Las ventajas mas interesantes de la AP-PCR son su rapidez, flexibilidad, facil
interpretacion y relativamente bajo coste. Existen diversos estudios que
indican que la A P-PCR posee una baja reproducibilidad (sobre todo cuando
se comparan patrones de bandas entre laboratorios diferentes), por lo que es
recomendable que esta técnica se valide y se optimice en cada laboratorio.
La baja reproducibilidad de la AP-PCR se debe a que es muy sensible a
pequefias variaciones metodolégicas, como el procedimiento de extraccion
de ADN, el tipo de termociclador, la concentracion de molde de ADN, la
temperatura de anillamiento la concentracién de iones magnesio, etc.1%*




En general, la AP-PCR suele tener un poder de discriminacion inferior al de
la PFGE, aunque puede incrementarse con la utilizacion de varios cebadores
y mediante la optimizacién de la PCR. La AP-PCR se ha utilizado en diversos
estudios para tipificar bacterias (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Legionella pneumopila, etc.) y hongos (Aspergillus fumigatus y
Candida albicans).®454

4.6.2.2 Secuencias repetitivas palindromicas extragénicas (REP-PCR)

La rep-PCR es otra técnica de tipificacion en la que se utilizan cebadores que
hibridan con secuencias de ADN repetidas o repetitivas (secuencias rep) que
se encuentran distribuidas en el cromosoma de muchas enterobacterias y
algunas bacterias grampositivas y hongos®. Con esta técnica se amplifican
las regiones que separan las secuencias REP, por lo que el polimorfismo
resulta de la variabilidad en la repeticion de dichas secuencias y de la
distancia entre copias contiguas causadas por inserciones o deleciones de
ADN 5,

La técnica de REP-PCR se caracteriza por su simplicidad (no requiere el uso
de enzimas de restriccion, ni técnicas electroforéticas especiales), rapidez
(menos de 24 h) y su relativo bajo coste, una vez que se dispone de un
termociclador 6,

Los patrones de bandas suelen ser sencillos, como en A. baumannii, aunque
en otros microorganismos, como Escherichia coli, la interpretacion de los
patrones es algo mas dificultosa, debido a la proximidad que existe entre
algunas bandas y al mayor nimero de bandas. Esta técnica posee un poder
de discriminacién y reproducibilidad inferiores a los de la PFGE, aunque para
algunas bacterias, como A. baumannii, se ha visto que la REP-PCR presenta
un poder de discriminacion similar al de la PFGE y superior al de la AP-PCR.
Estudios realizados por Tenover y colaboradores, y Van Belkum indican que
la Rep-PCR es tan discriminatoria como la AP-PCR y el PFGE para tipificar
S. aureus.®. El poder de discriminacién de la REP-PCR puede incrementarse
con la utilizacion de cebadores fluorescentes?’, aunque esto encarece
bastante la técnica debido a que se necesita un secuenciador automatizado
de ADN para analizar los patrones de bandas de ADN.

4.6.2.3 Secuencias concenso repetitivas intragénicas de enterobacterias (ERIC-PCR)

La amplificacién de secuencias ERIC mediante PCR (ERIC-PCR) es otra
técnica de tipificacion utilizada para estudiar la relacion clonal en diversas
bacterias gramnegativas, como A. baumannii4!.

Los patrones de ADN que se obtienen con la ERIC-PCR suelen ser menos
complejos que los generados mediante REP-PCR3®.



4.6.2.4 Ribotipificacion

La PCR-ribotipificacion se basa en la amplificacion de las regiones
espaciadoras que separan los genes ribosomales 16S y 23S%79, Esta
técnica es reproducible aunque posee un poder de discriminacion bajo, que
puede incrementarse con la utilizacion de enzimas de restriccion. En el
estudio realizado por Vila y colaboradores, se ha observado que el analisis
de los patrones de restriccion de los amplificados de los genes ribosomales
(ARDRA) y/o las regiones espaciadoras que separan los genes ribosomales
16S y 23S es una técnica con un poder de discriminacion bastante inferior a
de la AP-PCR, la ERIC-PCR y el PFGE®,

4.6.2.5 Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

La técnica de PCR-RFLP se basa en la digestion con enzimas de restriccion
de productos de amplificacién de genes o secuencias de ADN polimérficas®”
%, Con esta técnica se estudia una region muy limitada del genoma (p. €j.,
gen coa que codifica para la coagulasa o el gen s que codifica para la proteina
A de S. aureus resistente a meticilina), por lo que su poder de discriminacion
y reproducibilidad suelen ser algo inferiores al de los métodos de tipificacion
citados anteriormente. En general, el poder de discriminacion de esta técnica
depende de una serie de factores como la especie del microorganismo, el
gen analizado y el tipo de enzima de restricciéon. El poder de discriminacion
de la técnica de PCR RFLP es inferior al de la PFGE aunque puede
incrementarse utilizando varias enzimas de restriccion. La principal ventaja
de la PCR-R F L P radica en la rapidez y simplicidad de la técnica, que
permite la obtencién de resultados en una sola jornada, y la reproducibilidad
de los patrones de restriccion3®

4.6.2.6 Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP)

El estudio del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
se fundamenta en la amplificacion mediante PCR de fragmentos de
restriccion (generados a partir de ADN cromosémico) a los que previamente
se les ha unido unos adaptadores que hibridan con cebadores especificos.
Existen variaciones metodolégicas del AFLP, dependiendo del nimero de
cebadores (normalmente se utilizan 1 0 2), del tipo de marcaje de los
cebadores (radiactivo o fluorescente) y del nimero de enzimas de restriccion
utilizadas (1 6 2). Los protocolos de AFLP mas utilizados suelen emplear 2
enzimas de restriccion y cebadores fluorescentes. Las ventajas mas
interesantes de este método son su elevada sensibilidad y su excelente poder
de discriminacion. La técnica de AFLP suele ser menos discriminativa que el



PFGE, aunque para algunos microorganismos, como Enterococcus faecium,
se ha observado que el poder de discriminacion de ambos métodos son muy
similares. En cepas de Salmonela enterica serovar enteritidis, se ha
observado que el AFLP es mucho mas discriminativo que la PFGE.3®

Entre los principales inconvenientes de esta técnica hay que destacar su
laboriosidad, el elevado coste del equipo (se requiere un secuenciador
automatizado de ADN), la obtencién de patrones de bandas complejos (entre
30 y 5 0 fragmentos de distinto tamafio) y el andlisis de los mismos. Con un
software adecuado. Todo esto hace que el AFLP se utilice fundamentalmente
en centros de referencia.®

4.6.2.7 Tipificacion multilocus de secuencia (MLST)

El MLST es una técnica desarrollada y disefiada para identificar clones y/o
lineas clonales, fundamentalmente en poblaciones bacterianas. Es un
marcador molecular de aplicacion en epidemiologia global o a largo plazo
(identificacién de grupos poblacionales con independencia de pequefias
variaciones que puedan surgir geografica y/o temporalmente), aunque ha
sido ocasionalmente utilizado para dar respuesta a interrogantes planteados
en epidemiologia local a corto plazo (caracterizacion de brotes, diferenciacion
de recidivas, reinfecciones y/o fallos terapéuticos, etc). EI método esta
basado en el andlisis de isoenzimas (multilocus enzyme electrophoresis -
MLEE-), en el que se estudia la movilidad electroforética de un numero
concreto (generalmente entre 15 y 20) de enzimas metabdlicos en geles de
almidon o poliacrilamida. Las variaciones observadas en dichas movilidades
se corresponden con variaciones en el locus o gen codificante de cada
enzima. Cada variante es definida como “variante alélica” y los diferentes
alelos de cada uno de los genes conforman el perfil alélico que a su vez define
el tipo electroforético.?*

Esta medicion “indirecta” del polimorfismo genético se convierte en una
medicion directa en MLST, donde el analisis se basa en la secuencia del ADN
de fragmentos internos de genes “housekeeping” que codifican enzimas
metabolicos. El hecho de utilizar enzimas metabdlicos, no sometidos a
presidn selectiva, permite detectar variaciones neutras que definen lineas
clonales relativamente estables.?*

4.6.2.8 MICROMATRICES DE ADN

Los microchips, microarrays o micromatrices de ADN son una serie de
sondas de ADN unidas a un soporte solido en una disposicion regular y
prefijada. Estas sondas pueden ser oligonucle6tidos o productos de PCR. El
acido nucleico diana que sera detectado puede ser ADN o ARN. La principal
ventaja con respecto a otras técnicas de biologia molecular como la PCR
convencional, la PCR multiple o la PCR a tiempo real es que podemos
detectar en un unico proceso miles de genes. Podriamos considerar las



micromatrices de ADN como dot blots miniaturizados. Los términos
microchips de ADN o microarrays de ADN se utilizan muchas veces
indistintamente. Sin embargo, la diferencia fundamental estd en la
metodologia utilizada para la preparacion de ambos. Los microarrays de ADN
consisten en cientos o miles de productos de PCR u oligonucleétidos
especificos de los genes que queremos detectar, los cuales en una minuscula
cantidad (<1 nL) se depositan normalmente encima de un sustrato de cristal
(por ejemplo un portaobjetos) mediante la utilizacion de un robot, mientras
que los microchips se preparan mediante la sintesis de oligonucleotidos “in
situ” sobre un cristal mediante una reaccion fotoquimica, parecida a la
fotolitografia. Este sistema fue utilizado por primera vez por Affymetrix, que
acufié el término de Genechip?.

Hoy dia disponemos de algunas técnicas de tipificacion basadas en la PCR
gue pueden utilizarse como método preliminar para el estudio de la relacion
clonal entre microorganismos de una misma especie. La eleccion de la
técnica mas adecuada depende de muchos factores, de los que los mas
importantes son los de tipo técnico (técnica rapida, poco laboriosa, facil de
interpretar y con un elevado poder de discriminacién y reproducibilidad) y
econdmico.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de estudio

El estudio fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia
Molecular del Laboratorio de Diagnostico BIOSERVICE S.R.L. ubicado en
Villa Maria del Triunfo. Un total de 95 aislados de Salmonella sp. procedentes
de casos clinicos provenientes de: Arequipa, Cafiete, Chincha, Chancay, Ica,
Lima, Pucallpa, Puerto Maldonado y Trujillo, durante el periodo del 27 de
febrero del 2013 al 30 de Noviembre del 2014, de pollos engorde (N= 30),
gallinas de postura (N=27) y reproductoras (N=20), asi como de huevos
comerciales (N=10) y de alimentos (N=8) fueron liofilizados y almacenados
hasta su utilizacion.

Un total de 95 cepas liofilizadas de Salmonella entérica subp. entérica fueron
reactivadas para el estudio y posteriormente analizadas durante los meses
de Diciembre del 2014 a MAYO del 2015.

4.2 Materiales
4.2.1 Laboratorio de biologia molecular

EQUIPOS

1. Espectrofotometro Genesys 10UV-VIS (N=1) (THERMO SCIENTIFIC)
2. Bafio Maria Seco (N=2) (MEMMERT)

3. Software de andlisis de fragmentos de ADN — FAMD

4. Termociclador Veriti 96 (APPLIED BIOSYSTEMS)

5. Fotodocumentador UV-STAR (BIOMETRA)

REACTIVOS

6. Kits de extraccion de ADN genomico por columnas silica (N=2) (GF1
TISSUE DNA EXTRACTION KIT VIVANTIS-GENEON)

7. Fluorescent dye 1 mL (N=4) (GENEON)

8. Cebadores o primers especificos (N=10) (INVITROGEN)

9. PCR Master mix 2x (N=4) (THERMO SCIENTIFIC)



10. Gel agarosa 1% (GENEON)
11. Placas de PCR (N=2) (AXYGEN)
12. Camara de electroforesis (CLAVER SCIENTIFIC)

4.3 Meétodos
5.3.1 Cepas de salmonela

Un total 95 cepas fueron aislados de diferentes sistemas de produccion
avicola en Pera e identificados microbiolégica y bioquimicamente como
Salmonella sp. como parte de otro estudio de investigacion. Estas cepas
fueron liofilizadas mediante un equipo de liofilizacién (labconco) etiqguetadas
y almacenadas a 4°C*? hasta su uso en el presente estudio.

5.3.2 Reactivacion de cepas

Las cepas liofilizadas fueron primero reactivadas agregandole 2 ml de caldo
infusion cerebro-corazén (BHI) y después sembradas en medios de cultivo
especificos para salmonela: AGAR SALMONELLA-SHIGELLA (SS) y AGAR
XILOSA-LISINA DESOXICOLATO (XLD), luego fueron colocadas las placas
en incubadora por 24 horas a una temperatura constante de 37 °C*2,

Por ultimo se colectaron de las placas sembradas las colonias de salmonela
y se las puso en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml con caldo BHI y fueron
derivadas al area de biologia molecular donde fueron inactivadas en buffer
de lisis

5.3.3 Identificacion molecular de serovar de Salmonella entérica.

Todos los procesos que se realizaron durante la preparacion de las cepas de
salmonela se produjeron en un ambiente especial de bioseguridad tipo Il y en
una camara de flujo laminar de bioseguridad tipo II.

5.3.4 Extraccion de ADN gendémico

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico de salmonela a partir de cultivo
puro inactivado mediante la técnica de lisis celular con sales y proteinasa K
seguida de adsorcion en membranas de silica utilizando el kit Vivantis GF-1



Tissue DNA EXTRACTION.(Vivantis), siguiendo las instrucciones del
fabricante: (anexo 1).

5.4.2 Cuantificacién y dilucién de ADN

El ADN gendmico extraido fue cuantificado por espectrofotometria utilizando
un espectrofotbmetro Genesys 10S (Therno Scientific) midiendo la
absorbancia a 260 nm y fue visualizado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 % para determinar su integridad, finalmente fue almacenado a
20 grados centigrados. ElI ADN genomico fue diluido con Buffer TE 1X (10
mM Tris, 1 mM EDTA) hasta una concentracion final de 5 ng/uL.

5.5 Identificacién de serotipos de Salmonella entérica mediante

Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Se realiz6 la identificaciébn molecular de Salmonella entérica subesp. entérica
a partir de las 95 muestras diluidas de ADN obtenidos por medio de PCR de
una secuencia cromosomal especifica de salmonela.

Una vez comprobada la presencia del fragmento cromosomal especifico del
género salmonela se procedio a la identificacion de las serovariedades de
Salmonella entérica mediante amplificacion especifica de un fragmento del
gen SefA, FliC y Random sequence mediante PCR multiple.3’

Un fragmento de 429 bp perteneciente al Random sequence especifica de
Salmonella sp. fue amplificada con los cebadores: ST11 (5'-
GCCAACCATTGCTAAATTGGCGCA-3) y ST15 (5°-
GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACTGG-3"); un fragmente de 559 bp
perteneciente al gen fli C de Salmonella typhimurium fue amplificado con los
cebadores: Fli 15 (5-CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT-3) y Tym (5'-
ACTCTTGCTGGCGGTGCGACTT-3") y un fragmento de 312 bp
perteneciente al gen sefA de Salmonella enteritidis fue amplificado con los
cebadores: sefl67 (5"-AGGTTCAGGCAGCGGTTACT-
3),sefd78(5GGGACATTTAGCGTTTCTTG-3).

Se realiz6 la reaccion de cadena de la polimerasa utilizando un volumen final
de 20 uL conteniendo: 10 ng de ADN uL, 1X PCR buffer PCR, MgCI2 1.5
Mm, dNTPs 0.2 Mm, DNA Polymerasa 1 U, 5 pmol de cada cebador.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue realizada utilizando los
siguientes ciclos termales: 95 °C X 4’ 35 ciclos 94 °C por 30 segundos 56 °C
por 90 segundo72°C por 30 segundos 1 ciclo de Extensién final de 72°C por
10 minutos. Y los productos de PCR fueron separados mediante
electroforesis para la cual se Cargo6 3 uL de producto de PCR mezclado con



2 uL de Fluorescent DNA loading dye (GeneOn). Los tamafos de los
productos de PCR fueron determinados mediante comparacion con un
marcador de peso molecular (100 bp plus blue DNA ladder - GeneOn) en un
gel de agarosa al 1.2% TBE 1X. a 100 voltios durante 40 minutos.

5.5.1 Identificaciéon molecular de Salmonella infantis mediante PCR

Se realiz6 la identificacion molecular de Salmonella entérica serovar infantis
a partir de las muestras que salieron positivos en el PCR a Salmonella sp.
Fue amplificado un fragmento de 727 bp, utilizando los siguientes
cebadores: S558F (5-AACAACGACAGCTTATGCCG-3") y 1275R (5°-
CCACCTGCGCCAACGCT-3).

Se realiz6 la reaccion de cadena de la polimerasa utilizando un volumen final
de 10 uL conteniendo: 10 ng de ADN uL, 1X PCR buffer PCR, MgCI2 1.5
Mm, dNTPs 0.2 Mm, DNA Polymerase 1 U, 5 pmol de cada cebador.

La PCR fue realizada utilizando los siguientes ciclos termales: 95 °C X 4’ 35
ciclos 94 °C por 30 segundos 56 °C por 30 segundos 72°C por 60 segundos
1 ciclo de Extension final de 72°C por 5 minutos.

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis para la cual
se cargo6 3 uL de producto de PCR mezclado con 2 uL de Fluorescent DNA
loading dye (GeneOn). Los tamafios de los productos de PCR fueron
determinados mediante comparacién con un marcador de peso molecular
(100 bp plus blue DNA ladder - GeneOn) en un gel de agarosa al 1.2% TBE
1X. a 100 voltios durante 40 minutos.

5.5.2 Tipificacidon molecular de serovares de Salmonella entérica subesp.
entérica mediante REP-PCR.

Se realiz6 la tipificacion y trazabilidad molecular de los diferentes serovares
de salmonela a partir de las muestras de ADN obtenido mediante una prueba
de identificaciéon de ADN fingerprinting (Huella genética) para cada cepa
mediante la técnica de REP-PCR.

Fragmentos entre 500 y 1500 pares de bases fueron amplificados mediante
REP-PCR utilizando los cebadores: REP 1(5’-1IGCGCCGICATCAGGC-3’) y
REP 2 (5-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3') ?° y la reaccién y condiciones de
PCR se llevo a cabo similar a lo descrito por Albufera y col. (2009), reaccion
de PCR se realizd6 en un volumen final de 20 uL, Premi-mix (GeneOn,
Thermo) 10 uL, cebadores REP12.5uL yREP22.5uL, H2OPCR3uLy 2
uL de ADN gendmico.



La PCR fue realizada utilizando los siguientes ciclos termales: 1 ciclo de
desnaturalizacion inicial: 95°C por 3 minutos 30 ciclos: 90°C por 30 segundos,
50°C por 30 segundos, 52°C por 60 segundos, 72°C por 60 segundos y 1
ciclo de extension final: 72°C por 8 minutos, la amplificacion se llevo a cabo
en un termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems). Los
productos de PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al
1% en buffer TBE 1X (Tris, Borato, EDTA) durante 45 minutos a 80 voltios.

5.6 Analisis de variabilidad genética de Salmonella entérica
subesp. entérica.

Una huella dactilar genética (ADN fingerprinting) fue realizada a partir de los
patrones de bandas generadas por la técnica de REP-PCR utilizando el
programa BiodocAnalyze v2.2 (Biometra). Patrones de bandeo de fueron
transformados a una matriz de (dis)similaridad utilizando el coeficiente de
Jaccard y Dice) mediante el programa FAMD v1.25%. Un andlisis de la
variabilidad genética intra e interespecifica para las 95 cepas de salmonela
fue realizada utilizando AMOVA y dendogramas generados mediante el
método UPGMA en base a una matriz de distancia genética mediante los
programas FAMD v1.25 y Mega v5.0.8°



V. RESULTADOS

6.1 Estandarizaciéon de una técnica molecular basada en PCR de

serotipificacion.

La técnica de extraccion de ADN gendmico mediante columnas de silica
demostré una alta eficiencia y calidad para la obtencion de ADN gendémico
de alto peso molecular. Las cantidad de ADN promedio obtenido por el
meétodo fue de aproximadamente 40 ug, con valores promedio de relacion de
absorbancia a 260/280 de 1.9 y de la relacion 260/230 de 1.8,
considerandose ADN libre de proteinas, alcoholes y sales en exceso.

La integridad del ADN gendémico fue aceptable, demostrando la obtencion de

ADN de alto peso molecular mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%

(Figura 7)

Figura 1. ADN genomico extraido de salmonela M, marcador de peso molecular 100 bp

plus blue, Linea 1-7 muestras de salmonela.



La técnica de PCR multiple para serotipificacion de Salmonella entérica
demostré ser robusta para la amplificacion multiple de los serovares
typhimurium y enteritidis a partir de ADN genomico de Salmonella entérica
(Figura 8). El serovar enteritidis mostraba la amplificacion de un fragmento
de ADN de aproximadamente 312 bp, el serovar typhimurium
aproximadamente 559 bp y el control de amplificacion (fragmento

cromosomal de Salmonella entérica) aproximadamente 429 bp®2. (anexo 2)

M1 23 4 56 7 8 9101112 13141516 171819 20 21

P - - 559 bp
'Y LI T LI T L e 429 bp
sassnasasss - - ®—>|  312pp

Figura 2. Identificacion molecular serotipos de salmonela.
M, marcador de peso molecular 100 bp plus blue, Linea 1, Salmonella sp;
Linea 2, Salmonella sp; Linea 3, Salmonella sp; Linea 4, Salmonella
typhimurium; Linea 5, Salmonella sp; Linea 6, Salmonella sp; Linea 7,
Salmonella sp; Linea 8, Salmonella sp; Linea 9, Salmonella sp; Linea 10,
Salmonella sp; Linea 11, Salmonella sp; Linea 12, Salmonella sp; Linea
13, Salmonella sp; Linea 14, Salmonella sp; Linea 15, Salmonella sp;
Linea 16, Salmonella sp; Linea 17, Salmonella enteritidis; Linea 18,

Salmonella typhimurium; Linea 19, Salmonella enteritidis; Linea 20,



Salmonella sp; Linea 21, Salmonella sp; Linea 22, Salmonella sp; Linea
23, Salmonella sp, C, controles +.

La técnica de PCR para identificacion del serovar infantis demostré ser
robusta para la amplificacion a partir de ADN gendmico de Salmonella
entérica (Figura 9). El serovar infantis mostré la amplificacion de un

fragmento de ADN de aproximadamente 727 bp.

727
bp

Figura 3. Identificacion molecular de Salmonella infantis.

M, marcador de peso molecular 100 bp plus / 50 ng/ul, Linea 1, Salmonella
infantis; Linea 2, Salmonella infantis; Linea 3, negativo; Linea 4, negativo;
Linea 5, Salmonella infantis; Linea 6, Salmonella infantis; Linea 7,
negativo; Linea 8, Salmonella infantis; Linea 9, Salmonella infantis; Linea
10, Salmonella infantis, C, control +



6.2 ldentificacion molecular de serotipos de Salmonella
entérica.

De un total de 95 cepas aisladas de Salmonella entérica, 80 (84.21%) fueron
serotipificadas molecularmente, con un total de 15 (15.79%) que no lograron
ser serotipificadas a nivel de serogrupo. (anexo 5)

Del total de 95 cepas serotipificadas, 32 (33.68%) correspondieron al serotipo
enteritidis, 15 (15.79%) al serotipo typhimurium, 48 (50.53%), salmonella sp.
de las cuales fueron serotipo infantis 33 (34.74%). (Anexo 4y 6).

Un total de 21 bandas polimorficas (loci) comprendidas entre 100 y 2000
pares de bases (media de 3.045 bandas por aislado) fueron observadas
(Figura 10.) en un total de 80 aislados de Salmonella entérica. Un total de 1
locus privado fue encontrado en Salmonella entérica serovar infantis y
serovar tiphymurium, y un total de 7 loci privados fueron encontrados en
Salmonella entérica serovar enteritidis. Se aprecié una diferenciacion clara
entre los serovares (PhiST = 0.6199) principalmente entre el serovar infantis
con los serovares enteritidis (PhiST = 0.6126) y entre serovar tiphymurium
(PhiST = 0.7994) mientras que fue menor entre los serovares enteritidis y
typhimurium (PhiST = 0.4558), lo cual también fue apreciado por el analisis
bayesiano.

La variacion genética total medida por AMOVA (Vt=0.3879) fue explicada en
un 61% por diferencias entre serovares (Va= 0.2405) y un 38% por

diferencias dentro de los serovares (Vb=0.1474).
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Figura 4. Dendograma basado en distancia genética mediante método bayesiano para REP-

PCR DNA fingerprinting (Huella genética de ADN) de 80 cepas de Salmonella enterica.
Las 95 cepas han sido agrupadas por serovar para visualizar las relaciones
existentes entre diferentes serovares.
Un total de 13 bandas polimorficas (loci) comprendidas entre 100 y 2000
pares de bases (media de 3.59 bandas por aislado) fueron observadas
(Figura 11) en un total de 32 aislados de Salmonella entérica serovar
enteritidis a diferencia de lo observado en Salmonella entérica serovar
typhimurium con un total de 1 banda polimoérfica (media de 1.6 bandas por
aislado) y Salmonela entérica serovar infantis con un total de 5 bandas
polimorficas (media de 1.94 bandas por aislado). Se aprecié una moderada
diferenciacion entre los aislados de los tres serovares, los cuales se
agruparon en al menos 2 clusteres genéticos, mostrandose mayor

variabilidad en el serovar infantis (Figura 11, 12 y 13).
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Figura 5. Dendograma basado una matriz de similaridad estandar mediante método de
Neighboor Joining para REP-PCR DNA fingerprinting (Huella genética de ADN) de 32

cepas de Salmonella entérica serovar enteritidis.
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Figura 6. Dendograma basado una matriz de similaridad estandar mediante método de
Neighboor Joining para REP-PCR DNA fingerprinting (Huella genética de ADN) de 15

cepas de Salmonella entérica serovar tiphymurium.
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Figura 7. Dendograma basado una matriz de similaridad estandar mediante método de
Neighboor Joining para REP-PCR DNA fingerprinting (Huella genética de ADN) de 33

cepas de Salmonella entérica serovar infantis.
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Figura 8. REP-PCR DNA fingerprinting (Huella genética de ADN) de cepas de Salmonella
entérica subesp. entérica. Lineas 1-23, Linea M marcador de peso molecular

Generuler 100 bp plus DNA ladder (Fermentas). Gel de agarosa 1%, TBE 1X.




V1. DISCUSION

En un estudio de prevalencia de salmonela realizado por el SENASA en el
Perd se han reportado, que en granjas avicolas es de 29.78% vy las
prevalencias por tipo de explotacion del 48.71% en granjas de carne, 13.36%
en granjas de postura comercial y 6.02% en granjas de reproductores. Los
detectados con importancia ademas para salud publica fueron (S. enteritis y
S. infantis), siendo S.infantis el mas frecuente estando en un 91% de las
explotaciones 992,

El presente estudio reporta la presencia de los serovares S. enteritidis, S.
typhimurium y S. infanti en sistemas de produccion aviar en Peru acorde con
lo previamente reportado por otros autores. Se puede observar la presencia
y el aumento del serovar S. infanti en este estudio, que concuerda con otros
estudios de prevalencia de la salmonela en granjas avicolas y tipo de
explotacion en nuestro pais.®1924° a diferencia de los serovares, S.
gallinarum y S. pollorum que no se detectaron. La ausencia de los serovares
gallinarum y pullorum % podria deberse al extenso plan de prevencion y
control de la tifosis aviar en granjas avicolas mediante vacunacion.®-92-%

La disminucion de la prevalencia de los serovares S. enteritidis y S.
typhimurium, podria ser explicada por el ingreso de nuevos objetivos para
vacunas contra salmonela a partir del serovar enteritidis y typhimurium pero
también, lo cual favorece el incremento de otros serovares no controlados
como es el caso del serovar infanti, el cual ha venido incrementandose en
namero no solo en Perd sino en otras partes de Sudamérica.

Pero en general existen problemas en la industria avicola, como alimento
contaminado, el inadecuado vacio sanitario que tiene los galpones, las
distancias entre galpones, la sobrecarga del galpon, control sanitario del
personal, la inadecuada reutilizacion de la cama, medidas de bioseguridad

insuficientes y la utilizacion desmedida de antibioticos.



La utilizacion desmedida de antibidticos y muchas veces sin saber contra qué
tipo de serovar de salmonela se aplica, ha llevado con el tiempo a la
adaptacién, mutacién y resistencia de la bacteria y esto ha generado a su vez
la desaparicion de las cepas mas débiles dentro de cada serovar permitiendo
la permanencia de otras cada vez mas resistentes y virulentas. La primera
resistencia a los antimicrobianos en la salmonela se observo a principios de
1990 y se encuentra en muchos serotipos’?. La emergencia de resistencia a
multiples farmacos en cepas de salmonela se ha asociado con el uso de
antimicrobianos para diversos fines en animales destinados al consumo’?
Los programas de vacunacion y el tipo de vacunas utilizadas en la industria
avicola para salmonela, siendo estas de procedencia extranjera que
contienen cepas basicas o generales contra las serovariedades enteritidis o
typhimurium, ademas de estar combinadas para brindar proteccion contra
otras enfermedades como por ejemplo: Avibacterium paragallinarum (coriza),
cepa La Sota (virus de enfermedad de Newcastle), cepa Massachussetts del
virus de (Bronquitis Infecciosa) y la cepa B8/78 (del virus de EDS).

Esto disminuye la proteccién que puede llegar a brindar la vacuna. Ademas
de esto algunos criadores dentro de su programa de vacunacién cuando se
detecta la presencia de salmonela en granja revacunan con las mismas
vacunas que contienen las mismas cepas de salmonela sin ampliar el
espectro, ademas esto puede estar generando la adaptacién, fortalecimiento
y el circulamiento de cepas de las serovariadades enteritidis y typhimurium
encontradas.

La variabilidad genética en salmonela es una caracteristica utilizada por esta
bacteria como medio de adaptacion y seleccion natural frente a mecanismos
de control y prevencion. Varios estudios han reportado un incremento en la
variabilidad genética en serovares.*®

En un estudio encontraron que la variabilidad estaba presente en diversos
aspectos del comportamiento de los aislados de Salmonella entérica, incluso
dentro del mismo serotipo y mas aun entre serotipos de diversas fuentes tales
como; clinica, animal, medio ambiente, alimento, y otros.*¢

Encontraron también una gran diversidad de variabilidad dentro de los
serotipos; por ejemplo, en aislados de S. typhimurium que presentaban en



CRISPR-1 numeros que diferian en un maximo de 17 unidadesy en CRISPR-
2 una diferencia de 25 unidades. También se observaron altas relaciones
filogenéticas en los serotipos del grupo CRISPR-1, caso contrario a lo que se
observo entre los serotipos del grupo CRISPR-2 46,

Pero ademas, se encontré relacion del 100% entre los serotipos bury con
indiana en el grupo CRISPR-1. Mientras tanto, algunos serotipos tales como
hardar con typhimurium e infantis con weston mostraron 100% de relacion en
el grupo CRISPR-2.46

En el caso de S. enterititis hay estudios y articulos, que describen similitud
entre cepas recolectadas de casos esporadicos o brotes, y una que otra que
no presenta tanto porcentaje de similitud, como se observa en un estudio
realizado en Brasil de diversidad genética, virulencia y resistencia
antimicrobiana de S. enteritidis durante 24 afios, utilizando la técnica ERIC-
PCR encontraron los siguientes porcentajes en 112 cepas entre SE 12 y SE
128 mostraron una similitud por encima de 85,4%, estas 112 cepas fueron
aisladas entre 1986 y 2006, de heces humanas (57) y alimentos (55), que
eran de brotes (74) y casos esporadicos (38) del grupo ERIC A9, el grupo
ERIC B contenia ocho cepas entre SE 135 y SE 133 estas cepas se aislaron
entre 1999 y 2001 también de heces humanas (3) y alimentos (5), a partir de
brotes (6) y casos esporadicos (2), y mostraron una similitud por encima de
88,6%*°, y el grupo ERIC C contenia ocho cepas, entre SE 253 y SE 27319
en el dendrograma exhibié 100% de similitud, estas cepas fueron aislados en
2009 y 2010 de heces humanas, menos uno de estas ocho cepas fueron
aisladas de diferentes focos (7), la excepciébn SE 253, se aislé de una
esporadical®.

Los resultados del presente estudio reportan una diferenciacion clara entre
los serovares infantis con los serovares enteritidis y serovar tiphymurium,
mientras que fue menor entre los serovares enteritidis y typhimurium, esto
podria explicar que los procesos de control contra el serovar enteridis podrian
estar favoreciendo indirectamente el control del serovar typhimurium, pero
mas no el serovar infantis.

Se aprecié una moderada diferenciacién entre los aislados de los tres
serovares, los cuales se agruparon en al menos 2 clusteres genéticos,
mostrandose mayor variabilidad en el serovar infantis.

Las claras diferencias a nivel de variabilidad genética entre serovares puede
deberse a la utilizacién de vacunas comerciales que en su mayoria contienen

cepas de S. enteritis, y no se vacuna contra S. typhimurium y menos S.



infanti, desde este punto ya hay diferencias y como se observa el serovar
infanti. es el que difiere con los otros dos serovares.

Puede ser también que tenga que ver con serovares circulantes que se van
manteniendo durante el tiempo en cada granja y tipo de explotacion que se
realiza.

Sin embargo, la variabilidad genética total fue explicada en menor grado por
la diferenciacion dentro de serovares, es decir poca variabilidad genética
entre aislados de salmonela dentro de cada serovar. Esto es esperable al
estar quedando las cepas mas fuertes y resistentes, estas van sumando mas
caracteristicas similares para mantenerse en el tiempo. En un trabajo
realizado en higados para consumo humano en mercados de México se
encontraron también porcentajes de similitud del 86% y 100% entre cepas de
Salmonella typhimurium &7,

Como se puede observar existen grados de similitud o igualdad entre cepas
del mismo serotipo, pero también existen ciertos grados de variabilidad entre
serotipos y entre cepas del mismo serotipo. Todo esto va depender de
variaciones como del lugar del muestreo, si proviene de un brote o es
esporadica, tipo de muestra (alimento, animal, heces, etc), ademés de las
caracteristicas propias que presenta cada serotipo de salmonela.

Este tema y resultado tiene importancia en salud publica y puede volverse un
problema, ya que sabemos que esta bacteria es causante de enfermedades

transmitidas por alimentos (ETAS).



VI1I. CONCLUSIONES

Existe poca variabilidad intraespecifica (dentro de cada serovar), pero existe
mas variacion entre cada tipo de serovares.

Se detecto la presencia de las serovariedades S. enteritidis y S. tiphymurium
en sistemas de produccion avicola de postura, carne y reproductoras, siendo
el serovar infantis el mas prevalente.

Se observo la diferenciacion clara del serovar infantis de los serovares
enteritidis y typhimurium (diferencia interespecifica).

La mayor variabilidad genética estuvo presente en las cepas de los serovares

enteritidis e infantis.



VIill. RECOMENDACIONES

Deben realizarse mas estudios al nivel molecular con técnicas y pruebas mas
avanzadas para realizar la tipificacion, comparacion, ver variabilidad,
resistencia. Y observar durante el tiempo mutaciones o apariciones de
nuevos serotipos o cepas de salmonela.

Los sistemas avicolas deben tener como aliado a los laboratorios de
diagnostico para tener registros y data de las granjas y tomar medidas
correctas de prevencion y control. Ademas los laboratorios de diagnostico
deben implementar pruebas complementarias que especifiguen los
resultados con respecto a salmonela y sus serovares, una posibilidad son las
pruebas moleculares.

Mejoramiento de los programas de vacunacion en las granjas teniendo en
cuenta en ampliar el espectro de serovares de salmonela para mayor y mejor
proteccion.

Se deben tomar medidas, como muestreos, controles en las granjas y de
productos avicolas, esto desde el area veterinaria que incluyan la parte de
salud publica, frente a la aparicién de Salmonella infanti.

Al existir un alto riesgo asociado a la produccion de avicola y a la salud
publica debe llevarse algun tipo de sistema de vigilancia sanitaria
permanente para identificar en nivel de granjas infectadas y tomar medidas

para reducir su prevalencia.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccién de Salmonela — kit comercial vivantis

1. Centrifugar tubitos (caldo BHI) muestra de colonias de salmonela a 14.000 rpm
por 5 min.

2. Adicionar al tubito 200 pl de PBS y homogenizar.

3. Adicionar 20 ul de Proteinasa K y mezclar vigorosamente (Vortexear 20
segundos).

4. Adicionar 2 pl lysis Enchancer y homogenizar

5. Adicionar 200 pl de buffer TB y mezclar vigorosamente Y vortexear 20 seg.

6. Incubar por 15 minutos a 65 OC en bafio maria

7. Adicionar 200 pl de etanol absoluto (99 %) y vortexear por 20 segundos.

8. Transferir el homogenizado a una columna DNeasy mini spin colocada sobre un
tubo de coleccién de 2 ml (proveidos por el kit).

9. Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

10. Descartar el tubo de coleccion con el filtrado y colocar la columna en un nuevo
tubo de coleccion.

11. Adicionar 650 pl de wash buffer Centrifugar a 14 000 rpm por 1 minuto.

12. Descartar el tubo de coleccién con el filtrado y colocar la columna en un nuevo
tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.

13. Incubar por 10 minutos a 65 °C en bafio maria

14. Adicionar 200 pl de buffer EB a la columna y dejar incubar por 2 minutos a
temperatura ambiente.

15. Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

16. Almacenar el ADN gendmico resuspendido a — 20 °C.

17. Opcionalmente. Se puede realizar una segunda dilucion de la columna
repitiendo los pasos 14 a 15.



Anexo 2. Tabla de resultados salmonellas serotipificadas.

ID GENERO Y | Serotipo/

SALMONELLA | ESPECIE Serogrupo

S001 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S002 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S003 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S004 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S005 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica
Salmonella entérica | tiphymurium

S006 serovar enterica

S007 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S008 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S009 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S010 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S011 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S012 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S013 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica




S014 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S015 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S016 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S017 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S018 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S019 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S020 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S021 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S022 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S023 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S024 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S025 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S026 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S027 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S028 Salmonella entérica | infanti

serovar enterica




S029 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S030 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S031 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S032 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S033 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S034 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S035 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S036 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S037 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S038 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S039 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S040 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S041 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S042 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S043 Salmonella entérica | infanti

serovar enterica




S044 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S045 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S046 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S047 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S048 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S049 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S050 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S051 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S052 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S053 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S054 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S055 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S056 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S057 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S058 Salmonella entérica | sp.

serovar enterica




S059 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S060 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S061 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S062 Salmonella entérica | tiphymurium
serovar enterica

S063 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S064 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S065 Salmonella entérica | infanti
serovar enterica

S066 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S067 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S068 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S069 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S071 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S072 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S073 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S074 Salmonella entérica | enteritidis

serovar enterica




S075 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S076 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S077 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S078 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S079 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S080 Salmonella entérica | sp.
serovar enterica

S081 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S082 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S083 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S084 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S085 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S086 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

sS087 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S088 Salmonella entérica | enteritidis
serovar enterica

S089 Salmonella entérica | enteritidis

serovar enterica




S090 Salmonella entérica | enteritidis

serovar enterica

S091 Salmonella entérica | Sp.

serovar enterica

S092 Salmonella entérica | sp.

serovar enterica

S093 Salmonella entérica | Infanti

serovar enterica

S094 Salmonella entérica | Sp.

serovar enterica

S095 Salmonella entérica | sp.

serovar enterica

S096 Salmonella entérica | infanti

serovar enterica

Anexo 3 Cepas serotipificadas

Serotipo cepas %
serotipificadas

Salmonella 15 15.79%

tiphymurium

Salmonella 48 50.53%

sp.

Salmonella 32 33.68%

entiritidis

Total 95 100.00%

muestras

Tabla 02. Namero y porcentajes de serotipos de salmonela identificados.



cepas identificadas

B Salmonella tiphymurium W Salmonella sp = Salmonella entiritidis

Grafica 01. Porcentaje de cada serotipos de salmonela identificados.
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Grafica 02. Numero y porcentajes de cepas aisladas.




Anexo 4. Muestras identificadas

cepas total serotipificadas No serotipificadas
95 80 15
100% 84.21% 15.79%

Tabla 03. NUmero y porcentajes de muestras que lograron ser identificadas.
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Grafica 03. Porcentaje de muestras identificadas



Anexo 5. Cepas de Salmonella infanti

Tabla 04. Namero y porcentajes de Salmonella sp. serotipificadas como S. infanti

Salmonella 48 50.53%
sp.
salmonella 33 34.74%
infanti
no infanti 15 15.79%

60

50

40

30

20

10

0

salmonella sp

salmonella infanti

no infanti

M Seriesl

48

33

15

M Series2

50.53

34.74

15.79

Grafica 04. Representacion en porcentaje del serotipo infanti




