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RESUMEN

Los serotipos de Salmonella tradicionalmente se han clasificado mediante métodos
serologicos que determinan antigenos somaticos y flagelares especificos. Sin embargo, este
método diagnostico es caro y tarda mucho tiempo en dar un resultado ya que requiere
implementar una bateria de anticuerpos para detectar los més de 2.500 serotipos de
Salmonella enterica que se han identificado. Por otra parte, la identificacion molecular de
los genes responsables de la expresion de antigenos flagelares son mas rapidos y mas
sensibles que la identificacion seroldgica. Es por esto que, en la presente memoria se
implementaron pruebas de PCR para identificar S. enterica serotipos Typhimurium y
Hadar, ambas incluidas en un plan nacional de control de Salmonella en establecimientos

comerciales de aves.

Se analizaron 135 cepas, 50 correspondientes a S. Typhimurium, 50 a S. Hadar y 35
enterobacterias como controles negativos. Estas cepas, previamente serotipificadas en el
Instituto de Salud Publica (ISP), fueron sometidas a la prueba de PCR para determinar si

existen diferencias de diagnostico entre ambas técnicas.

Del total de cepas analizadas, s6lo 46 cepas de S. Typhimurium dieron positivas a la prueba
de PCR vy cuatro dieron negativas, mientras que las 50 cepas de S. Hadar dieron positivas a
las dos pruebas de PCR. Las 35 enterobacterias dieron negativas a las 3 pruebas de PCR.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio, la deteccion de antigenos mediante
serotipificacion y PCR para las cepas de S. Typhimurium fue menor al esperado (92%), a
diferencia de lo que ocurrié con las cepas de S. Hadar en que hubo 100% de acuerdo entre
ambas técnicas, sugiriendo que esta prueba de deteccion de Salmonella es posible
reemplazarla por los métodos tradicionales de identificacion y asi poder acelerar el

diagnostico de esta bacteria de gran importancia para la salud publica.

Palabras claves: Salmonella enterica, PCR, S. Typhimurium, S. Hadar.



ABSTRACT

Salmonella serotypes have been typically classified by means of serological methods
determining specific flagellar and somatic antigens. However, this diagnostic method is
expensive and is a time-consuming process, since a battery of antibodies is required to
detect the over 2,500 serotypes of enteric Salmonella that have been identified. Besides,
molecular identification of the genes producing the expression of flagellar antigens is faster
and more sensitive, compared to serological identification. For the above, in this memoir,
PCR tests were implemented to identify S. enterica serotypes Typhimurium and Hadar,
both of them included in the national level plan for the control of Salmonella in poultry
establishments.

135 strains were analyzed; 50 for S. Typhimurium, 50 to S. Hadar and 35
enterobacteriaceae as negative controls. These strains, previously serotyped in the Public
Health Institute (ISP), were tested by PCR to determine if any diagnostic difference might
arise between both techniques.

Out of all the analyzed strains, only 46 S. Typhimurium strains resulted positive and four
negative, while the 50 S. Hadar strains were positive when tested with PCR. The 35

enterobacteriaceae resulted negative when tested by PCR.

Based on the results of the study, detection of antigens by means of serotyping and PCR for
S. Typhimurium strains, was below the expectations (92%), differently to results of S.
Hadar strains, where the result was 100% of coincidence between both techniques, thus
suggesting that this Salmonella detection test is possible to be replaced by the traditional
identification methods, consequently allowing to speed up the diagnosis for this highly

important bacteria concerning public health.

Key words: Salmonella enterica, PCR, serological methods, molecular methods, S.

Typhimurium, S. Hadar.



INTRODUCCION

Las Salmonelosis no tifoidales son una de las principales causas bacterianas de

gastroenteritis de origen alimentario, causada por microorganismos del género Salmonella.

En la mayoria de las especies de animales de consumo, este patdgeno se establece como
una infeccion clinicamente inaparente de duracion variable, transformandose en un
potencial riesgo de zoonosis. Es por esto que ha habido una creciente preocupacion en la
prevencion y control de esta enfermedad, debido a que es la principal fuente de brotes

transmitidos por alimentos en humanos.

La incidencia de Salmonella en general ha tenido un dramético y continuo aumento de
brotes en humanos, a diferencia de lo que ha ocurrido en la Unién Europea, donde se
registra una disminucion a la mitad de los casos en los Ultimos afios. Este es el resultado de
una estricta politica de vigilancia y control de la bacteria, que ha implicado un gran

esfuerzo dentro de los paises miembros en la prevencion.

Existen mas de 2.500 serotipos de Salmonella registrados, pero la Comision Europea
observo que los serotipos mas comunmente aislados son S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.

Infantis, S. Hadar y S. Virchow.

Debido a la importancia de Salmonella, la Union Europea el 2003 establecid el Reglamento
(CE) n° 2160/2003 sobre el control de esta bacteria y otros agentes zoonoticos especificos
transmitidos por los alimentos. Este reglamento obliga a adoptar medidas apropiadas y
eficaces para detectar y controlar la presencia de Salmonella en la produccién animal, con

el fin de disminuir su prevalencia y el riesgo que implica para la salud publica.

Por lo tanto, es necesario disponer de tecnicas de diagndstico rapidas y practicas que
permitan identificar la bacteria desde diferentes tipos de muestras, por lo que en este trabajo
se implementaran tres método de PCR para identificar 2 serotipos comunes de S. enterica:
S. Hadar y S. Typhimurium, ambos pertenecientes al programa de control de Salmonella

spp. en establecimientos comerciales de aves.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Clasificacién

El género Salmonella pertenece a la Familia Enterobacteriaceae, Orden Enterobacteriales,
Clase y-Proteobacteria, y recibe el nombre del veterinario estadounidense Daniel Elmer
Salmon, quien aislé por primera vez Salmonella enterica serotipo Choleraesuis desde
cerdos en 1885 (Koneman et al., 2008).

De acuerdo al sistema CDC (Center for Disease Control and Prevention), existen dos
especies de Salmonella: S. enterica, que comprende seis subespecies identificadas, y S.
bongori (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las especies, subespecies y hébitat de Salmonella

Especies y subespecies de Salmonella Habitat
S. enterica subsp. enterica (1) Humano y animales de sangre caliente
S. enterica subsp. salamae (II) Animales de sangre fria y el ambiente
S. enterica subsp. arizonae (111a) Animales de sangre fria y el ambiente
S. enterica subsp. diarizonae (111b) Animales de sangre fria y el ambiente
S. enterica subsp. houtenae (1V) Animales de sangre fria y el ambiente
S. enterica subsp. indica (VI) Animales de sangre fria y el ambiente
S. bongori (V) Animales de sangre fria y el ambiente

(Fuente: CDC., 2011).

Los serotipos que son frecuentemente aislados en humanos y en medicina veterinaria, se
denotan segun el nombre del sindrome que causan (ej. S. Typhi), especificidad del
hospedador (ej. S. Choleraesuis) o el origen geografico del primer aislado (ej. S. Dublin)
(Forshell and Wierup, 2006).

Caracteristicas Generales

Salmonella es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, con un contenido de

guanina-citosina (GC) de 50 a 53%. No produce endosporas. Generalmente son moviles
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por flagelacion peritrica, excepto los serotipos Gallinarum y Pullorum, asi como variantes

inmoviles de otros serotipos (Corti, 2012).

La mayoria produce gas por fermentacion de carbohidratos, especialmente glucosa con
excepcion de los serotipos Typhi, Gallinarum y Pullorum, y algunas variantes mutantes de

serotipos productores de gas, como el serotipo Dublin (Corti, 2012).

Producen la enzima catalasa y dan negativo en la prueba citocromo-oxidasa; reducen los
nitratos a nitritos, toleran altas concentraciones de sales biliares y su crecimiento no se
inhibe en presencia de colorantes como el azul de metileno, la eosina, la fucsina acida, el
cristal violeta y el verde brillante. Esta resistencia se emplea para el disefio de medios de
cultivo selectivos, como el agar Hektoen (EH), el agar verde brillante o el agar eosina azul
de metileno (EMB). Las altas concentraciones de sales biliares, asi como los colorantes
adicionados a estos medios inhiben la flora acompafiante, permitiendo el crecimiento
selectivo de Salmonella. La morfologia de las colonias en los medios de cultivo se utiliza
como caracter diferencial del género, presentando un centro negro, por produccién de HzS,
de bordes lisos y convexos en agar XLD (Corti, 2012).

Son capaces de crecer en un rango de temperatura que varia de 5 a 45-47°C, siendo la
temperatura éptima de 35 a 37°C. El pH 6ptimo de crecimiento es de 6,5-6,7; soportando
un rango de 4,5-9,0. Se desarrollan bien a una actividad de agua (aw) de 0,945 a 0,999;
aunque en valores muy bajos, como los productos deshidratados, sobreviven largo tiempo.

En los alimentos, pueden multiplicarse hasta valores de aw iguales a 0,93 (Corti, 2012).
Serotipos de Salmonella

Las especies de Salmonella estan clasificadas e identificadas en serotipos de acuerdo al
esquema de serotipificacion de Kauffmann-White, publicado por el “Centro Colaborador de
la OMS de Referencia e Investigacion de Salmonella”, del Instituto Pasteur de Paris
(Grimont y Weill, 2007). Este esquema consiste en la caracterizacion de los antigenos
somaticos (O), que determinan el serogrupo, y flagelares (H) que definen el serotipo (Tabla
2). Asi, se han identificado mas de 30 serogrupos y mas de 2.500 serotipos diferentes
(Hong et al., 2008). Ademas se encuentra el antigeno capsular (Vi) presente en tres

serotipos altamente invasivos (Kim et al., 2006).



Tabla 2. Formula antigénica de algunos serogrupos y serotipos de S. enterica subespecie

enterica
Antigeno H
Serogrupos/serotipos Antigeno O i
Primera Fase | Segunda Fase
Grupo A (antigenos 1, 2)
Paratyphi A 1,2,12 a (1,5)
Grupo B (antigeno 4)
Typhimurium 1,4,(5),12 I 1,2
Brandenburg 4, (5).12 1,v e, N, Zis
Paratyphi 1,4,(5),12 b 1,2
Grupo C (antigeno 6)
Grupo C:1
Virchow 6,7,14 r 1,2
Ohio 6,7, 14 b 1, w
Infantis 6,7,14 r 1,5
Braenderup 6,7,14 e, h e, N, Zis
Grupo Cz
Hadar 6, 8 Z10 e, n, x
Muenchen 6.8 d 1, 2: (ze7)
Newport 6, 8,20 e, h 1, 2: (ze7)
Grupo D (antigeno 9)
Panama 1,9 12 1,v 1,5
Enteritidis 1,9 12 g,m -
Typhi 9,12, (Vi) d -
Grupo E (antigeno 3)
London 3, 10, (15) 1,v 1,6
Grupo G (antigeno 13)
Havana 1,13, 23 f, g, () -

Los antigenos entre paréntesis pueden estar o no presentes, y los subrayados dependen de

conversion lisogénica (Grimont y Weill, 2007).

Los antigenos somaticos O son termoestables y alcohol resistentes. Forman parte del

lipopolisacarido (LPS), importante componente presente en la pared celular de las bacterias

Gram negativas. Posee estructuralmente tres zonas:

e Lipido A, zona més interna y con actividad toxica (endotoxina).

e Polisacarido central o nacleo del polisacarido, con varios azucares, muchos de ellos

con estructura poco comdn.




e Cadena lateral O, cadena heteropolisacaridica, mas o menos larga, que se extiende
hacia afuera del nacleo. Su composicion es altamente variable, constituyendo el

antigeno O, que proporciona la especificidad (Reeves et al., 1989).

Estos antigenos estan clasificados en grupos y se nombran con letras ardbicas mayusculas
(A-Z). Sin embargo, debido a que no fueron suficientes las letras, en la actualidad se
designa cada grupo O usando el factor O caracteristico, por ejemplo O:4 (antiguamente
llamado “grupo B”) (EFSA, 2010).

Los antigenos flagelares H, son de naturaleza proteica y termolabiles. La flagelina, o
proteina flagelar, importante para la locomocion de la bacteria, consiste en regiones
terminales COOH y NH> extremadamente conservadas y una region central variable. Esta
region central de la molécula porta la especificidad antigénica usada en el esquema de
Kauffmann-White (Herrera-Le6n et al., 2007).

Algunos serotipos de Salmonella s6lo producen un tipo de antigeno H, denominados
monofésicos, como es el caso de Typhi. Sin embargo, la mayoria de los serotipos pueden
presentar dos tipos de antigenos H, llaméandose bifasicos. En estos, el antigeno flagelar
puede aparecer de forma alternativa en fase 1 (H1), llamada también especifica ya que es
caracteristica de cada serotipo, o en fase 2 (H2), que es menos especifica y puede ser

comun a varios serotipos (Hong et al., 2008).

En la mayoria de los aislados de Salmonella, dos genes codifican los antigenos flagelares.
El gen fliC codifica los antigenos de fase 1, y el gen fljB codifica los antigenos flagelares
de fase 2. Estos genes estan expresados de forma coordinada y se expresan de a uno por
vez. El gen fliC esta localizado en un operdn de biosintesis flagelar y esta presente en todas
las bacterias del género Salmonella, y tiene un homologo en Escherichia coli. El gen fljB
esté localizado en una region del genoma que es Unico para Salmonella y esta presente en 5

subespecies (McQuiston et al., 2004).

Cada Salmonella expresa alternativamente estos antigenos, mecanismo denominado
“cambio de fase”, que esta regulado por una recombinasa (Echeita et al., 2002). Esta
variacion proporciona una ventaja para la bacteria, debido a que al cambiar de fase durante

el proceso de infeccion, podrén sobrevivir a la respuesta inmune del hospedador ya que, si



éste se encuentra produciendo anticuerpos frente a la flagelina H1, las bacterias que
produzcan flagelina H2 podran escapar a la accion de los anticuerpos especificos frente a la

primera (Herrera-Leon et al., 2007).

El antigeno capsular Vi, es un polimero lineal del Aacido o-1,4 (2-deoxi)-2-
acetilgalacturénico, que puede estar acetilado en posicién C3. Se encuentra en tres serotipos
altamente invasivos: Typhi, Paratyphi C y Dublin (Raffatellu et al., 2006).

Identificacion de Salmonella

La identificacion del género Salmonella se realiza usando pruebas bioquimicas. Para esto,
se utilizan las siguientes pruebas: fermentacion de la glucosa (+), lactosa (-) y sacarosa (-),
formacion de gas desde la glucosa (+), produccién de acido sulfhidrico (+), hidrélisis de la
urea (-), descarboxilacion de la lisina (+), produccion de indol (-) y ausencia de la enzima
B-galactosidasa. Mediante la realizacién de pruebas bioquimicas adicionales, es posible
Ilegar incluso a nivel de especies y subespecies. Una vez confirmado el género, los aislados
pueden ser subtipificados. El procedimiento clasico es serotipificar, seguido de la
fagotipificacion (para algunos serotipos de importancia epidemioldgica, como por ejemplo
S. Typhimurium y S. Enteritidis). Adicionalmente, varios procedimientos moleculares estan
disponibles para determinar las caracteristicas genotipicas de las cepas dentro de los
serotipos. Los métodos mas usados son: Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE),
Tipificacion Multilocus de Secuencias (MLST), Analisis Multilocus de Secuencias
Repetitivas en Tandem (MLVA/VNTR), chip de ADN y secuenciaciéon (EFSA, 2010).

Aunque la serotipificacion es un método ampliamente utilizado, tiene deficiencias que
limitan su uso tales como la necesidad de méas de 250 tipos de antisueros diferentes, los
antisueros comerciales son costosos, de disponibilidad limitada y calidad variable para los
antigenos menos comunes (Lavalett et al., 2009). Por otra parte, puede demorar entre 5 a 7
dias en generar un resultado y 4 ¢ 5 dias mas si se incluye un medio enriquecido (Minicozzi
et al., 2013). Y, aproximadamente, el 5 a 8% de los aislamientos son parcialmente
tipificados o no se pueden tipificar, debido a que existen cepas rugosas que no expresan
antigenos en la superficie, encapsuladas y otras que no expresan los antigenos flagelares de
las fases 1 y 2 (Lavalett et al., 2009). Con la tipificacion del antigeno H, ambas fases
flagelares deben analizarse, lo que implica probar una fase por vez. Por lo tanto, es un
6



proceso que consume tiempo ya que se necesitan por lo menos tres reacciones antigeno-
anticuerpo para identificar un serotipo en particular, y los serotipos raros a menudo
requieren pruebas adicionales para ser correctamente tipificados (Kim et al., 2006). Por lo
anterior, y debido a la dificultad en la interpretacion de los resultados, la aplicacion de la

serotipificacion esta limitada a los laboratorios de referencia (Lavalett et al., 2009).

En respuesta a estas limitaciones, en los ultimos afios se han desarrollado métodos
moleculares basados en la técnica de PCR, permitiendo la deteccion directa de genes que
codifican para los antigenos somaticos O y flagelares H. Las ventajas de estos métodos
moleculares frente a la serotipificacion es que son costo-efectivos, féciles de estandarizar,
muy sensibles, especificos, rapidos, reproducibles, independientes del uso de antisueros y

no necesitan que se expresen los antigenos (Lavalett et al., 2009).

La técnica de PCR es un método rapido que posee caracteristicas que le permiten ser un
excelente método de deteccion e identificacion de Salmonella spp. y de otros patégenos.
Ademas, las cepas carentes de antigenos somaticos o flagelares (cepas rugosas), que sélo
son reconocidas como Salmonella spp. por el método tradicional de serotipificacion,
pueden identificarse mediante PCR, debido a que esta técnica detecta secuencias
especificas de ADN y no se altera por las variaciones fenotipicas que se pueden evidenciar
por patrones bioquimicos (Lavalett et al., 2009).

Epidemiologia
Desde el punto de vista epidemiolégico, Salmonella spp. se puede clasificar en tres grupos:

a) Las que no tienen preferencia por algin hospedero en especial, por lo que infectan
tanto al humano como a los animales. En este grupo se encuentran la mayoria de las

serovariedades responsables de la salmonelosis.

b) Las que infectan solo al humano: S. Typhi, S. Paratyphi A y S. Paratyphi C. Se

transmiten de forma directa o indirecta de una persona a otra.

c) Las que estan adaptadas a un hospedero en especies animales: S. Abortusovis a los
ovinos, S. Abortusequi a los equinos y S. Gallinarum a las aves (ISP, 2014).

Las serovariedades zoondticas que se describen como no tifoidales, se encuentran

distribuidas ampliamente en el reino animal, siendo las aves y sus derivados las fuentes mas
7



comunes de infeccion y generalmente se presentan como brotes de enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA). En la mayoria de los casos, se trata de una
gastroenteritis autolimitada. Sin embargo, en algunos casos, la invasion del

microorganismo puede causar septicemia (ISP, 2014).

La importancia de generar productos inocuos radica en la posibilidad de comercializarlos
con la certeza de su origen y calidad sanitaria, traduciéndose en la confianza de los
consumidores. Ademas, aumenta la probabilidad de acceder a mercados cada vez mas
exigentes y competitivos. La presencia de microorganismos patdgenos en los alimentos y
las enfermedades que causan, es un problema creciente en salud publica debido al
incremento en su frecuencia, el surgimiento de nuevas formas de transmision, aparicion de

resistencia al tratamiento y el impacto socioecondémico que generan (Yanez et al., 2008).

Las infecciones por Salmonella no tifoidal representan un problema de salud publica
internacional. A finales del afio 1980 y principios de 1990, se describié un dramatico
incremento de salmonelosis en humanos, producida especificamente por S. Enteritidis (ISP,
2014). En 1995, del total de informes recopilados por los sistemas de vigilancia de los
paises miembros de la OMS, se encontro que el 76,1% de los aislamientos correspondian a
S. Enteritidis, Typhimurium y Typhi. Los principales serotipos aislados a nivel mundial
para el afio 1995 fueron Enteritidis, Typhimurium, Hadar, Infantis, Newport, Typhi, Agona,
Virchow y Heidelberg. El incremento de estos serotipos ha sido el resultado de mdultiples
factores relacionados con el desarrollo de la industrializacion en todas las fases de
produccion de alimentos, cambios en las précticas de manejo, almacenamiento, distribucion
y preparacion. Estas variaciones, han tenido como consecuencia problemas de higiene,

facilitando la diseminacion de Salmonella spp. (Herikstad et al., 2002).

En la Union Europea, gracias a un estricto programa de vigilancia y control de Salmonella,
se logrd disminuir la incidencia en humanos y aves a la mitad en los Gltimos afios. Sin
embargo, en otras naciones del mundo, como por ejemplo en Estados Unidos, se registra un
aumento de casos. Estas diferencias se deben al enfoque que se emplea para prevenir esta
enfermedad, cuyos controles se deben llevar a cabo durante toda la cadena alimentaria
(EFSA, 2011).



Debido a este peligro para la salud publica, la Union Europea establecié el Reglamento
(CE) N° 2160/2003, del Parlamento Europeo y del Consejo, sobre Salmonella y otros
agentes zoonoticos especificos transmitidos por los alimentos. Este reglamento establece
medidas para detectar y controlar esta bacteria en todas las etapas de produccién, con el fin
de disminuir su prevalencia. El procedimiento general es determinar la prevalencia en la

poblacion, para disminuirla y asi adoptar un programa nacional de control (EFSA, 2011).

Desde abril del afio 2009, se lleva a cabo el Programa Nacional de Control de Salmonella
spp. en establecimientos comerciales de aves en Chile, el cual monitoriza y recolecta datos
contemplados en el Reglamento (CE) N° 2160/2003, de los serotipos establecidos por la
Unién Europea (S. Enteritidis y S. Typhimurium para todas las aves, y S. Hadar, S. Virchow
y S. Infantis para abuelas y reproductoras) (SAG, 2013). Este programa se lleva a cabo en
todas las empresas productoras de carne de ave y es obligatoria en planteles productores de
carne de pollo y pavo adscritos al Programa de Planteles Animales bajo Certificacion
Oficial (PABCO) y planteles que exporten aves o sus productos. Su objetivo es apoyar el
proceso de certificacion de la condicion zoosanitaria e inocuidad, entregando el respaldo

oficial exigido por los mercados nacional e internacional (Gonzalez, 2011).

En Chile, el Instituto de Salud Publica (ISP) es el Laboratorio Nacional y de Referencia
para Salmonella spp. y le corresponde segun el Reglamento sobre Notificacion de
Enfermedades Transmisibles de Declaracion Obligatoria D.S. 158/2004, confirmar los
aislamientos sospechosos de Salmonella spp. realizados por los laboratorios clinicos
publicos y privados del pais. EI Laboratorio de Referencia de Agentes de Enfermedades
Transmitidas por los Alimentos (ETA), realiza la confirmacion de especie y subespecie
mediante caracterizacion bioquimica. Una vez confirmados, se realiza la tipificacion
seroldgica, identificando antigenos somaticos y flagelares para determinar la serovariedad

segun el esquema de Kauffmann-White (ISP, 2014).

Debido a la importancia del género Salmonella en el mundo, es necesario encontrar
técnicas de diagnostico simples y rapidas que permitan su deteccion a partir de diferentes
muestras. La serologia es comunmente usada para monitorear la enfermedad, sin embargo,
la aplicacion de un test serotipo-especifico tendria un valor agregado en la vigilancia de la

salmonelosis, ya que puede ayudar a tomar decisiones importantes respecto a la
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identificacion presuntiva de un patégeno Y, asi, colocar esfuerzos y recursos para eliminar
el patdgeno sospechoso de los alimentos o el plantel (Hong et al., 2009). Por lo tanto, en el
presente trabajo se implementaran tres métodos simple de PCR para identificar dos
serotipos de relevancia en salud publica: Salmonella Hadar y Salmonella Typhimurium,
ambos pertenecientes al programa nacional de control de Salmonella spp. en
establecimientos comerciales de aves, para certificacion de exportacion a la Union Europea.
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OBJETIVO GENERAL

Implementar pruebas de PCR para tipificar Salmonella enterica serotipos Hadar y

Typhimurium.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar serotipos de S. Hadar y S. Typhimurium mediante la técnica de PCR.

2. Determinar la asociacién y el nivel de concordancia entre la prueba de PCR y el ensayo

de serotipificacion.
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MATERIALES Y METODOS
Cepas Salmonella spp

Las muestras fueron obtenidas del cepario del Laboratorio de Bacteriologia, del Complejo
de Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias Agricola y Pecuaria Lo Aguirre, del Servicio
Agricola y Ganadero de Chile. Se analizaron 135 aislados de Salmonella de diferentes
especies animales, previamente identificados mediante la técnica de aglutinacion y
posteriormente serotipificadas por el Instituto de Salud Publica. Se incluyeron 50 cepas de
S. Typhimurium y 50 cepas de S. Hadar. Como controles negativos se usaron cepas de otros
serogrupos: 6 del grupo C1, 5 del grupo D, 5 del grupo E, 1 del grupo F, 5 del grupo H, 5
del grupo | y las enterobacterias Citrobacter spp (ATCC8090), Escherichia coli
(ATCC25922) y S. Enteritidis (ATCC13076). Se utilizaron como controles positivos las
cepas S. Hadar 1897-6A (serotipificada previamente en el ISP) y S. Typhimurium cepa
ATCC14028.

Las cepas fueron cultivadas en agar XLD (Xilosa, Lisina, Desoxicolato) e incubadas a
37°C por 18- 24 horas.

Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN, se transfirieron colonias aisladas a tubos con 50uL de agua
desionizada. Posteriormente, fueron llevadas a un termociclador para ser calentadas a
100°C por 15 minutos, logrando asi la lisis de la bacteria. Finalmente, las muestras se

centrifugaron a 9.900 rpm durante 3 minutos para extraer el ADN desde el sobrenadante.
PCR Salmonella Hadar

Para cada antigeno flagelar de fase 1 de S. Hadar, se extrajo 1uL del templado de ADN
(100ng/ pL) y se le adiciond 24ul de la mezcla de PCR compuesta por: 1,25uL de los
partidores 1 y 2 (10mM) (Tabla 3), 16,8uL de agua desionizada, 2,5uL de solucién tampdn
para PCR (10X), 1,5uL de MgCl2 (50Mm), 0,5uL de desoxinucleotidos trifosfatados
(dNTP’s) (10 mM) y 0,2uL de Taq polimerasa (5U/pL). Dando un total de 25uL de mix
por tubo.

Para cada antigeno flagelar de fase 2 de Salmonella Hadar, se extrajo 1uL del templado de

ADN (100ng/ pL) y se le adicion6 24l de la mezcla de PCR compuesta por: 1,25uL de los
12



partidores 3 y 4 (10mM) (Tabla 3), 16,43uL de agua desionizada, 2,5uL de solucion
tampon para PCR (10X), 1,87uL de MgCl2 (50Mm), 0,5uL de desoxinuclettidos
trifosfatados (ANTP’s) (10 mM) y 0,2uL de Taq polimerasa (5U/uL). Dando un total de
25uL de mix por tubo.

Tabla 3. Partidores usados en PCR para S. Hadar

Gen Descripcion Secuencia Tamarno (pb)

fliC:r,z10 :
' ANtIgeno | . o GCACTGGCGTTACTCAATCTC-3'

(partidores | flagelar de 363
R: 5"-GCATCAGCAATACCACTCGC-3
1y?2) fase 1

fliB:e,n,x :
: ANLGeNo | . o 1 A ACTGGCGATACATTGACTG-3"

(partidores | flagelar de 152
R: 5"-TAGCACCGAATGATACAGCC-3’
3y 4) fase 2

(Fuente: Hong et al., 2008).

Los parametros del programa en el termociclador incluyeron una etapa de calentamiento
inicial a 94°C por 1 minuto, 40 ciclos de denaturacién a 94°C por 1 segundo, anillamiento

a 55°C por 1 segundo y una extension final a 72°C por 1 minuto.
PCR Salmonella Typhimurium

Para S. Typhimurium se extrajo 3uL del templado de ADN vy se le adicion6 9,5uL de la
mezcla de PCR compuesta por: 1,25uL de los partidores 1 y 2 (10mM) (Tabla 4), 4,85uL
de agua desionizada, 1,25pL de solucion tampon para PCR (10X), 0,5uL de MgCl2
(50Mm), 0,25uL de desoxinucleotidos trifosfatados (ANTP’s) (10 mM) y 0,15uL de Taq
polimerasa (5U/uL). Dando un total de 12,5uL de mix por tubo.
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Tabla 4. Partidores usados en PCR para S. Typhimurium

Gen Descripcion Secuencia Tamafo
(pb)

Proteina ipotetica | ¢ 5 ATCGTCTCCTTTTCGTGTGTGG-3'
STM3845 de membrana 700

interna R:5-ACCCATTTGCGCTCTTTTAATG-3’

(Fuente: McClelland et al., 2001).

Los parametros del programa en el termociclador incluyeron una etapa de calentamiento
inicial a 94°C por 7 minutos, 35 ciclos de denaturacion a 94°C por 40 segundos,

anillamiento a 57°C por 40 segundos y una extension final a 72°C por 1 minuto.
Electroforesis en gel de agarosa

Para separar los fragmentos de ADN generados, se tomaron 5uL del producto de PCR vy se
les agregé 2uL de DNA Loading (6X). De esta forma, se cargd el ADN en un gel de
agarosa al 2% en tampon TAE tefiidos con gel Green. Se puso un marcador de tamafio
molecular de 100pb para llevar a cabo la electroforesis durante 30 minutos a 100 voltios.
Varios serotipos de S. enterica, pertenecientes a los serogrupos B, C1, D, E, F, Gy H, S.
Enteritidis y las enterobacterias Citrobacter spp y Escherichia coli fueron usados en la PCR
para probar la especificidad de los partidores. Ademas, se utilizé agua desionizada como
control de los reactivos. Finalmente, los geles se visualizaron mediante un transiluminador

con luz ultravioleta, donde se tomaron iméagenes de los geles analizados.
Analisis de Datos

Para analizar los resultados obtenidos, se realiz6 una prueba de McNemar (G) para
establecer la existencia de asociacion entre las pruebas de PCR y serotipificacion. Este
estadistico es til para contrastar el nivel de significancia de los cambios producidos por un
grupo dicotomizado en relacion a alguna variable, siendo aplicable a los disefios
experimentales con un solo grupo que se somete a observacion con dos distancias de una

variable, y se basa en la aplicacion de la féormula de chi-cuadrado (X?) en relacion

14




Unicamente a las casillas de la tabla 2x2 que representan cambios (Sierra, 1985). El

contraste se realizo por la tabla de X2 para un grado de libertad.

Finalmente, se determiné el grado de concordancia mediante el indice de Kappa de Cohen
(K), utilizando la tabla de valoracion sefialada por Lopez de Ullibarri y Pita (1999). Este
indice es aplicable igualmente a las tablas de contingencia 2x2 que relacionan dos variables

dicotémicas que van de -1 a 1.
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RESULTADOS
PCR para la identificacion de S. Hadar

Del total de cepas analizadas, las 50 cepas previamente serotipificadas como S. Hadar
dieron positivas (100%) a las dos técnicas de PCR para identificar los antigenos flagelares
H1 y H2 (figura 1). Las 35 cepas restantes usadas para evaluar una posible reaccion
cruzada, se encontraron resultados esperados, ya que ninguna amplificd con los partidores,
lo cual indica un 100% de especificidad de la PCR.

M 1 2 3 4 5

152pb

Figura 1. PCR para la identificacion de los antigenos flagelares H1 (A) y H2 (B) de S.
Hadar. Lineas M: ladder 100 pb. Lineas 1 - 3 y 6 - 8: cepas S. Hadar. Lineas 4 y 9: control

positivo. Lineas 5y 10: control negativo.
PCR para la identificacion de S. Typhimurium

Del total de cepas analizadas, 46 cepas previamente serotipificadas como S. Typhimurium
dieron positivas (92%) a la técnica de PCR para identificar el gen STM3845 (figura 2). Las

35 cepas restantes usadas como control dieron negativas a esta técnica de PCR.
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730pb

Figura 2. PCR para la identificacion del gen STM3845 de S. Typhimurium. Linea M:
ladder 1k pb. Lineas 1 - 5: cepas S. Typhimurium. Linea 6: control positivo. Linea 7:

control negativo.
Diferencias estadisticas de la prueba de PCR y el ensayo de serotipificacion

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba de Mc Nemar para determinar la
existencia de diferencias estadisticas entre la serotipificacion tradicional y la técnica de
PCR.

El resultado de la prueba de Mc Nemar para S. Hadar (1) fue menor al valor tabular de X2
con 1 grado de libertad y un error de 5% (3,84), por lo que se concluye que no existen

diferencias significativas entre ambas técnicas evaluadas.

En el caso de S. Typhimurium, el resultado de la prueba de Mc Nemar (2,25) también fue
menor al valor tabular de X? para 1 grado de libertad y un error de 5% (3,84), por lo que

tampoco existen diferencias significativas.
Nivel de concordancia de la prueba de PCR y el ensayo de serotipificacion

Se utiliz6 el indice Kappa, con un nivel de confianza de 95%, para establecer el nivel de

concordancia entre ambas técnicas.

Se encontrd concordancia entre la técnica de PCR vy la serotipificacion tradicional (tabla 5)
en los 50 aislados evaluados para S. Hadar (k=1). En el caso de S. Typhimurium también

hubo una muy buena concordancia (k=0.9) en 46 de los 50 aislados.
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Tabla 5. Grado de concordancia entre la técnica de serotipificacion y la PCR.

Concordancia

Concordancia

Serotipos indice kappa*
Observada Esperada
S. Hadar 1 0.52 1
S. Typhimurium 0.95 0.51 0.90

*Grado de acuerdo: k <0 (sin acuerdo); k >0 - 0.2 (insignificante); k > 0.2 — 0.4 (bajo); k >
0.4 — 0.6 (moderado); k > 0.6 — 0.8 (bueno); k > 0.8 — 1 (muy bueno) (Fuente: Landis y

Koch, 1977).
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DISCUSION

El método de serotipificacion tradicional para Salmonella ha permitido identificar mas de
2.500 serotipos, basados en las caracteristicas antigénicas de la superficie del
lipopolisacarido (antigeno O), la proteina flagelar de fase 1 (H1) y la proteina flagelar de
fase 2 (H2). Sin embargo, la serotipificacion mediante el esquema Kauffmann-White tarda
mucho tiempo, requiere de personal bien entrenado, usa grandes cantidades de sueros
(Herrera-Ledn et al., 2004) y son menos sensibles comparadas con la técnica de PCR
(Oliveira et al., 2002).

La serotipificacion se considera el método de referencia para la identificacion de serotipos
de Salmonella. Sin embargo, la PCR podria aplicarse como método rutinario para
laboratorios de tercer nivel y de salud publica que requieran la identificacion de esta

bacteria en un menor tiempo y a menor costo (Lavalett et al., 2009).

Varios estudios han demostrado la alta capacidad que tiene la PCR para detectar genes de
interés, transformandose en una poderosa herramienta para la microbiologia clinica. Echeita
et al. (2002) mostraron que, mediante una PCR mudltiple, fue posible identificar los
antigenos flagelares de segunda fase mas comunmente aislados en Espafia. Asimismo,
Herrera-Leon et al. (2004) también desarrollaron una PCR multiple para identificar los
antigenos flagelares de fase 1, obteniendo una correlacién del 100% entre la PCR y la

serotipificacion tradicional.

Con el fin de acelerar el proceso de identificacién, en este trabajo se implementaron
métodos de diagnostico serotipo-especifico, mediante la técnica de PCR, para Salmonella
Hadar y Salmonella Typhimurium, serotipos involucrados en el Programa de control de
Salmonella spp. en establecimientos comerciales de aves para exportacion a la Unién

Europea.

La PCR implementada en este estudio, para el caso de S. Hadar, evalud cuatro partidores,
previamente publicados por Hong et al. (2008) que codifican para los genes fliCy fljB. Los
resultados obtenidos demuestran que esta técnica es altamente especifica, ya que se logré
identificar correctamente las 50 cepas de S. Hadar, sin reacciones cruzadas con el resto de

las cepas analizadas. Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos por Echeita et al.
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(2002), Herrera-Ledn et al. (2004) e Imre et al. (2005), confirmando la utilidad de los genes

fliCy fljB como marcadores serotipo-especificos.

Segun lo planteado por McQuiston et al. (2004) las secuencias de los genes fliC y fljB para
Salmonella estan altamente conservados en las regiones terminales 5y 3", mientras que las
secuencias de la regién central son variables. Sin embargo, este descubrimiento s6lo se
aplica para los genes que codifican los antigenos H que no son parte del complejo flagelar,
las secuencias de los genes que codifican las proteina del complejo son muy similares, lo

gue excluye el uso de estas secuencias para serotipificar (Mufioz et al., 2010)

Los resultados obtenidos mostraron una alta concordancia entre el método molecular y el
tradicional (100%). Estos resultados indican altos valores de sensibilidad y especificidad

para la prueba molecular implementada.

Para S. Typhimurium, la PCR implementada us6 partidores para amplificar un segmento
del gen STM3845, que codifica una proteina hipotética de membrana sin funcion conocida.
De las 50 cepas analizadas, solo 46 dieron positivas a la técnica de PCR. Los cuatro falsos
negativos podrian sugerir que la técnica genética implementada no es 100% sensible. Sin
embargo, al calcular el grado de concordancia entre la serotipificacion tradicional y la PCR,

hubo un alto acuerdo entre ambas técnicas (90%).

El hecho de que cuatro cepas serotipificadas como S. Typhimurium dieran negativas a la
PCR puede ser consecuencia de variaciones en la secuencia del gen blanco o bien por su

ausencia.

S. Typhimurium es un serotipo que presenta una amplia gama de hospederos, sin embargo,
algunas variantes se han adaptado a un hospedero en particular. La adaptacién a un
hospedero asegura la circulacién de la bacteria en una poblacion animal, y su proceso
puede involucrar la adquisicion de determinantes de virulencia y/o la pérdida de las

funciones de ciertos genes (Rabsch et al., 2002).

Por ejemplo, en el estudio realizado por Pang et al. (2013) se evidencié que la insercion de
ciertos genes en el genoma de S. Typhimurium, le proporciond una ventaja selectiva a la

bacteria al hacerla més resistente a los antibioticos.
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El genoma de bacterias relacionadas puede diferir de tres maneras: (i) contenido del
genoma, donde una especie bacteriana o cepa alberga genes ausentes; (ii) sustitucion de
nucleotidos dentro de secuencias conservadas del ADN, que puede resultar en cambios de
los aminoacidos en proteinas ortdlogas, formando pseudogenes y promoviendo un patron
de expresion distinto de genes presentes en los dos organismos (iii) cambio en la
disposicion de los genes, causado por inversiones y translocaciones. Estas diferencias se
han visto no so6lo a traves de especies bacterianas, sino también entre cepas pertenecientes a

la misma especie (Achtman, 2008).

Estudios previos han examinado la acumulacion de sustituciones en cepas de bacterias de
laboratorio, en el que los microorganismos son mantenidos en condiciones de continuo
crecimiento (por ejemplo cultivo seriado) y las mutaciones le confieren una ventaja
selectiva (Herring et al., 2006). En estas situaciones, no sélo se acumulan mutaciones y
reordenamientos genéticos, a veces también se pierden caracteristicas que no estan bajo
seleccion. Por ejemplo, es comun que las bacterias cultivadas sean menos virulentas,
pierdan flagelos, cambien la morfologia de las colonias y eliminen elementos

extracromosomales (Jarvik et al., 2010).

Variaciones genéticas se han observado en estudios de cepas de S. Typhimurium. Por
ejemplo, Jarvik et al. (2010) realizaron un estudio para identificar los cambios que
diferencian las cepas de este serotipo y evaluaron la naturaleza de la variacion que surge
durante el almacenamiento en laboratorio. En este estudio, se analizaron dos cepas de S.
Typhimurium: ATCC14028 y LT2, que tienen en comdn un plasmido de virulencia que
promueve la replicacion intracelular y la enfermedad sistémica en el hospedero, pero
difieren en el contenido de los profagos. Los resultados obtenidos demuestran que, a pesar
de que estas dos cepas de S. Typhimurium estan altamente emparentadas, poseen
diferencias en la secuencia del ADN debido a la existencia de pseudogenes. Estos
pseudogenes son comunes Yy son el resultado de deleciones o inserciones nucleotidicas que
implican un cambio en el marco de lectura o por polimorfismo de un nucleétido simple,

resultando en un codén de término.

Las mutaciones presentan variaciones en las secuencias de genes analizados, resultando en

una perdida de reactividad de los partidores usados. Por lo tanto, es posible que los
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partidores usados pudieran dejar de dar resultados positivos si las mutaciones afectan algin
sitio de union de los cebadores. Sin embargo, debido a que la PCR tuvo una alta
concordancia y no se registré ningun resultado falso positivo, se puede utilizar como una
técnica complementaria o alternativa a la serotipificacion de S. Typhimurium,

especialmente en los casos donde se observe amplificacion.

Los resultados obtenidos muestran que la técnica de PCR, para la deteccion de estos
serotipos, es una buena alternativa para mejorar las limitaciones que presenta la
serotipificacion tradicional, ya que es un método sensible, especifico, reproducible y costo-
efectivo, permitiendo aplicar esta técnica molecular como complemento a los métodos
tradicionales (Lavalett et al., 2009). Sin embargo, esto no significa que la serotipificacion
tradicional se deba descartar. Ambos métodos son complementarios, y los métodos
moleculares simplemente mejoran las herramientas disponibles para tipificar de forma

exitosa las cepas que causan problemas para la salud.

Por lo tanto, las técnicas de PCR implementadas serian una excelente herramienta para
detectar v tipificar Salmonella, con el fin de rastrear el origen de la contaminacién. Es por
esto que se ha convertido en una importante herramienta para detectar la presencia de
patégenos microbianos en alimentos, mediante la identificacion de genes diana o
secuencias de nucle6tidos Unicos de un patégeno especifico, de un serotipo o una cepa. Por
lo tanto, la PCR puede ayudar a tomar decisiones importantes respecto a la identificacion
presuntiva de patdgenos, poner esfuerzos y recursos para el aislamiento del patdgeno

sospechoso.

En el futuro, seria importante desarrollar una PCR mudltiple para identificar los cinco
serotipos incluidos en el Programa de Vigilancia Nacional, y asi tener un método

diagnostico mas eficiente y rapido.
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CONCLUSIONES

1. Se logré identificar los serotipos de S. Hadar y S. Typhimurium mediante la técnica

de PCR, demostrando su especificidad y rapidez para dar un resultado positivo.

2. No existen diferencias estadisticas entre el ensayo de serotipificacion tradicional y

las técnicas de PCR implementadas para ambos serotipos analizados.

3. Existe un alto grado de concordancia entre la prueba de serotipificacion tradicional
de S. Hadar y S. Typhimurium y las técnicas de PCR implementadas para la

deteccion de ambos serotipos.
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