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Resumen

La enfermedad infecciosa causada por Salnonella spp., se denomina salmonelosis, que es una de
las enfermedades transmitidas por los alimentos mas comunes. El aislamiento e identificacion
de Salmonella se basa el esquema de Kaufmann-White, y estd compuesto por reacciones
serologicas que usan anticuerpos contra las aglutininas de LPS, que se demora varios dias para
obtener los resultados. En este trabajo se ha implementado el método de genotipificaciéon por
PCR multiple de 46 aislados de S. enterica aisladas de cerdos desde 5 planteles comerciales. Este
método consiste en dos reacciones de cinco pares de partidores y una reacciéon de dos pares,
basada en seis loci genéticos de S. enterica serovar Typhimurium y cuatro loci de S. enterica
serovar Typhi. Como resultado, se determinaron 20 genotipos distintos que se relacionaron al
origen de las cepas. Ademas se determind la frecuencia relativa de los genes de virulencia sprC
(54%); pagK (96%); sirA (96%); gipA(63%); SENT417(37%); prot6e(0%) y pefA(80%) formando
12 pertfiles genéticos y la frecuencia de genes asociados a resistencia antimicrobiana %e£4(85%);
tetB(7%);  tetG(O0%);  blaPSE-10%);  blaTEM(72%);  blaCMY (0%);  aadB(0%) y  aacC(0%),
constituyendo en total de 6 perfiles. Se construyé la matriz de datos para determinar la
diversidad de estas cepas en base a perfiles genéticos asociados a virulencia y resistencia
antimicrobiana, en donde se determiné 22 combinaciones o virulotipos distintos, los cuales se
agruparon en 2 clusteres relacionados principalmente al origen de las muestras, confirmando
asf la hipotesis de circulacion de maltiples cepas al interior de estos planteles, lo que representa
una amenaza para el estatus sanitario de los animales y para la salud publica por su efecto en la

inocuidad alimentaria.

Palabras claves: Genotipificacion; Salmonella enterica; Virulotipos; Cerdos



Abstract

The infectious disease caused by Salmonella spp., is called salmonellosis, which is a disease
transmitted by the most common foods. The isolation and identification of Salmonella is based
on the Kaufmann-White scheme, and is composed of serological reactions using antibodies
against LPS agglutinins, which lasts several days to obtain the results. In this work, the PCR-
based genotyping method has been implemented to analyze 46 S. enterica isolates from pigs
belonging to 5 commercial establishments. This method consists of two reactions of five pairs
of primers and a two-pair reaction, based on six genetic loci of . enferica serovar Typhimurium
and four loci of . enterica serovar Typhi. As a result, 20 different genotypes were determined
that maintained great closeness between them and their origin. In addition, the relative
frequency of virulence genes was determined sprC (54%); pagK (96%); sirA (96%); gipA (63%);
SENT417 (37%); prot6e (0%) and pefA (80%) forming 12 genetic profiles and the frequency of
genes associated with antimicrobial resistance fe£A (85%); tetB (7%); tetG (0%); blaPSE-1 (0%0);
bldTEM (72%0); blaCMY (0%); aadB (0%) and aacC (0%), constituting a total of 6 profiles. The
data matrix was constructed to determine the diversity of these strains based on genetic
profiles associated with virulence and antimicrobial resistance, where 22 different
combinations or virulotypes were determined, which were grouped into 2 clusters related
mainly to the origin of the samples. These results confirm the working hypothesis of
circulation of multiple strains within these farms, which represents a threat to the sanitary

status of animals and public health due to its effect on food safety.

Keywords: Genotyping; Salmonella enterica; Virulotypes; Pigs



I. INTRODUCION

Los miembros del género Salmonella estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, actuando
como comensales y patdégenos en el tracto gastrointestinal de mamiferos domésticos y salvajes,
reptiles, aves e insectos, causando un amplio espectro de enfermedades en sus hospederos,
considerandose como la principal enterobacteria de importancia en salud publica (Cubillos,

2009).

La infeccién causada por estas bacterias recibe el término salmonelosis, enfermedad que se
puede manifestar como dos procesos patologicos diferentes, la gastroenteritis y la fiebre
tifoidea (Méndez ez al., 2011), constituyendo un importante problema de salud publica a nivel
mundial. (Tirado ezal, 2009). La gastroenteritis se transmite al ser humano a través de
alimentos contaminados y es la forma clinica mas importante. Se caracteriza por sintomas
como dolor abdominal, malestar general, vomito, diarrea y en algunos casos fiebre, habiendo

mayor mortalidad a los pacientes adultos inmunocomprometidos (Méndez ¢z al., 2011).

La fiebre entérica, mas conocida como fiebre tifoidea, es el segundo proceso patoldgico que se
caracteriza por ser un cuadro febril sistémico cuyos agentes etioldgicos son S. Typhi y .
Paratyphi, donde el ser humano se comporta como unico hospedero (Méndez e7 al., 2011), y
sigue siendo un problema importante de salud publica, especialmente en los pafses en
desarrollo en donde se reporta mas de 20 millones de casos en cada afio, lo que resulta en mas

de 400.000 muertes (Deng ez al., 2014).

La salmonelosis no tifoidea, es igualmente una enfermedad zoondtica de preocupacion a nivel
mundial, habiendo una gran variedad de animales actuando como reservorios del patégeno

(Samiullah, 2013).

La contaminacién microbiana de frutas y hortalizas frescas, agua de riego y suelo de cultivo,
son consideradas las principales fuentes que ocasionan la pérdida de la inocuidad de alimentos,
siendo la deteccion de coliformes fecales y Escherichia coli, 1a forma comun y ademads autorizada
para verificar la ausencia de contaminacion de origen fecal, ya que un nimero elevado de estas
bacterias indicadoras sugiere la presencia de patégenos especificos, como Salmonella o patotipos

de E. coli (Lopez Cuevas ef al., 2009).



El factor principal en el éxito de Salmonella como un patégeno practicamente universal es su
capacidad de adaptarse a casi cualquier tipo de hospedero (IDEXX 2010) entre ellos, animales

domésticos como aves de corral, porcinos, bovinos y animales silvestres (Fresno ef al., 2013).

II. REVISION BIBLIOGRAFICA

La familia Enterobacteriaceae pertenece al orden Enterobacteriales (Cubillos, 2009) y esta
compuesta por los principales microorganismos implicados en las enfermedades transmitidas
por alimentos (Méndez ez al., 2011). Esta conformada por 41 géneros y mas de 100 especies,

aunque menos de la mitad tienen interés desde el punto de vista veterinario (Cubillos, 2009).

En esta familia se encuentra el género Salmonella, caracterizado por ser bacilos Gram negativos,
anaerobios facultativos, que utilizan citrato como unica fuente de carbono y poseen

metabolismo de tipo oxidativo y fermentativo (Méndez ez a/., 2011).

S. enterica esta compuesta por 6 subespecies (Tabla 1), siendo la subespecie enterica la que se aisla
con mayor frecuencia en el humano y los animales de sangre caliente (Gil-Setas ef a/., 2002). Su
principal sitio de infeccion es el tracto intestinal, y puede ademas formar parte de la flora
normal de reptiles y anfibios. Dentro de la especie . enterica, se han descrito mas de 2500
serotipos, siendo algunas especie-especifico, aunque la mayoria tiene un amplio rango de

hospederos (Fresno & Retamal, 2011).

Los serotipos de Salmonella mas frecuentes a nivel mundial son . enterica serovar Enteritidis y S.
enterica serovar Typhimurium (24,1% y 6,6% de los brotes atribuidos a estos serotipos
respectivamente); ubicandose asi como el principal microorganismo bacteriano implicado
(46,9%) dentro del espectro de las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA), gracias
a su extraordinaria capacidad de colonizaciéon y adaptacion a diversos hospederos animales,

donde las aves cumplen un papel protagénico (Méndez e# al., 2011).



Tabla 1. Subespecies de Salmonella enterica (Grimont & Weill, 2007)

I S. enterica subespecie enterica
II S. enterica subespecie salamae
Ila | S. enterica subespecie arizona
IIb | 8. enterica subespecie diarizonae
IV | 8. enterica subespecie houtenae
VI | S. enterica subespecie indica

En conjunto, estos serotipos producen una gran variedad de infecciones, que van desde
gastroenteritis auto limitantes, hasta enfermedades sistémicas severas (Fresno & Retamal,

2011).

La gastroenteritis por Salmonella es una zoonosis que se transmite por la ingestion de alimentos,
agua o fémites contaminados por las heces de un animal o persona infectados y constituye una
pandemia de distribucion mundial, afectando a personas de cualquier edad, pero con mayor

incidencia en lactantes y nifios (Gil-Setas ¢ a/., 2002).

Habitualmente la salmonelosis cursa como un proceso auto limitado, pero también existen
casos graves que pueden requerir hospitalizaciones y en los que la instauraciéon de un
tratamiento antimicrobiano adecuado es primordial para la recuperacioén del paciente (Tirado

et al., 2009).

2.1.  Serotipificacion

La serotipificaciéon constituye un importante complemento de la identificacion bioquimica y
desde el punto de vista epidemiolégico que permite determinar la prevalencia de una
serovariedad en distintas zonas geograficas, siendo también de utilidad para el estudio de
brotes y para conocer la fuente de infecciéon y las vias de transmisiéon (Cubillos, 2009). El
método tradicional de serotipificaciéon se basa en el esquema de Kauffmann-White, que
consiste en la caracterizacion, por aglutinacion de los antigenos somaticos O, de los antigenos
flagelares H y del antigeno capsular Vi, habiéndose descrito mas de 2.500 serotipos (ISPCH,
2014).



Los serotipos pueden a su vez dividirse en los que se denominan fagotipos. La fagotipificacion
fue muy utilizada para la tipificacion de Salmonella y consiste en estudiar la sensibilidad o
resistencia de las cepas a una serie de virus bacteridfagos seleccionados, capaces de infectar y

lisar las bacterias (De Toro, Maria Hernando Torres & Saenz, 2013).

Actualmente existen técnicas de biologfa molecular mediante sondas de DNA capaces de
identificar los serotipos mas frecuentes de Salmonella que se pueden encontrar en aislados
clinicos y de animales; sin embargo, la serotipificaciéon con anticuerpos frente a los distintos
antigenos es la técnica que se sigue utilizando habitualmente, aunque generalmente esta

restringida a centros de referencia (De Toro; Marfa Hernando Torres & Saenz, 2013).

La caracterizacién molecular es util en muchos casos para diferenciar cepas bacterianas ya sea
mediante electroforesis en agarosa convencional o electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE). Ambas presentan un enorme poder resolutivo para grandes moléculas de DNA,

incluyendo fragmentos de genomas bacterianos (Lopez, 2010).

En contraste, la genotipificacion de S. enterica por PCR multiple es un método bastante mas
simple y econémico, que consiste en dos reacciones de cinco pares de partidores y una
reaccién de dos pares, basada en seis loci genéticos de Salmonella enterica serovar Typhimurium
y cuatro loci de S. enterica serovar Typhi (Beaubrun efal, 2012). Este método permite

discriminar aislados provenientes de distintos serotipos.

2.2, Genes de virulencia

Existen mas de 2500 serovariedades de S. enterica conocidas, dentro de las cuales, puede haber

distintas cepas que difieren en el grado de virulencia (CESPH, 2006)

Para el desarrollo de una enfermedad bacteriana es necesaria la localizacion de 1a bacteria en un
ambiente adecuado para su establecimiento, replicaciéon y expresion de sus factores de
virulencia. Dentro de los pasos que se presentan en el proceso infeccioso se pueden
mencionar: adhesion, invasion, replicacion, resistencia a los mecanismos de defensa y dano al

hospedero (Ochoa & Rodriguez, 2005).

Los mecanismos moleculares de patogenicidad utilizados por Salmonella involucran una gran



cantidad de genes, generalmente agrupados en regiones denominadas islas genémicas que
pueden contribuir directamente a la virulencia del patégeno u otorgar nuevas caracteristicas
que le permitan cursar un ciclo infectivo exitoso (Valenzuela, 2009). Estos segmentos genéticos
vinculados a funciones de virulencia, se conocen como islas de patogenicidad (SPI, de inglés

Salmonella pathogenicity island).

Actualmente se sabe que Sa/monella cuenta con mas de 20 SPI, aunque cinco de ellas son
compartidos por todos los serotipos de la especie. Varios genes involucrados en la invasion,
apoptosis de macrofagos y activacion de cascadas de fosforilacion se encuentran en la isla de
patogenicidad 1 (SPI-1). Los genes localizados en las islas SPI-2 y SPI-3 regulan la
supervivencia y replicacion bacteriana en los compartimientos intracelulares de fagocitos y
células epiteliales. La isla SPI-4 codifica un sistema de secrecion tipo 1y se cree que participa
en la adaptacién en ambientes intracelulares. Finalmente la isla SPI-5 codifica para factores
involucrados en la secrecion fluida y reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal. Debido a
una regulacion coordinada y precisa de los genes de virulencia Salnonella spp. logra adaptarse a
cambios ambientales que se le presentan durante el proceso infeccioso (Ochoa & Rodriguez,

2005).

Los genes de virulencia asociados con la patogénesis de Salmonella estan ampliamente
distribuidos y su presencia en Salmonella, en particular los plasmidos, estan implicados en

infecciones graves y es un problema de salud publica (Wannaprasat e a/., 2011).

Estudios previos indican que la asociaciéon de genes de virulencia y de resistencia a los
antimicrobianos en cepas clonalmente relacionadas plantea la conveniencia de vigilar su
evolucién y establecer los reservorios y las vias de propagaciéon que podtrian explicar su

aparicion en aislados clinicos (De Toro ez al., 2014).

2.3. Resistencia a los antimicrobianos

A nivel mundial existe un problema creciente de infecciones bacterianas de dificil tratamiento
debido a la resistencia a los antibiéticos, causada por el uso inadecuado y masivo de ellos, tanto

en medicina humana como veterinaria (Lopez, 2010).



En estudio previos, se ha determinado la transferencia zz vitro de resistencia antibidtica entre
miembros comensales y patogénicos del grupo Enterobacteriaceae en fleo de porcino,
demostrando que el material genético que confiere resistencia es absolutamente transmisible
entre cepas de E. coli y Salmonella spp. claramente, los miembros de este grupo de bacterias
fueron capaces de intercambiar genes dentro de la micro flora intestinal de cerdo aumentando

el riesgo de una posible falla en la terapia veterinaria (Vargas, 2008).

Algunos autores describen que la resistencia a los antimicrobianos considerados clasicamente
de eleccién para el tratamiento se estd incrementando. Ademas, la proporcion de aislados de
Salmonella spp. con susceptibilidad disminuida a fluoroquinolonas ha aumentado en muchos
paises(Tirado ez al, 2009). El alto porcentaje de S. enterica multiresistentes detectada en
humanos, especialmente asociado a S. enterica serovar Typhimurium, dificulta la eleccion de
alternativas seguras para el tratamiento empirico de infecciones graves ocasionadas por
Salmonella y precisa estudios epidemiologicos continuos que permitan vigilar la evolucion de la

resistencia y la aparicion de clones que aunan resistencia y virulencia (De Toro ez al., 2014).

2. 4. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos.

Los mecanismos principales de resistencia a los antimicrobianos son la destrucciéon e
inactivacion de la droga, modificacién del sitio blanco, exclusion intrinseca y eflujo activo de la
droga (Vargas, 2008). A nivel molecular, la resistencia es mediada por mutaciones puntuales a
nivel cromosémico o transferencia horizontal de material genético entre especies relacionadas
o diferentes, facilitada por algunos elementos genéticos tales como los integrones (Mosquito

et al., 2011).

Frente a las drogas, las bacterias han desarrollado sus propios mecanismos de defensa, como:
presencia de enzimas especificas que modifican o inactivan el antibiético, superproduccion de
la diana de accién del antibidtico, modificacién de la diana celular o sintesis de una diana
alternativa, expulsién del antibidtico al exterior celular mediante bombas de expulsion activa,

alteracion de la permeabilidad de membrana por pérdida de funcionalidad de porinas, lo que



restringe el acceso del antibiético a la diana bacteriana (De Toro; Maria Hernando Torres &

Saenz, 2013).

2.5. Reservorios

Se han encontrado cepas de Salmonella spp., en todas las especies de mamiferos, aves, reptiles y
anfibios investigados, peces e invertebrados también pueden infectarse. Las infecciones

prevalecen en las aves de corral, los porcinos y reptiles (CESPH, 2000).

En cuanto a las aves comerciales, S. enterica serovar Enteritidis produce infecciones intestinales
asintomaticas, aunque también se describen brotes agudos de enfermedad clinica y altos niveles
de mortalidad en pollos menores de dos semanas. Los huevos son infectados por la via

transovarica y por contaminacion externa de la cascara (Fresno & Retamal, 2011).

2.6. Cerdos como reservorios de Salmonella

Los cerdos son muy susceptibles a la salmonelosis, la cual puede ser causada por un amplio
numero de serotipos, pero predominantemente por S. Cholerae Suis y §. Typhimurium, siendo
S. Cholerae Suis altamente especifica para los porcinos; sin embargo se ha podido aislar desde

otros hospederos, incluyendo al ser humano (Castro, 1981).

En los cerdos, Salmonella spp. tiene como via de infeccién la ingestion de alimentos
contaminados, el contacto directo oro-fecal con portadores y agua contaminada, dando lugar
asf a la salmonelosis porcina (Hernandez et al., 2011). Estas cepas, pueden infectar desde los
cerdos recién destetados hasta los mayores de 5 meses. S. Cholera Suis tiende a producir casos

septicémicos y S. Typhimurium, casos entéricos (Cresa, 2008).

La transmision de Salmonella a las personas se suele originar a través de la contaminacion de la

carne de cerdo por determinados serotipos; en un alto porcentaje de casos esta contaminacion



ocurre en la linea de sacrificio o faenado donde el procesamiento de las canales constituye el
principal factor de riesgo para que penetre en la cadena alimentaria, habiendo igualmente la
posibilidad de infecciéon cerdo-persona asociados al contacto directo con animales infectados

en granjas o con canales contaminadas (Marquez, 2013).

2.7. La salmonelosis en Chile

La salmonelosis constituye un serio problema en el ambito social, econémico y de salud
publica y se contrae generalmente por la via fecal-oral en nifios, contacto con animales
infectados, incluidos los domésticos como perros y gatos y por el consumo de alimentos
contaminados de origen animal crudos o insuficientemente cocidos, principalmente carnes,

aves, huevos y leche (ISPCH, 2010).

Segun reportes de vigilancia epidemiolégica del Ministerio de Salud, la §. Typhi representd
hasta el afio 1993 el serotipo identificado mas frecuentemente por el ISP. Durante el ano 1994
es remplazado por S. enterica serovar Enteritidis, cambio que se ha mantenido invariante.
Durante el ano 2010, S. Enteritidis acumulé un total de 1.769 casos, que corresponde a un
64,8% de todas las cepas de Salmonella aisladas desde personas. Este porcentaje es similar al
reportado durante el afio 1998, el cual, correspondié a un 69% del total de casos confirmados
para este mismo serotipo (ISPCH, 2010). En el periodo de 2009-2014, segun el informe del
ISP, el 65,3% (10.584/16.214) de las cepas confirmadas correspondié a S. Enteritidis, el 12,7%
(2.064/16.214) a §. Typhimurium, el 2,2% (364/16.214) a S. Typhi y el 2,0% (328/16.214) a S.
Paratyphi B ISPCH, 2014).

La expansion epidemioldgica de S. Enteritidis en Chile (Fica e al., 2001), es consecuencia del
desarrollo que ha tenido la industria de los alimentos, y su persistencia en el mediano plazo

asegurada por la ausencia de un programa efectivo de control y prevencion.

En la actualidad, §. Enteritidis representa la causa mayoritaria de salmonelosis asociada a
alimentos a nivel mundial y es el serovar de Salmonella aislado con mayor frecuencia en Chile
(Silva, 2009). Estudios realizados en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de FAVET,

sugieren que esta bacteria se encuentra ampliamente diseminada en la naturaleza, siendo



detectada en diversas especies de aves y mamiferos, tanto silvestres como en cautiverio en
Chile (Fresno eral, 2013). Algunas de estas cepas provenientes de distintos hospederos,

incluyendo aislados de seres humanos, estan filogenéticamente relacionadas (Toro ef al., 2010).



Hipotesis:

Aislados de Salmonella enterica desde cerdos de planteles comerciales de las Regiones de
Valparaiso y O’Higgins de Chile, poseen diversos genotipos, perfiles de resistencia
antimicrobiana y virulotipos, que sugieren la circulacién de multiples cepas al interior de este

plantel.

Objetivo General:

Caracterizar genéticamente cepas de Salmonella enterica aislada de planteles porcinos de las

Regiones de Valparafso y O’Higgins de Chile

Objetivo especifico:

- Tipificar genéticamente cepas de S. enterica aisladas desde planteles porcinos.

- Determinar la presencia de genes de virulencia en estas cepas

- Determinar la presencia de genes de resistencia antimicrobiana en estas cepas.

- Determinar la diversidad de cepas de S. enterica aisladas desde cerdos en base a perfiles

genéticos asociados a virulencia y resistencia antimicrobiana.



III. MATERIALESY METODOS

3.1. Muestras

3.1.1. Aislamiento Bacteriolégico
En este estudio se analizaron un total de 46 cepas previamente aisladas, entre Enero y Marzo
2016, desde 150 muestras de linfonodos mesentéricos de cerdos obtenidos durante su
faenamiento. Estos animales provinieron de 5 planteles porcinos de la misma empresa, 2 de
ellos ubicados en la Region de Valparafso y 3 en la Region de O "Higgins. Las cepas bacterianas
se mantuvieron congeladas a -80°C en el sistema Microbank®, en el Laboratorio de Inocuidad

de los Alimentos.

También se analizaron cepas de S. enterica ser. Havana (SPP21 Y SPP49), Derby (SPP23),
Infantis (SPP29), Heidelberg (SPP31; SPP40; SPP41 y SPP47), Agona (SPP33; SPP39a),
Anatum (SPP48), Enteritidis (SPP50; SPP51 y SPP52) y Brandeburg (SPP84), previamente
serotipificadas en el ISP y mantenidas en el cepario del Laboratorio de Enfermedades

Infecciosas de FAVET.

Para su crecimiento, las cepas se cultivaron en medio BHI (triptona 1%, extracto de levadura
0,5% y NaCl 0,5%) y se incubaron a 37°C por 18-20 horas. Luego, se extrajeron el DNA de las
cepas utilizando el método comercial de extracciéon por columnas Gen]ET Genomic DNA
Purification Kit® #K0721, #K0722 (Thermo Scientific), mediante el protocolo descrito por el

fabricante.

3.2.  Objetivo especifico 1: Tipificaciéon Genotipica

Se realiz6 un protocolo de PCR multiple, que a través de la generaciéon de patrones de bandas
de secuencias amplificadas, es capaz de discriminar entre distintos serotipos de S. enterica
(Beaubrun efal, 2012). Una cepa representante de cada genotipo identificado fue

posteriormente serotipificada segin el esquema de Kauffmann-White en el ISP.

Para la genotipificacion se utilizaron 12 blancos genéticos, que se amplificaron en 3 reacciones



de PCR multiple, dos de ellas de cinco secuencias y una reacciéon de dos secuencias. Los

partidores para cada una de las reacciones se describen en la tabla 2. I.a mezcla de la reaccién y

los parametros de amplificacion se describen en las tablas 3 y 4.

Tabla 2. Partidores utilizados en la tipificacion genética de las cepas de S. enterica (Beaubrun et al.,

2012)
Tamano del Patron de
producto amplificacién

(pb)
Reaccion 1
STMOTI6E STMO716R - A
AACCGCTGCTTAATCCTGATGG TCGCCCTGAGCCAGCTTTT
STMI350F STM1350R o .
TCAAAATTACCGGGCGEA TTTTAAGACTACATACGCGCATGAA
STMOS39F STMO839R -
TCCAGTATGAAACAGGCAACGTGT GCGACGEATTGTTCGATTGAT c
STM4525F STM4525R "
TGGOGGCAGAAGCGATG CTTCATTCAGCAACTGACGCTGAG D
STMA538F STM4538R ”
TGGTCACCGCGCGTGAT CGAACGCCAGGTTCATTIGT E
Reaccion 2
STY0311 STY0312 301 F
TGGTATGGTTAAGCGGAGAATGG GAGAGTCATAGCCCACACCAAAG
STY0346 STY0347 G
GGCTGGAGCAGCCTTACAAAA AAGAGTTGCCTGGCTGGTAAAA 262
STY2299 STY2300
AATCCCCCCCCCTCAAAAA GGTACACGTTTACTGTTTGCTGGA 220 H
STMB3845F STM3845R
ATATCTCATCGTCTCCTTTTCGTGT GAAGGTCCGGATAGGCATTCT 181 .
STY2349F STY2349R
AATTACGGAGCAGCAGATCGAGG TGCGGCCAGCTGTTCAAAA 124 ]
Reaccion 3
PT4F PT4R
GGCGATATATAAGTACGACCATCATGG  GCACGCGGCACAGTTAAAA 225 K
STM2150F STM2150R
CATAACCCGCCTCGACCTCAT AGATGTCGTGAGAAGCGGTGG 101 L




Tabla 3. Composicion de las reacciones de PCR multiple

Reacciones 1y 2 ne Reaccién 3 ne
Buffer 10x 1,25 Buffer 10x 1,25
MgCl 0,34 MgCl 0,25
dNTPs 0,25 dNTPs 0,25
Mezcla de partidores 0,25 Mezcla de partidores 2,5
Taq pol 0,065 Taq pol 0,065
templado 0,5 Templado 0,5
H20 3,845 H20 7,685
Total 12,5 Total 12,5

Tabla 4. Condiciones de amplificacién para las reacciones de PCR multiple

Reacciones 1y 2 Reaccion 3

T° Tiempo | N°ciclos | T° Tiempo | N° ciclos
94 5 min 1 94 5 min 1

94 30 seg 94 30 seg

60 30 seg 40 65 30 seg 40

72 1 min 72 1 min

72 5 min 1 72 5 min 1




3.3.  Obijetivo especifico 2: Determinacion de genes de virulencia

Los genes a detectar en el estudio tienen una presencia variable entre cepas de S. enterica
(Huehn ez al., 2010; Pan et al., 2009), los que se describen en la tabla 5. I.as concentraciones y
tiempos de incubacién de la reaccion de PCR para estos genes se describen en las tablas 6 y 7.
Como controles positivos se utilizaron cepas de S. Enteritidis pertenecientes al cepario del
laboratorio de Enfermedades Infecciosas, cuyos perfiles de genes de virulencia fueron
previamente determinados (Fresno ez a/, 2013). Como controles negativos se utilizaron
mezclas de reaccion sin templado. Posteriormente, se realizé electroforesis en gel agarosa al
2% vy tincién con Bromuro de Etidio para la visualizacion de los amplificados en el

transiluminador UV “BioSens SC750”.

Tabla 5. Genes, su funcion y los respectivos partidores

Target Function* Primer Sequence (57-3") Product (bp) Reference
D cctgtgacctgaccacttetg

pefA Y 418 Huenbh ez al, 2010
R gtaagccactgcgaaagatg
D ctecttgeacaaccaaatgeg

sppC v 570 Huenh ¢z al,, 2010
R tgtctetgeatttcaccaccate
D tgcgcctggtoacaaaact,

i v seaecsEs 8 313 Huenh ¢/ al,, 2010
R actgacttcccaggcetacagea
D acgactgagcagoctoa,

oA v sresreciastians 518 Huenh ¢ a/,, 2010
R ttggaaatggteacggtagac
D atcgctgectoatc

SEN1417 V sresTasts 670 Pan ¢t al, 2009
R ctgaccgtaatggega
D cctaaggttagtotoactctc

protée v geetnestiagists 579 Huenh ¢ a/,, 2010
R ctagcagecgttggtatce
D accatctteactatattctgete

pagK \Y 151 Huenbh ¢ al, 2009
R acctctacacattttaaaccaatc
D accttgagcacatcaagtct )

STY3676 A\ 347 Litrup ez al., 2010
R aaacaggttttcagggttct




Tabla 6. Condiciones PCR

T° (°C) Tiempo NP ciclos
94 5 min 1

94 40 seg

60 40 seg 35

72 60 seg

72 10 min 1

Tabla 7. Mezcla de la reaccién de PCR para la deteccion de genes de virulencia.

Reacciones 1y 2 ne Reaccién 3 ne
Buffer 10x 1,25 Buffer 10x 1,25
MgCl 0,34 MgCl 0,25
dNTPs 0,25 dNTPs 0,25
Mezcla de partidores 3,75 Mezcla de partidores 2,5
Taq pol 0,065 Taq pol 0,065
Templado 0,5 templado 0,5
H20 3,845 H20 7,685
Total 12,5 Total 12,5

3. 4. Objetivo especifico 3: Determinacion de genes de resistencia antimicrobiana

Se seleccionaron genes que codifican resistencia a tetraciclina (fe#(A), #etB) y tet(G)),
amoxicilina + acido clavulanico y ampicilina (blapg., blay, v blag,y), ceftiofur (blagyy),
gentamicina (aadB y aacC). Como controles positivos se utilizaron cepas de S. Enteritidis que
contienen estas secuencias, segun se determiné mediante secuenciamiento de sus genomas
completos (Toro et al., 2016). Como controles negativos se utilizaron mezclas de reaccion sin

templado. Los genes evaluados en este estudio y sus respectivos partidores se detallan en la

tabla 8.



Tabla 8. Genes asociados a resistencia antimicrobiana y caracteristicas de los partidores

Gen PCR Secuencia 5°-3” Producto (pb)  Tm (°C) Resistencia*  Referencia
tet(A) D Gectacatectgettgectte 210 56.2 TET (Ng et al,
1999)
R catagatcgccgtgaagagg 55.1
tet(B) D ttggttaggoocaagttttgy 659 53.5 TET (Ng et al,
1999)
R gtaatgggccaataacaccg 53.9
tet(G) D gcteggtggtatctetgete 468 57.3 TET (Ng et al.,
1999)
R agcaacagaatcgggaacac 55.5
blapg. , D tttggttccgegetatctg 131 55.5 AMC/AMP (Catlson
et al., 1999)
R tactccgagcaccaaatccg 57.0
blayyy, D geacgagtgoottacatcga 290 57.2 AMC/AMP  (Catlson e
al, 1999)
R ggtectecgategttgteag 57.5
blagyry D gacagectctctttctccaca 1000 56.4 AMC/AMP (Randall
et al., 2004)
R tggaacgaaggctacgta 52.9 EFT
aadB D gagcgaaatctgeegetetgg 319 60.8 CN (Randall  er
al., 2004)
R ctgttacaacggactggccgc 61.0
aacC D ggcgegatcaacgaatttatccga 489 59.7 CN (Lynne ¢t al.,
2008)
R ccattcgatgecgaaggaaacgat 59.7




* TET Tetraciclina, AMC Amoxicilina + Acido Clavulanico, AMP Ampicilina, EFT Ceftiofur, CN

Gentamicina.

Para la deteccion de los genes asociados con resistencia antimicrobiana se realizé un PCR

convencional, segin las condiciones de amplificacién indicadas en las Tablas 9 y 10.

Tabla 9. Mescla PCR convencional

Reacciones 1y 2 uL Reaccion 3 uL
Buffer 10x 1,25 Buffer 10x 1,25
MgCl 0,34 MgCl 0,25
dNTPs 0,25 dNTPs 0,25
Mezcla de partidores 3,75 Mezcla de partidores 2,5
Taq pol 0,065 Taq pol 0,065
templado 0,5 templado 0,5
H20 3,845 H20 7,685
Total 12,5 Total 12,5
Tabla 10. Condiciones PCR
T° (°C) Tiempo NF€ ciclos

94 5 min 1

94 30 seg

55 30 seg 35

72 50 seg

72 7 min 1




Posteriormente, se realizé electroforesis en gel de agarosa al 2% y tincién con Bromuro de

Etidio para la visualizacién de los amplificados en el transiluminador UV “BioSens SC750”".

3.5. Obijetivo especifico 4: Diversidad de cepas en base a perfiles genéticos

asociados a virulencia y resistencia antimicrobiana

Se analiz6 la diversidad de estas cepas, por la construcciéon de una matriz de registro de datos
con 406 filas (aislados) y 15 columnas (variables). Cada rasgo genético asociado a virulencia y a
resistencia antimicrobiana fue considerado una variable categérica, donde la presencia del gen

fue registrada con el nimero uno y su ausencia en cero.

Las similitudes o diferencias entre los perfiles genéticos se determiné mediante un analisis de
conglomerados del tipo jerarquico, utilizando el método de agrupamiento de encadenamiento

promedio (UPGMA) y el calculo de la distancia de Jaccard del programa estadistico Infostat®.

La presencia de asociaciéon entre los perfiles de genes de resistencia antimicrobiana y de
virulencia con respecto a los genotipos se determiné utilizando el estadistico de X* para datos

categorizados, mediante el uso de tablas de contingencia en el programa Infostat®.

3.6. BIOSEGURIDAD

S. enterica esta clasificada como un agente de riesgo intermedio de acuerdo al Manual de
Medidas de Bioseguridad CONICYT. Las medidas de contencién corresponden a un nivel de
aislamiento tipo II, y por este motivo se consideraron los siguientes aspectos de bioseguridad

en el proyecto:

e Transporte, manejo de las muestras y desarrollo de los analisis haciendo énfasis en los
estandares de bioseguridad descritos por los organismos de referencia nacional (SAG,

ISP) e internacional (OIE; OMS).



e Los protocolos se realizaron en Cabina de Bioseguridad Nivel ITA

e Hubo acceso restringido a las areas de laboratorio, sefializacion de peligro,
desinfectante, contenedores especiales para almacenamiento del material contaminado,
los cuales fueron aptos para uso en autoclave.

e FEn todos los laboratorios participantes, los residuos quimicos peligrosos fueron
almacenados en contenedores especiales hasta que una compafia especializada los

neutralizé y los elimind.

IV. RESULTADOS

4.1.  Tipificacién genética

La primera actividad realizada fue la tipificacion genética de cepas de S. enferica almacenadas en
el cepario del Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de FAVET vy serotipificadas segin el
esquema de Kauffmann-White en el ISP (Figura 1). Esta genotipificaciéon generd un patron
tipico de bandas mediante el ensayo de PCR-mdltiple (Beaubrun e @/, 2012). Se representa la
ausencia o presencia de genes especificos (Patréon de amplificaciéon) mediante un cédigo de

letras desde la A hasta la L (Figura 1y 2).



. . . . . L |Genotipo| Serovar
0,91 0,68 0,45 0,23 0,00
ABJL Agona
ABJL Agona
ABJL Agona
ADFL | Heidelberg
I ADFL | Heidelberg
ADFL | Heidelberg
| ADFL Heidelberg
AFK Infantis
AFK Infantis
BCEFHE | Enteritidis
BCEFHE | Enteritidis
— BCEFHE | Enteritidis
ACEFHJK | Anatum
BCFJL Derby
— ABFJK  |Brandeburg
T BCFK | Havama
BCFIK Havana

Figura 1. Dendograma de cepas de S. enterica aisladas de distintos hospederos (Fresno et al., 2013)

serotipificadas en el ISPCH y genotipificadas previamente. En cuadros negros se indica la presencia del

gen especifico (Patrén de amplificacién). Mediante el cédigo de letras (A hasta la L) se denota

el

genotipo. El dendograma se obtuvo utilizando el método de agrupamiento de encadenamiento

promedio (UPGMA) y el cilculo de la distancia de Jaccard mediante el programa estadistico Infostat®.

Luego, se tipificaron las cepas aisladas desde los planteles porcinos, las que se pudieron

agrupar en 20 genotipos (Figuras 2), cuyas frecuencias relativas se observan en la Figuras 3

(p>0,05). Los resultados de la serotipificacion en el ISP por el esquema de Kauffman-White,

demostraron que, aunque se hayan obtenido varios genotipos en cada uno de los planteles de

acuerdo al método de PCR Multiple, cada plantel comercial (PC) estuvo asociado

principalmente a un solo serotipo:

1. Salmonella Infantis en el PCl que presentd 5 genotipos: G1(ABGL); G2(ABF);

G8(ABHI); GI(BI) y G12(BCDGL);




2. Salmonella Typhimurium en el PC3 que present6 9 genotipos: G10(CDJL);
G13(ACDHIJ); G14BCHIL); GI15(ABCDHIL); G16(BCDHIL); G17(ACDHIL);
G18(CDHIL); G19(BCDIL) y G20(CDIL);

3. Salmonella Derby en el PC4, que presenté 4 genotipos: G3(ABCJL); G5(ABCEJL);
GG6(ABCE]) y G7(AC));

4. Salmonella Typhimurium en el PC5 con 2 genotipos: G4(BCEJL) y G15(ABCDHIL),
con la excepcion de las cepas Salmonella Grupo B (1, 4,12:-:-) presentes en los planteles
1: G11(BCDGIL) y 4: G6(ABCE)) y G7(AC]), cada una de ellas muy cercanas a los

serotipos de los respectivos planteles.

Determinacion de genes y perfiles de virulencia en estas cepas

La presencia de los genes de virulencia fue variable en los distintos genotipos, identificindose
12 combinaciones o perfiles genéticos (Tabla 11), con una distribucién variable entre
genotipos (p<0.01). En el analisis individual de los genes, sus frecuencias fluctuaron entre 0y
96% (Figura 4), y solo se determiné asociacion significativa con serotipos a la secuencia sprC

(p=<0,05).
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Figura 2. Dendograma de cepas de S. enterica aisladas desde cerdos. En cuadros negros se indica la

presencia de los genes especificos (Patrén de amplificacién) mediante un cédigo de letras desde la A

hasta la L. Para una mejor visualizacion, los 20 genotipos también se representan con la letra G seguido

de un numero de 1 al 20 seguido del serotipo y el plantel comercial de origen (PC1-5). El dendograma

se obtuvo utilizando el método de agrupamiento de encadenamiento promedio (UPGMA) y el cilculo

de la distancia de Jaccard mediante el programa estadistico Infostat®.
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Figura 3. Frecuencia relativa de los 20 genotipos identificados en las 46 cepas de Salmonella de este

estudio (p>0,05).

Tabla 11. Determinacién y distribucion de genes y perfiles de virulencia en cepas de Salmonella

aisladas desde cerdos.

Combinaciénde genes de Virulencia Perfiles Numero de
gprC  pagK  sird  gpA  SENI417  protGe  pefd de Virulencia cepas por Peril
0 0 1 0 0 0 1 0010001 2
0 1 0 0 0 0 0 0100000 1
0 1 1 0 0 0 0 0110000 6
0 1 1 0 0 0 1 0110001 3
0 1 1 1 0 0 1 0111001 5
0 1 1 1 1 0 1 0111101 4
1 1 0 0 0 0 1 1100001 1
1 1 1 0 0 0 0 1110000 1
1 1 1 0 0 0 1 1110001 3
1 1 1 1 0 0 1 1111001 7
1 1 1 1 1 0 0 1111100 1
1 1 1 1 1 0 1 1111101 12
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Figura 4. Frecuencia relativa de los genes de virulencia en estas cepas de Salmonella. Solo se determiné

asociacion significativa con genotipos a la secuencia prC (p=0,05).

1.1.  Determinacion de genes y perfiles de resistencia antimicrobiana

Se determiné la presencia de genes fezA, tetB, tetG, blaPSE-1, blaTEM y blaCMY (Tabla 12), asi
como sus frecuencias en las distintas cepas presentadas en la Figura 5. Con respecto a la
distribuciéon de la combinaciéon de genes de resistencia a los antimicrobianos, no hubo

asociacion significativa (p>0,05) de ningiin de estos genes en los distintos genotipos.



Tabla 11. Determinacion y distribucién de genes y perfiles de Resistencia antibidtica en cepas

de Salmonella
Combinacionde genes de Resistencia Antimicrobiana PEﬂ_ﬂes ) Niimero de
de Resistencia cepas por Perfil
tetA 1B retG  BlaPSE-1 blaTEM blaCMY  aadB  aaeC  Antimicrobiana
0 0 0 0 0 0 0 0 00000000 3
0 0 0 0 1 0 0 0 00001000 3
0 1 0 0 1 0 0 0 01001000 1
1 0 0 0 0 0 0 0 10000000 10
1 0 0 0 1 0 0 0 10001000 27
1 1 0 0 1 0 0 0 11001000 2
Total 6 46
. 8478
80 | 71,74
“ 6,52
10 1 ’- 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T T T ’\‘ T T T T 0 1
.@'& .@8’ N Qcﬁ) &Q}h (}16 q{&@ 2
v\'} b\‘} vx‘} B Frecuencias Relativas (%)

Figura 5. Frecuencia relativa de los genes de resistencia antibidtica en cepas de Salmonella. (p>0,05).



4. 4. Determinacion de la diversidad de cepas en base a perfiles genéticos asociados a

virulencia y resistencia antimicrobiana.

Se identificaron 22 patrones genéticos o virulotipos, en donde los mas prevalentes fueron M, P
vy R, pertenecientes al mismo serotipo §. Typhimurium (Figura 6). De los 46 aislados de
Salmonella analizados, se observaron 2 clasteres (A y B), y dentro del primero, varios sub-
claster. Al relacionarlos con el origen, los virulotipos oriundos del plantel comercial 1 (PC1) se
agrupan mas cercanamente con los del plantel 3 (PC3) y estos a su vez, se acercan a los del

Plantel 5 (PC5) y por fin a los del plantel 4 (PC4) (Figura 7).
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Figura 6. Dendograma de cepas de S. enterica aisladas desde cerdos en base a perfiles genéticos
asociados a virulencia y resistencia antimicrobiana (Virulotipos). En cuadros negros se indica la
presencia del gen descrito arriba y su ausencia en blanco. Los virulotipos se representan mediante un
cédigo de letras de A hasta V. Los 20 genotipos corresponden a los de la figura 2 representado con la
letra G seguido de un nimero de 1 al 20 seguido del serotipo y el plantel comercial de origen (PC1-5).
El dendograma se obtuvo utilizando el método de agrupamiento de encadenamiento promedio

(UPGMA) v el cilculo de la distancia de Jaccard del programa estadistico Infostat®.
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Figura 7. Dendograma de cepas de S. enterica aisladas desde cerdos en base a perfiles genéticos
asociados a su origen Planteles Comerciales (PC1-5). El dendograma se obtuvo utilizando el método de
agrupamiento de encadenamiento promedio (UPGMA) y el céalculo de la distancia de Jaccard del

programa estadistico Infostat®.



V. DISCUSION
5.1. Genotipificacion

En este estudio, se llevaron a cabo experimentos de PCR multiple, para genotipificar cepas de
S. enterica (Beaubrun ef al., 2012), aisladas de muestras de linfonodos mesentéricos porcinos de
planteles comerciales que cuentan con un alto nivel tecnolégico y alto estandar sanitario.
Consiste en un método rapido, preciso y rentable que puede discriminar los serotipos de los

aislados clinicos mas comunes de S. enterica subsp. Enterica (Kim ef al., 20006).

En nuestro trabajo (Figura 1), el método se mostrd bastante sensible y especifico, por lograr
discriminar entre las distintos serotipos y aislados, y por ser un método sensible y rentable, se
podria usar facilmente por los organismos reguladores para controlar la calidad y la seguridad
de los alimentos con un tiempo y un costo muy reducidos (Chin ez a/., 2017; Vieira-pinto et al.,

2012).

En este trabajo se observo la presencia de 20 patrones genotipicos distintos en las 46 cepas
evaluadas (Figura 2). Sin embargo, dentro de cada serotipo se observaron diversos patrones
genéticos, lo que contrasta con los reportes previos (Kim e al., 2006; Beaubrun ez al., 2012;
Beaubrun ez al., 2014), que sugieren la existencia de un solo patrén genotipico en cada serotipo.
La variabilidad genética de estas cepas podria explicar el hallazgo, considerando que fueron
aisladas desde un hospedero y una regién geografica distinta (Kottwitz ez a/ 2010). Esto
también qued6é demostrado por los distintos patrones genotipicos del mismo serotipo
Newport, ABCE (Kim et al., 2006), ABCEI (Beaubrun e a/., 2012) y ABCE] (Beaubrun e/ al.,
2014), lo que sugiere un grado de flexibilidad de este método por expresar la variabilidad
dentro de un mismo serotipo. Esto serfa una desventaja si el objetivo es una relacion directa
genotipo-serotipo, pero su capacidad de discriminar cepas dentro de un serotipo podtia faciliar
distintas fuentes de infeccion al interior de un plantel. Ademas, es importante el hecho de que
un mismo patrén genotipico no fuera compartido entre dos o mas serotipos, manteniendo la

especificidad del analisis.

Cada plantel comercial estuvo asociado principalmente a un solo serotipo los cuales fueron .
Infantis, S. Typhimurium y S. Derby, con la excepcion de las cepas Salnonella Grupo B(1,

4,12:-:-) presentes en los planteles 1 y 4. La presencia y abundancia relativa de estos serotipos



aislados desde cerdos es concordante con hallazgos previos, habiéndose reportado los
serotipos Infantis, Grupo E (3,9:-:-); Typhimurium, Derby y Enteritidis (Junod et al. 2013)
(Martin J1 2010).

El serotipo Typhimurium fue el mas frecuente en este estudio, y también el que demostrd
mayor variabilidad genotipica, este hallazgo puede relacionarse al mayor numero de cepas
identificadas de este serotipo, (Litrup ez a/. 2010), aunque también por el hecho de tratarse de
cepas en clara evolucién por la pérdida o adquisicién horizontal de genes y/o profagos y
polimorfismos nucleotidicos en una escala de tiempo muy corto (Briussow ez 2/ 2004). Este
proceso desencadena reordenamientos gendémicos compensadores con el fin de mantener la
estabilidad del genoma (Buijuy, 2011). Sin embargo, estos reordenamientos genéticos parecen
ser mas importantes en bacterias especie-especificas, como Salmonella Typhi, debido a procesos
de recombinacién en los operones de ARN ribosémico. En cambio, los serotipos generalistas
como . Typhimurium tendrian una disposicidon cromosémica mas conservada, como

consecuencia de sus distintos estilos de vida (Helm ez @/, 2003).

La alta frecuencia de los genes C, D, H, I y LL (Figura 2), parecen determinar cierta estabilidad
estructural para la identificacion de este serotipo, asociado también a la alta frecuencia del gen
de virulencia sprC (Figura 6). Mientras que la presencia de los genes A, B, C, | y L en todas las
cepas de S. Derby (figura 2) y la ausencia total de los genes de virulencia spoC, gip.A, SENT417
y prot6e (Figura 6) caracterizaron este serotipo. En cambio el serotipo Infantis fue el mas
heterogéneo, presentando patrones genotipicos muy diversos en las distintas cepas y
compartiendo ademas genes que estan igualmente distribuidos en los demas serotipos

(Figuras 2y 6).

Por otra parte, Typhimurium es el segundo serotipo mas prevalente (13,7%) en brotes de
salmonelosis humana en Chile (ISPCH, 2010), siendo Enteritidis el mas importante (60,6%).
Esto sugiere que la carne porcina no es la principal fuente de brotes de salmonelosis en el pafs,
aunque el riesgo esta presente y las medidas de prevencion deben ser permanentemente

implementadas para evitar la enfermedad.

La presencia de 20 genotipos distintos en estos planteles, constituye un hallazgo preocupante,
pues sugiere que existen diversas fuentes de infeccién y vias de transmision afectando a estos

planteles. Entre estas variables se pueden mencionar: a) el origen de los cerdos(Cresa, 2008), b)



posible contaminacion en los planteles de engorda por contacto directo y/o indirecto con seres
humanos, animales domésticos o aves silvestres (Rivera Calderon e a/., 2012), c) presencia de
moscas que pueden ser vehiculos de transmision de Salmonella (Xu et al., 2018), d)animales
portadores provenientes de lotes que hayan sido afectados por brotes de enterocolitis por
Salmonella spp, en la cadena de produccion de carne de cerdo (Tavechio & Domingues, 2005), y
e) el papel de la estabulacién de larga duracién que influye en la contaminacion de cerdos
(Bonardi ef al., 2016). Por este motivo, la inclusiéon de pruebas rutinarias y la categorizacion de
rebafios de animales con respecto a su estado de infeccién con S. enterica son componentes
importantes de los programas integrados destinados a reducir su prevalencia en la cadena

alimentaria (Tavechio & Domingues, 2005).

5.2. Petfiles de Virulencia

La gran diversidad de perfiles de virulencia (Tabla 11) puede tener relaciéon con el hecho de
haber 20 genotipos distintos circulando en estos predios. Estos resultados coinciden con lo
descrito por (Morales & Retamal 2012), al relacionarlas con el hospedero o la zona geografica

de origen de las cepas.

Entre los genes asociados a funciones de virulencia, solo el gen prof6e no se detecté en ninguna
de las cepas en estudio, lo que sugiere la presencia de cepas que no poseen fimbrias codificadas
por este gen (Huehn ef al, 2009). Es probable que protGe se encuentre en algunos serotipos
especificos, como lo describe Huehn ezal, (2010), quienes identificaron esta secuencia

exclusivamente en el serovar Enteritidis.

Por otra parte, se detectd una asociacion significativa (p<<0,05) entre el gen sp»C en los distintos
genotipos de S. Typhimurium (Figura 6), lo que significa que el plasmido que aporta este gen
no se encuentra distribuido uniformemente en todos ellos, como quedé demostrado su
ausencia en cepas de la fiebre tifoidea, pero fuertemente asociados con cepas que causan
bacteriemia no tifoidea (Guiney & Fierer 2011). Sin embargo, también se han reportado
diferencias significativas con los otros genes plasmidiales pefAd y prot6e (Morales & Retamal,
2012), lo que sugiere que este conjunto de genes se encuentran asociados a serotipos
especificos, como se ha demostrado en cepas de S. Typhimurium (Li efal, 2017) y de S.
Enteritidis (Fardsanei e a/., 2017), y su ausencia en cepas de Salmonella spp, aisladas de la carne

(Oueslati ez al., (2016).



5.3. Resistencia Antimicrobiana

Hoy en dia, uno de los principales problemas de salud publica asociados con las bacterias es la
y >

presencia de microorganismos patégenos resistentes a una amplia gama de antibiéticos, por lo
que la presencia de genes responsables de esta resistencia pueden marcar una diferencia en su

patogenicidad (Lamas ez 4/, 2018).

El uso de agentes antimicrobianos en animales de granja puede promover el desarrollo de
resistencia antimicrobiana en Salmonella, con potencial de transmisién a humanos a través del
consumo de alimentos o contacto directo (Kore ez al., 2017). La presencia de diversos genes o
factores de resistencia a los antibioticos en estas cepas, inviabiliza el uso de farmacos de uso
comunes como ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfometoxazol, tetraciclina,
trimetoprim, kanamicina y gentamicina, acido nalidixico, sulfonamida y tetraciclina tanto en
salud humana como animal (Papadopoulos ezal, 2017). Existe ademas el potencial de
transmisiéon y seleccion de cepas resistentes a seres humanos (De Toro efal, 2014). La
contaminaciéon cruzada durante el sacrificio también facilita la diseminaciéon de los genes de
resistencia a los consumidores, relevando la importancia del control de Salnonella durante el
sacrificio para la salud publica, requiriéndose un manejo de higiene estricto en consideracioén de
los Sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP por sus siglas en
inglés) (Zhu et al., 2017).

En este estudio, la prevalencia de deteccioén de los genes #£4 y blaTEM fue de un 85y 72%
respectivamente, existiendo variaciones en diferentes genotipos de los distintos planteles,
similar a un estudio previo en donde el 92% de los aislados mostraron un fenotipo de
multirresistencia, siendo el gen blaTEM-1 el mas frecuentemente detectado (63,5%), (De Toro
et al., 2014). La razén de esta variacion puede estar relacionada con las diferencias en la
frecuencia y el tipo de genes de resistencia antimicrobiana transferibles transportados por
aislados de Salmonella originarios de canales recolectadas de diferentes lugares o de la estacion

del afio (Qiao ¢ al., 2017).

La alta prevalencia de resistencia a las tetraciclinas y sulfonamidas probablemente se deba al
uso comun de estos antimicrobianos en granjas potcinas, y de tilosina y penicilina en las
granjas porcinas asociadas al aumento de la resistencia a los antimicrobianos B-lactamicos en E.

coli y Salmonella (Sanchez-Maldonado ez al., 2017), ya que las serovariedades que no codificaron



a ningin determinante de resistencia antimicrobiana, fueron susceptibles a 17 agentes
antimicrobianos probados (Huehn ez 4/, 2009). En contraste, el 94,6% (n = 157) de aislados
resistentes a betalactimicos albergaba al menos un gen de resistencia de bl TEM o blaCTX-

M.(Zhu et al., 2017).

5. 4. Dendograma

En nuestro estudio, se obtuvieron 22 virulotipos (perfiles de genes asociados a virulencia y
resistencia antimicrobiana), que se agruparon principalmente por su fuente de origen. El
motivo de esta variacion (Acar e al., 2017), puede estar relacionado con las diferencias en la
frecuencia y el tipo de genes transferibles de virulencia y resistencia antimicrobiana
transportados por aislados de Salmonella originados en diferentes lugares y estaciones del afio.
Estudios previos también indicaron que Salmonella y otras enterobacterias que producen beta-
lactamasas, difieren segun el serotipo, por paises y regiones geograficas dentro y entre las

serotipos y por tipos de alimentos (Qiao ez al., 2017).

La presencia de varias cepas pertenecientes al mismo genotipo y serotipo, que ademas poseen
el mismo virulotipo (G3), sugiere que estan muy relacionadas entre ellas (Huehn ez @/, 2010).
Sin embargo, también se observaron genotipos que portaban distintos virulotipos (Ejemplo
G17 y G18), lo que sugiere variabilidad en los genes de virulencia al estar codificados por
profagos, grupos fimbriales o en plasmidos de virulencia (Huehn efal, 2010), ya que la
adquisicion y la pérdida de dicho material en los genomas bacterianos se ha explicado como un
modo rapido de evolucion (Briissow ef al, 2004). Este hecho determina la necesidad de
caracterizaciéon de cepas que pueden tener efectos en la salud publica y salud animal, para
mejorar la deteccién de la propagacion de agentes zoondticos emergentes (Huehn ez al., 2009).
Las serovariedades detectadas se han vinculado a brotes clinicos en humanos y animales en
todo el mundo y en Chile, destacando la importancia del sistemas de produccién en el control
y diseminacion de serovares de Salmonella potencialmente peligrosos para la salud publica
(Alegria-Moran ez al. 2017).

La coexistencia de genes de virulencia y determinantes de resistencia en el mismo plasmido se
debe a los integrones, que son elementos de ADN capaces de capturar y movilizar genes de

resistencia a los antimicrobianos entre las bacterias. Los integrones de clase 1 son los tipos de



integrones mas comunes identificados en Sa/nonella resistente a maltiples farmacos (MDR por
sus siglas en inglés) y juegan un papel importante en la diseminacion de genes de resistencia

entre patogenos (Wannaprasat ef al., 2011).

La asociacion de genes de virulencia y resistencia en cepas clonalmente relacionadas plantea la
conveniencia de vigilar su evolucién y establecer los reservorios y las vias de propagacion que
podrian explicar su apariciéon en aislados clinicos y se precisa de estudios epidemiolégicos
constante que permitan vigilar la evolucion de la resistencia y la aparicion de clones que atnan

resistencia y virulencia (De Toro e7 al., 2014).



VI. CONCLUSIONES

En esta investigacion pudimos confirmar que el de PCR multiple es un método rapido y
rentable que puede discriminar cepas de S. enterica, en un tiempo significativamente menor al

método de serotipificacién actual.

Las cepas de S enterica analizadas en este trabajo posefan diversos genes o factores de virulencia
que contribuyen para la patogenicidad, lo que podria causar colonizacién, infecciéon y

enfermedad en humanos y animales.

Se detecté un bajo numero de determinantes de resistencia a los antimicrobianos, pero lo
suficiente para demonstrar la presiéon evolutiva que ejerce el uso comun de antimicrobianos
sobre estas cepas. Es esencial la reducciéon del uso de antibidticos con nuevas politicas y
cooperacion intersectorial a nivel nacional e internacional para promover el uso racional en los
sistemas de produccion de alimentos con buenas practicas de higiene y gestion en la granja y en

el matadero.

Nuestros resultados revelaron que los aislados de Salmonella compartieron perfiles de genes de
virulencia y de resistencia antimicrobianas que confirman la hipétesis de circulacion de varias
cepas al interior de estos planteles, lo que representa una amenaza para la salud publica por su
efecto en la inocuidad alimentaria y que obliga a implementar estrategias de intervenciéon mas

efectivas, lo que destaca la importancia de la investigacion.
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