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Identificacion de Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium en Cuyes mediante la Técnica de PCR Muiltiple
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue identificar mediante PCR multiple la posible
existencia de los serovares Salmonella Typhimurium y Enteritidis en 25 cepas de
Salmonella spp previamente aisladas de cuyes e identificadas por sus caracteristicas
metabolicas. Mediante el andlisis molecular se identificaron todas las cepas como
Salmonella Typhimurium, evidenciando la amplificacién de los cebadores especificos
para los genes invAy fliC pertenecientes al género Salmonella y Sa/monella Typhimurium,
respectivamente. El presente estudio permitié establecer una metodologia rapida para la
identificacién molecular de Salmonella Typhimurium y Enteritidis aislados de cuyes.
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The aim of this study was to identify by mutiplex PCR-based assays the possible
presence of serovars Salmonella Typhimurium and Enteritidis in 25 strains of Samonella
spp that were previously isolated from guinea pigs and identified by their metabolic
characteristics. The molecular analysis identified all 25 strains as Salmonella Typhimurium,
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evidencing the primer amplification of genes invA and fliC of Salmonella spp and
Salmonella Typhimurium, respectively. This study established a rapid methodology for
molecular identification of Salmonella Typhimurium and Enteritidis isolated from guinea

pigs.
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INTRODUCCION

La salmonelosis es la principal enfer-
medad infecciosa que afecta la explotacion
de cuyes, provocando graves pérdidas en la
produccion debido a los altos indices de mor-
talidad (Morales et al., 2007; Matsuura,
2010). El género Salmonella presenta mas
de 2500 serovares, siendo Salmonella
Typhimurium y Salmonella Enteritidis los
notificados con mayor frecuencia a nivel
mundial en animales de sangre caliente
(Garcia, 2011; Grimont y Weill, 2007; WHO,
2013).

S. Typhimurium ha sido el serovar de
mayor frecuencia en cuyes criados para con-
sumo en el Peru (Garmendia et al., 2000;
Matsuura et al, 2010); sin embargo, existen
otros serovares como S. Enteritidis que fue-
ron aislados de cuyes de laboratorio o cria-
dos como mascotas (Richardson 2000;
Garmendia et al., 2000; Parra et al., 2002).

La salmonelosis se presenta en cuyes
de cualquier edad, mayormente en las etapas
de lactacion y destete (Matsuura et al.,
2010). La enfermedad se presenta en forma
cronica o aguda, siendo esta Gltima la mas
letal debido a que no se suelen observar sig-
nos clinicos aparentes que permitan realizar
algln tratamiento (Matsuura et al., 2010). El
diagnostico en cuyes se realiza asociando las
manifestaciones clinicas, hallazgos en la ne-
cropsia y el aislamiento bacteriano. Los or-
ganos de eleccion para recuperar la bacteria
en animales enfermos son principalmente el
higado y el bazo, pero también se puede ais-
lar de pulmon, ganglio mesentérico, intestino,
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utero, vesicula biliar y glandula mamaria
(Bustamante, 1993; Matsuura, 2010).

Entre los métodos para el diagnostico
de Salmonella spp, el cultivo microbioldgico
es la prueba mas comunmente empleada para
el aislamiento de la bacteria a partir de teji-
dos y heces (Pachon, 2009), para luego ob-
servar las caracteristicas metabolicas y
antigénicas mediante pruebas bioquimicas y
serologicas. Actualmente se prefiere el uso
de técnicas de diagnostico molecular debido
a su gran rapidez y eficacia, siendo una de
ellas la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Myint et al., 2006; Grimont y Weill,
2007). La PCR multiple, variante de la PCR
convencional, es empleada para la deteccion
y amplificacion simultanea de distintas se-
cuencias de ADN (en una unica reaccion).
Asimismo, se han desarrollado diversos pro-
tocolos de PCR para la deteccion de
Salmonella spp utilizando cebadores especi-
ficos para la deteccion de genes blanco del
género Salmonella y los serovares S.
Enteritidis y Typhimurium en productos de
origen animal destinados al consumo huma-
no (Soumet et al., 1999; Jamshidi et al.,
2010).

Uno de los genes utilizados para la iden-
tificacion del género Salmonella es el invA,
que contiene secuencias unicas del género y
ha sido probado como un blanco apropiado
de PCR, con una potencial aplicacion
diagnéstica (Rahn et al., 1992). Asi mismo,
la identificacion de la bacteria hasta el nivel
de serovar es atn limitada, debido a la gran
cantidad de serovares conocidos (Grimont y
Weil, 2007). Los cebadores disefiados que
permiten identificar a los serovares
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Typhimurium y Enteritidis son los mas utili-
zados por el problema que causan en la sa-
lud humana y animal (CFSPH, 2005).

El gen f1iC de la flagelina codifica el
mayor componente del flagelo de S.
Typhimurium, utilizandose para la identifica-
cion de este serovar (Aldridge ef al., 2006).
Por otro lado, el serovar Enteritidis alberga
en su genoma un plasmido Unico de virulen-
cia de 60 kb (Chu et al., 1999) que posee el
gen Prot6E, el cual probablemente codifique
una Unica secuencia de superficie fimbrial
especifica de S. Enteritidis (Clavijo et al.,
2006). De esta manera, el objetivo del pre-
sente estudio fue identificar mediante PCR
multiple la posible existencia de los serovares
S. Enteritidis y Typhimurium en 25 cepas de
Salmonella spp previamente aisladas de
cuyes e identificadas por sus caracteristicas
metabolicas.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

Las muestras fueron obtenidas a partir
de casos sospechosos de salmonelosis ocu-
rridas en en un trabajo de investigacion pre-
vio en explotaciones comerciales de cuyes
en el departamento de Lima. El procesamien-
to y analisis de las muestras fueron realiza-
dos en la Seccion de Biologia y Genética
Molecular del Laboratorio de Microbiologia
y Parasitologia Veterinaria de la Facultad de
Medicina Veterinaria, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Pert.

Material Experimental
Cepas en estudio

Se evaluaron 25 cepas previamente ca-
racterizadas, morfoldgica y metabdlicamente,
como Salmonella spp, provenientes de ani-
males con signos clinicos y lesiones
anatomopatologicas de salmonelosis. Estas
cepas fueron aisladas de higado, vesicula bi-
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liar y médula d6sea de 25 cuyes, seleccionan-
do indistintamente solo una muestra por ani-
mal. Las muestras se encontraban conser-
vadas en caldo cerebro corazoén (BHI, por
sus siglas en inglés) con glicerol al 20% en
tubos de 2 ml a una temperatura de -80 °C.

Cepas de referencia

Se emplearon las cepas de referencia
S. Typhimurium ATCC 14028 y S. Enteritidis
ATCC 13076. Ademas, se utilizaron dos ce-
pas control negativas de Escherichia coli 'y
Proteus spp aisladas en este laboratorio. Las
muestras se encontraban conservadas en BHI
con glicerol al 20% en tubos de 2 ml a una
temperatura de -80 °C.

Reactivacion de Cepas

Las 25 cepas de cuyes y las cepas de
referencia control negativo y control positivo
fueron reactivadas empleando el protocolo
descrito por Sanchez y Corrales (2005), con
algunas modificaciones:

- Las cepas en glicerol se llevaron a una
temperatura de -20 °C y luego de 4°C.

- Se sembraron por agotamiento en pla-
cas de agar sangre con la ayuda de un
asa de siembra y se incubaron a 37 °C
por 18 h.

- Enparalelo al paso anterior, se sembra-
ron en placas de agar XLD (agar xilosa,
lisina, desoxicolato), para observar el
crecimiento tipico de las colonias de
Salmonella (colonias circulares transpa-
rentes con un centro negro por la pro-
duccion de sulfuro de hidrogeno).

- Luego, cada cepa fue inoculada en 1 ml
de BHI e incubada a 37 °C por 24 h.

Analisis de Muestras

Para la extraccion de ADN se utilizo el
Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA
Purification (ThermoFisher Scientific), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. El
ADN extraido se colocd en tubos
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Figura 1. PCR multiple mostrando bandas de 284 pb, 185 pb y 559 pb amplificadas para los
genes invA, ProtoE y fliC. En el carril 1 se observa un marcador de peso molecular
de 100 pb, los controles positivos de S. Typhimurium (carril 2) y S. Enteritidis (carril 3),
los controles negativos de Escherichia coli (carril 4) y Proteus spp (carril 5), y las
cepas de cuyes con salmonelosis (carriles 6-13)

microcentrifuga de 1.5 ml y se almaceno a
-20 °C.

Para la identificacion de las cepas ob-
tenidas de cuyes con salmonelosis, se realizo
una PCR multiple basada en el protocolo de
Jamshidi et al., (2010), con algunas modifi-
caciones, empleando tres pares de cebadores
que codifican secuencias especificas de los
genes invA, fliC y Prot6E, que identifican al
género Salmonella, S. Typhimurium y S.
Enteritidis, respectivamente (Cuadro 1).

La PCR multiple fue realizada en un
volumen final de 20 pl consistiendo en 2.5 pl
de 10X PCR buffer (500 mM KCl, 200 mM
Tris—HCI), 1 pul de desoxinucleotido trifosfato
(0.5mM), 0.5 pl MgCl, (2.5 mM), 0.4 pl por
cada cebador, 0.3 pl de 7ag DNA polimerasa
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y 2 ul de ADN. Las condiciones para la am-
plificacion de los genes fueron de una
incubacidn inicial a 95 °C por 5 min, seguida
por 35 ciclos con una desnaturalizacion a 95 °C
por 45 s, hibridacion a 58 °C por 45 s, una
extension a 72 °C por 45 s, y una extension
final a 72 °C por 7 min.

Para la verificacion de la prueba se uti-
lizaron cepas control de S. Enteritidis (ATCC
13076), S. Typhimurium (ATCC 14028) y
como controles negativos a Proteus spp y
Escherichia coli. Los productos de la PCR
multiple fueron separados mediante
electroforesis en gel al 2% con buffer TBE
0.5X durante 2 h. El tamafio de las distintas
bandas se determind mediante marcadores
de peso molecular de 100 pb (DNA /ladder,
Gene Ruler™®, Fermentas).
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RESULTADOS

El ADN de las 25 cepas de Salmonella
spp fue identificado mediante la técnica de
PCR multiple, evidenciandose en todas las
muestras dos amplicones de 559 pb y 284 pb
correspondientes a los genes fliC e invA,
respectivamente. La presencia y visualiza-
cion de estos amplicones indican que las ce-
pas pertenecen al género S. serovar
Typhimurium (Figura 1).

DiscusioN

La técnica de PCR multiple evidencio
amplicones de 284 pb (gen invA) y 185 pb
(gen fliC) en las 25 cepas de cuyes, coinci-
dentes con el control positivo de S.
Typhimurium. Estos datos corroboran los re-
sultados de las pruebas bioquimicas realiza-
das previamente. Asi mismo, debido a la ob-
tencion de amplicones de 559 pb se identifico
como S. Typhimurium al total de las mues-
tras evaluadas, diagndstico que generalmen-
te requeriria de una identificacion serologica
completa para la determinacion de serotipo.

Esos resultados confirman estudios an-
teriores que indican que S. Typhimurium se
encuentra en frecuencias que superan el 95%
en relacion a otros serovares hallados en
cuyes (Bustamante, 1993; Garmendia et al.,
2000), ya que S. Enteritidis también se en-
cuentra implicado en cuadros de salmonelosis
en cuyes, aunque en una mucho menor fre-
cuencia (Garmendia et al., 2000; Richardson,
2000; Parra et al., 2002).

Los cebadores que amplifican secuen-
cias especificas de genes de virulencia de
invA, fliCy Prot6E del género Salmonella y
los serovares S. Typhimuriumy S. Enteritidis,
respectivamente, han sido empleados con
éxito en muestras de cuyes y otras especies
(Soumet et al., 1999; Atyabi et al., 2012;
Marcelo et al., 2015; Moosavy et al., 2015).
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CONCLUSIONES

e  Se logro identificar S. Typhimurium en
todas las cepas aisladas de cuyes con
signos de salmonelosis mediante la téc-
nica de PCR multiple debido la amplifi-
cacion de los genes invA (género
Salmonella) y fliC (serovar S.
Typhimurium) de 284 pb y 559 pb, res-
pectivamente.

e  Seimplemento un protocolo para la iden-
tificacion especifica de Salmonella spp
y los serovares Typhimurium vy
Enteritidis.
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