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RELACION DE ABREVIATURAS

INDECORPI: Instituto Nacional de Defensa de la Competencia y de la Proteccion de
la Propiedad Intelectual

Salmonella Typhimurium DT104: Salmonella Typhimurium tipo definitivo 104
PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa).

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

WHO/OMS: World Health Organization/Organizacion Mundial de la Salud.

LPS: lipopolysaccharide (Lipopolisacarido)

ATP: Adenosin-tri-fosfato

INIA: Instituto Nacional de Investigacion Agraria

TSI: Triple sugar iron (Agar hierro tres azucares).

CLSI: Clinical and Laboratory Standars Institute.

NCCLS: National Committee of Clinical and Laboratory Standard.

ELISA: Enzyme-Linked Inmuno Sorbent Assay (Ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas).

ETA: Enfermedad transmitida por alimentos

pl: Microlitros

Mg: Microgramos
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RESUMEN

La bacteria Salmonella spp. es un importante agente etiolégico de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) al hombre por contaminacién de huevos, carne,
leche y derivados céarnicos y lacticos. Asi mismo, causa altas tasas de morbilidad y
mortalidad en la crianza de la especie Cavia porcellus (cuyes). Su deteccion en
alimentos y en centros de crianza de cuyes, previene brotes y permite implementar
controles de vigilancia epidemiolégica de la enfermedad. Los métodos fenotipicos
de identificacion son laboriosos, requieren tiempo y no todas las cepas aisladas
pueden ser identificadas a nivel de serovariedades; contrariamente, la técnica de
Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR) es una metodologia rapida, especifica
y muy sensible para detectar, identificar y caracterizar a las especies del género
Salmonella. El propésito del presente estudio fue caracterizar al agente etioldgico
de la Salmonelosis en cuyes en la Regién de Arequipa, mediante técnicas de
genotipificacion. Se compararon 5 genotipos de aislamientos de casos clinicos de
Salmonelosis en cuyes, identificados fenotipicamente como Salmonella spp. Los
resultados de genotipificacion indican que la salmonelosis de cuyes, es producida
por Salmonella enterica subespecie enterica serovar Typhimurium LT2 (Salmonella
Typhimurium) y Salmonella enterica subespecie enterica serovar enteritidis
(Salmonella Enteritidis).

Keywords: Genotipificacion; Salmonella; Cavia porcellus; PCR.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

SUMMARY

The Salmonella spp. is an important ethiologic agent of foodborne diseases (ETAS)
transmited to men by poisoning of the meat and causes high mortality ranges to
guinea-pigs (Cavia porcellus). Its detection in farms breeding guinea-pigs and in
foodstuff could prevent the occurrence of foodborne disease and could allow the
implementation of controls previous to the onset of the disease. The phenotypic
methods of bacteriologic diagnose are very time consuming, they require time and
not every isolate can be identified to a serotype level, on the contrary the PCR
technique is a rapid methodology, specific and very sensitive for the detection,
identification and characterization of the bacteria of the Salmonella genus. The
purpose of this investigation was to characterize the ethiologic agent of
Salmonellosis in guinea-pigs by genotyping techniques. Five genotypes of isolates
of clinic cases of Salmonellosis in guinea-pigs previously identified by phenotyping
as Salmonella spp. The results of the genotyping indicated that the Salmonellosis in
guinea-pigs is caused by Salmonella enterica subespecie enterica serovar
Typhimurium LT2 (Salmonella Typhimurium) and Salmonella enterica subspecie

enterica serovar enteritidis (Salmonella enteritidis).

Keywords: Genotipificacion, Salmonella, Cavia porcellus, PCR.
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l.  INTRODUCCION

Los cuyes (Cavia porcellus) sudamericanos, llamados “criollos” por los
criadores andinos, probablemente provienen de un clon del sur del Peru y
Chile, representando un linaje precolombino (1) y posteriormente se han
diseminado al mundo con los nombres de “Guinea pig”, “conejillo de indias”.
Hoy es fuente de proteinas para las poblaciones andinas de Peru, Bolivia y
Ecuador, constituyendo una alternativa de ingreso econémico para familias de
menores recursos de la Region Arequipa. Sin embargo, la crianza de cuyes
debe lograr los niveles de competitividad que demanda el mercado, a través de
de investigaciones cientificas orientadas a generar conocimientos sobre las

caracteristicas fenotipicas y genotipicas del agente etiolégico de salmonelosis

en cuyes; de tal manera, que se oferte al mercado un alimento inocuo

Como alimento carnico para consumo de la poblacién humana, debe alcanzar
estandares de inocuidad definidos en la Norma Técnica Peruana 201.058:2006
de INDECOPI (2) referida a carne y productos céarnicos de Cavia porcellus
(cuy); por lo que, existe la necesidad de incorporar en el proceso de crianza,
los conceptos de buenas practicas de crianza e inocuidad alimentaria. De otro
lado, en otros paises los cuyes tienen alta demanda como mascotas,

constituyendo un riesgo de transmision de salmonelosis al hombre (3, 4, 5).

El problema que motiva el presente estudio se ha definido como “en la literatura
revisada hay escasa informacion cientifica sobre la caracterizacion fenotipica
del agente causal de la salmonelosis en cuyes y no se ha encontrado
informacion sobre su caracterizacion genotipica”. Aunque en el Perd, se ha

identificado fenotipicamente a la Salmonella enterica subespecie enterica
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serovar Typhimurium (Salmonella Typhimurium), como el agente causal de la
salmonelosis en cuyes, mediante la caracterizacion del comportamiento de la
bacteria en cultivos microbiolégicos, la tipificacidon bioquimica, serologia y las

pruebas de antibiosensibilidad (6, 7, 8).

La metodologia utilizada para la identificacion fenotipica de las cepas del
género Salmonella, consiste en cultivos de agar Mc Conkey y agar Sangre,
tincion de Gram, pruebas bioguimicas en agar Urea y agar TSI (triple sugar
iron). Complementan la identificacion fenotipica, la antibiorresistencia,

serotipificacion y ELISA ("Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay").

La identificacion genotipica comprende las pruebas de extraccion de acidos
nucleicos, electroforesis de ADN, disefio de primers, reaccion de amplificacion
(PCR), electroforesis y purificacion del producto PCR, secuenciacion del

producto PCR y analisis bioinformatico de las secuencias de ADN.

Los resultados del presente estudio permiten definir, si la enfermedad es
producida sélo por Salmonella Typhimurium o intervienen otros serovares de la
subespecie entérica. Posteriormente, permitiran determinar la sintomatologia
por cada agente etioldgico e iniciar estudios para la elaboracion de vacunas.
Los criadores de cuyes, se beneficiaran al disponer de informacion para el
control epidemiolégico de la salmonelosis en cuyes y evitar las pérdidas

econOmicas que causa esta enfermedad.

El informe de investigacion se ha organizado en tres grandes divisiones, a
saber, aspectos iniciales y formales (cubierta, dedicatoria, epigrafe, indice
general, resumen e introduccion), aspectos centrales (resultados, discusion,

conclusiones y sugerencias), y aspectos finales (bibliografia y anexos). Una
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limitacion significativa para el estudio ha sido la falta de un laboratorio local que
efectie los andlisis de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
impidiendo acceder directamente al proceso analitico y por supuesto el alto

costo de analisis.

Un reconocimiento especial a la Dra. Claudia Choque por sus valiosos aportes
en el area de microbiologia, al Dr. Julio César Bernabé por su apoyo en la

genotipificacion y a LABVETSUR por el financiamiento parcial del estudio.
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II. RESULTADOS

2.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA

2.1.1. Aislamiento e identificacion de Salmonella spp.

2.1.1.1. Aislamientos de Salmonella spp.

En LABVETSUR se recepcionan los casos clinicos de cuyes con sospecha de
salmonelosis para ser sometidos a diagnéstico de laboratorio. Se tomaron
muestras de higado, utero, bazo, pulmones, ganglios mesentéricos y vesicula
biliar, para la siembra directa en los medios de cultivo agar Sangre y agar Mc

Conkey. Después se incubaron por 18 a 24 horas a 37°C.

2.1.1.2. Identificacién de Salmonella spp.: Consta de los siguientes pasos:

- Observacion visual de colonias:

En el cultivo de agar Sangre, se seleccionaron las colonias no hemoliticas, con
un didmetro entre 2 y 3 milimetros, un color blanco-gris y textura viscosa. A la
colonia seleccionada, se hizo una coloraciéon de Gram. En el cultivo en agar
Mac Conkey, se seleccionaron las colonias que tienen una coloracion

amarillenta (no fermentadoras de lactosa) y un diametro de 2 a 3 milimetros.

- Identificacién bioquimica:

Las colonias sospechosas del cultivo en agar Mac Conkey fueron inoculadas
en agar TSI y agar urea, mediante puncion y estria. Se incubd por 18 a 24
horas a 37°C. Se consideré Salmonella Typhimurium, cuando la lectura del TSI
fue pico alcalino (color rosado), fondo acido (color amarillo), presencia de acido

sulfhidrico (color negro) y presencia de gas (medio partido o presencia de
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burbujas). La bacteria Proteus spp., presenta caracteristicas similares, pero es
urea positiva. En cambio Salmonella Typhimurium, es urea negativa (mantiene

el color amarillo original).

Segun los resultados, es recomendable hacer el aislamiento, cultivo e
identificacion con los métodos de agar Sangre, agar Mac Conkey y la bateria
de pruebas bioguimicas, de acuerdo al siguiente flujograma elaborado en base
a Hoofar (9).

Figura 1. Flujograma de identificacion fenotipica: cultivo e identificacion
bioquimica de salmonella spp. a partir de muestras de bilis, higado,

pulmones, ganglios, bazo, pulmones, rifiones y utero de Cavia porcellus.

Flyjograma de
idenfificacion
fenotipica:

cultivos & idenfificacion
bioguimica de
salmaonella spp a partir
de muestras de hLilis
higado, bazo
pulmones, ganglios
rinonesy Uteras
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2.1.2. Pruebas seroldgicas para la identificacion de Salmonella spp.

Las colonias que desarrollan en el pico del TSI, se diluyeron en suero
fisiolégico y se somete a una bateria de antisueros contra el antigeno O
presente en el lipopolisacarido de las bacterias Gram negativas, es posible
identificar a la Salmonella aislada hasta el nivel de serotipo (poli O, A, B, C, D,
etc.). Los resultados de la serotipificacion (tabla 1), utilizando el esquema
Kauffman-White (10), permiten identificar a las cepas como Salmonella
Typhimurium; por cuanto, se ha determinado que la estructura soméatica es: O:

1, 4,5,12 y la estructura flagelar es i:H. Sin embargo, no se ha identificado a la

Tabla 1. Serotipificacion de cepas de Salmonella entérica subespecie entérica
serovar Typhimurium aisladas de cuyes, aplicando el "Esquema de
Kauffmann- White"

Antisueros S
Cepa : Identificacion

Salmonella Enteritidis, debido a la baja capacidad de discriminacion de la

serotipificacion.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE PETh,  UNMERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

2.1.3. Determinacioén de resistencia antimicrobiana: Antibiosensibilidad

Se evalu6é 15 antimicrobianos mediante el método de difusibn en agar o
método de Kirby-Bauer que se encuentra estandarizado para

Enterobacteriaceas

La interpretacion de la tabla 2, indica que s6lo la Ampicilina es sensible en un
100% y seria el antibidtico de primera eleccion para el tratamiento. Los
antibioticos de segunda eleccion se consideran a Ciprofloxacina, Gentamicina,
Cefquinona, Enrofloxacina, Sulfatrimetropina, Neomicina, Amoxicilina vy

Ceftiofur. En el caso de antibiéticos con porcentajes de resistencia por encima
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del 26% (Amoxicilina, Oxitetraciclina, Cloranfenicol, Furazolidona,
sulfamidados, Estreptomicina y Norfloxacina), no se recomendaria su uso en
los tratamientos, salvo el caso que se realice un antibiograma especifico para
la cepa aislada.

Gréfico 1.- Perfil de sensibilidad antimicrobiana de cepas de Salmonella

Typhimurium aisladas de casos clinicos en el periodo 2005-2006

De un total de 415 cultivos de muestras de casos clinicos de cuyes e
identificados fenotipicamente como Salmonella Typhimurium en el periodo de
estudio (2005- 2006). El 47.47% (197/415) son cepas de Salmonella
Typhimurium cuya resistencia a Ampicilina, Ciprofloxacina, Gentamicina,
Cefquinona, Enrofloxacina, Sulfametoxazole + Trimetropina, Neomicina y
Ceftiofur, esta por debajo del 25%. El 41.20% de las cepas de Salmonella
Typhimurium tienen un rango de resistencia entre el 26 y 50% y corresponde a
los antimicrobianos: Amoxicilina, Oxitetraciclina, Cloranfenicol, Furazolidona y
Sulfamidados. El 11.33% de las cepas de Salmonella Typhimurium tienen un

porcentaje de resistencia sobre el 51% y corresponde a los antimicrobianos:
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Estreptomicina y Norfloxacina. Llama la atencion el alto porcentaje de

resistencia a la Norfloxacina.

2.1.4. SEROPREVALENCIA

Pruebas de ELISA: Se han analizado 20 muestras de suero de cuyes
clinicamente sanos con el kit de ELISA FLOCKSCREEN™ (Salmonella

Typhimurium antibody ELISA Kit), los resultados, se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Titulacion de anticuerpos de muestras de suero de cuyes para

determinar seroprevalencia de salmonelosis en cuyes de la Regidn Arequipa

Muestra | Absorbancia | Titulo (s/p) Interpretacion
33 0.058 0 NEGATIVO
32 0.064 2.4 NEGATIVO
38 0.062 0 NEGATIVO
58 0.053 0 NEGATIVO

417 0.057 0 NEGATIVO
423 0.069 4.2 NEGATIVO
406 0.065 2.9 NEGATIVO
408 0.057 0 NEGATIVO
410 0.057 0 NEGATIVO
416 0.055 0 NEGATIVO
28 0.065 2.9 NEGATIVO
40 0.060 0 NEGATIVO
39 0.054 0 NEGATIVO
416 0.060 0 NEGATIVO
424 0.093 142.93 NEGATIVO
s/n 0.060 0 NEGATIVO
48 0.058 0 NEGATIVO
53 0.058 0 NEGATIVO
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58 0.058 0 NEGATIVO
114 0.058 0 NEGATIVO

De acuerdo al protocolo, la interpretacion se hace en funcién de los valores de
absorbancia, de 0-459 son considerados negativos; de 460—784 sospechosos;
y mayor a 785 positivos. Segun los resultados de la tabla 3, aparentemente las
granjas de donde proceden los cuyes, son libres de salmonelosis. Pero es
posible que los anticuerpos no sean especificos para el antigeno porque el kit
de ELISA es para aves y en el mercado no esta disponible un kit de ELISA para

salmonelosis en cuyes.

2.2. CARACTERIZACION GENOTIPICA

Se han procesado 5 muestras de cultivos de cepas identificadas
fenotipicamente como Salmonella Typhimurium y provenientes de cuyes
clinicamente sospechosos de salmonelosis. Las muestras fueron sometidas al
proceso de la extraccion de acidos nucleicos, electroforesis de ADN, disefio de
primers, reaccion de amplificacion PCR, electroforesis de productos de PCR,
extraccion y purificacién de productos de PCR, secuenciacion de productos de
PCR y el analisis bioinformatico. El analisis bioinformatico permite extraer
informacion util de datos producidos por la secuenciacion de las muestras de

ADN de las cepas identificadas como Salmonella Typhimurium.
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2.2.1. RESULTADO DEL ANALISIS BIOINFORMATICO.

2.2.1.1. Secuencia de bases de la muestra AO2-6 de Salmonella spp.

CTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCA
CCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCC
GGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTA
TCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTG
CGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCC
GAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGG
CCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCC
AAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCAC
CTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTC
ACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAA

Esta secuencia de bases fue sometida al andlisis bioinforméatico comparandola
con los genomas completos de Salmonella Typhimurium, Salmonella
Enteritidis, Salmonella Tiphy y Salmonella Paratyphi. Las puntuaciones de la
comparaciéon con las cuatro serovares de Salmonella, indican que pertenecen
al género Salmonella con puntuaciones mayores a 200. Segun referencia, la
Salmonella Typhimurium LT2 tiene la mayor puntuacion de coincidencias

(1434).

Color key for alignment scores
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Sequences producing significant alignments:
ref|NC 003197.1] S.typhimurium LT2, complete genome 1434 0.0
ref[NC 004631.1| S.enterica subsp. enterica serovar Typhi 1411 0.0
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ref|NC 011294.1] S.enterica subsp. enterica serovar Enteritidis 1400
ref[NC 011147.1| S.enterica subsp. enterica serovar Paratyphi 1373

[N e}
[N e}

lﬂ Salmonella typhimurium LTZ2, complete genome
Length=4857432

Features in this part of subject sequence:
rRNA-16S ribosomal RNA

Score = 1434 bits (776), Expect = 0.0
Identities = 778/780 (99%), Gaps = 0/780 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 3 CTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAC 62

FErrrrrrerr e rer e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800223 CTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAC 2800282

Query 63 GTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGT 122
Sbjct 2800283 GTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGT 2800342

Query 123 TGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCG 182

FEErrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800343 TGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCG 2800402

Query 183 CTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGA 242

CEETEEEEEE T R b e e e LD L e et
Sbjct 2800403 CTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGA 2800462

Query 243 CTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGAC 302

FEPEEEEEECE Pt e e e b e e e e e EEr e et et e
Sbjct 2800463 CTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGAC 2800522

Query 303 CTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTC 362

LEEEEErrre e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800523 CTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTITC 2800582

Query 363 ACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATC 422

LEETErrrrr e e e e e e b e e e e e e e e e e e e FEE
Sbjct 2800583 ACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATC 2800642

Query 423 CATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAAT 482

CEEEEEEEEE et e e e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800643 CATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAAT 2800702

Query 483 TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTG 542

FEEEEEEErr e e e e e e Eer e e e e e e et e ey
Sbjct 2800703 TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTG 2800762

Query 543 CGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGG 602

R R R R R R R R N R R R RN RN R
Sbjct 2800763 CGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGG 2800822

Query 603 CACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGNACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTITG 662

FErrrrrrerrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800823 CACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTG 2800882

Query 663 CTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGG 722

FErrrrrrrr e rer e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800883 CTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGG 2800942

Query 723 TATTCCTCCNGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAA 782

FErrrrrer et e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800943 TATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAA 2801002
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2.2.1.2. Secuencia de bases de la muestra AO2-7 de Salmonella spp.

GCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGC
CATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACC
TAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTC
TGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGT
GCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGC
GTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCG
CCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCT

Esta secuencia de bases fue sometida al andlisis bioinformatico comparando
con los genomas completos de Salmonella Typhimurium, Salmonella
Enteritidis, Salmonella Tiphy y Salmonella Paratyphi. Las puntuaciones de la
comparacioén con las cuatro especies de Salmonella, nos indica que pertenecen
al género Salmonella con puntuaciones mayores a 200. Segun la referencia S.

Typhimurium LT2 tiene la mayor puntuacion de coincidencias (1092).

\
Color Key for alignment scores
*=200
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Descriptions

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
ref|NC 003197.1| S.typhimurium LT2, complete genome 1092 0.0
ref|NC 004631.1| S.enterica subsp. enterica serovar Typhi 1070 0.0
ref|NC_011294.1] S.enterica subsp. enterica serovar Enteritidis 1059 0.0
ref [NC 011147.1] S.enterica subsp. enterica serovar Paratyphi. 1031 0.0
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IE Salmonella typhimurium LT2, complete genome
Length=4857432

Features in this part of subject sequence:
rRNA-16S ribosomal RNA

Score = 1092 bits (591), Expect = 0.0
Identities = 592/593 (99%), Gaps = 0/593 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 GCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCG 60

FEEEErrrrr et et r e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800388 GCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCG 2800447

Query 61 TAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTC 120

CEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800448 TAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTC 2800507

Query 121 CTTTGAGTTCCCGACCTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC 180

FEEEEEEErr et e e e e e e e e e e e e b e
Sbjct 2800508 CTTTGAGTTCCCGACCTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC 2800567

Query 181 TTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTC 240

FEPTERL T e e e e L L LD L e L e ey
Sbjct 2800568 TTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTITC 2800627

Query 241 CCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTT 300

FEETELERL R B e et et B e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800628 CCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTT 2800687

Query 301 CGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATT 360

FEEPEEETE e e e e e e e et e e e e e e e b P e
Sbjct 2800688 CGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATT 2800747

Query 361 TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAA 420

FEETEEEEEr e e e et e e b e e e e b et e e e e e e
Sbjct 2800748 TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAA 2800807

Query 421 GCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGNACTACCAGGGT 480

FEEEEEEEEr et et e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800808 GCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT 2800867

Query 481 ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGC 540

FEEEEETEEEEEE Pe e et e e e e Eer e e e e e
Sbjct 2800868 ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGC 2800927

Query 541 CGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCT 593

FEEEEErrrr e e e e e b et e e b e e e E e e L e e
Sbjct 2800928 CGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCT 2800980
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2.2.1.3. Secuencia de bases de la muestra AO2-8 de salmonella spp.

GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGC
GATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCT
TGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGG
CCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGAC
CTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGT
TCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT
GTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAAC
GCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGC
CGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCC

Esta secuencia de bases fue sometida al analisis bioinforméatico comparando
con los genomas completos de Salmonella Typhimurium, Salmonella
Enteritidis, Salmonella Tiphy y Salmonella Paratyphi. Las puntuaciones de la
comparacion con las cuatro especies de Salmonella, nos indica que pertenecen
al género Salmonella con puntuaciones mayores a 200. Segun la referencia S.

Typhimurium LT2 tiene la mayor puntuacion de coincidencias (1293).

Color key for alignment scores
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Descriptions
Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value

ref|NC _003197.1|] S.typhimurium LT2, complete genome 1293
ref|NC 004631.1| S.enterica subsp. enterica serovar Typhi 1271
ref [NC 011294.1| S.enterica subsp. enterica serovar Enteritidis 1260
ref [NC 011147.1] S.enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A 1232

O O O o
O O O o
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IE Salmonella typhimurium LTZ2, complete genome
Length=4857432

Features in this part of subject sequence:
rRNA-16S ribosomal RNA

Score = 1293 bits (700), Expect = 0.0
Identities = 700/700 (100%), Gaps = O
Strand=Plus/Plus

/700 (0%)

Query 1 GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGAT 60

FEEEErrrrr et et er e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800252 GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGAT 2800311

Query 61 TACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCAC 120

FEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800312 TACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCAC 2800371

Query 121 TTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACG 180
Sbjct 2800372 TTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACG 2800431

Query 181 TGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTT 240

FLETEEEECEEEEC L r e b e e e e e e b ey CErr e et e e
Sbjct 2800432 TGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTT 2800491

Query 241 TATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTT 300

FELEEEELET T PR e e e e e b e e e e e e e e e e L e
Sbjct 2800492 TATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTT 2800551

Query 301 GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGC 360

FECTETEr e e e e e e e e e e e e b e e e e e
Sbjct 2800552 GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGC 2800611

Query 361 ACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAG 420

FELEEELEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800612 ACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAG 2800671

Query 421 ACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGG 480

FEEEEEEEEE e e Er et e e et e e e e e e e e LR
Sbjct 2800672 ACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGG 2800731

Query 481 CCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAA 540

CEErrrrrrr e e e rer e et e e et e e e e L e e e
Sbjct 2800732 CCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAA 2800791

Query 541 CGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGG 600
CEEEEEEEEEEEE e e e EEr e et e e e e e e

Sbjct 2800792 CGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGG 2800851

Query 601 CGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAG 660

Sbjct 2800852 CGTIGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAG 2800911

Query 661 TCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCC 700

FEEEEEErrr e et e e e e et
Sbjct 2800912 TCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCC 2800951
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Final del formulario

2.2.1.4. Secuencia de bases de la muestra AO2-9 de salmonella spp.

ACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACT
GGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCTAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGG
ACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAG
GCACAAATCCATCTCTGGATTCTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAA
TTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGT
ACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGT
AGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGA
GCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCG
CTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTT
GAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT
TAACGCTTGCACCCTCCGTATTACGCGGCTGCTGGCACGGAGT

Esta secuencia de bases sometida a analisis bioinformatico comparando con
los genomas completos de S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Tiphy y S.
Paratyphi. Las puntuaciones de la comparacion con las cuatro especies de
Salmonella, nos indica que pertenecen al género Salmonella con puntuaciones
mayores a 200. Segun la referencia Salmonella enterica subsp. enterica

serovar enteritidis, tiene la mayor puntuacion de coincidencias (798).

Color key for alignment scores
=40 40-50 50-80 80-200 >=200

G ur ey |

| | | | | |
0 8.0 1.6 0 240 320 4__Q0

Descriptions

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
ref|NC _011294.1| Salmonella enterica subsp. enterica serovar enteritidis 798 0.0
ref|NC 003197.1] Salmonella typhimurium LT2, complete genome 787 0.0
ref [NC 004631.1|] Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi 765 0.0
ref|NC 011147.1| Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi 743 0.0
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!E Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis str.
P125109, complete genome

Length=4685848

Features in this part of subject sequence:

threonine operon leader peptide (artificial fragment)

rRNA-16S ribosomal RNA

Score = 798 bits (432), Expect = 0.0

Identities = 432/432 (100%), Gaps = 0/432 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 GTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTC 60

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 295427 GTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTC 295368

Query 61 CTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCTAACCGCTGGCAACAAAGGA 120

R R R N RN A A NN NN R R AR
Sbjct 295367 CTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTITTGAGTTCCCGGCCTAACCGCTGGCAACAAAGGA 295308

Query 121 TAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGC 180

LEEEEEEEEr EEEE R e EEET e EEEE LR LR TP
Sbjct 295307 TAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGC 295248

Query 181 CATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACAAATCCATCTCTGGATTICTTCTGTGG 240

CEETEETEr e e et e e et e e e e e b e e e e b e
Sbjct 295247 CATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACAAATCCATCTCTGGATTCTTCTGTGG 295188

Query 241 ATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT 300

CEEEEt et e b e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 295187 ATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT 295128

Query 301 TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT 360

Sbjct 295127 TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT 295068

Query 361 CTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATC 420
CEEEEEEEEEEEr e e e e e e e e ber e e e et e et Pr b e ey

Sbjct 295067 CTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATC 295008

Query 421 GTTTACGGCGTG 432

R R RN
Sbjct 295007 GTTTACGGCGTG 294996

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=Microbial/550537+Microbial/554290+Microbial/209261+Microbial/99287&na=1&gnl=ref|NC_011294.1|&gi=207855516&term=207855516%5bgi%5d&RID=SCW1CHB001N&QUERY_NUMBER=1&segs=294995-295426,2752593-2753024,3452388-3452819,3971289-3971720,4065702-4066133,4224229-4224660,4267683-4268114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=207855516&db=Nucleotide&from=1&to=4685848&view=gbwithparts&RID=SCW1CHB001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=207855516&db=Nucleotide&from=294191&to=295742&view=gbwithparts&RID=SCW1CHB001N

UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

Final del formulario
2.2.1.5. Secuencia de bases de la muestra AO2-10 de salmonella spp.

GCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGC
CATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACC
TAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTC
TGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGT
GCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGC
GTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGCTCTC
GCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGAT
GACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCTAATCG
CTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGA
CGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGA
TGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGC
CCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGC
TCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTG

Esta secuencia de bases sometida a analisis bioinforméatico comparando con
los genomas completos de S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Tiphy y S.
Paratyphi. Las puntuaciones de la comparacion con las cuatro especies de
Salmonella, nos indica que pertenecen al género Salmonella con puntuaciones
mayores a 200. Segun la referencia Salmonella enterica subsp. enterica

serovar Typhimurium LT2, tiene la mayor puntuacion de coincidencias (865).

Color Key for alignment scores
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Descriptions

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
ref|NC 003197.1| Salmonella typhimurium LT2, complete genome 865 0.0
ref|NC 004631.1|] Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi 843 0.0
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ref|NC_011294.1] Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis 832
ref|NC 011147.1|] Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi. 804

[eoNe]
[eoNe]

IE Salmonella typhimurium LT2, complete genome
Length=4857432

Features in this part of subject sequence:

rRNA-16S ribosomal RNA

Score = 865 bits (468), Expect = 0.0

Identities = 468/468 (100%), Gaps = 0/468 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1 GCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCG 60

CEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800388 GCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGTCG 2800447

Query 61 TAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTC 120

FEEEREErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800448 TAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTC 2800507

Query 121 CTTTGAGTTCCCGACCTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC 180

R N N R R R N R R NN R AR
Sbjct 2800508 CTTTGAGTTCCCGACCTAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGAC 2800567

Query 181 TTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTC 240

PR LR Lt e FEEr e e e e e e e e L e L
Sbjct 2800568 TTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTITC 2800627

Query 241 CCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTT 300

FEEEEEEET e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 2800628 CCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTT 2800687

Query 301 CGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATT 360

FEEEEEEET e e e e e e e e e e e e e e e e e T
Sbjct 2800688 CGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTICATT 2800747

Query 361 TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAA 420

FLEEEEEEL et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 2800748 TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAA 2800807

Query 421 GCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTG 468

FEEEEEEEEE e e e e e b e e e e e e e e
Sbjct 2800808 GCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTG 2800855
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Tabla 4. Resumen de los resultados de genotipificacion de muestras de ADN

de cuyes provenientes de la Region Arequipa. 2008

N° de Score Porcentaje Errores de Enterobacteria
Muestra (Bites) | de alineacion
alineacion (Gaps)

AO2-6 1434 99% 0% S. Typhimurium
AO2-7 1092 99% 0% S. Typhimurium
AO2-8 1293 100% 0% S. Typhimurium
AO2-9 798 100% 0% S. Enteritidis
AO2-10 865 100% 0% S. Typhimurium

Los resultados de la tabla 4., indican que genotipicamente el 80% de los
aislamientos de Salmonellas provenientes de casos clinicos, corresponden al
genotipo de Salmonella Typhimurium LT2 y el 20% de las muestras

genotipadas corresponden a Salmonella Enteritidis).
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[1l. DISCUSION

El Género Salmonella es reconocido por Approved Lists of Bacterial Name; sin
embargo, no hay acuerdo para la especie, subespecie y serovariedades. En el
presente estudio, se ha decidido utilizar la Opinién Judicial 80 que es el ultimo
dictamen de la Comision Judicial de la Judicial Commission of the International
Committee on the Systematics of Prokaryotes (11), que reconoce en el Género

Salmonella dos especies: Salmonella bongori y Salmonella enterica.

La Salmonella enterica subsp. Enterica, comprende las serovariedades:
Arizonae, Cholerasuis, Enteritidis, Typhi y Typhimurium. Como las
serovariedades no tienen nivel taxonémico de especie, sus nombres no siguen
las reglas del “International Code of Nomenclature of Bacteria”, de manera que
sus nombres se deben escribir en letras romanas (no italicas) y con mayuscula;
por ejemplo el nombre completo de Salmonella Typhimurium es Salmonella
enterica subesp. enterica serovariedad Typhimurium. Como este nombre es

muy largo, a los fines practicos se utiliza Salmonella Typhimurium.

3.1. Perfil bioquimico y Serotipificacion:

El perfil bioguimico confirma la identidad del Género Salmonella frente a otras
enterobacterias que hayan podido ser aisladas en los medios selectivos. La
determinacioén del perfil bioquimico se establece como técnica de identificacion,
ya que se trata de una caracteristica distintiva y “estable”, capaz de diferenciar

a la mayoria de géneros del grupo de las enterobacterias (12).
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En los laboratorios de diagndstico veterinario de Arequipa y del Perq,
rutinariamente se lleva a cabo el aislamiento e identificacion de Salmonella
spp., mediante las caracteristicas fenotipicas (cultivo, antibiorresistencia,
serotipificacion e identificacion bioquimica). Sin embargo, la Salmonella
Typhimurium y Salmonella Enteritidis, no presentan diferencias en la prueba de
agar TSI y agar urea. Entonces, el uso del perfil bioquimico, como marcador
epidemiologico de cepas queda descartado, precisamente por la gran
estabilidad dentro de las sub especies de Salmonella. Ademés, la
serotipificacion no es especifica, requiere de laboratorios especializados y no
es muy relevante para estudios epidemiologicos (13). Los resultados de ELISA
indican que no seria recomendable utilizar los kits comerciales existentes en el

mercado para monitoreos serolégicos a nivel de escala en aves.

3.2. Resistencia antibacteriana

Segun Otero (14), los antibiéticos son metabolitos secundarios producidos por
microorganismos que Iinhiben o destruyen, a bajas concentraciones, el
crecimiento de otros microorganismos. La mayoria de los antibi6ticos Gtiles son
producidos por mohos y bacterias del género Streptomyces, se diferencian de
los quimioterapicos en que estos son de origen sintético. Ambos conceptos se
unifican bajo la denominacion de antimicrobianos (ATM) entendiéndose como
tales, a toda sustancia con toxicidad selectiva sobre microorganismos
patébgenos en general. EI CLSI en funcidon de la concentracion inhibitoria
minima (CMI) de un agente bacteriano, las bacterias pueden clasificarse en 3

categorias: i) sensible, cuando su CMI es inferior al “punto de corte”, ii)
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intermedia, tienen una respuesta impredecible al tratamiento vy, iii) resistente,

cuando la CMI superior a un valor dado.

Las cepas de Salmonella Typhimurium aisladas de casos clinicos de cuyes
recepcionados en el Laboratorio Veterinario del Sur — LABVETSUR, durante el
periodo 2005-2006, evidencian un porcentaje muy variado de resistencia,
cuando son sometidas a antibidticos betalactamicos (Ampicilina, Amoxicilina,
Cefalosporinas de Il y IV generacién); Aminoglucosidos (Estreptomicina,
Neomicina y Gentamicina); Fluoroquinolonas (Enrofloxacina, Ciprofloxacina y
Norfloxacina); Tetraciclinas (Oxitetraciclina);  Sulfonamidas y  otros

(Cloranfenicol, Sulfatrimetropin y Furazolidona).

3.2.1. Resistencia a betalactamicos

Los resultados del estudio indican que hay un incremento en la resistencia de
Salmonella Typhimurium a los beta-lactamicos, con excepcion de la Ampicilina.
La mayor parte de las cepas de enterobacterias producen una betalactamasa
clase |, que causa resistencia a casi todos los antibiéticos betalactamicos. El
gen estructural que codifica la AmpC betalactamasa esta bajo control del gen
AmpR. Este ultimo codifica una proteina posiblemente asociada con el ADN del
AmpC (15). Los antibiéticos Ampicilina y Cefquinonas, son de primera eleccion

para el tratamiento de salmonelosis en cuyes.

En el caso de la Ampicilina, la alta sensibilidad de las cepas de Salmonella
Typhimurium aisladas de cuyes con signos clinicos de salmonelosis, seria
debido a la ausencia de una beta-lactamasa tipo TEM, cuyo gene que la

codifica se localiza en un plasmido conjugativo. Una betalactamasa
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recombinante selectiva (BLRS) ha sido recientemente desarrollada para

superar los efectos adversos de la ampicilina (16).

3.2.2. Resistencia a Fluoroquinolonas

La resistencia de Salmonella a las Fluoroquinolonas es un proceso complejo.
Existen en la naturaleza muchas cepas resistentes al acido nalidixico, pero muy
pocas que presenten resistencia elevada a las Fluoroquinolonas. Generalmente
estas cepas presentan mutaciones en gyrA, aungue también estan implicados
mecanismos que disminuyen la acumulacién de Fluoroquinolonas en la
bacteria (17, 18, 19). Los tratamientos con farmacos antimicrobianos es un
factor de riesgo para la infeccion con Salmonella Typhimurium R-ACSSuT tipo
multirresistente. La resistencia a quinolonas en Salmonella Typhimurium se

asocia con mayor riesgo de enfermedad invasiva y exceso de mortalidad (20).

La Ciprofloxacina y la Enrofloxacina serian los antibidticos de segunda eleccion
para el tratamiento de Salmonelosis, con excepcion de la Norfloxacina que

tiene 75% de resistencia.

3.2.3. Resistencia a Aminoglucésidos

En bacterias de la Familia enterobacteriacea, se han descrito los genes arma
que codifican metilasas, que se localizan en plasmidos conjugativos y confieren
resistencia a la Gentamicina (21). El perfil de las cepas de Salmonella
Typhimurium de aislamientos clinicos, son poco resistentes a la Gentamicina
(9.5%) y Neomicina (8%). Sin embargo, muestran alta resistencia a la

Estreptomicina (59%).
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3.2.4. Resistencia a Tetraciclinas

La causa principal de la resistencia de Salmonellas a las tetraciclinas, es
debido a la adquisicion de parte de las bacterias de genes tet. Hasta el 2006,
se han caracterizado 29 genes de resistencia a Oxitetraciclina (tet) y 3 genes
de resistencia a la Oxitetraciclina (otr). La mayoria de genes de resistencia a
Tetraciclinas, estan asociados a plasmidos moviles, transposones conjugativos
e integrones. Estos elementos mdéviles han permitido que los genes de
resistencia a Tetraciclinas hayan pasado de especie a especie y de género a
género, mediante conjugaciones (21). De esta manera se explica que la
resistencia de la Salmonella spp., procedente de casos clinicos de cuyes,

tengan una alta resistencia (34%) a la Oxitetraciclina.

3.2.5. Resistencia a Sulfamidados y combinaciones

La resistencia cromosémica a Sulfamidados puede ser debida al gen dhps que
codifica una dihidrosintetasa resistente a la accion de las sulfamidas. También
se han descrito, al menos 3 genes en plasmidos o integrones (Su Il y Su IlI)
codificadores de enzimas que implican modificacion de la sintetasa y

disminucién de la permeabilidad (21).

La resistencia al Trimetropin se relaciona con multiples factores que pueden ser
cromosomicos o plasmidos. Mas importantes es la presencia de plasmidos que
poseen integrones donde se localiza el gen dfr. También puede deberse a
cepas hiperproductoras de la enzima que agotan la capacidad de inhibicion del
farmaco o bien a alteraciones de la permeabilidad celular (21).

La resistencia de Salmonella spp., proveniente de casos clinicos de
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salmonelosis en cuyes a los Sulfamidados es alta (40%) y la combinacion de

sulfametoxazole y trimetropin, baja la resistencia a un 15%.

3.2.6. Resistencia a otros antimicrobianos

Se ha considerado a la Furazolidona y al Cloranfenicol, ambos antimicrobianos
con resistencias superiores al 30%. Son los menos especificos y en el caso del
Cloranfenicol, la alta resistencia se deberia a la produccion de una
Acetiltransferasa. Se han identificado varios genes; tales como, los genes cat,

cmlA, pp-flo, flor, etc., que tienen que ver con mecanismos de resistencia (21).

En el caso de la Furazolidona es un antimicrobiano que incluso actua contra
protozoarios, pero no es especifico contra Salmonella spp., aislada de cuyes

con manifestaciones clinicas de salmonelosis.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto el riesgo potencial que
representan las cepas bacterianas aisladas de de cuyes en la transmision de
resistencia a los antibidticos, con excepcion de la ampicilina. Informacién
similar la obtuvo Seepersadsingh (22), en cepas de Salmonella obtenidas de
animales de compafiia y pone de manifiesto el riesgo potencial para las
personas que estan en contacto con cuyes, como los propietarios,

profesionales de la salud animal y faenadores.

Segun los resultados de la prueba de antibiosensibilidad presentados en la
tabla 5, y considerando el criterio de resistencia antimicrobiana, es posible

presentar para la Salmonella Typhimurium, la siguiente clasificacién:
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Antibidticos muy efectivos: (sensibilidad > al 90% y 0% de resistencia). La

ampicilina.

- Antibiéticos efectivos: (sensibilidad 75-89% vy resistencia no mayor al
15%). La Ciprofloxacina, Gentamicina, Cefquinona, Enrofloxacina y

Sulfatrimetropin

- Antibiéticos de mediana efectividad: (sensibilidad 50-74% y resistencia

del 16-25%). Neomicina, Amoxicilina y Ceftiofur.

- Antibioticos de baja efectividad: (sensibilidad < 50% y resistencia >25%).
La Oxitetraciclina, Cloranfenicol, Furazolidona, Sulfamidados, Estreptomicina

y Norfloxacina.

El andlisis de un mayor numero de cepas y la aplicacion de técnicas de
tipificacion molecular en combinacion con caracteristicas fenotipicas y datos
epidemiologicos permitiran nuevos aportes en este tema, que posee una
manifiesta dimension de salud publica con implicaciones economicas Yy

sociales.

En medicina humana se considera que en los bacilos Gram negativos que
causan diarrea, los mecanismos de resistencia bacteriana mas comudn son:
inhibicion enzimética, alteraciones de la membrana bacteriana y alteracion de
sitios blanco como los ribosomas, los precursores de la pared y las enzimas.
Existen varios cambios genéticos que pueden presentarse en la evolucion
bacteriana: Una mutacién puntual que ocurre en un par de bases; un segundo
cambio que resultaria en un rearreglo del material genético en grandes

segmentos de ADN en un solo evento, y finalmente, un tercer cambio que
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involucraria la adquisicibn de ADN extrafio transportado por plasmidos,
bacteriéfagos o transposones. Estos cambios permiten a la bateria adquirir un
namero ilimitado de mecanismos de resistencia. Una vez que aparece, un gen
de resistencia puede diseminarse a otras bacterias por transformacion,
transduccion, conjugacion o transposicion. Causa preocupacion la cepa de
Salmonella conocida como DT 104 porque presenta multirresistencia a
Ampicilina, Cloranfenicol, Estreptomicina, sulfonamidas y a Tetraciclina -
ACSSuT (23) y en las cepas secuenciadas no hay evidencia de

pentarresistencia porque la resistencia a la Ampicilina es cero.

Hoy en dia, preocupa el riesgo potencial que se puede inducir por el uso
terapéutico de compuestos antimicrobianos en la especie Cavia porcellus
(cuyes) como animales productores de alimentos por su eventual contribucion a
una presion selectiva sobre los microorganismos del tracto intestinal, que a su
vez pueden conducir a serias implicaciones para la salud. De otro lado, el
conocimiento de la probabilidad de resistencias a farmacos comunmente

disponible podria ser de gran valor para el clinico.

3.3. GENOTIPIFICACION

El genoma completo de Salmonella Typhimurium cepa LT2 (coleccién de tipo
americano de la cultura, ATCC, nimero 700720), fue publicado por McClellan
(24) y permite hacer comparaciones, con los resultados de secuencias de
bases de las muestras obtenidas en LABVETSUR, mediante BLAST en el

Gene Bank.

En un intento por mejorar la clasificacion serologica que usa el esquema

Kauffmann-White, muchos métodos moleculares se han aplicado para tipificar o
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para caracterizar las serovariedades de Salmonella (25, 26). Sin embargo,
estos métodos no proporcionan suficiente poder discriminativo para todos los
serovares de las Salmonellas y estan disponibles solo en algunos laboratorios
de referencia. Los métodos Microarrays parecen subdividir los serovares de
Salmonella con exactitud, pero es demasiado costoso perfilar 2.500 serovares
y solo es posible hacerlo en un laboratorio especializado. En cambio, PCR
tiene el potencial para convertirse en una alternativa de gran alcance en los
diagndésticos microbiolégicos debido a su simplicidad, rapidez y exactitud (27,

28, 29).

De los resultados de la genotipificacion de muestras de Salmonella spp,
provenientes de casos clinicos de salmonelosis en cuyes, podemos afirmar que
hay dos agentes etioldgicos: Salmonella Typhimurium cepa LT2 y Salmonella
Enteritidis. Ambas especies son importantes en infecciones de origen
alimentario por Salmonella spp., siendo una de las causas mas importantes de
gastroenteritis en seres humanos. Los principales reservorios de estos
microorganismos son animales portadores asintomaticos y las fuentes de
infeccion méas frecuente son los alimentos o sus productos derivados. El
aumento de la incidencia de Salmonella spp., es de gran impacto tanto en
salud publica, como en salud animal y se ha relacionado con un incremento de
la diseminacion de los microorganismos a través de las cadenas productivas
animales (bovinos, cerdos, pollos asaderos y en especial gallinas ponedoras),
emergiendo como un agente etiolégico importante en las intoxicaciones
alimentarias a nivel mundial (30). Sin embargo, tratdndose de carne de cuy, se
aflade una preocupacién mas al constituirse en un problema de produccién

animal y en salud publica.
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La mayoria de estudios (31, 32, 33, 34, 8) sefialan que la salmonelosis en
cuyes, es causada por Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteritidis,
identificadas fenotipicamente. Asimismo, Ramirez (34) indica que el 95% de
aislamientos corresponde a Salmonella Typhimurium y la diferencia a

Salmonella Enteritidis.

La Salmonella Enteritidis ha emergido como un patégeno alimentario travées del
mundo y es comunmente caracterizado por fagotipificacion (4). Considerando
gque mediante técnicas de hibridacibn gendmica comparativa, se ha
determinado diferencias entre Salmonella Thyphimurium vy Salmonella
Enteritidis (32), tratdndose de diagnostico de salmonelosis en cuyes, de
acuerdo a los resultados y discusion, es evidente que se debe considerar como
agentes etiolégicos de la salmonelosis en cuyes, a la Salmonella Typhimurium

y Salmonella Enteritidis.
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V. CONCLUSIONES:

4.1. Los métodos de identificacion fenotipica usados en el estudio permiten

identificar al Genero Salmonella, pero no la especie.

4.2. Las cepas de Salmonella Typhimurium aisladas de casos clinicos de
salmonelosis en cuyes, fueron total o parcialmente resistentes a principios

antimicrobianos usados en la crianza de cuyes.

4.3. La aplicacion de técnicas de tipificacibn molecular en combinacién con
técnicas fenotipicas y datos epidemiologicos, permiti6 confirmar
genotipicamente la existencia de Salmonella enterica subp enterica serovar

Typhimurium LT2 y Salmonella enterica subp enterica serovar Enteritidis.
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V. RECOMENDACIONES

5.1. Desarrollar estudios para diferenciar la sintomatologia de salmonelosis
causada por Salmonella Typhimurium y Salmonella Enteritidis. Asi mismo,

estudios para producir una vacuna que permita ofrecer carne de cuy inocua.

5.2. Los resultados de la genotipificacion pueden ser utilizados para ampliar
investigaciones sobre el comportamiento del huésped y estudios de

epidemiologia molecular.
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VII. ANEXOS

7.1. Genoma de Salmonella enterica subespecie enterica serovar

Typhimurium LT2.

Table 1 Genome essentials

Parameter Chromaosome Plasmid pSLT
Size (bp) 4,857,432 93,939
G+C content 53% 53%
rBNA clusters 7 0
tRNAs 85 0
tRNA pseudogensa 1 0
Structural RNAs 11 1

CDS (including pseudogenes) 4,489 108

CDS pseudogenes 39 6

3,500,000 =W

Gene diatribution

. ;;‘;gli?i::u“‘”w . All genomea

Saimaonalia-
Boacific . Others

a, El cromosoma. Los pares de bases se indican fuera del circulo externo. Los
dos circulos externos representan la orientacion de la codificacién, con el
filamento delantero en el exterior y el reverso en el interior.

El rojo indica homdlogos cercanos en los ocho genomas. El verde indica genes
con un homélogo cercano en por lo menos una que otra salmonella

(Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, Salmonella Paratyphi B,
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Salmonella Arizonae, o Salmonella bongori); pero no en Escherichia Coli K12,
Escherichia Coli 0157: H7 y K. pneumoniae.

El azul indica los genes presentes solamente en Salmonella Typhimurium LT2.
El gris indica otras combinaciones.

El circulo interno negro es el contenido de G+C; el circulo interno
purpura/amarillo es el GC bias. Las posiciones del origen de la replicacion

(ORI) y del término (TER) se muestran.

b. El plasmido pSLT. Los pares de bases se indican fuera del circulo externo.
El plasmido no estd a escala. El esquema de colores es igual que para el

cromosoma.

7.2. PROYECTO DE TESIS APROBADO

Titulo: Caracterizacién fenotipica y molecular del agente causal de

salmonelosis en cuyes (Cavia porcellus) de Arequipa

I. Introduccidén

La crianza del cuy (Cavia porcellus) es un legado de las culturas pre-incas que
se desarrollaron en los Andes Sudamericanos y posteriormente se han
diseminado al mundo con los nombres de “Guinea pig”, “conejillo de indias”.
Hoy en dia, es fuente de proteinas para las poblaciones andinas de Perq,
Bolivia y Ecuador constituyendo una alternativa de ingreso econémico para
familias de menores recursos de la Region Arequipa. Sin embargo, la crianza
de cuyes requiere de mayores conocimientos cientificos y tecnoldgicos, que le

permita alcanzar los niveles de competitividad que demanda el mercado.
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Como alimento céarnico para consumo de la poblacion humana, debe alcanzar
los estandares de inocuidad definidos en la Norma Técnica Peruana
201.058:2006 del INDECOPI, referida a carne y productos cérnicos de Cavia
porcellus (cuy); por lo que, existe la necesidad de incorporar en el proceso de
crianza, los conceptos de inocuidad alimentaria y de buenas practicas de
crianza de cuyes, para minimizar los riesgos de presentacion de Salmonelosis
en cuyes. Se requiere de investigaciones cientificas orientadas a generar
conocimientos sobre las caracteristicas fenotipicas y genotipicas del agente
etiologico de la Salmonelosis en cuyes; de tal manera, que se oferte al
mercado un alimento inocuo. De otro lado, los cuyes tienen alta demanda como
mascotas, constituyendo una posibilidad de transmitir la salmonelosis al
hombre.

Los resultados del presente estudio permitiran definir, si la enfermedad es
producida sélo por Salmonella Typhimurium o interviene otra especie. Asi
mismo, la sintomatologia por agente etiologico y pensar en la elaboracion de
vacunas. La crianza de cuyes, también se beneficiara al disponer de
informacion para el control epidemioldgico de la salmonelosis en cuyes.

II. Planteamiento teérico

2.1. Problema de investigaciéon

2.1.1. Enunciado del problema

En la literatura revisada hay escasa informacion cientifica sobre la
caracterizacion fenotipica del agente causal de la salmonelosis en cuyes y no

se ha encontrado informacién sobre su caracterizacién genotipica.
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2.1.2. Descripcion del problema

En el Perd, se ha identificado fenotipicamente a la Salmonella Typhimurium,
como el agente causal de la salmonelosis en cuyes, mediante la
caracterizacion del comportamiento de la bacteria en cultivos microbiolégicos,
la tipificacién bioquimica, serologia y las pruebas de antibiosensibilidad. Sin

embargo, la literatura revisada no reporta estudios de identificacion genotipica.
2.1.3. Justificacion del problema

La salmonelosis en aves, porcinos y bovinos es una enfermedad
inmunoprevenible que puede ser controlada aplicando conocimientos de
diagnéstico, tratamiento y prevencién. Asi mismo, mejoras en el manejo de
crianza. En la medida que se disponga de mayores conocimientos sobre la
caracterizacion molecular, serd posible la implementaciéon de sistemas de
control y vigilancia (programas de bioseguridad, programas de inmunizaciones,
métodos de diagnoéstico de alta sensibilidad y especificidad), con el fin de
mantener centros de produccion de cuyes libres de salmonelosis para la
produccion de carne inocua.

2.2. Marco conceptual

Para una mejor presentacion y comprension del marco conceptual se ha
desarrollado una matriz de variables, sub variables, indicadores y pruebas de

laboratorio.
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Tabla 1.- Marco conceptual: variables, sub variables, indicadores y pruebas de

laboratorio para la caracterizacion feno y genotipica del agente etiolégico de

Cavia porcellus (cuyes) en Arequipa.

fenotipica

Salmonella spp.

salmonella spp.

Variable Sub variable Indicadores Pruebas de
laboratorio
Caracterizacién | Aislamiento de | Cepas de | Cultivo Agar Sangre

y Agar Mac Conkey

Identificacion

bioquimica

Lactosa positiva y

urea negativa

Pruebas Bioquimicas

TSIy Urea

Antibiosensibilidad

Sensibilidad y

Antibiograma

resistencia
Seroprevalencia Tasa de | ELISA
anticuerpos
Serotipificacion Serotipos Esquema de
Kauffman-White
Caracterizacion | Genotipificacion Genotipo de | PCR
genotipica Salmonella
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2.2.1. Caracterizacion fenotipica

La caracterizacion de cepas de Salmonella Typhimurium por tipificacion
fenotipica y genotipica (molecular), resulta vital para identificar los clones y
reconstruir las vias de propagacion (Mammina et al, 2000). Los métodos
fenotipicos de caracterizacion bacteriana se basan en propiedades bioquimicas
y fisiologicas expresadas por los microorganismos; tienen como limitacion
inherente, la capacidad de las bacterias para alterar la expresiéon de la
caracteristica estudiada debido a condiciones del cultivo o a mutaciones
puntuales. A veces una fraccién considerable de cepas es fenotipicamente no
tipificable, lo cual dificulta la clasificacién. Los métodos de caracterizacion
fenotipica incluyen, determinacion del perfil de las colonias, el perfil bioquimico,
serotipificacion y el perfil de resistencia a antibioticos (Swaminathan et al. 1993;

Tenover, 1997).

2.2.1.1. Aislamiento de Salmonella spp.

Los estudios de caracterizacion fenotipica y genotipica, se inician con el
aislamiento de Salmonella spp., mediante cultivos microbiolégicos, que
consisten en:

- Los medios de pre-enriguecimiento (agua de peptona tamponada - APT y el
caldo universal-UB), son necesarios para muestras con una carga bacteriana
presumiblemente baja (portadores sanos, animales tratados con antibidticos,
muestras ambientales, muestras de la ampolla rectal, etc.). La eficacia de estos
medios varia dependiendo de la capacidad tampon del medio de cultivo (Hoofar

et al., 1998).
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- El enriqguecimiento en medios liquidos selectivos permite, de forma
competitiva, la proliferacion de Salmonella hasta niveles que la hacen
detectable en medios solidos aproximadamente 24 horas.

- Los medios sdlidos selectivos y/o diferenciales para Salmonella, se basan en
la inhibicidn del crecimiento de otras bacterias entéricas y en la observacion
visual de las colonias. A menudo se utilizan la produccion de acido sulfhidrico
(H2S) y la no fermentacion de lactosa, como caracteristicas diferenciales para
dicha discriminacion visual en medios de cultivo; tales como, agar Mac Conkey,
agar verde brillante, novobiocina-glicerol-lactosa (NBGL), entre otros. Hay
coincidencia que los mejores resultados de aislamiento se dan con cualquier
medio, siempre y cuando se efectue el proceso de enriguecimiento (Dusch et
al., 1995, Ruiz et al., 1996, Gaillot et al., 1999, Maddocks et al., 2002).

2.2.1.2. Perfil bioquimico

La determinacion del perfil bioquimico se ha establecido como técnica de
identificacion, porque es una caracteristica distintiva y “estable”, capaz de
diferenciar a la mayoria de géneros del grupo de las enterobacterias (Farmer et
al. 1985). Tradicionalmente las pruebas bioquimicas se han llevado a cabo
mediante una serie de medios especificos; tales como: TSI, citrato de Simons,
SIM (sulfideindol-motility), ureasa, oxidasa, catalasa, Vogues-Proskauer,
fenilalanina desaminasa; con el fin de detectar y visualizar en los medios de
cultivo una serie de resultados claves en la identificacion de Salmonella.

En general, el Género Salmonella no fermenta la lactosa, pero si la glucosa con
produccién de gas, genera acido sulfhidrico (SH2) y no produce desaminasas,
ni ureasas (Jawetz et al., 1985). El perfil bioquimico de Salmonella spp. es

estable para la mayoria de los serotipos pertenecientes a los 7 subgrupos

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Ll ,
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

identificados. El subgrupo | (subespecie enterica) tiene un perfil bioquimico
tipico caracterizado por utilizar al citrato como Unica fuente de carbono, y ser
arginina dihidrolasa, lisina y ornitina positivo. En el subgrupo |, hay por lo
menos 5 excepciones: los serotipos Typhi, Choleraesuis, Paratyphi A,
Gallinarum y Pullorum. Significa que en la identificacion bioquimica, se
descarta 5 de los 7 subgrupos,

2.2.1.3. Perfil de antibiosensibilizacion:

Prueba de difusién (Método de Kirby-Bauer)

Es una prueba de sensibilidad, se utilizan discos de papel filtro impregnado con
agentes antimicrobianos y colocados sobre la superficie de una caja o placa
Petri con Agar, previamente inoculada con la bacteria a evaluar. Después de 12
horas de incubacién, se miden las zonas de inhibicion alrededor del disco y se
interpreta como sensible, intermedio o resistente.

La aparicion de resistencia a antibidticos en Salmonella, y otras bacterias
zoongticas, estd ligada al uso y abuso de antibiéticos como tratamiento
terapéutico y promotor de crecimiento en el ganado (Witte, 1998, Schroeder et
al, 2002). Esto ha producido una inevitable seleccion de cepas resistentes de la
flora comensal y patégena de los animales. Posiblemente por ello, los niveles
de antibiosensibilidad de la flora comensal del intestino en humanos se han
visto también incrementados (Van den Bogaard et al 2000).

En la adquisicion de resistencia frente a antimicrobianos estan implicados
numerosos mecanismos relacionados con elementos genéticos moéviles (de
transmision horizontal: plasmidos, transposones e integrones, jugando estos un

papel importante en su diseminacion (Davies, 1994).
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En estudios epidemioldgicos es una practica comun establecer un perfil de
antibiorresistencia que es sencilla, rapida y accesible para la caracterizacion de
cepas de Salmonella. Un patron similar de antibiorresistencia puede indicar
cierta clonalidad, siempre y cuando las cepas en estudio sean geograficamente
cercanas. Aunque las resistencias hayan sido transferidas de forma horizontal,
se ha demostrado en Salmonella Typhimurium DT104 una integracién de
ciertas antibiorresistencia a nivel cromosémico (Threlfall et al., 1994; Briggs et
al., 1999).

El método de Kyrby-Bauer es la prueba de sensibilidad seleccionada por ser
muy (til en estudios epidemiologicos de resistencia y de nuevos agentes
antimicrobianos (Schroeder et al, 2002).

Existen tres categorias para la interpretacion de las pruebas de susceptibilidad,
comparando la concentracién inhibitoria minima del antibioético con los puntos
de corte establecidos: a) Sensible: cuando el microorganismo es capaz de
responder al farmaco a la dosis recomendada; b) Resistente: cuando el
microorganismo no responde al antibiético cualesquiera que sean la dosis y la
localizacion de la infeccion; b) Intermedia: corresponde a cepas con
sensibilidad disminuida a un antibiotico pudiendo utilizarse con éxito para el
tratamiento en dosis mas altas por ser poco toxico o porque se concentra en el
sitio de infeccion; y cepas con sensibilidad intermedia a antibidticos que por ser
muy toxicos no pueden usarse en dosis mas altas (Schroeder et al, 2002). La
informacion obtenida por el método de Kirby-Bauer ha revelado ser de una

buena estabilidad y de calidad comparable a los métodos moleculares.
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2.2.1.4. Prevalencia

En epidemiologia se denomina prevalencia a la proporcion de individuos de
un grupo o una poblacidn que presentan una caracteristica o evento
determinado en un momento, o periodo de tiempo determinado ("prevalencia
de periodo"). La prevalencia de una enfermedad es el nimero de casos que
presentan la enfermedad, dividido por el nimero de individuos que componen
el grupo o la poblacién en un determinado momento.

Es un parametro atil que mide la frecuencia de la enfermedad, y es de gran
ayuda para calcular la probabilidad de alcanzar ciertos diagnodsticos. La
utilizan normalmente los epidemiélogos, las personas encargadas de la politica
sanitaria, las agencias de seguros y en diferentes &mbitos de la salud publica.
2.2.2. Caracterizacion genotipica

La ingenieria genética y la biologia molecular permiten conocer y estudiar el
genoma de las bacterias para su clasificacion, de acuerdo a un criterio mas
amplio que los métodos de caracterizacion fenotipica. En los ultimos afios se
han introducido métodos moleculares de analisis, cuyo poder de resolucion han
aumentado la posibilidad de diferenciar entre las cepas bacterianas y ha
permitido llevar a cabo estudios epidemiologicos méas precisos. La comparacion
de cepas para definir su identidad se basa en que las cepas relacionadas
epidemiologicamente provienen de la expansién clonal de un precursor Unico.
Se entiende por clon, una cepa que ha sido aislada independientemente de la
fuente, en diferentes localizaciones o quizas en diferentes tiempos, pero que
muestra caracteres fenotipicos y genotipicos significativamente parecidos, de
manera que la explicacion mas logica para esta similitud es el origen comun

(Hernandez, 2004).
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Los métodos de caracterizacion genotipica disponen en general de mayor
poder de discriminacion, reproducibilidad y tipabilidad que los métodos
fenotipicos, aunque estos ultimos sean de gran interés por su mayor sencillez,
rapidez, y en general, menor costo. Para la caracterizacion genotipica de
Salmonella destacan el perfil plasmidico, los patrones de digestion de ADN por
endonucleasas; como los patrones de restriccion cromosémica y la
electroforesis en campo pulsado (PFGE), el revelado de fragmentos
especificos mediante hibridacion con sondas (ribotipado y el analisis de ADN
cromosomal como el RFLP 1S200) y los métodos basados en la reaccion en
cadena de la polimerasa (Allen, 2002).

2.2.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es un método in vitro para amplificar secuencias de acidos nucleicos
seleccionados (ADN o ARN). Consiste en ciclos repetitivos de
desnaturalizacion de ADN, union de los “primer’ o cebadores y extension o
polimerizacion del ADN mediante una enzima polimerasa. Dos oligonucleotidos
(“primer” o cebadores) delimitan el segmento de ADN que se va a amplificar.
Ellos hibridizan cadenas opuestas y la sintesis ocurre cruzada en la region
entre los cebadores, yendo siempre de la regién 5' a la 3' en las cadenas de
moldes, mientras que en el sentido de las regiones 3' a la 5' de los cebadores,
se ira formando la nueva cadena, complementaria al brazo de la cadena molde.
Permite amplificar una sola cadena de ADN, hasta un aproximado de un millén

de copias de la original (Davis, 1986; Lewin, 1994).
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2.3. Revision de literatura

2.3.1. Identificacion del género Salmonella

2.3.1.1. Caracteristicas generales

Se denomina salmonelosis a la enfermedad causada por algun miembro del
Genero Salmonella. En el caso de Cavia porcellus, se denomina salmonelosis
en cuyes a la enfermedad causada por Salmonella enterica subespecie
enterica serovar Typhimurium.

El Género Salmonella segun la dltima edicion del Manual de Bergey, forma
parte del Phylum Proteobacterias, encuadrada en el Orden Enterobacteriales y
pertenece a la Familia Enterobacteriaceae (Bergey, 2001). La Salmonella
cultivada en placas de agar-sangre durante 24 horas a 37°C, presenta colonias
gue miden entre 2 y 3 milimetros de diametro, de color blanco-gris y textura
viscosa. Al examen microscopico la Salmonella es un bacilo sin capsula que
mide de 2-4 micras de largo por 0,6 micras de ancho. Tipicamente son bacilos
de corta longitud definidos como Gram negativos no esporulados. Son
bacterias de respiracion anaerobia facultativa que se caracterizan por ser
oxidasa negativas. Mayoritariamente son bacterias moéviles por la presencia de
abundantes flagelos peritricos. Los miembros del género Salmonella, se
caracterizan porque no forman acetilmetilcarbinol, producen acido y gas a partir
de la fermentacién de glucosa, de manitol y casi siempre de sorbitol. Ademas,
son ureasa Yy fenilalanina desaminasa negativa, positivos para lisina y ornitina
descarboxilasa. Son indol negativo y citrato positivo, y no fermentan la
sacarosa, ni el adonitol. En el medio de cultivo TSI (Triple Sugar Iron), la
salmonella produce normalmente acido sulfhidrico (H2S) y no crece en medios

con cianida potasica, salvo pocas excepciones (Salmonella Gallinarum,
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Salmonella Pullorum). La mayoria de las cepas de Salmonella muestran
variacion difasica de los antigenos flagelares. La temperatura oOptima de
crecimiento para Salmonella es de 35 a 37° C, aunque crece dentro de un
intervalo de 7° a 54° C., el pH Optimo se situa entre 7- 7,5 pudiendo crecer
entre 4,1y 9 (Madigan, 1996).

2.3.1.2. Clasificacion de Salmonella

Son bacterias intestinales de los animales de sangre caliente o fria y pocas
veces del hombre, todas las especies del género Salmonella deben
considerarse parasitas, aunque la virulencia oscila extraordinariamente de una
especie a otra y entre las cepas. Se eliminan por heces y pueden sobrevivir un
tiempo variable en el medio ambiente, segun las condiciones de temperatura
(crece entre 8 y 45°C y no sobrevive a temperaturas mayores de 70°C.), pH 'y
humedad (Jawetz,1985; Koneman, 1985; Roof, 1992; Schwartz 1996;
Milleman, 1998).

La nomenclatura de Salmonella es compleja y ha variado continuamente,
desde el concepto inicial serotipo-especie propuesto por Kaufmann en 1966,
basado en la identificacion serologica de los antigenos somaticos (O) y
flagelares (H). Otras propuestas taxonomicas basadas en caracteristicas
clinicas o bioguimicas y mas recientemente en el establecimiento de relaciones
gendmicas. Crosa et al (1973), demostraron mediante estudios de hibridizacion
ADN-ADN, que todos los serotipos de Salmonella se relacionaban
estrechamente y se debian considerar como una Unica especie. Reeves
(1989), con nuevos andlisis de hibridizacion ADN-ADN describieron una

segunda especie, denominada Salmonella bongori.
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Frecuentemente se utiliza la nomenclatura recomendada por el Centro de
Referencia e Investigacion de Salmonella de la Organizacion Mundial de la
Salud en el Instituto Pasteur (WHO Collaborating Centre for Reference and
Research on Salmonella) que estd de acuerdo con los ultimos hallazgos
genéticos y describe dos especies diferentes: Salmonella bongori y Salmonella
enterica. Considerando las caracteristicas bioquimicas y genéticas, la
Salmonella enterica se divide en 6 subespecies: enterica (I), salamae (ll),
arizonae (Il a), diarizonae (lll b), houtenae (1V), indica (VI). Cada subespecie
contiene a su vez varias serovariedades (serotipos) definidas por su formula

antigénica.

Habitualmente en las comunicaciones cientificas las serovariedades se tratan
como especies, por ejemplo Salmonella Typhimurium. Sin embargo, se
recomienda que en los informes, se incluya la serovariedad sin mencionar la
especie y/o la subespecie asi: Salmonella serovariedad Typhimurium (la
serovariedad sin cursiva e iniciando con mayuscula), o simplemente Salmonella
Typhimurium, lo cual evita nombres demasiado largos como Salmonella
enterica, subespecie enterica serovariedad Typhimurium (Miller et al. 1997;

Prado et al, 1994).

2.3.1.3. Principios de tipificacién bacteriana.

Un método de tipificacion es aquel que puede ser usado para diferenciar cepas
bacterianas pertenecientes a una misma especie. La esencia del uso de estos
métodos, es la de ser capaz de comparar aislamientos y agrupar cepas con
idénticos resultados en un mismo grupo. Cuando dos aislamientos estudiados

rinden resultados diferentes, segin uno o mas métodos de tipificaciéon, en
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general puede concluirse que derivan de diferentes lineas clonales. Sin
embargo, para poder ubicar distintos aislamientos en una misma linea clonal,
se requieren resultados coincidentes en mas de un método de tipificacion.

Los métodos de tipificacion deben cumplir tres requisitos esenciales: 1) poder
de tipificacién (ser capaces de catalogar cualquier aislamiento en un tipo
determinado); 2) Poder discriminatorio (ser capaces de discriminar entre
aislamientos no relacionados); 3) reproducibilidad (ser capaces de brindar
resultados reproducibles entre diferentes ensayos y estables para una cepa
dada obtenida de diferentes origenes). A la hora de evaluar un método de
tipificacion, ademas de considerar estos requisitos, se considera también la
sencillez de realizacion y de interpretacion de resultados.

Los métodos de tipificacion caen en dos amplias categorias: fenotipicos y
genotipicos. Los primeros son aquellos que caracterizan los productos de la
expresion geénica para diferenciar cepas, estudiando propiedades bioquimicas,
antigénicas, sensibilidad a fagos, a antimicrobianos, etc. Estas propiedades,
tienen tendencia a variar con las condiciones de cultivo, fase de crecimiento,
ocurrencia de mutaciones espontaneas, etc., debido a que son el resultado de
la expresion génica. Por otra parte, los métodos genotipicos se basan en el
andlisis de la estructura genética de un organismo e incluyen polimorfismos en
los patrones de restriccion del DNA por endonucleasas, perfiles de
amplificacion génica y perfiles plasmidicos. Estos métodos estdn menos
sujetos a variacién natural, aunque pueden afectarse por inserciones o
deleciones de DNA en el cromosoma, ganancia o pérdida de DNA
extracromosOmico o mutaciones aleatorias que puedan crear o eliminar por

ejemplo sitios de restriccion.
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La Salmonella esencialmente posee tres capas; membrana citoplasmatica
(membrana interna), espacio periplasmico (peptidoglicano mureina) y la
membrana externa. La membrana citoplasmética esta compuesta de
fosfolipidos y proteinas, es el sitio donde se lleva a cabo la fosforilacion
oxidativa y la sintesis de fosfolipidos, peptidoglicanos y lipopolisacaridos (LPS).
El espacio periplasmico (peptidoglicano) es una capa delgada que esta
compuesta por residuos alternantes de &cido N-acetii muramico y N-
acetilglucosamina. La membrana externa esta compuesta por una bicapa de
lipidos que rodea la capa de peptidoglicano y protege el periplasma del medio
ambiente externo, también previene la pérdida de proteinas periplasmicas
proveniente de la membrana citoplasmatica (Prescott, 2001).

La salmonelosis en cuyes presenta un cuadro de sintomas que pueden ser
agrupados bajo dos formas: Aguda y cronica.

La salmonelosis forma aguda en la mayor parte de los casos, manifiesta signos
que duran maximo 8 horas y luego se produce la muerte. Los sintomas mas
comunes son decaimiento, postracion, erizamiento de pelos, anorexia y
paralisis de los miembros posteriores. A veces diarrea acompafiada de mucus
y, en hembras gestantes, se producen abortos. La forma crénica muestra un
adelgazamiento paulatino, pelaje deslucido, aumento del volumen del vientre
debido a ascitis. Es posible la presentacién de casos de queratoconjuntivitis y
abscesos subcutaneos en la papada o en los costillares. En la necropsia se
observa el higado agrandado con presencia de zonas necréticas y focos
purulentos. El bazo se presenta con un tamafo mayor que el normal y focos
purulentos. El tracto intestinal se presenta congestionado y hemorragico con

ulceraciones y presencia de focos purulentos a manera de pequefias perlas. La

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

afeccion de la mayoria de los 6rganos evidencia su caracter septicémico. Los
linfonddulos mesentéricos se presentan aumentados de tamafo,
congestionados y, en algunas ocasiones, presentan abscesos que sobresalen
de la superficie del 6rgano. La congestion del tracto intestinal s6lo se manifiesta
en cuyes adultos y se asocia a la hipertrofia de las Placas de Peyer. Tanto los
rifones como el tracto uterino pueden estar congestionados y con infiltracion de
células inflamatorias (FAO, 1997).

2.3.1.4. Epidemiologia

La fuente mas importante de contaminacion, son las heces de animales con un
cuadro subclinico o portadores sanos. Otras fuentes de contaminacion son las
heces de humanos, animales y aves de corral, abonos y alimentos para
animales preparados con harina de hueso, harina de pescado y de carne
(Carter y Chengappa, 1994; Blaha 1995; Nielsen, 1995; Baggesen, 1996;
Davies, 1997; Turney 1997).

Tienen importancia epidemiologica como fuente de contagio, los animales de
vida silvestre, de zoologico y las mascotas. Las aves migratorias pueden
difundir las salmonellas por naciones y continentes. En particular, los roedores
y posiblemente también los insectos, desempefien un papel nada despreciable
en la epidemiologia de las infecciones por Salmonella. La contaminacion de
alimentos por microorganismos, es un problema de todos los tiempos y con el
mejoramiento de las condiciones sanitarias, el problema se ha logrado
disminuir considerablemente. Sin embargo, dificiimente desaparece aun en
paises desarrollados. Los productos carnicos son seguros cuando se manejan
en forma adecuada, pero, cuando existe una pobre higiene o un mal

cocimiento puede ocasionarse cuadros de salmonelosis (Bello et al, 1990).
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La produccion animal es parte de la cadena alimenticia; por lo tanto, los
productores toman en cuenta las expectativas de consumo, las demandas en el
campo de la salud animal y el medio ambiente (Noordhuizen y Frankena,
1999). Algunos estudios indican que el uso de antibiéticos y vacunas no ayuda
a reducir la prevalencia de la infeccién. La estrategia es enfatizar en las
medidas de bioseguridad relacionadas con las practicas de manejo e higiene
(Mousing, 1997). Muchos animales, pueden estar infectados en forma natural
con Salmonella y contener a los microorganismos en sus tejidos corporales,
sus excreciones o sus productos. El problema se agrava aun mas por el uso
indiscriminado de antimicrobianos como promotores de crecimiento y en la
prevencion de enfermedades, los cuales favorecen la proliferacion de
salmonellas resistentes a los medicamentos y como consecuencia aumentan
su potencial de transmision al hombre y convertirse en un problema de salud
publica (Jawetz, 1985).

2.3.1.5. Patogénesis

El lipopolisacarido (LPS) de la membrana celular de Salmonella es el principal
determinante de virulencia en los huéspedes especificos. El LPS intacto en la
membrana de la salmonella, le proporciona resistencia a la fagocitosis, al
ataque por macréfagos y por el complemento. Adicionalmente, se ha
demostrado que el LPS contribuye a la sobrevivencia de Salmonella en el
tracto intestinal. (Jubb, 1993; Schwartz, 1996; Prescott, 2001).

El primer paso importante en la patogénesis de la Salmonella es la 1que se
convierten en portadores sanosctadosimina por las heces, lo que permite una
especie de reinfecci asociacion y union

con el epitelio intestinal, especialmente en el ileon que ocurre gracias a la
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presencia de flagelos y adhesinas. Las fimbrias tipo 1 (manosa sensibles y las
manosa resistentes), estan involucradas en la adherencia e invasion, pero su
papel aun no es muy claro. Los flagelos permiten la asociacion con el epitelio
intestinal, pero también es un importante factor que permite la supervivencia
dentro de los macréfagos. Las investigaciones hechas en Salmonella
Typhimurium aislada de animales, demostraron que el 98% de éstas poseen
fimbria tipo | y todas tienen flagelo. La invasibn es un requerimiento
indispensable para la patogénesis, la habilidad de la bacteria para invadir es
codificada por plasmidos especificos. Estos plasmidos de virulencia tienen un
rango de tamafo de 100 kilobases (kb) en Salmonella Typhimurium. La
extraccion de este plasmido y la administracion oral da lugar a una Salmonella
incapaz de invadir a través de las Placas de Peyer a los nodulos linfaticos
mesentéricos y esplénicos (Gensberg, 1995).

Van Asten (2005), postula que los enterocitos absorbentes, son en general tan
relevantes, como las células M durante la invasién de las salmonellas spp.,
porque en el intestino el numero de enterocitos absorbentes excede

ampliamente al nUmero de células M.

La Salmonella Typhimurium tiene una citotoxina asociada con la membrana
externa (lipido A), la cual inhibe la sintesis de proteinas y puede explicar los
efectos citopaticos asociados con la gastroenteritis. El lipido A, est4 asociado
con los lipopolisacéaridos (LPS) y es la porcién toxica de la molécula. También
ha sido demostrada la actividad en macrofagos, que estimulan la pirogenicidad,
induce leucocitosis y causa liberacibn de mediadores quimicos que causan
shock, resultado de severos cambios vasculares. La habilidad para sobrevivir

en el medio ambiente intracelular de la célula del hospedero, puede ser el

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

problema mas significativo asociado con el diagnostico, vacunaciéon y desarrollo
del estado de portador en el cerdo (Roof, 1992; Jubb, 1993).

2.3.1.6. Lesiones anatomopatologicas

Microscopicamente, la mucosa del intestino delgado se encuentra
congestionada y con infiltracion neutrofilica local o difusa ocasionada por
neutréfilos en la lamina propia y foliculos linfoides, necrosis de criptas y
enterocitos. Las vellosidades del ileon pueden estar acortadas y cubiertas por
bacterias, moco y neutrofilos. S6lo en etapas muy tempranas de la enfermedad
se observan en la lamina propia y submucosa, macrofagos, linfocitos vy
neutrofilos (Jubb, 1993; Prescott, 2001).

En fases avanzadas, se hallan bronconeumonias catarrales supurativas,
exudados serosos y fibrinosos en las cavidades toraco - abdominal, artritis,
tendinitis, vaginitis, onfalitis y con caracter nada raro, también meningitis.
Pueden considerarse muy tipicos los granulomas exudativos, tendientes a las
necrosis presentes en el higado (nédulos linfoides). Después del aborto, el
cuadro anatomopatolégico se caracteriza por cotiledones necroticos vy
engrosados, placenta edematizada con lesiones necroticas y endometritis entre
serosa y purulenta. Si los animales superan la enfermedad infecciosa, pueden
persistir bacterias en su organismo, preferentemente en el complejo higado-
vesicula biliar, en los ganglios linfaticos mesentéricos y en las amigdalas. Asi
se originan los portadores sanos, de tanta importancia epidemiolégica porque
vierten Salmonella spp. en el medio ambiente; por lo general de manera
intermitente a lo largo de un prolongado periodo de tiempo (meses y a veces
afos), convirtiéndose asi en punto de partida de nuevas infecciones. Cuando

se trata de identificar los gérmenes en animales con infeccion latente
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(eliminadores clinicamente sanos), se toman muestras en especial del higado,
ganglios linfaticos hepaticos y vesicula biliar; asi como, de los ganglios
linfaticos del intestino delgado y amigdalas para el analisis bacteriologico
(Blaha, 1995).

2.3.1.7. Resistencia a antibioticos

En veterinaria la resistencia antimicrobiana causa fallas en la terapia (debido a
microorganismos resistentes) e incrementa el desarrollo de resistencia en
bacterias patégenas zoondéticas. En la produccion animal, los antimicrobianos
son usados para tres propositos: terapia, profilaxis y promotores de crecimiento
(Baggesen, 1996). El mayor problema es que el grupo de genes de resistencia
se ha incrementado y estos residen en los plasmidos u otro elemento genético
movil donde se puede difundir. En numerosas investigaciones realizadas
durante las udltimas décadas, se ha descrito aislamientos con resistencia
multiple, de las mismas serovariedades, fagotipos y marcadores moleculares
(Prescott, 2001).

En estados Unidos de América (USA), se observo resistencia antimicrobiana en
365 aislamientos de Salmonella recuperados de nédulos linfoides y contenido
cecal en cerdos. La mayor frecuencia de resistencia mdiltiple incluia tres
antibiodticos: penicilina G, estreptomicina y clortetraciclina (Farrington, 2001).
Sin embargo, la resistencia a las quinolonas en Salmonella de origen
veterinario fue reportada por primera vez en 1988, en cepas multirresistentes
de Salmonella Typhimurium DT 204c y muy resistente a las fluoroquinolonas.
En 1990 el nimero de aislamientos de Salmonella Typhimurium DT 204c
disminuyé6 en Alemania. Sin embargo, en forma paralela, el nimero de

aislamientos pentarresistentes DT 104 se incremento quedando como el
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serotipo y fagotipo mas prevalente en aislamientos veterinarios. En Inglaterra y
Gales una disminucion en la susceptibilidad a fluoroquinolonas en Salmonella
DT104 fue observada posterior al permiso del uso de enrofloxacina en
Veterinaria en 1993.

La distribucion general de Salmonella spp., en humanos, animales productores
de alimento y otros tipos de animales, es atribuida a Salmonella Typhimurium
fagotipo DT104. Este fagotipo es muy importante por varias razones. Es
multirresistente, tiene una amplia distribucién geogréfica y puede ser aislada de
humanos, alimentos y una gran variedad de especies animales y los genes de
resistencia estan localizados en el cromosoma (Sol6rzano, 1998; Threlfall,
1998; Alban, 2002).

Estudios moleculares han demostrado que la resistencia a beta-lactamasas,
aminoglicosidos y sulfonamidas, son codificadas cromosémicamente por dos
integrones diferentes.

En el Peru practicamente el uso de antibiéticos se hace de una manera
irrestricta y esto puede contribuir a la aparicion de cepas resistentes o
multirresistentes a los antibidticos. En medicina veterinaria se debe conocer el
patron y comportamiento normal de la susceptibilidad antimicrobiana de
Salmonella, sin embargo pocos son los estudios de este comportamiento y aun
menos los estudios que indiquen cual es el origen de esta resistencia o
multirresistencia. En este punto los genes plasmidicos y genémicos juegan un
papel muy importante para la adquisicion de resistencia a los antibiéticos,
incluyendo las quinolonas, ya que pueden adquirirse 0 mutar para perjuicio de

la salud animal y humana.
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En la actualidad la DT104 ha sido reportada en una gran variedad de
huéspedes, caballos, cabras, perros, alce, raton, coyotes, ardillas, pichones y el
medio ambiente. En cuyes aun no ha sido reportada la Salmonella
Typhimurium DT104.

El empleo de antibidticos en la produccion animal se justifica desde el punto de
vista econdmico, no solo para el tratamiento de infecciones, sino también como
promotor de crecimiento y la prevencion de enfermedades. El uso de niveles
bajos de antibiéticos en los piensos para animales presenta un problema
especial: este procedimiento tiene un valor econdémico real en el incremento de
la produccién de carne, pero se ha demostrado que aumenta la frecuencia de
plasmidos resistentes en la flora intestinal, no solamente de los animales, sino
gue también puede crear un problema de salud publica (Davis, 1990; Davies y
Wray, 1997).

Las técnicas de tipificacion molecular son herramientas importantes para los
estudios de la infeccion en humanos, animales y plantas e identificar cepas
epidémicas y no epidémicas. Cada método de tipificacion puede identificar
atributos Unicos de cepas bacterianas los cuales se diferencian de otras cepas.
La utilidad del método de tipificacion en particular puede ser juzgada por la
estimacion del poder de discriminacion, rango de aplicacion, reproducibilidad y
facilidad de realizacién (Vatopoulos, 1994; Mazurek, 1996).

Las fluoroquinolonas son potentes agentes antimicrobianos, derivados del
acido nalidixico que inhiben la ADN gyrasa. La ADN gyrasa activa es un
tetrAmero compuesto por dos subunidades A y dos subunidades B con una
masa molecular de 97 y 90 kilodaltones (Kda) cada mondomero

respectivamente, son codificadas por los genes GyrA y GyrB. Estas enzimas
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mantienen el DNA bacteriano en un estado supercoloidal negativo por la
utilizacion de magnesio y Adenosin-tri-fosfato (ATP), juega un papel crucial en
cada uno de los tres estados mayores involucrados en la replicacion de
cromosomas bacterianos: iniciacion, propagacion y terminacion (Neihardt,
1987; Reyna, 1995).

La actividad de la DNA gyrasa puede ser selectivamente inhibida por las
quinolonas. Aparentemente las quinolonas se unen al complejo DNA gyrasa e
interactdan con la hilera simple del DNA. Para que esto sea realizado, los iones
magnesio son necesarios para la union quinolona-DNA y posiblemente para la
formacion del complejo DNA-quinolona-gyrasa. Un punto simple de mutacién
en el gen GyrA que le confiere la resistencia a las quinolonas ha sido descrito
para una variedad de microorganismos. Estas mutaciones ocurren en una
region conservada del area N-terminal de la subunidad A hasta el sitio catalitico
Tyr-122, denominado “quinolone resistanse determining region (QRDR; por sus
siglas en ingles). Se han descrito aislamientos clinicos de Salmonella
Typhimurium resistente a ciprofloxacina y fue asociado con alteraciones en
ambas subunidades de gyrasa; la localizacion exacta y los cambios genéticos
asociados con estas mutaciones no han sido definidos claramente (Reyna,
1995).

La probable explicacion para la diferencia de la eficacia in vitro e in vivo, es la
inadecuada concentracion intracelular (macréfagos) de los agentes
antimicrobianos. Las fluoroquinolonas han demostrado su actividad in vitro
contra cepas de Salmonella y su habilidad para penetrar las células,
demostrando que son agentes efectivos contra estos patdgenos. Ciprofloxacina

se ha utilizado satisfactoriamente en el tratamiento de portadores crénicos de
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Salmonella, en infecciones agudas la droga acorta la duracién de los sintomas
y la excrecion fecal de la bacteria. Sin embargo, se ha reportado el desarrollo
de resistencia durante la terapia de enterocolitis causada por diferentes
serotipos de Salmonella. En aislamientos clinicos de Salmonella Typhimurium
con altos niveles de resistencia a fluoroquinolonas (CMI de ciprofloxacina de 32
mg/L), fue demostrada la alteracion de los genes GyrA y GyrB (Reyna et al.,
1995).

El diagnéstico de Salmonella en el laboratorio se lleva a cabo mediante cultivo,
aislamiento e identificacion bioquimica. El uso de antisueros es importante para
su confirmacion seroldgica. La serotipificacion de Salmonella tiene gran
importancia desde el punto de vista epidemiologico, ya que permite en estudios
de brotes determinar la prevalencia de una serovariedad en distintas zonas
geograficas (Zaidi, 2001).

2.3.1.8. Epidemiologia molecular

La epidemiologia molecular es una nueva rama de la ciencia fruto de la
integracion de la biologia molecular con la investigacion epidemiolégica
tradicional. Se define como una ciencia enfocada al estudio a nivel molecular,
de la etiologia, distribucion y prevencion de enfermedades genéticas,
infecciosas y ambientales en las poblaciones humanas, de animales y de
plantas y sus posibles interacciones. Esta ciencia nos permite identificar y
confirmar brotes, identificar la fuente de contaminaciébn y las rutas de
diseminacién, evaluar si un aislamiento es parte del brote o si se relaciona con
casos esporadicos, confirmar la asociacion con un vehiculo o vector,
determinar si una infeccibn es nueva o recurrente, realizar andlisis de

clonalidad; es decir, establecer relaciones genéticas entre dos 0 mas
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microorganismos, comparando perfiles de DNA “fingerprinting” de varios
aislamientos a la vez. Es importante establecer relaciones epidemiologicas
entre los distintos aislamientos considerando las relaciones de tiempo y
espacio. (Goering, 1993; Woodford, 1998).

Actualmente se sabe que Salmonella cuenta con cinco islas de patogenicidad.
En la isla de patogenicidad 1 (SPI-1) del centisoma 63, se encuentran los
genes involucrados en la invasion, apoptosis de macréfagos y activacion de
cascadas de fosforilacion dependientes de MAP cinasas. 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 supuesto sistema de secrecién tipo | y se cree que participa en la
adaptacion en ambientes intracelulares. Finalmente, la isla SPI-5 codifica para
factores involucrados en la secrecidon fluida y reaccion inflamatoria en la
mucosa intestinal. Debido a una regulacion coordinada y precisa de los genes
de virulencia, la Salmonella logra adaptarse a cambios ambientales que se le
presentan durante el proceso infeccioso (Figueroa, 2005).

2.3.1.9. Salmonelosis como zoonosis:

En los dltimos 20 afios, en humanos ha aumentado significativamente, la
incidencia de infecciones producidas por Salmonella Typhimurium
multirresistente a drogas, especialmente el genotipo DT 104. Significa un
aumento de problemas de salud publica en todo el mundo (Morten, 2005). El
mayor peligro para la salud humana es la contaminacion de los alimentos con
salmonella y si en los proximos afios se incrementa la exportacion de cuyes, se
requiere estar en capacidad de acreditar que los centros de produccién son

libres de salmonelosis y por lo tanto, la carne de cuy sera inocua. La inocuidad
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debe ir acompafiada de la excelente composicion quimica de la carne
(proteinas).

2.3.2. Antecedentes de investigacion:

El cuy (Cavia porcellus), es una especie originaria de la zona Andina del Peru,
Ecuador, Colombia y Bolivia, es un producto alimenticio nativo, de alto valor
nutritivo y bajo costo de produccion, que contribuye a la seguridad alimentaria
de la poblacion rural de escasos recursos, se cria fundamentalmente con el
objeto de aprovechar su carne. También es conocido con los nombres de
cobayo, curi, congjillo de indias y en paises de habla inglesa como Guinea pig.
La poblacion de cuyes en los paises andinos se estima en 36 millones de
animales. En el Pera y Ecuador la cria esta difundida en la mayor parte del
pais; en Bolivia y Colombia esta circunscrita a determinados departamentos, lo
cual explica la menor poblacion animal en estos paises. Se estima un consumo
anual aproximado de 65 millones de cuyes, que representan 39 000 toneladas
métricas de carne y significa un ingreso anual de 195 millones de Nuevos
Soles. Ademas, se calcula en el 2003 una poblacion (Ministerio de Agricultura
(INIA y DGPA) de 23 240 846 cabezas y en la sierra se encuentra el 92.35%
(21 462 950 animales).

Uno de los primeros eventos en la patogénesis de Salmonella Typhimurium es
la interaccién entre la bacteria y el mucus del intestino. Asi después de la
exposicién de Salmonella Typhimurium, se demostré que la presencia de la
bacteria sobre o dentro de la mucosa del colon de cuyes y la agregacion de
Salmonella Typhimurium podria ser inhibida por azucares: La L-fructosa causa
la inhibicibn mas alta, seguida por D-glucosa, D-galactosa y D-manosa.

Oralmente se administré6 Salmonella Typhimurium, para demostrar que eran
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afectadas las Placas de Peyer en toda la extension del intestino. Olfert (1995)
aisl6 un nuevo serotipo de Salmonella en cuyes denominada ochiogu, se
caracteriza por causar infeccién sistémica e intestinal afectando a cuyes de
todas las edades Se desarroll6 un monitoreo consistente en muestreo fecal y la
enfermedad fue erradicada usando las siguientes medidas: 1) eliminacién de
animales que tuvieron contacto con los animales afectados, y 2)
procedimientos higiénicos estrictos.

Desde la supresion quimica de la respuesta inmune humoral en pollos y cuyes
inmunizados exhiben distinta inhibicion de la migracion de macrofagos. Se
concluye que la inmunidad celular es un prominente factor en la proteccion
(Cameron, 1976).

Diferentes grupos de ratones fueron inmunizados con dosis Optimas de
vacunas de Salmonella Typhimurium W2118-2: acetone-killed cells,
lipopolisacéaridos, ribosomas, y células vivas. A las 3 semanas, al mes, 2
meses, 4 meses 0 6 meses post inmunizacion, se colectaron sueros del grupo
vacunados y no vacunados para determinar los titulos de aglutinacion de
anticuerpos que permanecen hasta por 6 meses. La vacuna de ribosomas
respondid mejor en comparacion con la vacuna de lipopolisacaridos. Igual
respuesta se obtuvo con bacterias muertas con acetona y ambas proveen larga

inmunidad (Angerman, 1980).

En dos brotes naturales de infeccidon con Salmonella Typhimurium en cuyes, se
presentaron altas incidencia de conjuntivitis y abscesos nddulo linfoides
cervicales de donde con frecuencia se aislaron bacterias. Sugiriendo que la
ruta conjuntival es mas importante que la ruta oral en la infeccion por

Salmonella Typhimurium. La inmunidad producida por una variante de

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

Salmonella Dublin contra Salmonella Typhimurium y Salmonella choleraesuis,
fue evaluada en cuyes. De 334 cuyes madres adultas, 53 (15.9%) murieron en
un brote de Salmonella Typhimurium serotipos 1, 4, 5, y 12; i: 1, 2. El utero
estuvo seriamente afectado. Otras 9 madres libres de Salmonella fueron
inoculadas con un aislado puro via subcutanea, intramuscular o por via oral,
todas murieron reproduciendo los sintomas y lesiones similares al brote. Los
aislados fueron sensibles a gentamicina, tetraciclina, ampicilina y cefuroxina,

pero resistentes a cotrimoxizole, eritromicina y penicilina (Okewole, 1989).

Belfort (1985) describe cuadros de queratitis y conjuntivitis, inducida
experimentalmente en cuyes por Salmonella spp. La conjuntiva de los cuyes
fueron instilados con Salmonella Typhimurium y los ojos fueron estudiados por
biomicroscopia, cultivos, citologia, patologia y microscopia electrénica. Todos
los cuyes desarrollaron conjuntivitis de moderada a severa. La conjuntivitis fue
mas intensa a los 10 dias y desaparece antes del dia 30. Todos los cultivos
todos fueron positivos entre el dia 1 y 2, disminuyendo a un 10% al dia 10.
Posteriormente fueron negativos.

2.3.3. OBJETIVOS

La escasa informacion cientifica existente sobre la caracterizacion fenotipica y
molecular de la Salmonella spp., causante de Salmonelosis en cuyes, impide el
desarrollo y aplicacion de programas de control epidemiolégico a nivel de
unidades productivas.

2.3.3.1. Caracterizar fenotipicamente a la Salmonella spp causante de
salmonelosis en cuyes.

2.3.3.2. Caracterizar genotipicamente a la Salmonella spp causante de

salmonelosis en cuyes.
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2.3.4. HIPOTESIS

Dado que existe informacion bibliografica sobre los principios inmunolégicos
que rigen el desarrollo de antigenos y anticuerpos. Es posible caracterizar feno
y genotipicamente a la Salmonella spp causante de salmonelosis en cuyes.

2.4. Planteamiento operacional

2.4.1. Fenotipificacion: técnicas, instrumentos y medios de verificacion.
Las técnicas de laboratorio utilizadas son: de tipo general y especifico:

2.4.1.1. Diagnostico clinico:

Combina varios datos sobre antecedentes, signos, sintomas, para determinar
un diagndstico presuntivo de la salmonelosis.

2.4.1.2. Infeccion experimental:

Consiste en administrar a cuyes una determinada cantidad de unidades
formadoras de colonias de Salmonella Typhimurium que fueron aisladas de
cuyes enfermos, con el fin de provocar la enfermedad y determinar periodo de
incubacion, la presencia de signos y sintomas.

2.4.1.3. Necropsia:

La necropsia es un procedimiento de diagndstico que realizado con habilidad,
cuidado, espiritu de observacién, sentido comun y unido a una inteligente
interpretacion de los hallazgos post mortem, da un alto grado de eficiencia y
apoyo en el diagnéstico.

2.4.1.4. Medios de cultivo:

En el periodo 2005-2006 se aislaron 287 cepas de Salmonella spp. Siguiendo

el siguiente procedimiento:
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- Toma de muestras: Las muestras de higado, bazo, pulmones, bilis,
ganglios mesentéricos e intestino delgado, obtenidas de la necropsia de cuyes,
son sembradas y cultivadas en agar Mc Conkey y agar Sangre durante 24
horas a 37°C. Luego se observa si las colonias que desarrollaron en agar Mc
Conkey son transparentes, de color amarillo (no fermentadoras de lactosa) y de
un diametro de 1 — 2 milimetros. Luego se procede a una coloracion de Gram
para confirmar si son Gram negativas. Se concluye que se ha visualizado
colonias sospechosas de Salmonella spp..

- Hisopados para coprocultivo: Con hisopos estériles se toma muestras
de la ampolla rectal de los cuyes y fueron trasportadas en medio de transporte
Stuart hasta el laboratorio, donde sigui6 el siguiente protocolo:
Enriquecimiento no selectivo: Las muestras son incubadas en agua de
peptona por 24 horas a 37°C;

- Enriquecimiento selectivo: Se cultiva en caldo selenito por 24 horas a 37°C;
- Siembra en placa de medio solido selectivo y diferencial: Se utilizo el agar
verde brillante por 24 horas a 37°C. Si existe crecimiento de colonias de color
rojo grosella, son consideradas sospechosas.

- Agua de peptona: Peptona 1.0 g y agua para llevar a 1000 cm3

Disolver la peptona en aproximadamente 950 cm3 de agua. Ajustar el pH con
solucién de hidréxido de sodio 1 mol/L o acido clorhidrico 1 mol/L de modo que
después de la esterilizaciéon el pH, sea de 7.0. Aforar a 1000 cm3 con agua
destilada, distribuir en volumenes convenientes y esterilizar en autoclave a
121°C) durante 15 minutos a una presién manométrica de 1.5 Kg/cm?2.

- Caldo Selenito: Se us6 para enriquecimiento de miembros del grupo

Salmonella, cuando se aislan de materiales infecciosos como heces, orina, etc.
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El selenito inhibe a los coliformes, enterococos y estafilococos, no asi a las
Salmonella, Proteus, Shiguella y Pseudomonas. Los caldos de enriquecimiento
son utiles para la recuperacion de Salmonella a partir de portadores, en los
cuales el niumero de microorganismos puede ser tan bajo como 200 UFC/g
(unidades formadoras de colonias por gramo de heces).

- Agar verde brillante: Medio de enriquecimiento solido altamente selectivo
para el aislamiento de Salmonella spp., a partir de muestras clinicas, alimentos
y otros materiales de importancia sanitaria. Es de un valor excepcional cuando
se investiga un gran numero de muestras de heces o alimentos, por su alta
capacidad de diferenciacion de las colonias sospechosas.

La pluripeptona y el extracto de levadura, constituyen la fuente de nitrégeno,
vitaminas y minerales. La lactosa y la sacarosa, son hidratos de carbono
fermentables. El rojo fenol es el indicador de pH, que vira al amarillo cuando
hay produccion de acido a partir de la fermentacion de azucares. El cloruro de
sodio mantiene el balance osmotico y el verde brillante actia como agente
selectivo.

2.4.1.5. Confirmacion bioquimica de colonias sospechosas.

Las técnicas de identificacion bioquimica utilizadas en el presente trabajo son:

- Agar hierro tres azlcares (TSl), se considera que la colonia es sospechosa
cuando la parte inclinada (pico de flauta) es de color rojo; la columna de medio
acida presenta color amarillo; con o sin produccion de acido sulfhidrico.

- Agar urea, se considera colonia sospechosa cuando el agar no sufre cambios
de coloracion y se dice urea negativa.

2.4.1.6. Serotipificacion:
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La base de la serotipificacion para todas las enterobacterias es similar y
consiste en poner en evidencia la presencia de antigenos somaticos, flagelares
y capsulares. En el caso de Salmonella, las serovariedades surgen como
consecuencia de una asociacion particular de factores antigénicos somaticos O
y flagelares H.

Los antigenos somaticos (O) estan compuestos por complejos de fosfolipidos y
polisacéaridos; su composicion es aproximadamente: 60% polisacaridos, 20-
30% lipidos y 3,5-4% hexosamina. La estructura somatica se denomina con la
letra O seguida de numeros arabigos separados por comas, que corresponden
a sus factores, por ej. S. Typhimurium O:1,4,5,12; S. Enteritidis 0:1,9,12.
Antigenos Flagelares (H): En la serotipificacion flagelar de Salmonella se usa
solamente la especificidad antigénica del filamento. EI filamento esta
constituido por flagelina, proteina de alto peso molecular. En Salmonella se han
encontrado mas de 60 especificidades antigénicas flagelares. Las diferencias
antigénicas surgen debido a variaciones en la estructura primaria (contenido en
aminoacidos y orden de ubicacion) de las distintas moléculas de flagelina.
2.4.1.7. Determinacion de resistencia antimicrobiana: Prueba de difusién
en sensidiscos en Agar

Método generalmente utilizado y aprobado por el Clinical and laboratory
Standars Institute (CLSI) antes llamado National Committee of Clinical and
Laboratory Standar (NCCLS) para efectuar las pruebas de sensibilidad.
Consiste en inocular mediante una torunda de algodén un indculo
estandarizado de microrganismos en la superficie de una placa Petri con medio
Mueller Hinton. Discos de papel filtro impregnado en soluciones

antimicrobianas se colocan en el agar. Después de incubar por 24 hrs. Se
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miden los halos de inhibicién y se comparan con tablas entregadas por la CLSI
(antes NCCLYS); y de esta manera, se determina si los gérmenes son sensibles
0 resistentes a los diferentes agentes antimicrobianos.
Procedimiento: Se utilizan placas de Agar Mueller Hinton de 4mm de
profundidad, que se llevan a temperatura ambiente antes de inocular. Para
preparar el inéculo se toman 5 colonias aisladas y se suspenden en 5 ml de
Caldo Mueller Hinton, se incuba a 35°C por 2 a 8 hrs., hasta que el desarrollo
alcance la turbidez del Standard Mac Farland 0.5. Con una torunda de algodon
inocular la placa de agar en toda su superficie por tres veces en distintas
direcciones. Dejar secar la placa por 10 a 15 minutos antes de colocar los
sensidiscos. Estos deben ser colocados con una separaciéon minima de 24 mm
entre ellos con una pinza estéril 0 un dispensador automatico presionando
levemente sobre el agar. Dejar difundir por 15 minutos y después incubar a
35°C por 16 a 18 hrs. Para leer los halos se coloca la placas invertidas sobre
un fondo oscuro e iluminado, medir el halo de inhibicion de crecimiento
producido por los sensidiscos en milimetros. Comparar los halos de inhibicién
con las tablas de la CLSI (ex NCCLS) y asi se determina la sensibilidad o
resistencia del microorganismo a cada agente antimicrobiano.

La lectura de los halos en milimetros se hizo mediante un vernier-calipers. Los
antibiodticos utilizados son: gentamicina (GEN), florfenicol (FLC), ciprofloxacina
(CIP), trimetroprima + sulfametoxazol (TMS), tetraciclina (TET), cloranfenicol
(CMP), enrofloxacina (EFC), ampicilina (AM), cefquinona (CEF), neomicina
(NE), amoxicilina (AMX), oxitetraciclina (OXT), furazolidona (FR), sulfamidados

(SUL), estreptomicina (STR) y norfloxacina (NOR).
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La cepa se denomina: Sensible (S), Intermedia (I) o Resistente (R) al antibiotico
utilizado. El significado de la categorizacion de sensibilidad para un
determinado antibidtico es: Sensible (S), si existe una buena probabilidad de
éxito terapéutico en el caso de un tratamiento a la dosis habitual; Resistente ®,
si la probabilidad de éxito terapéutico es nula o muy reducida y no debe
esperarse ningun efecto terapéutico, sea cual fuese el tipo de tratamiento; e
Intermedia (1), cuando el éxito terapéutico es imprevisible. Es posible conseguir
efecto terapéutico por aumento de la posologia 0 aumento de la concentracion

del antibiético.

2.4.2. Genotipificacién: técnicas, instrumentos y medios de verificacion.

La biologia molecular concierne principalmente al conocimiento de las
interacciones de los diferentes sistemas de la célula, lo que incluye muchisimas
relaciones, entre ellas las del ADN con el ARN, la sintesis de proteinas, el
metabolismo, y el como todas esas interacciones son reguladas para conseguir
un afinado funcionamiento de la célula.

2.4.2.1. Extraccion de &cidos nucleicos

Las 5 cepas clasificadas fenotipicamente como Salmonella spp., son extraidas
del banco de bacterias y cultivadas en Agar Mac Conkey y Agar Sangre.

- Diluir 1 pl de proteinasa K en 300 pl de soluciéon de lisis de células y tejidos
contenidos en 5 tubos de ensayo.

- Cosechar las colonias individualmente de los 5 cultivos con una Asa de Kohle
y colocar la cosecha en tubos de microcentrifuga y adicionarle 300 ul de la
solucién que contiene la solucion de lisis de células y tejidos mas la proteinasa

K. Mezclar completamente por pipeteo.
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- Incubar las muestras a 65°C en bafio termostatico durante 15 minutos, y
mezclar las muestras cada 5 minutos en un vortex.

- Disminuir la temperatura de incubacion a 37°C y anadir 1 pl de RNasa A (5
Mg/ul) a cada muestra mezclando completamente por pipeteo.

- Incubar las muestras a 37° C durante 30 minutos.

- Colocar las muestras en hielo durante 5 minutos.

- Afadir 150 ul de MPC (acetato de amonio 5 M) a los 300 pl de muestra lisada
y mezclar utilizando vértex por 10 segundos.

- Centrifugar durante 10 minutos a 10 000 x g. en una microcentrifuga. El
sobrenadante fue transferido a un tubo de microcentrifuga estéril y se descartd
el pellet.

- Adicionar 500 ul de isopropanol para recuperar el ADN del sobrenadante. Se
mezclé por inversién de 30 a 40 veces.

- Centrifugar a 4° C por 10 minutos en una microcentrifuga para precipitar el
ADN. Remover cuidadosamente el isopropanol por decantacion sin perder el
ADN (pellet).

- Enjuagar el pellet 2 veces con etanol 75% y se removio con una micropipeta
el etanol residual.

- Resuspender el ADN en 50 ul de agua ultra pura estéril.

Almacenar el ADN extraido a -20°C.

- Determinar por espectrofotometria la concentracion de ADN: Afadir 5 ul de la
suspensiéon de ADN a 995 ul de agua destilada estéril y medir la absorbancia a
260 nandémetros (nm) en un espectrofotometro.

- La pureza del ADN extraido se midié la absorbancia a 260 y 280 nm.

2.4.2.2. Electroforesis de ADN
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Preparacion de un gel de agarosa al 1.3%:

- Pesar 156 mg de agarosa y disolver en 12 ml de buffer TAE 1X en un
vaso de precipitado de 100 ml.

- Calentar en bafio termostético hasta la ebullicion.

- Enfriar hasta aproximadamente 45°C y afiadir 1 ul de bromuro de etidio
(20 mg/ml).

- Vaciar en un vidrio en posicidon horizontal y colocar una peineta en un
extremo del vidrio para formar pocillos y dejar enfriar a temperatura
ambiente por 30 minutos. Retirar la peineta

- Colocar el gel dentro de la camara de electroforesis y cubrirlo con buffer
TAE 1X.

- Colocar en cada pocillo 5 yl de ADN previamente mezclado con 1 ul de
Loading Buffer 6X. Afadir a los pocillos 4 pl del marcador de peso
molecular ®X174 DNA/Haelll.

- Conectar la camara a una fuente de poder y aplicar una potencia de 80
voltios y dejar correr 60 minutos.

- Retirar el gel de la camara y observar en un cuarto oscuro utilizando un
transiluminador 2UV Transilluminator, con lampara ultravioleta a 302 nm
(UVP, California, Estados Unidos).

- Tomar fotos de los geles utilizando una camara digital Casio modelo
Exilim EXZ55.

2.4.2.3. Disefio de primers

Los primers fueron disefiados a partir de 5 secuencias de ADNr 16S

representativas de cepas aisladas. Las secuencias fueron obtenidas del RDP

(rdp.cme.msu.edu/, actualizado al dia 31 de octubre del afio 2006). La
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identificacion de las secuencias altamente conservadas se realizd en el

programa ClustalW versién 1.83 mediante alineamiento multiple de secuencias.

Las secuencias obtenidas fueron evaluadas y seleccionaron 3 sitios que

permitieran amplificar el gen que codifica el ARNr 16S en dos segmentos y que

tedricamente no estuvieran involucrados en la estructura secundaria del ARNr
16S. A través de una busqueda en las bases de datos del GenBanK

(www.ncbi.nlm.nih.gov/), RDP y Grengenes (greengenes.lbl.gov/) se determino

gue estas secuencias estaban altamente conservadas en dominio Bacteria,

pero no en Eucariota o Archaea. A partir de esas secuencias se disefiaron dos
juegos de primers. La Tm oOptima de los primers fue determinada utilizando el
programa Tm Calculations for Oligos, BioMath. Calculators de Promega

(www.promega.com/biomath/).

2.4.2.4. Reaccion de amplificacion (PCR)

Para realizar la PCR se utilizo Platinum PCR Supermix High Fidelity (Invitrogen,

California, Estados Unidos).

- ARadir a cada tubo de PCR 3 pl de ADN (Concentracion X) de cada
muestra. Mas 4 pl de la soluciéon de primers y 40 ul de Platinum PCR
Supermix High Fidelity. Tapar los tubos

- Colocar los tubos en un termociclador Techne Cyclogene (Techne Inc.,
New Jersey, Estados Unidos) y se programé la temperatura a 95°C por
60 segundos para desnaturalizar completamente el ADN molde y activar
la enzima.

- Programar 25 ciclos a 90°C por 70 segundos (desnaturalizacién), 35°C

por 70 segundos (hibridacién) y 70°C por 70 segundos (extension).
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- Finalmente 1 ciclo a 72°C por 7 minutos. Luego de la amplificacion las
muestras fueron mantenidas en el termociclador a 4°C (post incubacion).

2.4.2.5. Electroforesis de productos de PCR

- Preparar un gel de agarosa al 1.3%, para ello se pesaron 156 mg de
agarosa y se disolvieron en 12 ml de buffer TAE 1X (Tris-acetato 2 M,
EDTA 0.05 M, pH 8,3) en un vaso de precipitado de 100 ml, se calent6 en
bafio termostatico hasta ebullicion para lograr disolucion completa.

- Se enfrid hasta aproximadamente 45°C y se afadiéo 1 yl de bromuro de
etidio (10 mg/ml). Se vacié en un vidrio en posicion horizontal y luego se
colocé una peineta para formar los pocillos y se dej6 enfriar a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

- Una vez solidificado el gel se retiré la peineta. Posteriormente el gel fue
colocado dentro de la camara de electroforesis y fue cubierto con buffer
TAE 1X.

- En cada pocillo se colocaron utilizando una micropipeta, 5 yl de producto
de PCR previamente mezclado con 3 pl de Loading Buffer 6X (Tris-HCI 50
mM, pH 7,5; glicerol 50%, azul de bromofenol 0,25%, azul de xilencianol
0,25%). También se cargaron 4 ul del marcador de peso molecular 100 bp
DNA Ladder (New England Biolabs, Boston, Estados Unidos). Se conectd
la cAmara a una fuente de poder y se aplico una potencia de 80 V y se
dej6 correr durante 60 minutos. Terminada la electroforesis el gel fue
retirado de la camara y observado en un cuarto oscuro utilizando un
transiluminador 2UV Transilluminator, con lampara ultravioleta a 302 nm
(UVP, California, Estados Unidos). Se tomaron fotos de los geles

utilizando una camara digital Casio modelo Exilim EXZ55.
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2.4.2.6. Purificacién de productos de PCR

Extraccion y purificacion de productos de PCR del gel de agarosa

- Para extraer los productos de PCR del gel de agarosa, se cortaron las
bandas utilizando un bisturi estéril y se colocaron en tubos de
microcentrifuga estériles rotulados.

- Se pesaron los geles y se anadieron 300 ul de Buffer QG (tiocianato de
guanidina 50 - 100%, indicador de pH) a 100 mg de gel. Se incub6 a 50°C
durante 10 minutos, cada 2 minutos se llevo al vértex para ayudar a
disolver el gel.

- Se anadieron 100 pl de isopropanol al tubo de micro centrifuga y se
mezclé por pipeteo. Luego se colocé una columna dentro de un tubo
colector de 2 ml. Para unir el ADN a la columna, se afiadio la muestra a
la columna 'y se centrifugd en una micro centrifuga durante 60 segundos a
10000 rpm.

- Descartar el filtrado y colocar nuevamente la columna dentro del mismo
tubo. Para lavar, se afiadieron 750 pl de Buffer PE (etanol 75%) a la
columna, se esperd 5 minutos y se centrifugé 60 segundos a 10000 rpm.
Se elimind el filtrado y se volvio a colocar la columna dentro del mismo
tubo y se centrifugd la columna por 90 segundos. Luego se coloco la
columna en un tubo de microcentrifuga estéril. Para eluir el ADN se
afiadieron 50 ul de Buffer EB (Tris-HCI 10 mM, pH 8.5) al centro de la
membrana, se esperaron 10 minutos y se centrifug6 la columna durante
60 segundos a 10000 rpm.

- Se mezclaron por pipeteo 250 ul del Buffer PB (guanidina HCI 25 - 50%,

isopropanol 25 - 50%, indicador de pH) con 50 pl del producto de PCR en
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un tubo de microcentrifuga. Colocar una columna dentro de un tubo
colector de 2 ml. Para unir el ADN a la columna, se afadio la muestra a la
columna y se centrifugd en una microcentrifuga durante 60 segundos a
10000 rpm.

- Descartar el filtrado y colocar nuevamente la columna dentro del mismo
tubo. Para lavar, se afadieron 750 ul de Buffer PE (etanol 75%) a la
columna, se esperd 5 minutos y se centrifugd 60 segundos a 10000 rpm.
Se eliminé el filtrado y se volvié a colocar la columna dentro del mismo
tubo y se centrifugd la columna por 90 segundos.

- Luego se colocaron las columnas en los tubos correspondientes, usados
para extraccion de productos de PCR a patrtir del gel de agarosa.

2.4.2.7. Secuenciacioén del producto de PCR

- El ADN purificado fue enviado al Departamento de Biologia Molecular en
el Massachussets General Hospital, Boston, Estados Unidos (MGH DNA
Sequencing Core Facility), para su secuenciacion

- Se anadieron 10 ul de primer forward (concentracién final 10 pM) a las
muestras purificadas. Los tubos fueron claramente etiquetados y enviados
a USA.

- En MGH DNA Sequencing Core Facility las muestras son secuenciadas
usando el Taq DyeDeoxy Terminator cycle sequencing Kit de Applied
Biosystems que utiliza didesoxinucleétidos fluorescentes (método de
terminacion de cadena). Después de la secuenciacion y limpieza, las
muestras de ADN son analizadas por electroforesis capilar en un
secuenciador automatico (ABI 3730XL DNA Analyzer) que traduce las

sefales fluorescentes en la secuencia de bases correspondiente.
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2.4.2.8. Andlisis bioinformatico de secuencias

Las secuencias de ADNr 16S de cada cepa, obtenidas por secuenciacion,
fueron alineadas individualmente y comparadas con las secuencias
depositadas en la base de datos GenBank y RDP, utilizando BLAST (blastn)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y Sequence Match respectivamente. Para blast
se selecciono realizar la comparacion con una base de datos no redundante
(nr). Con la finalidad de construir un arbol filogenético se bajaron secuencias de
especies similares del mismo género y géneros relacionados. Las secuencias
obtenidas de las bases de datos se cargaron en el programa BioEdit version
7.0.0 para luego realizar un alineamiento multiple de las secuencias mediante
ClustalW version 1.83. A partir del alineamiento se construyé el arbol
filogenético utilizando TreeView version 1.6.6 para cada bacteria.

2.5. Campo de verificacion

2.5.1. Ubicacion espacial: Bioterio de LABVETSUR, distrito, provincia y
departamento de Arequipa.

2.5.2. Ubicacion temporal:

2.5.2.1. Perfil bioquimico, antibiorresistencia, prevalencia: Enero-
diciembre 2005 a enero- diciembre 2006.

2.5.2.2. Seroprevalencia: Octubre — Diciembre 2007.

2.5.2.3. Genotipificacion: Enero — marzo 2008

2.5.3. Unidades de estudio: Formacién de bloques de unidades
experimentales (cuyes).

2.5.4. Disefio experimental:
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Se analizara parcelas de observacion o verificacion con un nimero variable

de repeticiones, analizandose su comportamiento con un analisis de

frecuencias.

2.5.5. Técnicas experimentales de laboratorio

Tabla N° 2.- Relacion de técnicas de laboratorio utilizadas en la caracterizacion

feno y genotipica del agente etiolégico de Cavia porcellus (cuyes) en Arequipa.

Técnicas Grupo experimental Grupo testigo

Cultivos en Agar Sangre y Agar 20 -
Mac Conkey

Pruebas bioquimicas 20 -
Antibiogramas 100 -
Método de ELISA 20 20
Prevalencia en coprocultivos 50 50
Genoatificacion 5 -

2.6. Estrategia de recoleccion de datos

Los resultados de las pruebas experimentales fueron ordenados en tablas y

cuadros para la descripcion y el andlisis correspondiente.

[ll. RESULTADOS

Los resultados seran sometidos a analisis de frecuencias
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