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RESUMEN

Salmonella spp., es un agente bacteriano patégeno que -a través de diferentes rutas de
transmision- causa gran variedad de cuadros clinicos en animales y humanos, incluyendo
cuadros gastroentéricos e invasivos. Si bien la transmisién por consumo de alimentos
contaminados es la via méas frecuente, aquella que ocurre mediante el contacto directo o
indirecto con animales es hoy una realidad. Un ejemplo de lo anteriormente mencionado lo
constituyen los reptiles -una de las especies exdticas que cada vez ganan mas popularidad-
pues es comun encontrarlos como animales de compafiia y a pesar de ser reconocidos como
reservorios de Salmonella, esta tendencia sigue en aumento, acompafiandose de un mayor
namero de casos de salmonelosis humanas asociadas a estos animales, confirmandose al

menos en Chile cuatro casos en menores de edad, desde el ailo 2012 al 2015.

En consideracién a lo mencionado precedentemente, el objetivo de esta Memoria de titulo
fue detectar genes de virulencia asociados a invasion en cepas de Salmonella spp, ubicados
en la isla de patogenicidad uno y cinco, en muestras aisladas de reptiles mantenidos en
cautiverio en la Region Metropolitana de Chile. Asi, se utiliz6 un cepario de treinta y cuatro
cepas de Salmonella spp. Los genes invA e hilA fueron detectados en el 100% de las cepas,
mientras que los genes orgA, sopE, sopB y sipB fueron detectados en el 47%, 23%, 85% y
97% de las cepas respectivamente, siendo resultados similares a lo observado en cepas de
Salmonella aisladas de aves, huevos, cerdos, muestras ambientales, aislados de humanos y
alimentos, entre otros. Llama la atencién el bajo porcentaje de cepas que presentaron el gen
orgA, situaciéon que podria ser explicada debido a que -en reptiles- Salmonella se limita a
una infeccion intestinal intraluminal. En este estudio se pudo concluir que al estar presentes
algunos de los genes que codifican factores de virulencia asociados a la migracién

transepitelial, estas cepas representarian un potencial riesgo para la comunidad.

Palabras Clave: Salmonella, reptiles, virulencia, islas de patogenicidad.



ABSTRACT

Salmonella spp., is a pathogenic bacterial agent that —through different routes of
transmission- causes a variety of gastroenteric and invasive manifestations. Although
transmission by means of contaminates food is the most frequent route, transmission by
direct or indirect contact with animals is now a reality. Reptiles, an exotic species
increasing in popularity, represent an example of the above mentioned. It is common to
find these animals as pets despite having been recognized as reservoirs for Salmonella. This
tendency continuous to grow, bringing with it a greater number of human salmonellosis
associated with the reptile, confirming at least four cases in minors in Chile, from 2012 to
2015.

Taking into consideration the above, the objective of this thesis was to detect six
virulence genes associated with invasion in strains located on the pathogenic islands one
and five in Salmonella spp., isolated from reptile kept in captivity in the Metropolitan
Region of Chile. To achieve this objective, a strain collection of thirty-four strains of
Salmonella spp., was used. The genes invA and hilA were detected in 100% of the strains,
while the orgA, sopE, sopB and sipB were detected in 47%, 23%, 85% and 97% of the
strains accordingly; yhese being similar results to those observed in Salmonella strains
isolated from birds, eggs, pigs, environmental samples and human and food samples,
among others. The low percentage of strains that presented the orgA gene is noteworthy, a
situation that could be explained by considering that Salmonella is limited to intraluminal
intestinal infection in reptiles. In this study it was possible to conclude that, due to the
presence of some genes that encode virulence factors associated with trans epithelial

migration, these strains could represent a potential risk for the community.

Keywords: Salmonella, reptile, virulence, pathogenicity islands.



INTRODUCCION

Salmonella spp., es un agente bacteriano patdgeno responsable de una gran variedad de
cuadros clinicos en animales y humanos, incluyendo cuadros de tipo gastroentéricos e
invasivos, a través de diversas rutas de transmision, ya sea en mamiferos, aves, peces,

anfibios, insectos y reptiles.

En el caso de los reptiles, son una de las especies exdticas comdn de encontrar como
animal de compafiia, ganando cada vez mas popularidad a pesar de ser reconocidos como
reservorio de Salmonella. Junto con esto se ha observado un mayor nimero de casos de

salmonelosis humana asociada a estos animales.

En reptiles, la especie de Salmonella principalmente asociada es S. bongori, junto con
las subespecies arizonae, houtanae, salamae y enterica de la especie S. enterica. Los
principales reptiles relacionados a casos de salmonelosis en humanos son los Ophidios
(serpientes), Saurios (lagartos), Quelonios (tortugas) y Rhynchocephalios (iguanas),

animales que son cominmente mantenidos como mascotas.

La salmonelosis humana asociada a reptiles se manifiesta con diferentes cuadros,
pudiendo ser exclusivamente gastrointestinal o presentandose con cuadros invasivos.
Algunos autores han asociado el tipo de manifestacion clinica con la exposicién a distintos
tipos de reptiles, aunque no se han investigado los factores de virulencia presentes en
dichas cepas. En Salmonella, actualmente se reconoce la existencia de una organizacion de
genes de virulencia en sectores cromosomales, denominados islas de patogenicidad (IP),
donde se asocian varios factores que dan cuenta de la enfermedad gastrointestinal (IP-1) o
invasiva (IP-2). Es por esto, que la identificaciébn de los factores de virulencia en
Salmonella spp. es importante para la caracterizacion del agente, mas aun, frente al hecho
de que en Chile existen reptiles que portan esta bacteria y que no han sido caracterizados

mas alla de su perfil fenotipico de resistencia antimicrobiana.

En este estudio, se determinara la presencia de algunos genes de virulencia asociados a
la invasién de enterocitos, en cepas de Salmonella aisladas de reptiles mantenidos en

cautiverio en la Region Metropolitana de Chile.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Salmonella spp., es una enterobacteria patdgena, intracelular facultativa, causante de
graves infecciones. Este género bacteriano se divide en dos especies, Salmonella enterica y
Salmonella bongorii, siendo posible encontrar mas de 2400 serotipos, dentro de los cuales
se encuentran serotipos adaptados a un hospedador especifico, como por ejemplo S. Typhi
y S. Gallinarum que pueden afectar solo a humanos o a aves, respectivamente o por el
contrario, se puede encontrar otros serotipos que pueden afectar a un amplio rango de
hospedadores, como es el caso de S. Enteritidis (Alvarez et al., 2013).

El tipo de enfermedad causada por estos microorganismos depende no sélo del serotipo,
sino también de la especie animal y del estado inmunoldgico del hospedador infectado. Los
individuos mas susceptibles a estas infecciones son los inmunodeprimidos, embarazadas,
nifios y ancianos. Salmonella representa una causa importante de diarrea en la comunidad,
manifestandose principalmente con una enterocolitis aguda, con aparicion repentina de
cefalea, dolor abdominal, diarrea, nduseas y a veces vomitos, evolucionando en ocasiones a
septicemia o infeccion localizada (CFSPH, 2005; Alvarez et al., 2013).

Ademas de esto, Salmonella se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza,
encontrandose en el tracto gastrointestinal de mamiferos domésticos y salvajes, aves,
insectos y reptiles, causando un amplio espectro de enfermedades, como son la fiebre
tifoidea o fiebre paratifoidea en humanos o la pullorosis, tifosis aviar y paratifosis aviar en
aves de corral (CFSPH, 2005; Alvarez et al., 2013).

En el caso de las mascotas exdticas se ha visto que también pueden presentar
salmonelosis, 0 actuar como reservorios de este patdgeno, situacion comun en el caso de los
reptiles. Frente a esto, se ha observado que el aumento en la popularidad de los reptiles
como mascota coincide con un mayor nimero de casos de salmonelosis humanas asociadas
a éstos (Mermin et al., 2004).

En un estudio retrospectivo realizado por el Servicio Agricola Ganadero (2010), entre
los afios 1997-2008, se analizé la presencia de Salmonella spp. en reptiles importados
mantenidos en cuarentena. Para esto se analizaron 6.079 reptiles, de los cuales el 70,3% fue
positivo a la presencia de Salmonella, el 16% fue negativo y al 13,3% no se le realizo



examenes. Como Unica especie se aislo Salmonella enterica, predominando la subespecie
enterica, con una frecuencia de 82,6%. La incidencia en el periodo fue mayor al 50% en los
reptiles importados, durante cada afio de este periodo, excepto el afio 2005. De los
resultados obtenidos destaca la heterogeneidad de los serotipos encontrados, junto con que
el 43% de estos fueron considerados como exoticos para Chile, encontrando los serotipos
Adelaide, Cubana, Kiambu, Teddignton y Urbana y las subespecies arizonae, houtenae y
salamae (SAG, 2010).

En reptiles, a diferencia de lo que ocurre en aves y mamiferos, la infeccion se encuentra
limitada al tracto intestinal. Esto se deberia a un factor térmico y a uno tisular. Con respecto
al factor térmico, se debe a que la relativamente baja temperatura corporal de los reptiles
(30°C) inhibe la expresion de los factores de virulencia (fimbrias y antigeno Vi) de
Salmonella que son responsables de la adhesion, invasion, multiplicacion intracelular y/o
evasion leucocitaria. En este sentido, algunos estudios como el realizado por Pasmans et al.
(2003) confirman la importancia de la temperatura en la invasividad de Salmonella a las
celulas intestinales. Los autores estudiaron la interaccion entre Salmonella enterica
subespecie enterica serotipo Muenchen y explantes intestinales de la tortuga Trachemys
scripta a 30 y 37°C, observando que la baja temperatura de las tortugas promueve la
adhesion de Salmonella al mucus, mientras que la temperatura alta promueve la

invasividad.

El factor tisular se relaciona con el hecho de que los reptiles no poseen tejido linfoide
organizado en nddulos o foliculos asociados a la mucosa intestinal, como si ocurre en
mamiferos con las placas de Peyer, y en aves con la bursa de Fabricio; estas organizaciones
linfoides favorecen el ingreso de los patdgenos, particularmente de Salmonella, debido a la
fagocitosis realizada por células especializadas ubicadas en estos sitios, limitando de esta

forma la infeccion al tracto gastrointestinal (Alvarez et al., 2013).

La diseminacion de Salmonella en los reptiles, es intermitente y se asocia a factores
estresantes como la cautividad, el transporte, cambio de dietas y ambiente, los que permiten
la multiplicacion de la bacteria a tal nivel que es detectable por métodos bacteriologicos
tradicionales. Por otra parte, los animales que no estan sometidos a estos factores albergan

Salmonella en cantidades pequefias que dificultan su aislamiento y por esta razon es dificil



asegurar que un reptil esté libre de este enteropatégeno, aumentando el riesgo de contraer
esta infeccion y producir un cuadro ya sea de tipo gastrointestinal o invasivo (CDC, 2008).

En relacion a los casos de salmonelosis humana asociada a reptiles, se puede ver que
existen ciertas diferencias entre los cuadros que se pueden presentar. En un estudio
realizado por Meyer et al. (2013) se analizaron 182 casos humanos de salmonelosis
asociada a reptiles, notificados entre 1965 y el 2012 en Suiza. El 85% presento signologia
exclusivamente gastrointestinal mientras que, el 15% restante presentd salmonelosis
invasiva, observandose ademé&s, que los casos de salmonelosis por exposicion
principalmente a tortugas presentaban signologia gastrointestinal, mientras que la
exposicion a iguanas se mostraba mas prevalente con cuadros invasivos. En este estudio no
se investigaron los factores de virulencia presentes entre cepas aisladas. La diferencia de
cuadros clinicos asociados a cepas aisladas de distintas especies de reptiles, supone que
existirian distintos factores de virulencia que permitirian el desarrollo de un cuadro

gastrointestinal y/o invasivo.

Por otro lado, Murphy y Oshin (2014), analizaron los casos de salmonelosis en nifios
menores de cinco afos en el sudeste de Inglaterra. En este estudio se observé que el 27% de
los casos se asociaba a exposicion previa con reptiles, con mayor grado de hospitalizacion
en pacientes menores de un afo, que presentaban cuadros invasivos, sin embargo, no se
tiene informacidn sobre el tipo de reptil asociado a estos cuadros ni tampoco sobre el

fenotipo de virulencia de las cepas en cuestion.

En el caso de Chile, durante el afio 2012 el Instituto de Salud Publica detecta
Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Fluntern, desde un aislamiento clinico de
una menor de seis meses de edad, confirmandose asi como el primer caso positivo de este
serotipo, el cual se asocia principalmente a reptiles, y es capaz de afectar a humanos pero
no a otros animales necesariamente (ISP, 2012). En esta notificacion no existe informacion
sobre el tipo de reptil involucrado, ni tampoco si la menor tuvo o no contacto directo con el
animal, ni el tipo de cuadro clinico que presentd. Posteriormente Braun et al. (2015),
informan tres casos de salmonelosis asociada a reptiles en el Hospital Militar de Santiago
de Chile. Estos casos se relacionaron a contacto previo con Trachemys scripta elegans

(tortuga de oreja roja), mantenidas como mascotas en los hogares. Los menores afectados



tenian cuatro meses, once meses y un menor de un afio y tres meses de edad. Dentro de los
sintomas que presentaron los menores destacan la diarrea liquida con hematoquecia de un
dia de evolucion, vomitos, fiebre y deshidratacion; en dos de estos casos hubo familiares
afectados con signologia de un cuadro gastrointestinal. Dentro de los serotipos aislados se
encontr6 S. Montevideo, S. Newport y S. Pomona. En solo una de las tortugas no fue
posible detectar Salmonella por medio de coprocultivo, mientras que en los otros dos casos
si fue posible, encontrando un 100% de nexo genético entre los aislados provenientes de los

Mmenores y sus mascotas.

Estos cuadros clinicos producidos por Salmonella, inician con la ingestion del
patégeno, variando en la cantidad de indculo necesario para desarrollar la enfermedad, la
forma de contraer la bacteria (directo o indirecto) y el tipo de alimento asociado a su
consumo. Factores propios de la bacteria y el estado fisiolégico del hospedero, pueden

favorecer el desarrollo de la enfermedad (Alvarez et al., 2013).
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Figura 1 Estructura del inyectosoma
(Buttner, 2012).




Al ser ingerida, Salmonella se multiplica en el intestino delgado, en aparente competicion
con la flora normal. En este nivel la bacteria tendra diferentes formas de ingresar a nivel
sistémico, una via es a traves de la captura luminal realizada por células dendriticas, las
cuales envian proyecciones citoplasmaticas a través de los enterocitos y de esta forma
serian capaces de capturar patdgenos a nivel del lumen intestinal. Otra via es a través de
endocitosis realizada por células especializadas M que se encuentran recubriendo las placas
de Peyer. En el caso de las células no fagociticas (enterocitos), es necesario que la bacteria
presente un sistema que induzca su propia fagocitosis, desarrollando asi una migracion
transepitelial. Para ello, Salmonella utiliza el mecanismo “Trigger”, el cual presenta un
sistema de secrecidn tipo 3 (SST3), el que sblo se expresa si el pH y la osmolaridad del
medio son adecuadas. EI SST3 forma una verdadera aguja (Figura 1), cuyos componentes
estructurales son codificados por al menos 29 genes ubicados en la isla de patogenicidad
uno de Salmonella (IPS-1), regulando su expresion a través del activador transcripcional
hilA.

Dentro de los componentes estructurales de este sistema de secrecion, destaca el gen
orgA, quien codifica para una proteina estructural encargada de servir de anclaje para la
proteina translocadora (complejo formado por las proteinas SipB y SipC) que permitira la
unién y penetracion en la membrana citoplasmatica del enterocito. De igual forma, este
complejo servird de anclaje para proteinas efectoras, las cuales cumpliran diversas
funciones que llevaran a la formacion de proyecciones citoplasmaticas en el enterocito, y

por medio de estas se lograra la internalizacion de la bacteria.

El gen hilA es un activador transcripcional codificado en la IP-1 y se autorregula de
forma negativa. Este regulador desempefia un papel central y, de hecho, una delecién del
gen hilA es equivalente a la delecion completa de la IP-1, ademas de esto actia como un
activador transcripcional del operén IP-4 y del gen sopB (ubicado en la IP-5), junto con
tener un efecto represor sobre la expresion de los genes de la IP-2. Este sistema permite que
proteinas bacterianas efectoras penetren en el citosol de las células intestinales, forzando la
entrada del patdgeno mediante la polimerizacion del citoesqueleto de actina en el sitio de
contacto con la bacteria (Figura 2). Las proteinas SipA y SipC, contribuyen en la

acumulacion de filamentos de actina en el punto de contacto con la bacteria; SopE, SopE2 y



SopB son proteinas activadoras de ciertas GTPasas, que estimulan la polimerizacion de los
filamentos de actina y llevaran a la formacion de proyecciones (“ruflles”) en la membrana
de la célula hospedera, que engloban e internalizan a la bacteria en una vacuola que

contiene Salmonella (VCS).
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Figura 2: Cambios inducidos por Salmonella en la célula hospedera (modificado de Haraga et al.,
2008).

Una vez terminado este proceso, se inicia la despolimerizacién de la actina, mediada por
la translocacion de la proteina efectora SptP, la cual inhibe la actividad de la GTPasa,
desapareciendo el “ruffling” de membrana. Estas proteinas efectoras, son también las
encargadas de atraer polimorfonucleares, estimulando asi la reaccion inflamatoria, que da

cuenta del cuadro gastrointestinal (Alvarez et al., 2013).

Una vez que Salmonella se encuentra dentro de la VCS es necesario que se exprese un
segundo sistema de secrecion tipo tres, codificado en la isla de patogenicidad dos (IPS-2),
el cual le permitird sobrevivir y multiplicarse dentro de la VCS. Este sistema se activa, una
vez que los receptores especificos de Salmonella reconocen que se encuentra dentro de la
vacuola y permite la inyeccion, al citosol de la célula hospedera, de una serie de proteinas

efectoras que interfieren con el trafico vesicular, impidiendo la fusion de la VCS con los



lisosomas y la destruccion de la bacteria. Ademas, controlan la formacion de extensiones
filamentosas de su membrana, asociandola a microtubulos y permitiéndole atraer vesiculas
que contienen lipidos y aminoécidos necesarios para el metabolismo de Salmonella, junto
con componentes estructurales que permitan aumentar el tamafio de la VCS (Alvarez et al.,
2013). Luego de esto, si Salmonella logra atravesar la mucosa intestinal, alcanza los
foliculos linfoides mesentéricos donde se multiplica. La mayoria de las infecciones no
pasan mas alla de estos nodulos linfaticos locales, donde las bacterias van a ser controladas
por células polimorfonucleares que llegan a esta zona, reclutadas gracias a la respuesta
inflamatoria local que se produce. En algunos casos, los macréfagos permiten a la bacteria
diseminarse a otros 6rganos del sistema reticuloendotelial, logrando la infeccion del higado,
el bazo y vesicula biliar, produciendo el cuadro invasivo, con ayuda de la proteina efectora
SipB (codificada en la IP-1) quien activara la apoptosis de los macréfagos a través de la via

de la caspasa-1 (Alvarez et al., 2013).

Para el desarrollo de la enfermedad, es necesaria la localizacion de la bacteria en un
ambiente adecuado para su establecimiento, replicacion y expresion de sus factores de
virulencia (Figueroa y Verdugo, 2005). Frente a este hecho, los factores de virulencia
toman gran importancia, ya que permiten la sobrevida del microorganismo y que causen la

enfermedad, ya sea local o invasiva.

A nivel mundial son maultiples las investigaciones en que se han realizado estudios de
diversidad genética utilizando estos factores de virulencia en cepas de Salmonella, aislados
de aves, huevos, bovinos, mariscos, muestras ambientales y muestras clinicas humanas.
Estos estudios han sido realizados ya sea para comparar la patogenicidad de cepas de
distinto origen o para comparar sus perfiles genotipicos de virulencia, entre otras (Skyberg
et al., 2006; Craciunas et al., 2010; Sanchez et al., 2010; Akiyama et al., 2011; Borges et
al., 2013; Han et al., 2013).

La identificacion de los factores de virulencia en cepas de Salmonella spp., aisladas de
reptiles, es importante para la caracterizacion del agente, mas aun, frente al hecho de que en
Chile existe un estudio que sefiala un alto nivel de portacion a nivel intestinal (60,4%) en
distintos tipos de reptiles (Sobarzo, 2004), sin existir estudios relacionados con factores de

virulencia. Tomando en cuenta el importante reservorio de Salmonella spp. que los reptiles



albergan, es interesante comenzar a investigar el genotipo asociado a virulencia que
presentan con el fin de aportar en la caracterizacion de este patdgeno y tener en cuenta estos

aspectos para futuros andlisis epidemiologicos que los relacionen con el ser humano.

Por tal motivo, en este estudio se detecto la presencia de cinco genes de virulencia de
Salmonella spp., asociados a la invasion de enterocitos, en cepas aisladas de reptiles
mantenidos en cautiverio en la Regién Metropolitana de Chile. Los genes fueron
seleccionados debido a que son algunos de los més estudiados en cepas de Salmonella,

ademas de su rol critico en la invasion de enterocitos.



OBJETIVO GENERAL

Identificar genes de virulencia asociados a la invasion de enterocitos en cepas de

Salmonella spp. aisladas de reptiles en cautiverio.

OBJETIVO ESPECIFICO

1. Detectar genes de virulencia ubicados en la isla de patogenicidad uno y cinco,
asociados a la migracion transepitelial, en cepas de Salmonella spp., aisladas de

reptiles en la Regidon Metropolitana de Chile.

10



MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas:

Se utilizé un cepario constituido por 58 cepas de Salmonella spp. aisladas de reptiles

mantenidos en cautiverio en la Region Metropolitana de Chile (Sobarzo,2004; Anexo 1).

Para comprobar la pureza y viabilidad del cepario, se procedio a realizar aislamiento

mediante siembra en agar Tripticasa de Soya (TSA, Difco®) y agar Xilosa-Lisina-

Desoxicolato (XLD, Difco®). Una vez comprobada la viabilidad y pureza segun el aspecto

de las colonias en TSA, a las colonias sospechosas obtenidas en XLD (colonias

transparente con centro negro) se procedio a la identificacién a través de:

i)

i)

Prueba de aglutinacion: Se utilizé un antisuero Poly A-l1 & Vi (Difco®), segln
lo indicado por el fabricante. Para ello se mezcl6 en un portaobjeto, una gota de
suero fisiologico estéril, con una pequefia cantidad de la cepa; una vez
homogeneizada se agregd una gota del antisuero y se homogeneizd por un
minuto. Se dieron por positivas aquellas muestras en que se observd un
puntillado (reaccion de aglutinacion) luego de un minuto, mientras que en las

gue no se observo dicha reaccion, fueron dadas por negativas.

Propiedades bioquimicas: Todo el cepario fue sometido a una bateria
bioquimica corta que incluyd crecimiento en agar citrato (positivo para
Salmonella), produccion de indol (negativo para Salmonella), desaminacién de
fenilalanina (negativo para Salmonella) y metabolizacién de la glucosa y lactosa

en medio Kligler (produccion de H,S, fermentacion de glucosa y no de lactosa).

Identificacion gendmica: A la totalidad de las cepas se les realizd la técnica de la
reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR, sigla en inglés) para detectar el gen
invA (Skyberg et al., 2006). La extraccion de ADN se realiz6 utilizando un
protocolo de extraccidn por ebullicién, mezclando cinco colonias en 400 pL de
agua libre de nucleasas, e hirviendo durante 15 minutos a 100° C en un bafio
termorregulado (Mermet®), para luego centrifugar por 5 minutos a 15.000 rpm,
(Centrifuga Microspin 245 (Sorvall®), y recolectar el sobrenadante. Una vez

obtenido el material genético, en un tubo Eppendorf de 0,2 puL se mezclaron 15
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pL de PCR Master Mix 2X (Thermo scientific®), el cual incluye la enzima Taq
DNA polimerasa (0,05 U/pL), los desoxinucleotidostrifosfatos (dNTPSs)
(0,4mM), el buffer de reaccion y MgClz (0,4mM)), con 5 uL. de DNA y 5 uL de
cada partidor especifico para invA (1umol; Tabla 1). Para realizar el PCR se
utilizé un termociclador Apollo Instruments®, modelo ATC201, programado
para realizar los siguientes ciclos: cinco minutos a 95° C, luego 25 ciclos de 30
segundos a 94° C, 30 segundos a 66,5° C y dos minutos a 72° C y una extension
final a 72° C durante 10 minutos. Como control positivo se utilizo la cepa S.
Typhimurium ATCC 14028S, ya que esta cepa contiene el gen invA y como
control negativo se utilizd la cepa E. coli ATCC 25922. Luego de realizar el
PCR, se llevo a cabo la electroforesis (a 90 V), durante 90 minutos, en gel de
agarosa (Bioline®) al 2% en buffer Tris acetato EDTA (Fermentas®), utilizando
un marcador de peso molecular de 100 a 3000 Pb (Invitrogen®). El gel de
agarosa fue incubado en Bromuro de Etidio (0,5 pg/mL) (Sigma®) durante 40
minutos, para poder visualizar el amplificado de alrededor de 1000 pb bajo luz
uv.

Deteccidn de genes asociados a invasion:

Para detectar la presencia de los genes hilA, orgA, sopB, sipB y sopE se realizé un
PCR, siguiendo los protocolos utilizados por Craciunas et al, (2010) para el gen hilA;
Skyberg et al. (2006) para los genes orgA, sopB y sipB, y Hopkins y Threlfall (2004) para
el gen sopE. La extraccion de ADN se realizd de la misma forma sefialada para la deteccion
gendémica del gen invA. Una vez obtenido el material genético, se mezclé 15 uL de PCR
Master Mix 2X (Thermo scientific®), 5 uL de DNA y 5 pL de cada partidor (1umol), que
se detallan en la Tabla N° 1. Para realizar el PCR se utilizé un termociclador Apollo
Instruments®, modelo ATC201, programado para realizar los protocolos detallados en la
Tabla 2. Como control positivo se utilizo la cepa S. Typhimurium ATCC 14028S, ya que
esta cepa contiene los cinco genes a detectar y como control negativo se utilizé la cepa E.
coli ATCC 25922. Luego de realizar el PCR, se llevo a cabo la electroforesis (a 90 V),

durante 90 minutos, en gel de agarosa (Bioline®) al 2% en buffer Tris acetato EDTA
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(Fermentas®), utilizando un marcador de peso molecular de 100 a 3000 pb (Invitrogen®).
Los geles de agarosa fueron incubados en Bromuro de Etidio (0,5 pg/mL) (Sigma®)

durante 40 minutos, visualizando los fragmentos de ADN mediante exposicion a luz UV.

Normas de bioseguridad:

Para llevar a cabo el estudio, los procedimientos se realizaron bajo las normas
correspondientes al nivel de bioseguridad N° 2, en el que estd clasificada Salmonella
Enteritidis, de acuerdo al Manual de Bioseguridad de Conicyt (2008). Dentro de estas
medidas se encuentran el uso obligatorio de guantes, mangas, delantal y gabinete de
bioseguridad para la manipulacién de la bacteria. Por otra parte, todos los medios de cultivo
y el instrumental fueron autoclavados en dependencias del laboratorio de bacteriologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET). Para el
caso particular de la visualizacion de los productos de PCR, se utilizaron guantes
desechables (para evitar contacto con el Bromuro de Etidio) y gafas protectoras (para
proteger al operador de la luz UV). Finalmente, los geles de agarosa incubados en Bromuro

de Etidio, fueron incinerados en dependencias del laboratorio de bacteriologia de FAVET.

Tabla 1: Partidores especificos para los genes invA, orgA, sopB, sipB, hilA y sopE y
tamario del amplificado.

Gen Secuencia de partidores * Tamafnio, referencia

invA F5-CTGGCGGTGGGTTTTGTTGTCTTCTCTATT-3’ 1070 pb, Skyberg et al., 2006
R5-AGTTTCTCCCCCTCTTCATGCGTTACCC-3

orgA F5 -TTTTTGGCAATGCATCAGGGAAC-3 255 pb, Skyberg et al., 2006

R5-GGCGAAAGCGGGGACGGTATT-3"

sopB F5'-CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG-3 220 ph, Skyberg et al., 2006
R5-TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT-3’

sipB F5-GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC-3 875 pb, Skyberg et al., 2006
R5-ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA-3

hilA F5 -GCGAGATTGTGAGTAAAAACACC-3 413 pb, Craciunas et al., 2010
R5 -CTGCCCGGAGATATAATAATCG-3’

sopE F5-TCAGTTGGAATTGCTGTGGA-3’ 642 pb, Hopkins y Threlfall,
R5-TCCAAAAACAGGAAACCACAC-3 2004

*F: forward (hacia adelante); R: reverse (inversa).
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95° C por
minutos

95° C por
minutos

95° C por
minutos

94° C por cuatro
minutos

95° C por
minutos

cinco 25

25

25

30

45

94° C por
segundos

94° C por
segundos
94° C por
segundos

94° C por
minuto

95° C por
segundos

14

30

un

10

66,5° C por 30
segundos

66,5° C por 30
segundos

66,5° C por 30
segundos

63° C por 1
minuto

64° C por 5
segundos

Tabla 2: Protocolos de PCR para los genes invA, orgA, sopB, sipB, hilA y sopE.

72° C por
dos minutos
72° C por
dos minutos
72° C por
dos minutos
72° C por
dos minuto
72° C por
30
segundos

72° C por
10 minutos

72° C por
10 minutos

72° C por
10 minutos

72° C por
10 minutos



RESULTADOS

Del cepario de 58 cepas de Salmonella spp. aisladas de reptiles en cautiverio en la

Region Metropolitana, por Sobarzo (2004), se obtuvieron 34 cepas viables.

El 41% de las cepas aglutinaron al antisuero poly A-I &Vi (Difco®). El relacion a la
identificacion bioquimica, el 78% de las cepas presenté una bateria bioquimica tipica de
Salmonella, dentro del 22% restante se encontrd cuatro cepas indol positivas, una cepa
fermentadora de lactosa y dos cepas citrato negativo. En el caso de la identificacion

gendmica de genero se logro detectar el gen invA en el 100% de las cepas.

Como se desprende de la Tabla 4 (Anexo 2), el gen sopB se detecto en el 85% de las
cepas, el gen orgA se detecto en el 47% de las cepas, el gen hilA se detectd en el 100% de
las cepas, el gen sipB se detectd en el 97% de las cepas y el gen sopE se detect6 en el 23%
de las cepas. Detectdndose en catorce cepas los cuatro genes de virulencia. En términos
globales los perfiles de virulencia que se detectaron se presentan en la Tabla N° 3. En las
figuras 3, 4, 5, 6 y 7 se presentan el registro fotografico de los geles correspondientes a las

electroforesis de cada gen analizado.

Tabla 3: Perfiles genotipicos de virulencia detectados en cepas de Salmonella spp. aisladas

desde reptiles en cautiverio.

Genes presentes NUamero de cepas
sopB, orgA, hilA, sipB, sopE 2
sopB, orgA, hilA, sipB 11
sopB, hilA, sipB, sopE 6
sopB, hilA, sipB 9
sopB, orgA, hilA 1
orgA, hilA, sipB 2
hilA, sipB 3
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Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa al 2%, del gen sopB (220 pb), de cepas de Salmonella
aisladas de reptiles en cautiverio en la region Metropolitana de Chile. Carril 1: Marcador de peso
molecular; Carril 2, 6, 7, 8, 9, 10: Cepas de Salmonella de reptil; Carril 3: Control positivo, S.
Typhimurium ATCC 14028S; Carril 4: Control negativo, E. coli ATCC 25922; Carril 5: Control de
reactivos, agua libre de nucleasas.
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Figura 4: Electroforesis en gel de agarosa al 2%, del gen orgA (255 pb), de cepas de Salmonella
aisladas de reptiles en cautiverio en la region Metropolitana de Chile. Carril 1: Marcador de peso
molecular; Carril 2: Control positivo, S. Typhimurium ATCC 14028S; Carril 3: Control negativo,
E. coli ATCC 25922; Carril 4: Control de reactivos, agua libre de nucleasas; Carril 5, 6, 7, 8, 9, 10:

Cepas de Salmonella de reptil.
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Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa al 2%, del gen hilA (413 pb), de cepas de Salmonella
aisladas de reptiles en cautiverio en la region Metropolitana de Chile. Carril 1: Marcador de peso
molecular; Carril 2: Control positivo, S. Typhimurium ATCC 14028S; Carril 3: Control negativo,
E. coli ATCC 25922; Carril 4: Control de reactivos, agua libre de nucleasas; Carril 5, 6, 7, 8, 9, 10:
Cepas de Salmonella de reptil.
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Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa al 2%, del gen sipB (875 pb), de cepas de Salmonella
aisladas de reptiles en cautiverio en la region Metropolitana de Chile. Carril 1: Marcador de peso
molecular; Carril 2: Control positivo, S. Typhimurium ATCC 14028S; Carril 3: Control negativo,
E. coli ATCC 25922; Carril 4: Control de reactivos, agua libre de nucleasas; Carril 5, 6, 7, 8, 9, 10:
Cepas de Salmonella de reptil.

17



pb

3000
1500

642
500

100

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa al 2%, del gen sopE (642 pb), de cepas de Salmonella
aisladas de reptiles en cautiverio en la region Metropolitana de Chile. Carril 1: Marcador de peso
molecular; Carril 2, 3, 4, 5, 6, 7: Cepas de Salmonella de reptil; Carril 8: Control positivo, S.
Typhimurium ATCC 14028S; Carril 9: Control negativo, E. coli ATCC 25922; Carril 10: Control
de reactivos, agua libre de nucleasas
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DISCUSION

La salmonelosis asociada a reptiles (SAR) es uno de los problemas mas grandes que
debe enfrentar la Salud Publica hoy, debido a la creciente popularidad de los reptiles como
mascotas en los hogares. Junto a esto, el desconocimiento por parte de la poblacién sobre el
riesgo que implica el mal manejo de estos animales y el peligro de contraer alguna
enfermedad zoonotica como es la salmonelosis, vislumbra la necesidad de educar a la
comunidad sobre estos temas y lograr disminuir la probabilidad de contraer un cuadro de

tipo gastroentérico o invasivo.

El grupo etareo méas preocupante lo constituyen los nifios, debido probablemente a su
cercania y manipulacion de estos animales, principalmente tortugas de agua. Estas pueden
ser obtenidas en el mercado y al ser de pequefio tamafio su manejo se facilita. Frente a esto,
destaca la medida tomada por la FDA en 1975, donde se prohibié todos los envios
interestatales de tortugas domésticas con caparazones inferiores a 4 pulgadas (10 cm) de
longitud, previniendo con ello casi 100.000 casos de salmonelosis al afio en nifios de 1 a 9
afios de edad (CDC, 2013).

En el contexto nacional, se debe considerar la modificacion a la Resolucion 7562
exenta del afio 2014, que disminuye el periodo de cuarentena de 21 a 5 dias en reptiles
importados a Chile, lo que implicaria un mayor nimero de animales posiblemente
infectados, sin ser detectados, debido a su diseminacién intermitente (SAG, 2014). Esta
medida podria representar un retroceso en las medidas de prevencion de enfermedades
zoonoticas que existen en el pais, considerando que el estudio retrospectivo realizado
durante los afios 1997 y 2008 logro identificar que de los 6.079 especimenes de la clase
Reptilia que ingresaron al pais, el 70,3% era positivo a Salmonella, ademas de detectar
serotipos exoticos como son Adelaide, Kiambu Cubana, Urbana y Teddington. Por lo que
esta medida podria significar un aumento en el nimero de casos de salmonelosis humana
asociada a reptiles, como ya se ha visto, que de los cuatro casos publicados en Chile, tres

fueron publicados el afio 2015

En relacién a los resultados obtenidos en esta Memoria de Titulo, se observo que casi el
50% de las cepas aglutind ante la exposicion al antisuero poly A-l1 &Vi (Difco®), el cual
contiene los serotipos y serogrupos mas prevalentes para el hombre, lo que indicaria el
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potencial riesgo de contraer salmonelosis. El resto de las cepas se asume que pertenecerian
al resto de los serogrupos conocidos para este género.

Ademas, un bajo nimero de cepas present6 una bateria bioquimica atipica, situacion que
no descartod la identidad de la cepa ya que se ha informado de algunas cepas de Salmonella
spp. que no coinciden con todo el perfil bioquimico esperado. Al respecto estas
caracteristicas bioquimicas atipicas ya han sido descritas previamente por otros autores,
como Leyva et al., (1998), quienes identificaron Salmonella lactosa positiva aisladas desde
camarones congelados, o Flores (2003), quien aislé Salmonella citrato negativo desde agua
de mar. En el caso particular de cepas aisladas desde reptiles, es escasa la informacion
publicada, sin embargo ya en el afio 1989, Wuthe et al., aislaron Salmonella lactosa

positiva y Salmonella indol positivo desde serpientes.

En la identificacion gendmica de género se logré detectar el gen invA en el 100% de las
cepas, lo cual coincide con lo obtenido por diversos autores, en aislados de Salmonella,
provenientes de diversos origenes, como aves de corral, lechones, mariscos, muestras
ambientales, aislados clinicos humanos y alimentos (Skyberg et al., 2006; Akiyama et al.,
2011; Dione et al., 2011; Hur et al., 2011). En este estudio, este gen fue seleccionado
debido a que es un marcador especifico para el género, alcanzando una especificidad del
100% y una sensibilidad analitica de 10° UFC en cepas puras, mediante el protocolo de
Skyberg., et al (2006).

En términos globales se detectaron siete perfiles genotipicos de virulencia, donde s6lo
dos cepas presentaron los cinco genes buscados en este estudio. EI 50% de las cepas
presentd solo cuatro genes de virulencia, destacando que los genes orgA y sopE se
detectaron en menor porcentaje con respecto a los demas genes. Cabe destacar que las
proteinas efectoras codificadas por ambos genes, cumplen un rol esencial en la patogenia de
Salmonella, siendo cruciales para llevar a cabo la migracion transepitelial. Este hecho
puede ser debido a que en reptiles la infeccion se limita al tracto gastrointestinal, y al ser las
bacterias organismos muy eficientes metabolicamente, pueden ser capaces de escindir

genes 0 segmentos de su genoma que no son requeridos para su supervivencia.

El gen sopB, que codifica una proteina efectora con funcion en la formacion de “ruffles ”

de membrana, capaces de inducir la internalizacion de Salmonella en células no fagociticas,
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fue detectado en la mayoria de las cepas (85%, Tabla 4). Estos resultados son concordantes
con los resultados obtenidos por diversos autores, quienes detectaron el gen en un alto
porcentaje de cepas provenientes de diversos origenes, como Skyberg et al., 2006, quienes
detectaron el gen en el 99% de cepas provenientes de aves de corral, Dione et al., 2011, en
el 94,1% de cepas provenientes de aislados clinicos humanos y alimentos, Hur et al., 2011,
en el 96% de cepas aisladas desde lechones con diarrea y Krawiec et al., 2015, en el 94%

de cepas aisladas desde aves silvestres.

Cabe mencionar que existen proteinas efectoras con funcién homéloga a la realizada
por la proteina SopB, como son las proteinas SopE y SopE2, por lo que en teoria, las cepas
que no presenten el gen sopB, no verian afectada su capacidad invasiva, siempre y cuando
sean capaces de expresar las proteinas efectoras SopE y SopE2. Asi lo sefialan algunos
estudios en que se ha analizado la capacidad invasiva de Salmonella en cepas en que se ha
mutado el gen sopB, como es el caso de Reis et al., 2003, quienes analizaron la capacidad
invasiva en un modelo animal bovino, logrando evidenciar que las cepas mantenian la
misma capacidad invasiva que las cepas que no presentaban mutacion en el gen sopB.
Resultado similar obtuvieron Hapfelmeier et al., 2004, en un modelo de raton, logrando

apreciar que la capacidad invasiva de Salmonella se mantenia.

La baja deteccion del gen orgA (47%, Tabla 4) difiere de los resultados obtenidos por
otros autores, quienes lograron detectar el gen en el 100% de cepas aisladas desde aves de
corral, huevos, mariscos, muestras ambientales y aislados clinicos humanos (Skyberg et al.,
2006; Akiyama et al., 2011; Han et al., 2013). Al no existir proteinas con funcién
homdloga a la realizada por la proteina OrgA, hace suponer que las cepas que no presentan
este gen si verian disminuida su capacidad invasiva. Esto fue demostrado por Penheiter et
al., (1997), con la cepa S. Typhimurium orgA :: Tn5lacZY (gen orgA mutado). En este
estudio, se observo que las cepas eran no invasivas y disminuia su virulencia en ratones. De
una forma similar, Klein et al., (2000), estudiaron la invasividad de cepas de Salmonella
con el gen orgA mutado en células HEp-2, observando que la invasion se reducia en 100

veces comparado con la cepa salvaje de S. Typhimurium SL1344.

Los resultados obtenidos en este estudio con respecto al gen hilA (100%, Tabla 4),

coinciden con los resultados obtenidos por otros autores, quienes lograron detectar el gen
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hilA en el 100% de cepas de Salmonella aisladas de diversos origenes, como aves de corral
y de aislados clinicos humanos (Sanchez et al., 2010; Craciunas et al., 2010; Borges et al.,
2013). Cabe mencionar que al ser un activador transcripcional de la IP uno de Salmonella,
una deleciéon del gen seria equivalente a la delecion completa de la isla, afectando el
desarrollo del proceso infectivo global. Esta situacion fue evidenciada en los estudios de
Madadi et al. (2014) y Shuang et al. (2015), quienes observaron disminucién de la invasion
de S. Enteritidis, con el gen hilA mutado, en aves de corral y en células Caco-2

respectivamente

En el caso del gen sipB, que tiene relacion directa en la induccién de la migracion
transepitelial, sin embargo la forma especifica en que realiza esto no es conocida, se ha
descrito que podria ser parte de un complejo formado entre las proteinas SipB y SipC, el
cual actuaria como proteina translocadora, permitiendo de esta forma, inyectar proteinas
efectoras directamente al interior del citosol de la célula atacada. Una funcién conocida es
la activacion de la apoptosis en macrofagos, a través de la activacion de la via de la
caspasa-1. En este estudio se logro detectar el gen sipB en casi la totalidad de las cepas
(97%, Tabla 4), similar a lo obtenido por Skyberg et al. (2006), en muestras provenientes
de aves y Akiyama et al. (2011), en muestras provenientes de alimentos, muestras
ambientales y clinicas humanas. Las cepas que no presenten el gen sipB 0 que no sean
capaces de formar el complejo entre SipB y SipC, seran defectuosas en el proceso de
ingreso a las células, disminuyendo con ello la virulencia de las cepas, como lo demostr6
Sebenzile et al. (2013).

El bajo porcentaje de cepas sopE positivas (23%, Tabla 4) es similar a lo obtenido por
otros autores, como Dione et al. (2011), quienes detectaron el gen en el 33% de cepas de
Salmonella no tifoideas, aisladas desde menores de edad, animales y productos
alimenticios, sin embargo existe diferencia con lo observado por Elemfareji y Thong
(2013), donde el gen logro ser detectado en el 98% de cepas de Salmonella no tifoideas y
en el 100% de cepas de Salmonella tifoideas provenientes de distintas regiones geograficas.
En el caso particular de los reptiles, se encuentra el trabajo realizado por Pasmans et al.
(2005), en el que se comparo los perfiles genotipicos de virulencia de cepas de Salmonella

aisladas desde humanos y lagartos de vida silvestre, encontrando que el 17% de las cepas
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aisladas desde humanos presentaba el gen sopE, mientras que en el caso de las cepas
aisladas desde los reptiles se logré detectar el gen en el 24% de las cepas, valor muy
cercano a lo obtenido en este estudio. En las cepas que no presentan el gen sopE se podria
inferir que serian cepas menos virulentas, y también que generarian cuadros clinicos con
diarreas de menor intensidad en comparacion a cepas que si presenten el gen, segln lo

observado por Zhang et al. (2002).

Aunque estos genes son ampliamente estudiados en animales de produccion y seres
humanos, son escasos los estudios realizados en animales exoticos, por lo que resulta
interesante caracterizarlos pudiendo con ello obtener resultados de gran utilidad para
futuras investigaciones epidemioldgicas y clinicas. Cabe destacar, que este es el primer
estudio de caracterizacion de perfiles genéticos de virulencia, en cepas de Salmonella
aisladas desde reptiles en cautiverio, realizado en Chile, aportando informacion relevante
sobre las caracteristicas de este género bacteriano que se encuentra ampliamente distribuido

en la naturaleza.
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CONCLUSION

Segun los resultados obtenidos en este estudio, se puede evidenciar que las cepas de
Salmonella aisladas de estos reptiles, presentan algunos de los genes que codifican factores
de virulencia asociados a la migracion transepitelial, ubicados en la isla de patogenicidad

uno y cinco, siendo un potencial riesgo para la comunidad.
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ANEXO 1

Reptiles en cautiverio de la Region Metropolitana positivos a Salmonella spp segun
especie animal (Sobarzo, 2004).

NUMERO DE
ESPECIE ANIMAL ANIMALES POSITIVOS

Orden Testudines
Trachemys scripta
Geochelone chilensis
Geochelone denticulata
Chelus fimbnatus

Piatemys platicephala

| N =] W=
W N O N =

Chelydra serpentina
Total (%) 22 (100%:) 9 (40,9%)

Orden Squamata
Sub Orden Sauria
Tiliqua scincoides

Varanus exanthematicus

Pogona vitticeps

Tupinambis mennse

Tupinambis rufescens

Tupinambis teguixin

fguana iguana
Callopistes paliums
Callopistes spp.
Total (%) 43 (100%) 32 (74,4%)
Sub Orden Ophidia
Philodryas baroni

ol wl B mf o & 2f | =

Philodryas chamisoni

Philodryas chilena
Phyton molurus
Philodryas triineatus

Phyton regius

Boa occidentalis

Boa constrictor
Epicrates Cenchria
Hydrodynastes gigas
Elaphe obsoleta
Lampropeitis getula
Total (%) 30 (100%) 17 (54,8%)

M R W = | W N W =] =) O
=l Ql W ol unl NN O = o O W

Orden Crocodylia
Caiman crocodylus 1 0
Total (%2) 1(100%) 0(0%)

TOTAL REPTILES 96 (100%) 58 (60,4%)
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ANEXO 2

Tabla 4: Resultados de deteccion de genes de virulencia en cepas de Salmonella asiladas

de reptiles en cautiverio.

Cepas | sopB orgA | hilA | sipB | sopE | Cepas | sopB | orgA | hilA | sipB | sopE
3 + + + 24 + + + +
5 + + + 26 + + + - -
6 + + + + 29 + + + + -
9 + + + + 30 + + + + -
10 + + + 31 + + + -
11 + + 33 + + + +
12 + + + 35 + + + -
13 + + + 36 + + + -
14 + + + + 37 + + + -
15 + + 38 + + + -
16 + + + 39 + + -
18 + + + + 40 + + + + -
19 + + + + 42 + + + + -
20 + + + + 43 + + + + -
21 + + + + 46 + + + + -
22 + + + + + 47 + + + + -
23 + + + + + 48 + + + + -
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