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Identificacion Molecular de Salmonella Typhimurium en Cuyes
al Primer Parto mediante la Técnica de PCR Muiltiple

MOLECULAR IDENTIFICATION OF Salmonella TYPHIMURIUM AND ENTERITIDIS IN GUINEA
PiGs AT FIRST PARTURITION BY MULTIPLEX PCR
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RESUMEN

El estudio tuvo por objetivo identificar el serotipo de los aislados sospechosos de
Salmonella spp de cuyes reproductoras en muestras recolectadas dentro de la semana
del primer parto con el fin de detectar animales portadores de la bacteria. Los cuyes se
encontraban clinicamente sanos y provenian de un criadero comercial de la zona de
Pachacamac, Lima, Pert, sin registro de brote de salmonelosis desde hace cuatro afios.
Se evaluaron 272 muestras pareadas de hisopados rectales y vaginales usando proto-
colos microbioldgicos estandarizados. Las cepas aisladas fueron evaluadas mediante
pruebas bioquimicas y se procedio a la extraccion de ADN de los aislados sospechosos
de Salmonella spp. Posteriormente, estas muestras fueron analizadas mediante la técni-
ca de PCR multiple para detectar la presencia de los genes invA, prot6E y fliC especifi-
cos de Salmonella spp, Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium, respectiva-
mente. Ocho animales (12 hisopados) resultaron positivos a Salmonella spp. Los 12
aislados amplificaron al gen invA (Salmonella spp). De estos, 10 amplificaron para el
gen fliC (Salmonella Typhimurium) y ninguno amplifico el gen prot6E (Salmonella
Enteritidis). Los resultados confirmaron que Salmonella Typhimurium es el patogeno
predominante en cuyes reproductoras al primer parto en esta granja de crianza comer-
cial.
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The aim of the study was to identify serotypes of suspicious isolates of Salmonella
spp from breeding guinea pigs in samples collected within the first week of parturition to
detect animals carrying the bacteria. The guinea pigs were clinically normal and reared in
a commercial farm in Pachacamac, Lima, Peru. The farm was free of Salmonella outbreaks
in the last four years. A total of 272 paired samples consisting in rectal and vaginal swabs
per animal were collected and analyzed using standardized microbiological protocols.
The DNA was extracted from suspected isolates of Sa/monella sp and then these samples
were analyzed by multiplex PCR to detect the presence of invA, prot6E and fliC genes
which are specific for Salmonella spp, Salmonella Enteritidis and Sa/monella Typhimurium
respectively. Eight animals (12 swabs) were positive to Salmonella spp. All 12 isolates
amplified invA (Salmonella spp), 10 of them amplified the fliC gene (Salmonella
Typhimurium) and none the prot6E gene (Salmonella Enteritidis). The results confirmed
Salmonella Typhimurium as the predominant pathogen in breeding guinea pigs at first

parturition in the commercial farm.

Key words: guinea pigs; females at first parturition; Sa/monella; multiplex PCR

INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus) es una espe-
cie consumida tradicionalmente por el pobla-
dor andino y, en muchos casos, es la base de
su economia doméstica, pues la especie tie-
ne grandes cualidades alimenticias y produc-
tivas. Ademas, es un animal rastico de ciclo
de vida corto, por lo que puede ser criado a
bajo costo (Ordofiez, 2003), adaptandose a
zonas frias y calidas (Chauca, 1997).

La produccién de cuyes ha cambiado
de crianza familiar a comercial. Sin embar-
go, se sabe que el indice de produccion en
cuyes se ve mermada por la presencia de
enfermedades, como es el caso de la
salmonelosis. Bacterias del género
Salmonella son comiinmente aisladas de
cuyes y su presencia esta asociada a un am-
plio rango de morbilidad y mortalidad en es-
tos animales (Pivnick ef al., 1966). Esta en-
fermedad afecta a todos los estratos etarios
y normalmente se relaciona con eventos de
estrés, pudiendo alcanzar mortalidades de
hasta 95% y morbilidad entre 0.9 y 53%, oca-
sionando signos clinicos muy variados (Mo-
rales et al., 2007). Se dispone de un reporte
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sobre un brote de salmonelosis ocasionada
por Salmonella Typhimurium, que afect6 a
un criadero de 5000 cuyes causando una
mortalidad de 100 animales por dia (Morales
et al., 1995).

Salmonella se engloba dentro de la fa-
milia Enterobacteriaceae y su habitat princi-
pal es el tracto intestinal del hombre y los
animales. Los miembros de este género des-
tacan por su gran capacidad de adaptacion,
lo que les permite infectar a un amplio rango
de hospedadores. De acuerdo a la nomen-
clatura actual, el género Salmonella esta con-
formado por dos especies: S. enterica 'y S.
bongori. S. enterica esta dividida en seis
subespecies (enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae ¢ indica). Se han des-
crito 2579 serovariedades de Salmonella,
perteneciendo la mayoria de ellas a S.
enterica subsp enterica, serotipo responsa-
ble de infecciones en humanos y animales de
abasto (Grimont y Weill, 2007; OIE, 2010).

Los dos serotipos mas frecuentemente
aislados de cuyes son Salmonella
Typhimurium y Sa/monella Enteritidis (Fish
etal., 1968; Morales, 2012; Bartholomew et
al.,2014). Pérez (1975) reportod en cuyes sin
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evidencia de signos clinicos la presencia de
1.9% de positivos a Salmonella
Typhimurium en el departamento de Lima.
Ortega et al. (2015) tomd muestras de
hisopados vaginales dentro de las 24 horas
del parto, encontrando 11 cuyes positivos a
Salmonella spp en una poblacion de 129
hembras con historia de mortinatos. En for-
ma similar, Morales (2012), a partir de
hisopados rectales de 38 reproductores ma-
chos, los cuales iban a ser introducidos en el
distrito de San Marcos, Ancash (en ese mo-
mento libre de salmonelosis en centros de
crianza familiar comercial), aislo 60 cepas
bacterianas, de las cuales 10 resultaron ser
Salmonella Typhimurium.

La amplificacion in vitro de ADN me-
diante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) es una herramienta ttil en
el diagnostico microbiologico (Malorny et al.,
2003a). Existen métodos de PCR para de-
tectar cepas de Salmonella mediante se-
cuencias especificas de genes como marca-
dores (Manzano et al., 1998). El gen invA
contiene secuencias Unicas para Salmonella
(Rahn et al., 1992), de alli que su amplifica-
cion ha sido reconocida como un estandar
internacional para la deteccion de Salmonella
(Malorny et al., 2003b). Asimismo, el gen f7iC
codifica la mayoria de los componentes del
flagelo de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (Aldridge et al., 2006).

Salmonella Enteritidis alberga en su
genoma un plasmido unico de virulencia de
60 kb (Chu et al., 1999). Este plasmido po-
see un gen llamado prot6E, el cual probable-
mente codifica una proteina de superficie
unica fimbrial especifica a Salmonella
Enteritidis (Clavijo et al., 2006). Actualmen-
te, se viene implementando una técnica
molecular (PCR multiple) empleando estos
tres genes, para la identificacion de
Salmonella spp, Typhimurium y Enteritidis
(Marcelo, 2015).

La salmonelosis usualmente requiere de

la intervencion de algin factor que genere
estrés en el animal (Ramirez, 1972; Radostits
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et al.,2002). El parto, al igual que la prefiezy
la lactancia son considerados como factores
estresantes para el animal (Radostits et al.,
2002), de modo que, si se establece la pre-
sencia del agente infeccioso, se podrian ge-
nerar condiciones favorables para el desa-
rrollo de la salmonelosis después del primer
parto. Por ello, el presente estudio tuvo como
objetivo evaluar la presencia de Sa/monella
Typhimurium y Enteritidis en cuyes hembras
primerizas aparentemente sanas de un cen-
tro de crianza comercial del distrito de
Pachacamac, Lima.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

La toma de muestras tuvo lugar en un
criadero comercial sin registro de brote de
salmonelosis en los ltimos cuatro afios. La
granja esta ubicada en el distrito de
Pachacamac, Lima, Perd. El muestreo se
realiz6 entre mayo a septiembre de 2015 y el
procesamiento de las muestras se llevo a cabo
en el laboratorio de genética y biologia
molecular de 1a Facultad de Medicina Veteri-
naria de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, Lima.

Los cuyes eran criados en pozas, don-
de se colocaba un macho por 10 hembras
bajo un sistema de empadre continuo.

Toma de Muestras

Se realizaron hisopados vaginales y
rectales en cuyes reproductoras clinicamente
sanas, seleccionandose una hembra por poza.
La toma de las muestras fue dentro de la pri-
mera semana posparto. El hisopado vaginal
se realizo con hisopos estériles, previa lim-
pieza de la zona con suero fisioldgico, en tan-
to que el hisopado rectal se realizo frotando
el hisopo contra la pared de la cavidad rectal.
Los hisopos fueron almacenados en tubos con
agua peptonada tamponada (APT) y conser-
vados a 4 °C para su inmediato transporte al
laboratorio.
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Cuadro 1. Cebadores empleados en la PCR Multiple para identificar al género Salmonella y
Salmonella serovar Typhimurium y Enteritidis (Jamshidi et al., 2010)

Especie /
serovar

Gen

Secuencia

3’ Tamafio
(pb)

GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA

nvA 284
Salmonella spp inv TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 8
Serovar P CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT 550
Typhimurium ACTCTTGCTGGCGGTGCGACTT
Enteritidis pro CATTGTTCCACCGTCACTTTG

600 b JIiC
500 pb
300 pb A

Figura 1. Productos de PCR multiple de los aislamientos de Salmonella Typhimurium. M,
Marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder; SE, control positivo de Sa/monella
Enteritidis (ATCC 13076); ST, control positivo de Salmonella Typhimurium (ATCC
14028). Carril 1, muestra negativa; carriles 2 al 5, aislados positivos a Salmonella

serovar Typhimurium (559 pb)

Procesamiento de las Muestras

Se evaluaron 272 muestras pareadas
(hisopado vaginal y rectal por animal).

Los hisopados contenidos en caldo APT

fueron incubados a 37 °C por 18 h. Poste-
riormente 1 ml de cada muestra fue cultiva-
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da en caldo Rappaport Vassiliadis Soya (RVS)
siguiendo la proporcion de 1:9 e incubados a
42 °C por 24 h. Luego, se cultivo en agar
Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) por 24 h,
para seleccionar a los aislados sospechosos
y ser sometidos a cinco pruebas bioquimicas:
agar hierro lisina (LIA), agar hierro tres
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azucares (TSI), medio SIM, agar urea, agar
citrato de Simmons. El método microbiologi-
co utilizado se basé en protocolos del Labo-
ratorio de Global Salm Surv de la Organiza-
cion Mundial de la Salud (WHO, 2010), si-
guiendo la norma ISO:6579 (2007)

La extraccion de ADN se hizo de los
aislados sospechosos utilizando un kit de ex-
traccion de ADN bacteriano GF-1 (Vivantis,
EEUU). Se siguio el protocolo de Marcelo
(2015), donde se realizdo una PCR multiple
utilizando tres pares de cebadores, los cuales
codifican las secuencias de los genes invA,
fliC'y prot6F para la identificacion de géne-
ro como de los serotipos Typhimurium y
Enteritidis, respectivamente (Cuadro 1). Los
productos de PCR multiple fueron separados
mediante electroforesis en gel de agarosa al
2% en la camara de electroforesis horizon-
tal. Para evidenciar las bandas de ADN am-
plificadas, el gel fue tefiido con bromuro de
etidio y visualizado en un transiluminador de
luz ultravioleta (Cleaver Scientific).

RESULTADOS

Salmonella spp fue aislada en el 2.9%
de los cuyes (8/272). Ocho cuyes fueron po-
sitivos en el hisopado rectal y de estos, cua-
tro fueron, ademas, positivos en hisopado
vaginal. Los 12 aislados fueron sometidos al
PCR multiple, donde amplificaron el gen invA
correspondiente al género Salmonella. De
estos aislados, 10 resultaron positivos a
Salmonella Typhimurium (Figura 1) y los 2
restantes no pertenecian al serovar Typhi-
murium ni al serovar Enteritidis (Cuadro 2).

DiScUusION

Las reproductoras en estudio provinie-
ron de un solo criadero, donde segtn infor-
macion del criador no presentaban brotes de
salmonelosis desde hace cuatro afios; sin
embargo, ocho cuyes (2.9%) resultaron po-
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sitivas a Salmonella spp mediante pruecbas
bacteriologicas. Esta frecuencia es similar al
estudio de Ortega et al. (2015), quienes en-
cuentran positivos a Salmonella al 2.3% de
cuyes hembras recién paridas y sin antece-
dentes de problemas reproductivos.

La presencia de Salmonella spp en los
animales, especialmente del serotipo
Typhimurium, podria indicar la presencia de
cuyes que estarian actuando como portado-
res del agente patogénico y, a la vez, como
diseminadores para el desencadenamiento de
brotes de salmonelosis. Dado los resultados
obtenidos, se sugiere que estos animales po-
drian ser portadores asintomaticos del serotipo
Typhimurium en bajos porcentajes.

En el Pert atn no ha sido reportado el
serovar Salmonella Enteritidis en cuyes; sin
embargo, fue aislado de un brote en cuyes
para produccion en Canadd, donde morian
20 a mas animales por dia (Fish et al., 1968)
y en cuyes criados como mascotas en EEUU
(Bartholomew et al., 2014). En ambos ca-
s0s, los propietarios fueron infectados por este
serovar, determinando asi el riesgo de trans-
mision del animal al ser humano por contacto
directo con animales aparentemente sanos,
asi como con animales enfermos.

Los resultados del presente estudio con-
firman la presencia de Salmonella
Typhimurium como el serovar predominante
en cuyes reproductoras, tal como fue repor-
tado por Pérez (1975) en una hembra adulta
aparentemente sana de un criadero sin ante-
cedente de brote. Okewole et al. (1989) ais-
laron Salnonella Typhimurium del utero de
cuyes, y al inocular estos aislados por via
venosa desarrollaron lesiones en utero; asi-
mismo, también se reporta su aislamiento de
la glandula mamaria (Pérez, 1975; Ramirez,
1972; Matsuura ef al., 2010). En el presente
estudio, es posible que las hembras hayan
podido superar la infeccion tiempo atras y es-
tuvieran comportandose como portadoras; por
ello, la expulsion del agente por el tracto
reproductivo, encontrado en los hisopados
vaginales.
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En las pozas de la granja en estudio ha-
bia una diversidad de edades y de numero de
partos entre las hembras, de alli es que no
todas las hembras positivas a Salmonella
Typhimurium hayan estado expuestas a este
agente en un momento dado, pero al com-
partir el mismo espacio con hembras porta-
doras se haya propiciado la transmision de la
bacteria. Ademas, los criaderos usualmente
introducen reproductores para la mejora de
la produccion; sin embargo, no siempre se
toman muestran de los animales a ser intro-
ducidos. Asi se tiene el caso de cuyes intro-
ducidos a centros de sistema de crianza fa-
miliar-comercial en el distrito de San Marcos
donde se evaluaron los de machos
reproductores que iban a ser introducidos ais-
landose Salmonella Typhimurium (Morales,
2012). Estas experiencias remarcan la im-
portancia de analisis previos de animales a
ser introducidos en las granjas.

CONCLUSIONES

e  Salmonella Typhimurium fue el serotipo
predominante de Salmonella spp en
hembras de primer parto y sin signos cli-
nicos de enfermedad, en un criadero de
cuyes de la zona de Pachacamac, Lima.

e EIl porcentaje de prevalencia de
Salmonella sp en hisopados vaginales y
rectales fue de 2.9% (8/272).
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