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RESUMEN

La salmonelosis es considerada la enfermedad mas grave que afecta a los
cobayos, causando altas tasas de mortalidad y morbilidad, principalmente por
los serovares Typhimurium y Enteritidis. Para que se lleve a cabo la infeccidn,
debe existir la expresion de diversos grupos de genes que permitan a la bacteria
adherirse, multiplicarse y sobrevivir a las defensas del hospedero. El objetivo del
estudio fue caracterizar molecularmente aislados de Salmonella enterica
provenientes del cepario del Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Se utilizaron 80 aislados, 70 obtenidos de cobayos infectados
naturalmente y cinco de clinicamente sanos, procedentes de granjas de
produccidn intensiva ubicadas en Lima y Junin, Perd. Se utilizé la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) multiple para la deteccion de genes
invA, proteE y fliC, correspondientes al género Salmonella, serovar Enteritidis y
Typhimurium, respectivamente. También se detectaron los genes de virulencia
tolC, sitC, spiA, sopB, IpfC, sifA, spvB, pefA 'y sipB, necesarios para producir la
enfermedad. Finalmente, se evalué la variabilidad genética mediante la técnica
de ERIC-PCR utilizando los primers ERIC1R y ERIC2. Para evaluar la diversidad
de los aislados, se realiz6 el analisis de agrupamiento para generar un
dendrograma usando el programa bioinformatico NTSYSpc 2.10, empleando el
método UPGMA basado en el coeficiente de similaridad de DICE. Se identificd
la serovariedad Typhimurium y los nueve genes de virulencia en el 100% de los
aislados. La evaluacion de los perfiles electroforéticos obtenidos por la técnica
de ERIC-PCR demostré patrones de bandas de ADN similares con una
homogeneidad mayor al 90%, lo que sugiere una dispersion clonal de los
aislados. La presencia de cepas de Salmonella Typhimurium con una amplia
variedad de genes de virulencia constituyen un riesgo potencial para la
produccién de cobayos y una fuente de contaminacién alimentaria o por contacto

al humano.

Palabras clave: Salmonella enterica, salmonelosis, factor de virulencia,

cobayos, diversidad genética
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ABSTRACT

Salmonellosis is considered the most serious disease affecting guinea pigs, with
high mortality and morbidity rates. Salmonella Typhimurium is the serovar
commonly involved followed by Enteritidis. The expression of various groups of
genes allows Salmonella to adhere, multiply and survive the host's defenses. The
aim of the study was to characterize 80 isolates of Salmonella enterica. 70 were
obtained from naturally infected and five from clinically healthy farm-raised
guinea pigs from Lima and Junin, Peru. The study was carried out at Molecular
Biology and Genetics Section of the Microbiology and Parasitology Laboratory of
the School of Veterinary Medicine at the Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. A Multiplex PCR technique was performed for invA, prot6E and fliC
genes detection, corresponding to Salmonella genus, Enteritidis and
Typhimurium serovars, respectively. Virulence genes were detected by a
Multiplex PCR: tolC, sitC, spiA, sopB, IpfC, sifA, spvB, pefA and sipB. Finally,
genetic diversity was evaluated by ERIC-PCR technique using ERIC1R and
ERIC2 primers. A cluster analysis was performed to generate a dendrogram
using the bioinformatic program NTSYSpc 2.10 and the UPGMA method based
on the DICE similarity coefficient. Typhimurium serovar was identified in 100% of
the isolates. The 9 virulence genes included in the study were present in 100%
of the isolates. The evaluation of the electrophoretic profiles obtained by the
ERIC-PCR technique showed high homogeneity, with patterns of similar DNA
bands with a homogeneity greater than 90%. These results suggest a clonal
dispersion of the isolates between. Additionally, the detection of Salmonella
Typhimurium strains with a wide variety of virulence genes supposes a potential

risk for guinea pigs production and a contamination source to humans.

Keywords: Salmonella enterica, salmonellosis, virulence genes, farm-raised

guinea pigs, genetic diversity
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1. INTRODUCCION

La salmonelosis es la enfermedad mas grave que afecta a los cobayos causando
alta mortalidad y morbilidad (Chauca, 1997). Existen actualmente mas de 2610
serovariedades de Salmonella reconocidas en todo el mundo, y casi todas son
capaces de causar enfermedad en humanos y animales (Guibourdenche et al.,
2010). Los principales serovares aislados de cobayos son Typhimurium vy
Enteritidis (Richardson, 2000) los cuales son los principalmente relacionados a
casos de zoonosis (Fardsanei et al., 2016). Para que ocurra la enfermedad, el
proceso de infeccidn debe seguir ciertos pasos: adhesion bacteriana, invasion,
maduracion de vacuola conteniendo a Salmonella (SCV), replicacion vy
diseminacion sistémica. En todas estas fases, el microorganismo debera
sobreponerse a las defensas del hospedero. Esta adaptacion ocurre debido a
una coordinada expresidén de multiples genes en respuesta a sefales especificas
presentes en el hospedero (Majdalani y Gottesman, 2005; Stock et al., 2000). Se
han identificado una gran cantidad de genes involucrados en la codificacién de
factores de virulencia y el rol que juegan en la patogénesis. La deteccidén de
genes de virulencia en Salmonella es de gran utilidad para conocer el poder

patogénico de los aislados, por el riesgo zoonético que implica.

El método de rep-PCR utiliza primers que hibridan secuencias intergénicas no
codificantes dispersos en todo el genoma y se han utilizado satisfactoriamente
muchas familias de secuencias repetitivas tales como las secuencias
intergénicas de consenso repetitivas de enterobacterias (ERIC), palindromos
repetitivos extragénicos (REP) y secuencias BOX. Estas secuencias han sido
utilizadas para la caracterizacion de Salmonella en la distincidbn de especies,
cepas, serovares, etc. (Lupiski et al., 1992; Versalovic et al., 1994; Rampadarath
et al., 2015). Una de las aplicaciones actuales para estas técnicas es la
identificacién de polimorfismos genéticos para determinar variabilidad y delinear
relaciones epidemioldgicas en la vigilancia y monitoreo de brotes (Lim et al.,
2005; Tunung et al., 2007; Lee et al., 2008; Prasertsee et al., 2016). El objetivo
del estudio fue caracterizar molecularmente cepas de Salmonella Typhimurium
aisladas de cobayos provenientes de granjas de produccion, mediante la
deteccion de genes de virulencia y secuencias repetitivas.
1



2. ANTECEDENTES

2.1 GENERO Salmonella

Las bacterias que pertenecen al género Salmonella estan incluidas en la familia
Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram negativos, moviles por flagelos peritricos
(excepto los serovares Gallinarum y Pullorum), no tienen la capacidad de
esporular y son anaerobios facultativos. Poseen un diametro de 0.7 a 1.5 ymy
un largo de 2 a 5 ym (Murray et al., 1999; Coburn et al., 2007). La clasificacién
actual de Salmonella es extremadamente compleja y esta definida segun el
esquema de Kauffmann-White (Grimont y Weill, 2007). Su caracterizacion da
como resultado la division del género en dos especies: S. entericay S. bongori.
Asuvez, S. enterica se subdivide en 6 subespecies basandose en las diferencias
bioquimicas. El género Salmonella estd a su vez, dividido actualmente por
serologia en mas de 2610 serovariedades (Guibourdenche et al., 2010).

2.2 PATOGENICIDAD

Salmonella Typhimurium es un patégeno entérico primario que infecta tanto
animales como humanos. La infeccidn inicia con la ingestidon de agua o alimento
contaminado, permitiendo a las salmonelas alcanzar el epitelio intestinal y
ocasionar enfermedad. La infeccién puede diseminarse después de la invasion
del epitelio intestinal e internalizacion en macréfagos. Para lograr este proceso
patogénico, el cromosoma de Salmonella compromete muchos mecanismos
relacionados a genes de virulencia, los cuales contribuyen de manera secuencial

para cumplir su propésito (Fabrega y Vila, 2013).

2.2.1 ESTRATEGIA PATOGENICA DE Salmonella Typhimurium

La infeccién inicia con la ingestiébn de estos microorganismos en agua vy
alimentos contaminados. El primer obstaculo por el que debe pasaren el
hospedador es el pH acido del estémago. Para protegerse de este shock &cido,
activa una respuesta de tolerancia al acido (ATR) que le provee una funcion
homeostatica que mantiene el pH intracelular mas alto que el ambiente

extracelular. Por ello, la habilidad de percibir ambientes de bajo pH y de
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responder a ese estrés, es crucial para su supervivencia y patogenicidad (Foster
y Hall, 1991; Fabrega y Vila, 2013; Ryanet al., 2015). Después de entrar al
intestino delgado, las salmonelas deben alcanzar y atravesar la capa de mucus
intestinal antes de adherirse a las células del epitelio. EI mucus bloquea el
contacto entre la monocapa y las bacterias (Hallstrom y McCormick, 2011;
Fabrega y Vila, 2013). Sin embargo, Vimal et al. (2000) demostraron que
Salmonella Typhimurium es capaz de unirse especificamente a una mucina de
250 kDa del mucus del tracto intestinal. Salmonella se adhiere preferentemente
a las células M de las placas de Peyer (PP), aunque también se ha reportado
invasion en enterocitos (Takeuchi, 1967; Fabrega y Vila, 2013). Las células M
forman parte del GALT (tejido linfoide asociado a intestino) y constantemente
transportan bacterias y antigenos del lumen al tejido linfoide adyacente
(MacDonald y Monteleone, 2005). En modelos murinos, el pasaje de las
bacterias a través de la pared intestinal es iniciado por transocitosis sea por
células M o enterocitos, migracion basolateral y exocitosis en el espacio
intersticial de la lamina propia (Muller et al., 2012). Adicionalmente, se ha
reportado la captacién directa por fagocito CD18+ y CD11b*, CD11ct,
CX3CR1Ma" (Vasquez-Torres et al., 1999; Muller et al., 2012). Dentro de la lamina
propia, Salmonella Typhimurium es captada rapidamente por fagocitos y se
disemina por los vasos linfaticos a través de los nodulos linfaticos mesentéricos

y el torrente sanguineo al bazo e higado (Salcedo et al., 2001).

2.2.2 Vias de invasion celular

El ingreso de Salmonella a las células del hospedador es critico para su
supervivencia y establecimiento de la enfermedad. Salmonella ingresa a las
células mediante dos mecanismos claramente diferenciados morfoldgica y
funcionalmente. Uno de ellos, llamado “Trigger”, involucra el ingreso de proteinas
efectoras mediadas por un sistema de secrecion tipo lll codificada por la isla de
patogenicidad 1 (SP1 T3SS o0 T3SS-1) y los posteriores rearreglos considerables
en el citoesqueleto celular. El otro mecanismo, llamado “Zipper”, es considerado
una entrada mediada por receptores con modificaciones de citoesqueleto
menores y se inicia por la interaccion entre receptores celulares del hospedador
y ligandos especificos de la bacteria (Rosselin et al., 2011). Ambos mecanismos

usan las proteinas Rho guanosina trifosfato (RhoGTPasas), logrando manipular
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la arquitectura celular e inducir las modificaciones citoesqueléticas (Cossart y
Sansonetti, 2004). Una diferencia importante entre ambos mecanismos es que
el “Trigger” es formado desde adentro de la célula via proteinas efectoras
transportadas por un TTSS, mientras que el mecanismo “Zipper”’ es promovido
desde el exterior de la célula del hospedador, mediante la activacion de
receptores celulares (Rosselin et al., 2011).

2.2.3 Sistema de secrecion tipo 3 (T3SS) y proteinas efectoras

Salmonella percibe las caracteristicas externas de pH, tensién de oxigeno y
osmolaridad, permitiendo la expresion de genes que codifican para T3SS-1y su
ensamblaje (Rosselin et al., 2011; Rosselin et al., 2012). La union a la superficie
celular es dada por su afinidad al colesterol (Hayward et al., 2005). Este contacto
permite la translocacién de las proteinas efectoras mediante un T3SS codificado
por SP1. Esta translocacién es coordinada de una manera precisa asegurando
que las proteinas ingresen en el orden correcto al citoplasma de la célula del
hospedador, lo que asegura la secrecidn de las translocasas SipB, SipC y SipD,
antes de las proteinas efectoras (Lara-Tejero et al., 2011). La entrada es
caracterizada por arreglos en la actina del citoesqueleto en el lugar de contacto

con la bacteria lo que permite la internalizaciéon en vacuolas.

Salmonella “obliga” a la célula a formar proyecciones citoplasmaticas e
internalizarla en un fagosoma modificado conocido como SCV (Salmonella-
containing vacuole), un compartimento en el cual Salmonella puede sobrevivir y
replicarse (Finlay et al., 1991; Galan y Zhou, 2000; Galan, 2001; Patel y Galan,
2005). Se han descrito mas de 30 proteinas efectoras que pueden translocarse
en las células mediante T3SS-1 para inducir la entrada de Salmonella a células
no fagociticas. Entre ellos, cinco han sido reconocidos como capaces de
manipular la maquinaria citoesquelética (SopE, SopE2, SopB, SipA y SipC)
(McGhie et al., 2009). SopE, SopE2 y SopB tienen como molécula diana a
RhoGTPasa y promueven la activacién de los miembros de la familia Rho Cdc42
y Rac, llevando a la activacion de los complejos WASP y Scar/WAVE-Arp2/Arp3
(Arp2/3) que conllevan la remodelacion de actina. Estos efectores son clave para
la entrada de Salmonella. Zhou et al. (2001) demostraron que las cepas de

Salmonella que carezcan de algunos de estos efectores, pueden ingresar a las
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células del hospedador de una manera eficiente. Sin embargo, una completa
falta de estos tres efectores impide totalmente la remodelacion de actina y la
entrada de Salmonella. SopE y SopE2 funcionan como factor intercambiadores
de guanina (GEFs) y catalizan de manera directa la activacién de GTPasas.
SopB es una fosfatasa de inositol que actia en los fosfolipidos de membrana del
hospedador y funciona directamente activando SGEF y RhoG (Patel y Galan,
2006). Hanisch et al. (2011) demostr6 que SopB también constituye un
importante regulador de una via de entrada adicional, que activa RhoA y miosina
I, lo que conduce a formacion de fibras de estrés y contractibilidad. SipA y SipC
se unen directamente a la actina controlando y localizando la polimerizacion de
actina en el sitio de union a la bacteria. SipC posee dominios terminales C- y N-
que permiten la nucleacion de actina (F-actina) y promueve la polimerizacion y
agrupacion (Myeni y Zhou, 2010). Segun experimentos realizados por Perret y
Jepson (2009), se demostré que el efector SipA juega un rol importante en la
induccion de los “ruffles” de membrana para la invasion en sinergia con otros
efectores como SopB, SopE y SopE2. SipC promueve el reclutamiento del
exocisto e incrementa la eficiencia de invasién mediante la expansion localizada
de membrana (Braun y Brummel, 2010). La remodelacién de actina iniciada por
esos cinco factores, promovera el “ruffing” de membrana en un tiempo
aproximado de 10-30 minutos después del contacto, y una vez Salmonella es
internalizada, la célula retoma su citoarquitectura normal 2-3 horas posteriores a
la entrada (Finlay et al a., 1991; Galan y Zhou, 2000; Galan, 2001; Kubori y
Galan, 2003; Patel y Galan, 2005). Salmonella ayuda a recuperar la arquitectura
normal mediante la accién de SptP, un efector con actividad GAP que regresa a
Cdc42 y Rac1 a un estado no activado. La interaccidon entre los efectores que
actian como GEFs y GAPs (SopE/SptP) se basa en su vida media posterior a la
translocacién. SptP muestra una mayor resistencia al sistema de proteosoma-
ubiquitina celular, en comparacién con SopE (Kubori y Galan, 2003).

Después de la entrada, SopB juega un papel importante en la biogénesis de
SCV. Inicialmente, la SCV adquiere los marcadores endosémicos tempranos, los
cuales son reemplazados por los tardios y marcadores lisosomales. Sin
embargo, la SCV no se fusiona directamente con los lisosomas, evitando asi la
destruccion de Salmonella. Esto es debido parcialmente a la actividad

fosfoinositol fosfatasa de SopB (Rudge et al., 2004). Mediante la reduccion de la
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concentracion local de Pl (4,5)P2, SopB y SopD desestabilizan las interacciones
entre citoesqueleto y membrana plasmatica, reduciendo la rigidez de membrana
y promoviendo asi la fision y el sellado de la SCV futura (Bakowski et al., 2007).
Salmonella regula la biogénesis de la SCV limitando interacciones con la via
endocitica y particularmente bloqueando la fusién con el lisosoma. Estudios
realizados sobre la biogénesis de la SCV determinaron la ausencia o la presencia
en niveles no significativos de hidrolasas lisosomicas o receptores de manosa-
6-fosfato involucrados en el trafico de catepsinas (Garcia-del Portillo y Finlay,
1995; Rathman et al.,, 1997). Durante el progreso de la infeccidn, Salmonella
utiliza un segundo tipo de T3SS codificado por SPI-2 (T3SS-2), que transporta
proteinas efectoras adicionales a través de la SCV permitiendo la supervivencia
y replicacion (Malik-Kale et al., 2011).

2.2.4 Supervivencia intracelular: T3SS-1 y T3SS-2

La multiplicacion bacteriana se inicia 4-6 horas post invasion y es acompanada
de la extensién de tubulos ricos en Lamp1 (Sifs — filamentos inducidos por
Salmonella) en la superficie de las SCV (Garcia-del Portillo et al., 1993). EI T3SS-
2 es inducido después de la invasion y es requerido para eventos tardios en la
biogénesis de la SCV: replicacién y formacién de Sifs (Waterman y Holden,
2003). Inmediatamente después de su formacién, la SCV sufre cambios y
remodelamientos en su membrana. Esto cambios son dados principalmente por
el efector de T3SS-1 SopB (Kubori y Galan, 2003). Este efector es requerido
para reducir niveles de PI(4,5)P2 cargado negativamente y fosfatidilserina de las
SCV, lo que resulta en la disociacion de proteinas Rab y sirve para retrasar la
fusion lisosoma-SCV, como se menciond anteriormente (Rudge et al., 2004;
Bakowski et al., 2010). Salmonella utiliza un transporte mediado por dineinas a
través de los microtubulos para llegar a la posicion yuxtanuclear adyacente al
centro de organizacion de microtubulos (MTOC). Esta localizacién es importante
para acceder a una fuente de componentes celulares llevados por dineinas por
los microtabulos (Wileman, 2007). El movimiento de la SCV al MTOC, asi como
el mantenimiento en esa posicion, es un proceso multifactorial que involucra
efectores T3SS-2: SseF, SseG y SifA, asi como efectores T3SS-1: SipA y SopB
(Salcedo y Holden, 2003; Abrahams et al., 2006; Wasylnka et al., 2008). Durante

las fases tardias de infeccion (>6 horas), las SCVs se mantienen en la posicién
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yuxtanuclear (Abrahams et al., 2006). Al mismo tiempo que se mantiene en esa
posicién, genera una red tubular dinamica mediante el uso de efectores que

exhiben actividades cooperativas y antagdnicas.

2.3 Desarrollo de la enfermedad

Después de la colonizacion del intestino e invasion posterior, ocurre una
inflamacion  significativa que incluye infiltracibn local y difusa de
polimorfonucleares (PMN), abscesos en criptas, necrosis epitelial, edema y
secrecion (Clarke y Gyles, 1987; Finlay et al., 1989). La enterocolitis ocasionada
por Salmonella Typhimurium en murinos es severa en el ileo caudal, ciego y
colon (McCormick et al., 1993). El reclutamiento de neutréfilos ocurre dentro de
las primeras tres horas de infeccion. Durante las 8-10 horas posteriores a la
infeccidn, ocurre una migracion masiva de neutrofilos y la secrecion de exudado
rico en proteinas en el lumen intestinal. La diarrea no inicia hasta 8-72 horas
después de la colonizacion bacteriana (Wray y Sojka, 1978; Tsolis et al., 1999).
Andrade y Andrade (2003) determinaron los puntos necesarios para el
entendimiento de la patogenia de la Salmonella desde un punto de vista celular
y molecular. Estos incluyen el sistema de secrecion tipo Il (T3SS), los genes de
virulencia codificados por diferentes Sips (proteina de invasién de Salmonella)
llamados SipA, B, C, Dy E, funcién de los receptores Toll R2 y R4 presentes en
la superficie de los macrofagos, las lineas de defensa entre el lumen intestinal y
organos internos, y el rol fundamental de las células endoteliales en la
inflamacion. Posterior a la invasién e internalizacion por los procesos descritos
anteriormente, las bacterias llegan rapidamente a las células presentadoras de
antigenos (APC) ubicadas bajo el epitelio intestinal, siendo parcialmente
fagocitadas y neutralizadas. Los fagocitos infectados se agrupan y forman la
primera linea de defensa y forman las lesiones patolégicas rodeadas de tejido
sano. Algunas bacterias escapan esta barrera y llegan a los foliculos linfaticos.
Los linfocitos salen de los nédulos linfaticos y pueden alcanzar el higado y bazo
mediante el sistema reticulo endotelial. En estos érganos las bacterias son
usualmente destruidas. Sin embargo, Salmonella tiene la capacidad de
sobrevivir y multiplicarse en células fagociticas mononucleares (House et al.,
2001). Dependiendo del niumero de bacterias, la virulencia de las cepas y la

respuesta inmune del hospedador, la bacteria puede alcanzar el torrente
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sanguineo. Esta fase se caracteriza por la diseminacién del microorganismo a
distintos 6rganos como el higado, bazo, médula 6sea, vesicula biliar y placas de
Peyer en el ileo terminal. La compleja patogénesis de Salmonella capaz de
causar enfermedad sistémica esta correlacionada con la presencia de un gran
namero de factores de virulencia codificados por una gran diversidad de genes
(Groisman y Ochman, 1997; Skyberg et al., 2006). Salmonella es una bacteria
patdbgena que tiene una gran adaptacion al nicho intracelular. Los estudios
mencionados han permitido entender el complejo proceso de interacciones entre

la bacteria y su hospedador a nivel celular y molecular.

2.4 SALMONELOSIS EN COBAYOS

La salmonelosis es la enfermedad mas grave que afecta a los cobayos
ocasionando altas tasas de mortalidad y morbilidad (Chauca, 1997). Es una
enfermedad que se encuentra ampliamente distribuida en el territorio peruano
(Aliaga, 1995). Diversos serovares han sido aislados de cobayos como S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Florida, S. Bredeney, S. Pomona, S. Dublin, S.
Ochigou y S. Limite (Garmendia et al., 2000). Entre ellos, Typhimurium y
Enteritidis son los serovares aislados en la mayoria de los casos, ambos
implicados en casos de zoonosis (Richardson, 2000; Fardsanei et al., 2016). En
el Peru, se considera que S. Typhimurium esté implicada en un 95% de los casos

de salmonelosis en cobayos (Ramirez, 1972; Chauca, 1997; Matsuura, 2008).

La forma aguda de la enfermedad se caracteriza por un cuadro septicémico y
muerte en 24-48 horas, muchas veces sin la presencia de signos clinicos. Puede
observarse: decaimiento, postracion, anorexia, opistétonos, paralisis de
miembros posteriores, diarrea mucosa y abortos. En la manifestacién crénica de
la enfermedad se observa un adelgazamiento paulatino, pelaje hirsuto y
distensién abdominal (Ramirez, 1972; Bustamante, 1993; Evans, 2005). Se ha
reportado la presencia de cepas de Salmonella Typhimurium en cobayos
clinicamente sanos, lo que amplia la posibilidad de portadores sanos de la
enfermedad como diseminadores potenciales de bacterias (Chero et al., 2017).

La transmisién entre cobayos puede ser por contacto directo o indirecto. Los

animales infectados excretan la bacteria por las heces y contaminan el ambiente
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que los rodea incluyendo el alimento. Los animales se infectan por via oral al
consumir agua o alimentos contaminados. Radostits et al. (2002) sefalan que
las vias de transmisidn aerégenas y conjuntivales son plausibles. La manera
comun de ingreso de Salmonella a la granja de produccién de cobayos es debido
a las malas practicas de manejo: deficiente nivel de bioseguridad, presencia de
roedores y aves, ingreso no controlado de personal y estrés ocasionado por

sonidos y variaciones de temperatura y humedad (Ramirez, 1972).

2.5 PCR de elementos repetitivos (rep-PCR)

La reaccién en cadena de polimerasa de elementos repetitivos (rep-PCR) se
basa en la identificacién de patrones de huellas genéticas para la clasificacion
de aislados bacterianos. El método de rep-PCR utiliza primers que hibridan
secuencias intergénicas no codificantes dispersos en todo el genoma. El DNA
entre los elementos repetitivos adyacentes es amplificado utilizando una PCR y
se pueden producir muchos amplicones, dependiendo de la distribucion de estos
elementos repetitivos en el genoma. El tamaino de estos amplicones son
caracterizados mediante una electroforesis, y los patrones de bandas son
comparados para determinar la relacién genética entre los aislados bacterianos
que son analizados. Se han utilizado satisfactoriamente muchas familias de
secuencias repetitivas tales como las secuencias intergénicas de consenso
repetitivas de enterobacterias (ERIC), palindromos repetitivos extragénicos
(REP) y secuencias BOX. Estas secuencias han sido utilizadas para la
caracterizacion de bacterias en la distincion de especies, cepas, serotipos, etc.
y han resultado ser de mucha utilidad en el estudio de diversidad microbiana
(Lupiski et al., 1992; Versalovic et al., 1994; Rampadarath et al., 2015).

2.5.1 ERIC-PCR

Sharples y Lloyd (1990) reportaron elementos repetitivos de ADN altamente
conservados localizados en regiones intergénicas del cromosoma de
Escherichia coli, Salmonella Typhimurium y otras bacterias. Estas unidades
repetitivas intergénicas (IRUs) de 124-124 nucleétidos tenian el potencial de
formar estructuras loop estables. Se describié que la localizacion de estas

secuencias dentro de regiones intergénicas era variable. Un afio mas tarde,
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Hulton et al. (1991) describieron las mismas secuencias intergénicas altamente
conservadas, denominandolas secuencias intergénicas de consenso repetitivas
de enterobacterias (ERIC) en Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Yersinia
pseudotuberculosis, Klebsiella pneumoniae y Vibrio cholerae. Estas secuencias
fueron descritas de 126-127pb y restringidas al genoma, ya sea en regiones
intergénicas de operones policistrénicos o en regiones no traducidas de marcos
de lectura abiertos, y con ubicacion variable entre especies. Se han utilizado en
los ultimos afos como una herramienta util para la genotipificacion de
Salmonella. Saxena et al. (2002) utilizaron la técnica de ERIC-PCR para la
tipificacion molecular de 24 aislados de Salmonella correspondientes a las
serovariedades Abortusequi, Cholerasuis, Bareilly y Dublin. Encontraron 21
genotipos distintos, lo que demostrd el alto poder discriminatorio de la prueba y
su utilidad en la tipificacion molecular de Salmonella. Lee et al. (2008)
caracterizaron un total de 48 aislados de Salmonella Agona y 33 aislados de
Salmonella Weltevreden mediante ERIC-PCR y lograron diferenciarlas en 7
clusters y 3 cepas independientes. Con este estudio demostraron que la prueba
de ERIC-PCR posee una buena capacidad discriminatoria inclusive para

subclasificar dentro de una misma serovariedad.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

Los aislados de Salmonella Typhimurium obtenidos de cobayos presentan al

menos dos genes asociados a virulencia y existe diversidad genética entre ellos.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo principal

Caracterizar mediante técnicas moleculares aislados de Salmonella

Typhimurium provenientes de cobayos de granjas de produccién.
3.2.2 Objetivos especificos
e Detectar los genes asociados a virulencia de los aislados de Salmonella
Typhimurium identificados.

e Identificar la diversidad genética de los aislados de Salmonella

Typhimurium.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Lugar de ejecucion y periodo de duracién

El procesamiento se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia —
Seccion de Biologia y Genética Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, durante los meses de
setiembre a octubre de 2016.

4.2 Descripcion del material experimental:

Se utilizaron aislados de Salmonella provenientes del cepario del laboratorio. Se
analizaron un total de 80 aislados de Salmonella enterica obtenidos de cobayos:
70 fueron recuperados de muestras de higado y vesicula biliar de cobayos
diagnosticados con salmonelosis. Los otros 10 fueron recuperados a partir de
muestras de hisopado rectal de cobayos clinicamente sanos. Los aislados fueron
obtenidos de tres centros de produccion intensiva ubicados en los distritos de
Huaral y Manchay en Lima Peru, y uno ubicado en Huancayo, Junin-Peru. Las
granjas, presentan casos de salmonelosis de manera continua, con un
incremento en las estaciones de incremento de temperatura, presentando brotes

focalizados.

4.3 Extraccion de ADN Bacteriano

Se realiz6 la extraccion de ADN con el kit “GeneJET Genomic DNA Purification
Kit” de Thermo Scientific™, segun indicaciones del fabricante para bacterias
Gram negativas, siguiendo los pasos de lisis nucleica, degradacion de RNA,
precipitacion proteica, lavado con alcoholes y rehidratacién del ADN (Thermo
Fisher Scientific, 2014).
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El protocolo se desarroll6 de la siguiente manera :

1. Se recuperaron aproximadamente 2x10° células bacterianas en un tubo de
1,5ml y se centrifugd durante 10 minutos a 5000xg. Se descartd el
sobrenadante.

2. Se resuspendié el sedimento en 180uL de solucién de digestion. Se anadié
20puL de solucion de proteinasa K y se mezcld agitando en un vértex hasta
obtener una suspensién uniforme.

3. Seincubd la muestra a 56 °C durante 30 minutos agitando con un vortex.

4. Se afnadi6é 20 L de solucion de RNasa A, se mezcldé mediante agitacién con
la ayuda de un vértex y se incub6 la mezcla durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

5. Se agreg6 200pL de solucion de lisis a la muestra. Se mezclé completamente
agitando en vértex durante 15 segundos hasta que se obtenga una mezcla
homogénea.

6. Se agregaron 400uL de etanol al 50% y se mezcld utilizando un vértex.

7. Se ftransfirid el lisado a una columna de purificacion de ADN gendmico
GeneJET insertado en un tubo de recoleccién. Se centrifugd la columna
durante 1 minuto a 6000xg. Se descart6 el tubo de recoleccidn y se colocé la
columna de purificaciéon de ADN gendmico en un nuevo tubo de recoleccién
de 2 ml.

8. Se agregaron 500uL de tampdn de lavado | (con etanol anadido) y se
centrifugd durante 1 minuto a 8000xg.

9. Sedesechd el flujo y se colocé la columna de purificacion de nuevo en el tubo
de coleccion.

10.Se anadieron 500uL de solucién de lavado Il (con etanol anadido) y se
centrifugé durante 3 minutos a velocidad maxima (=12000xg).

11.Se desechd el tubo de recoleccion que contenia la solucién de flujo y se
transifirid la columna de purificaciéon de ADN gendémico GeneJET en un tubo
de microcentrifuga estéril de 1,5 ml.

12.Se agregaron 200 uL de tampon de elucion, se incub6 durante 2 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugd durante 1 minuto a 8000xg.

13.Se almacend el ADN extraido a -20°C hasta su uso.
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4.4Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

4.4.1 Deteccion de serovariedad Typhimurium

Se realiz6 una PCR multiple para la deteccién del gen invA que permite
determinar que el DNA extraido corresponde al género Salmonella, y los genes
fliC y prot6A que permiten determinar la serovariedad Typhimurium y Enteritidis,
respectivamente (Jamshidi et al., 2010). El protocolo ha sido estandarizado en la
Seccion de Biologia y Genética Molecular de la Facultad (Diaz et al., 2017;
Marcelo et al., 2017).

Las secuencias de oligonucleétidos estan descritas en la Tabla 1 (Jamshidi et
al., 2010). Se trabaj6é con un volumen de reaccién de 15ul que contenia: 2ul de
ADN, 7,5ul QIAGEN Master Mix Multiplex, los primers para deteccion de genes
invA y prot6A en concentracion de 1uM y el primer para deteccién del gen fliC
en concentracion de 0,5uM. Adicionalmente a los aislados, se utilizaron
controles: Salmonella Typhimurium ATCC 14028 y Salmonella Enteritidis ATCC
13076. Las condiciones de los ciclos fueron 5 minutos a 95°C para una
desnaturalizacién inicial, 35 ciclos de 45 segundos a 95°C para
desnaturalizacién, 45 segundos a 58°C para hibridacion, 45 segundos a 72°C
para elongacién y 7 minutos a 72°C para una elongacién final. Para la PCR se
utilizé un termociclador Bio-Rad MyCycler.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis utilizando un gel de
agarosa al 1,5%, un marcador de peso molecular de 100 bp y TBE como buffer
de corrida, a 100V y 100 mA por 2 horas. El gel fue tefiido con bromuro de etidio
(1 ng/ml) y se observaron las bandas en el transiluminador UV para obtener una
fotografia.

Tabla 1. Secuencia y tamano (pb) de primers (F-R) utilizados en la PCR multiple.

Gen Cebador Secuencia Cebador 5 — 3 Producto (pb)

S139-F GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 084
S141-R TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
Fli15-F  CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT
Tym-R  ACTCTTGCTGGCGGTGCGACTT

Prot6E Prot6e-5-F ATATCGTCGTTGCTGCTTCC 185
Prot6e-6-R  CATTGTTCCACCGTCACTTTG

invA

fliC 559
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4.4.2 Deteccion de factores de virulencia

Se detectaron mediante PCR mudltiple, genes asociados a virulencia en
Salmonella. Los primers utilizados son detallados en la Tabla 2 (Skyberg et al.,
2006). Se trabajé con un volumen de reaccion de 25ul que contenia: 2,5ul de
ADN, 12,5ul QIAGEN Master Mix Multiplex, 2,5ul de primers para deteccién de
genes spvB, sipB, sitC, IpfC en concentracion de 0,5uM vy los genes tolC, spiA
sopB, sifA, pefA en concentracion de 1uM. La PCR multiple se realizd segun
Skyberg et al. (2006). Se llevaron a cabo dos reacciones: la primera (spvB, spiA,
sipB, tolC) y la segunda (sitC, IpfC, sifA, sopB y pefA). Adicionalmente a los
aislados, se utilizd el control: Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Las
condiciones de los ciclos fueron 5 minutos a 95°C para una desnaturalizacidn
inicial, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C para desnaturalizacion, 30 segundos a
66.5°C para hibridacion, 1 minuto a 72°C para elongacién y 10 minutos a 72°C
para una elongacién final. Para la PCR se utilizé un termociclador Bio-Rad
MyCycler.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis utilizando un gel de
agarosa al 1,5%, un marcador de peso molecular de 100 bp y TBE como buffer
de corrida, a 100V y 100 mA por 2 horas. El gel fue tefiido con bromuro de etidio
(1 pg/ml) y se observaron las bandas en el transiluminador UV para obtener una
fotografia.

4.4.3 ERIC-PCR

Para detectar la diversidad genética entre las cepas, se utilizé la técnica de
ERIC-PCR, empleando los primers ERIC1R: 5’- ATG TAA GCT CCT GGG GAT
TCA C-3'y ERIC2: 5 -AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3' (Versalovic et
al., 1991).Se trabajé con un volumen de reaccion de 15ul que contenia: 2ul de
ADN, 7.5ul QIAGEN Master Mix Multiplex y el primer BOXA1R en concentracion
de 2uM. Adicionalmente a los aislados, se utilizaron los siguientes controles:
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
Escherichia coli y Pasteurella multocida, siendo los dos ultimos obtenidos del
cepario de la Seccion de Biologia y Genética Molecular del Laboratorio de

Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
15



Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Las condiciones de los ciclos fueron

5 minutos a 95°C para una desnaturalizacion inicial, 30 ciclos de 3 segundos a

94°C para una primera desnaturalizacién, 30 segundos a 92°C para una segunda

desnaturalizacion, 1 minuto a 50°C para hibridacién, 8 minutos a 65°C para

elongacion y 8 minutos a 65°C para una elongacion final. Para la PCR se utilizé

un termociclador Bio-Rad MyCycler.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis utilizando un gel de

agarosa al 1,5%, un marcador de peso molecular de 100 bp y 1000pb, TBE como

buffer de corrida, a 100V y 100 mA por 3 horas. El gel fue tefiido con bromuro de

etidio (1 pg/ml) y se visualizaron las bandas en el transiluminador UV para

obtener fotografias.

Tabla 2. Primers utilizados para la deteccién de genes de virulencia

Gen Funcidn Secuencia (F-R) Producto

olC Recongcimiento F-TACCCAGGCGCAAAAAGAGGCTATC 161 bp
/Invasién R-CCGCGTTATCCAGGTTGTTGC

sitC Captacion de F-CAGTATATGCTCAACGCGATGTGGGTCTCC 768 bp
Hierro R-CGGGGCGAAAATAAAGGCTGTGATGAAC

SpiA Supervivencia |F-CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG 550 bp
en Macréfagos | R-CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT

sopB Recoqgcimiento F-CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG 220 bp
/Invasion R-TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT

IpfC Recoqgcimiento F-GCCCCGCCTGAAGCCTGTGTTGC 641 bp
/Invasién R-AGGTCGCCGCTGTTTGAGGTTGGATA
Formacion F-TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG

SifA ﬁf;{#g;‘:gi . R-GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT | +49PP

spvB Crecimiento en |F-CTATCAGCCCCGCACGGAGAGCAGTTTTTA 717 bp
hospedador R-GGAGGAGGCGGTGGCGGTGGCATCATA

DefA Reconqcimiento F-GCGCCGCTCAGCCGAACCAG 157 bp
/Invasion R-GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG
Entrada a F-GGACGCCGCCCGGGAAAAACTCTC

sipB |células no 875b

S P Jocitions R-ACACTCCCGTCGCCGCCTTCACAA P
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4.4.4 Analisis de Datos

En la PCR multiple se realiz6 |a identificacion de las bandas correspondientes a
Salmonella spp. que fueron de 284 pb y a los serovares Typhimurium y Enteritidis

de 559 pb y 185pb, respectivamente.

Para evaluar la diversidad de los aislados, se realizé el analisis de agrupamiento
(clusters) para generar un dendograma usando el programa Bioinformatico
NTSYSpc 2.10m, empleando para ello el método UPGMA basado en el
coeficiente de similaridad de DICE. La matriz de distancias se construy6 a partir
de datos binarios (presencia/ausencia de bandas) obtenidos del analisis de
ERIC-PCR. Las distancias genéticas relativas encontradas fueron utilizadas para
elaborar un dendrograma e ilustrar las relaciones genéticas calculadas a partir

de los datos.
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5. RESULTADOS

Se analizaron un total de 80 aislados de Salmonella enterica utilizando la técnica
de PCR multiple para la identificacion de las serovariedades Typhimurium y
Enteritidis. Todos los aislados amplificaron la secuencias invA de 284 pb y fliC
de 559 pb, correspondientes al género Salmonella'y serovariedad Typhimurium,
respectivamente. No se evidencioé la amplificacion de la secuencia prot6E de 185
pb correspondiente a Salmonella Enteritidis (Figura 1). EI 100% (80/80) de los
aislados amplificaron la secuencia fliC de 559 pb y fueron identificados como

Salmonella Typhimurium.

559 pb

=% 284 pb

185 pb

Figura 1. Ensayo de PCR mudltiple utilizando 3 primers. Los productos
amplificados de 559 pb del gen fliC especifico para la serovariedad Typhimurium,
de 284 pb del gen invA especifico para género Salmonella spp. y de 185 pb del
gen prot6A especifico para la serovariedad Enteritidis. 100= marcador de peso
molecular de 100 pb, SE= Salmonella Enteritidis, ST= Salmonella Typhimurium,

1-12= aislados analizados.

Se realizaron dos técnicas de PCR Multiples para la deteccion de un total de 9

genes de virulencia. La primera reaccion incluyd los genes spvB, spiA, sipB y
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tolC y la segunda los genes sitC, IpfC, sifA, sopB y pefA. El 100% (80/80) de los
aislados present6 los 9 genes de virulencia involucrados en el estudio. Los
resultados se muestran en las Figuras 2 y 3, respectivamente.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

875 pb
717 pb
550 pb

161 pb

Figura 2. Ensayo de PCR multiple utilizando 4 primers. Los productos amplificados:
sipB (875 pb), spvB (717 pb), spiA (550 pb) y tolC (161 pb). 100= marcador de peso

molecular de 100 pb, ST= Salmonella Typhimurium, 1-17= aislados analizados.

768 pb
641 pb

449 pb

220 pb
157 pb

Figura 3. Ensayo de PCR multiple utilizando 5 primers. Los productos amplificados:
sitC (768 pb), IpfC (641 pb) sifA (449 pb), sopB (220 pb) y pefA (157 pb). 100=
marcador de peso molecular de 100 pb, ST= Salmonella Typhimurium, 1-14=
aislados analizados.
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Los aislados de Salmonella Typhimurium analizados mediante ERIC-PCR
permitieron evidenciar los patrones de las huellas genéticas generadas con el
uso de los primers ERIC1R y ERIC2, los cuales mostraron alta homogeneidad
entre los aislados. Se presentaron un total de 27 bandas con un tamafno en
rangos entre 100 pb y 8000 pb. El disefio de un dendrograma permitié detectar
la presencia de s6lo un grupo genético, con una similitud mayor al 90% (Figura
4).
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Pasteurella multocida
Escherichia coli
Salmonella Enteritidis
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Figura 4. Dendrograma en el que se muestra los resultados de ERIC-PCR de 80 aislados de Salmonella Typhimurium incluidas en el estudio,
asi como de aislados de Pasteurella multocida, Escherichia coli, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 y Salmonella Typhimurium ATCC 14028.
La figura indica una similitud mayor al 95% utilizando el coeficiente de DICE entre los aislados. Los numeros marcados corresponden a las

cepas aisladas de hisopado rectal de cobayos clinicamente sanos.
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6. DISCUSION

Se caracteriz6 molecularmente cepas de Salmonella Typhimurium aisladas de
cobayos provenientes de granjas de produccidn intensiva, mediante la deteccidn
de genes de virulencia y secuencias repetitivas ERIC. La identificacion de la
serovariedad de las cepas de Salmonella mediante los resultados de la PCR
multiple evidenciaron la presencia de Salmonella Typhimurium en el 100% de los
aislados. Existen diversos estudios que han identificado la presencia de diversas
serovariedades en cobayos como Typhimurium, Enteritidis y Abortusequi entre
otras. Sin embargo, Salmonella Typhimurium es la serovariedad aislada con
mayor frecuencia y esta asociada a casos clinicos con altas tasas de mortalidad
e inclusive con la ocurrencia de casos crénicos en cobayos (Pivnick et al., 1966;
Chauca, 1997; Richardson, 2000; Singh et al., 2005; Casart y Falconi, 2016).

El ciclo de vida intracelular de Salmonella demanda el uso de un conjunto de
factores de virulencia codificados por una gran diversidad de genes distribuidos
en el genoma y con una coordinacién minuciosa entre ellos (Groisman y
Ochman, 1997; Skyberg et al., 2006). En el estudio, se utilizaron nueve genes
gue contribuyen notablemente en la virulencia y desarrollo de la enfermedad de
Salmonella Typhimurium en modelos murinos. Del total de genes utilizados en el
estudio (spvB, sipB, sitC, IpfC, tolC, spiA sopB, sifA, pefA), 6 (sipB, sitC, spiA,
sopB, IpfC y sifA) se encuentran en islas de patogenicidad (Janakiraman y
Slauch, 2000; Marcus et al., 2000). Los genes pefA y spvB son llevados por
plasmidos (van der Velden et al., 1998). El gen restante tolC puede localizarse
en cualquier parte del genoma de Salmonella (Stone y Miller, 1995). Todos los
genes utilizados en el estudio fueron encontrados en el 100% de los aislados,
provenientes de animales enfermos y aparentemente sanos. Los resultados
sugieren que estos genes de virulencia, y posiblemente las islas de
patogenicidad y T3SS con los que estan asociados, se encuentran ampliamente
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distribuidos en las cepas de Salmonella Typhimurium aisladas de cobayos con o
sin enfermedad. Inclusive, la alta similitud de genes de virulencia entre las cepas
de Salmonella Typhimurium aisladas podria indicar que las cepas de Salmonella
Typhimurium provenientes de cobayos sanos son capaces de causar
salmonelosis bajo ciertas condiciones y que la genotipificacion basada en genes
de virulencia podria ser de utilidad en los protocolos de tipificacion de
Salmonella.

Finalmente, los aislados de Salmonella Typhimurium fueron genotipificados
mediante el uso de una reaccion en cadena de la polimerasa de elementos
repetitivos (rep-PCR) conocida como ERIC PCR. Esta técnica hibrida secuencias
intergénicas no codificantes dispersas en el genoma, produciendo multiples
amplicones de distinto peso molecular para determinar la relacién genética entre
los aislados (Lupiski et al., 1992; Versalovic et al., 1994; Rampadarath et al.,
2015). La técnica de ERIC PCR es un método capaz de discriminar entre
diferentes aislados bacterianos de la misma especie, siendo una util herramienta
epidemioldgica y pueden ser utilizada en el seguimiento de la propagacion,
prevencién y control de infecciones y para entender la estructura genética y
evolucion de poblaciones microbianas (Wang, 1993; Sabat et al., 2013). Durante
anos se han utilizado los métodos de tipificacidén fenotipicos tales como el biotipo,
serotipo y fagotipo, los cuales han contribuido de manera importante para el
entendimiento de la historia natural y epidemiologia de infecciones causadas por
cepas de especies clinicamente relevantes. Sin embargo, si bien son utiles para
propositos especificos, tienen un gran numero de limitaciones practicas que las
hacen inutilizables para estudios exhaustivos de la estructura y dindmica de
poblaciones bacterianas, e inclusive para los esfuerzos de control y vigilancia
(Van Belkum et al., 2007; Sabat et al., 2013). Es generalmente aceptado que la
tipificacién fenotipica debe ser apoyada por alguna otra prueba de tipo molecular.
A pesar de ello, existen algunos casos como la serotipificacion en Salmonella,
en donde es un requisito muy util. Sin embargo, el desarrollo, aplicacién y control
de calidad de pruebas fenotipicas tales como la fagotipificacion y la
serotipificacion son laboriosos y requiere de personal especializado, lo que las
hace dificil de mantener niveles de calidad suficientes para satisfacer los

actuales estdndares de acreditacion para laboratorios de microbiologia. Por
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estas razones, la fenotipificacion ha venido siendo reemplazada por la tipificacion
genotipica o molecular en las dos ultimas décadas (Mayer, 1988; Maslow et al.,
1993; Botteldoorn et al., 2004; Lin et al., 2014). La aplicacion de técnicas
moleculares como ERIC PCR para la tipificacion de patégenos en estudios
provee informacién epidemiol6gica confiable para el rastreo de la fuente de
infeccion. El uso de una técnica de ERIC-PCR vy el disefio de un dendrograma
con base a la presencia o ausencia de bandas demostré una alta homogeneidad
de todos los aislados de Salmonella Typhimurium del estudio. Existen estudios
en los que han comparado la utilidad de ERIC PCR con otras pruebas
moleculares de tipificacion como RAPD. Nath et al. (2010) utilizaron ERIC PCR
para genotipificar aislados (n=33) de Salmonella obtenidos de pacientes con
fiebre tifoidea. Determinaron un buen poder discriminatorio y una
reproducibilidad del 100%, en comparacién del 40% de reproducibilidad para
RAPD reportada en el estudio. Inclusive hay estudios en los que proponen la
posibilidad de combinar ambas técnicas. Lin et al. (2005) diferenciaron un total
de 57 aislados de Salmonella spp. mediante ERIC-PCR y RAPD. Utilizando la
prueba de ERIC-PCR produjeron un total de 50 patrones genéticos distintos.
Combinando lo resultados de RAPD y ERIC-PCR lograron diferenciar todos los
57, determinando asi que el uso de ambas pruebas seria util para la
diferenciacion de Salmonella de campo y estudios epidemiolégicos. Como se
mencion6 anteriormente, ERIC PCR no sb6lo provee informacion de
heterogeneidad u homogeneidad entre aislados, también permite obtener datos
epidemioldgicos. Por ejemplo, Tunung et al. (2007) determinaron la diversidad
genética de 24 aislados de Salmonella enterica aisladas de alimentos y muestras
clinicas mediante ERIC-PCR. Los resultados obtenidos permitieron identificar
una correlacion entre la prevalencia de serovares y genotipos con la fuente y
origen geografico. En un estudio reciente, realizado por Prasertsee et al. (2016)
investigaron la relacion de aislados de Salmonella Rissen, Panama y Stanley
procedentes de granjas de cerdos y centros de beneficio en Tailandia.
Identificaron un total de 90 aislados y evaluaron la diversidad genética mediante
PCR basada en secuencias de elementos repetitivos (rep-PCR). Utilizaron
primers ERIC y demostraron su efectividad para discriminar entre aislados de
Salmonella. Ambas pruebas fueron Utiles en la identificacion de la fuente de

contaminacién, mediante la deteccion de patrones moleculares entre los
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aislados. Por ello, los resultados sefalan la deteccién de un solo grupo genético
con una similitud total entre las cepas de Salmonella Typhimurium aisladas de
cobayos, lo que podria sugerir una dispersion clonal entre los centros de

produccion incluidos en el estudio.

La crianza de cobayos en el Peru se ha incrementado en las ultimas décadas
debido al aumento de la demanda de carne en el mercado nacional e
internacional. Sin embargo, los problemas sanitarios constituyen aun la principal
causa de mortalidad y pérdidas econémicas. Como se ha mencionado
anteriormente, la salmonelosis es la enfermedad que mas afecta a la produccién
de cobayos, con altos indices de mortalidad y morbilidad, que dificultan el control
y contencion. Por ello, identificar la diversidad genética entre las cepas de
Salmonella y cuales son los genes de virulencia implicados en la enfermedad
resulta importante para la prevencion y control de la enfermedad en la produccién
de cobayos en el Peru. Es sabido que los los animales son el principal reservorio
de Salmonella y las fuentes de infeccion mas frecuente son los alimentos (Uribe
y Suarez, 2006). Por ello, la presencia de genes de virulencia que brinden la
capacidad de causar enfermedad demuestra el riesgo potencial que podria
presentar como una fuente de contaminacion al humano por contacto o como

enfermedad de transmisién alimentaria.
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1.

7. CONCLUSIONES

Todos los aislados fueron identificado como Salmonella Typhimurium
mediante la técnica de PCR mudltiple por la amplificacion de los genes invA
y fliC, de 284 pb y 559 pb, respectivamente.

Todos los aislados de Salmonella Typhimurium presentaron los 9 genes
de virulencia spvB, spiA, sipB, tolC, sitC, IpfC, sifA, sopB 'y pefA.

Se evidencié un patron genético similar con una alta homogeneidad

superior al 95% en los aislados de Salmonella Typhimurium.
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10.1 Anexo l. Procedencia y fecha de extraccion de aislados de Salmonella enterica
provenientes de cobayos de produccion.

. ORGANO DE FECHA
D Cgiﬁo AISLAMIENTO DEPARTAMENTO EXTRACCION
1 1T2H HIGADO LIMA 08/09/2016
2 5A1H HIGADO LIMA 08/09/2016
3 1C2H HIGADO LIMA 08/09/2016
4 2T1UP UTERO LIMA 08/09/2016
5 1M3H HIGADO LIMA 08/09/2016
6 2H2I INTESTINO LIMA 08/09/2016
7 1M7H HIGADO LIMA 08/09/2016
8 5HMI INTESTINO LIMA 08/09/2016
9 3L2H HIGADO LIMA 08/09/2016
10 5J4H HIGADO LIMA 08/09/2016
11 5J1H HIGADO LIMA 08/09/2016
12 4B2V VESICULA LIMA 08/09/2016
13 4T1H HIGADO LIMA 08/09/2016
14 5N1H HIGADO LIMA 08/09/2016
15 3H1P PULMON LIMA 08/09/2016
16 2H1H HIGADO LIMA 08/09/2016
17 3L1P PULMON LIMA 08/09/2016
18 5B2H HIGADO LIMA 09/09/2016
19 1M4H HIGADO LIMA 09/09/2016
20 101H HIGADO LIMA 09/09/2016
21 5J5H HIGADO LIMA 09/09/2016
22 4)5H HIGADO LIMA 09/09/2016
23 5J2H HIGADO LIMA 09/09/2016
24 4B3H HIGADO LIMA 09/09/2016
25 5B4H HIGADO LIMA 09/09/2016
26 4B6H HIGADO LIMA 09/09/2016
27 | 4B2.1H HIGADO LIMA 09/09/2016
28 4H1H HIGADO LIMA 09/09/2016
29 2S3H HIGADO LIMA 09/09/2016
30 1L1.2H HIGADO LIMA 09/09/2016
31 2F2H HIGADO LIMA 09/09/2016
32 2G2H HIGADO LIMA 09/09/2016
33 2M5H HIGADO LIMA 09/09/2016
34 3L3H HIGADO LIMA 09/09/2016
35 1T1H HIGADO LIMA 15/09/2016
36 4)1H HIGADO LIMA 15/09/2016
37 4AA2H HIGADO LIMA 15/09/2016
38 4A1H HIGADO LIMA 15/09/2016
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39 4AM1H HIGADO LIMA 15/09/2016
40 5B3H HIGADO LIMA 16/06/2016
41 5F1H HIGADO LIMA 16/06/2016
42 4B5H HIGADO LIMA 16/06/2016
43 1L1.1H HIGADO LIMA 16/06/2016
44 4AM4H HIGADO LIMA 16/06/2016
45 AH3H HIGADO LIMA 16/06/2016
46 | CP1528a HIGADO LIMA 21/09/2016
47 | CP1504a BAZO LIMA 21/09/2016
48 | CP1531 HIGADO LIMA 21/09/2016
49 | CP1503a HIGADO LIMA 21/09/2016
50 | CP1503 HIGADO LIMA 21/09/2016
51 | CP1504a HIGADO LIMA 21/09/2016
52 | CP1528a HIGADO LIMA 21/09/2016
53 | CP1555 HIGADO LIMA 21/09/2016
54 | CP1536 BAZO LIMA 21/09/2016
55 | CP1549 HIGADO LIMA 21/09/2016
56 | CP1537 HIGADO LIMA 21/09/2016
57 | CP1540 HIGADO LIMA 21/09/2016
58 | CP1556 HIGADO LIMA 21/09/2016
59 | CP1541 HIGADO LIMA 21/09/2016
60 | CP1545 BAZO LIMA 21/09/2016
61 | CP1553 BAZO LIMA 21/09/2016
62 | CP1543 HIGADO LIMA 21/09/2016
63 | CP1544 HIGADO LIMA 21/09/2016
64 | CP1546 HIGADO LIMA 21/09/2016
65 | CP1552 BAZO LIMA 21/09/2016
66 | CP1554 VESICULA LIMA 21/09/2016
67 | CP1550 BAZO LIMA 22/09/2016
68 21CRB HISOPADO RECTAL LIMA 22/09/2016
69 21G2S HISOPADO RECTAL LIMA 22/09/2016
70 13GRS HISOPADO RECTAL LIMA 22/09/2016
71 16R HISOPADO RECTAL LIMA 22/09/2016
72 | CP30ES HISOPADO RECTAL LIMA 22/09/2016
73 21CRA HISOPADO RECTAL LIMA 22/09/2016
74 | 30RG2 HISOPADO RECTAL LIMA 22/09/2016
75 | CP21ER HISOPADO RECTAL LIMA 22/09/2016
76 | CU/H 16 HIGADO JUNIN 22/09/2016
77 | CU/HO1 HIGADO JUNIN 22/09/2016
78 | CU/H11 HIGADO JUNIN 22/09/2016
79 | Cynthia HISOPADO RECTAL LIMA 23/09/2016
80 Melly HISOPADO RECTAL LIMA 23/09/2016
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10. PRODUCTIVIDAD CIENTIFICA

Publicacion de un articulo cientifico en la Revista de Investigaciones Veterinarias

del Perl, generada durante la ejecucion de la Maestria en Biologia Molecular.

Salvatierra, G.; Rimac, R.; Cher, A.; Reyna, |.; Rosadio, R.; Maturrano, L.
Resistencia antimicrobiana y genotipificacidn de cepas de Salmonella
Typhimurium aisladas de cuyes (Cavia porcellus) provenientes de granjas de
produccion intensiva de la ciudad de Lima, Peru. Revista de Investigaciones
Veterinarias del Perd. 2018; 29(1), 319-327.
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