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ARTICULO CORTO

Diferentes métodos para aislamiento
y deteccion de Salmonella spp. en canales porcinas
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Villalobo, Cristina*; Monteavaro, Cristina*; Etcheverria, Analia*; Padola, Nora L.*
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RESUMEN

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define salmonelosis como una de las enfermedades transmitida por alimentos (ETA)
de mayor casuistica, ampliamente extendida en todo el mundo. La enfermedad es producida por Salmonella spp. y causa una de
las zoonosis mas frecuentes y de mayor impacto econémico. El hombre adquiere la infeccién después de la ingestion de alimen-
tos contaminados, aunque también puede transmitirse de persona a persona o por via fecal-oral. Actualmente, las técnicas micro-
biolégicas de aislamiento convencional para deteccién de Salmonella spp. son establecidas por el Cédigo Alimentario Argentino
para verificar la aptitud de un producto para consumo, pero éstas requieren de 4 a 5 dias para la obtencién de un resultado, tiem-
po que juega en contra para el productor y la conservacion de dichos alimentos. Por este motivo en este trabajo se analizan los
métodos de diagnéstico tradicional segin Normas ISO 6579:2002 con algunas modificaciones, los métodos de inmunoensayo
comerciales y la Reaccién en Cadena de la Polimerasa técnica (PCR) de deteccion del gen invA implicado en el proceso de inva-
sion de cepas patégenas. Se analizaron 60 muestras procedentes de canales porcinas destinadas a comercializacion. Se detect6
un 10% de Salmonella spp. Se pudo determinar que el diagnéstico molecular por PCR posee alta sensibilidad, pero no es alenta-
dor el resultado que reflejan los test comerciales inmunocromatograficos ya que queda en evidencia la necesidad de alta carga
microbiana para un diagnéstico certero.

Palabras clave: Salmonella spp., PCR, Inmunocromatografia, Pruebas bioquimicas.
ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) defines salmonellosis as one of the most important foodborne diseases, widely spread
worldwide. The disease is produced by Salmonella spp. and causes one of the most frequent zoonoses and of greater economic
impact. The infection is acquired after ingestion of contaminated food, although it can also be transmitted from person to person or
by fecal-oral route. Currently, conventional isolation microbiological techniques for detection of Salmonella spp. are established by
the Argentine Food Code to verify the suitability of a product for consumption. But microbiological techniques require 4 to 5 days
to obtain a result, time that plays against the producer and the conservation of such foods. For this reason in this work we analyze
the traditional diagnostic methods according to ISO standards 6579: 2002 with some modifications, the commercial immunoassay
methods and the Polymerase Chain Reaction technique (PCR) detection of the invA gene involved in the process of invasion of
pathogenic strains. Sixty samples from pigs destined for commercialization were analyzed. 10% of Salmonella spp. was detected. It
was possible to determine that the molecular diagnosis by PCR has high sensitivity, but it is not encouraging the result that reflect
the commercial immunochromatographic tests since it is evident the need of high microbial load for a correct diagnosis.

Keywords: Salmonella spp., PCR, Immunochromatography, Biochemical tests
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INTRODUCCION

Las ETA causadas por Salmonella spp. son de notifica-
cion obligatoria en Argentina (Art. 2, Ley 15.465) y en
muchos Estados Miembros de la OMS, pero entre ellas
se incluye Unicamente la Fiebre Tifoidea y Paratifoidea,
cuyos agentes etiolégicos son S. Typhi y S. Paratyphi,
respectivamente. Por esta razén no se conocen cifras
reales sobre el impacto de esta enfermedad en Argenti-
na de casos de Salmonelosis no-tificas. En Argentina, los
datos disponibles de casos clinicos positivos a Salmone-
lla spp. en humanos son aquellos publicados en los Bo-
letines Epidemiolégicos del Ministerio de Salud de la
Nacion, por el SINAVE (Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica). Al considerar los escasos datos dispo-
nibles es evidente que S. Enteritidis es la mas frecuente-
mente aislada de humanos y alimentos de consumo
humano y animal (Caffer, Terragno, & Binsztein, 2008).

Salmonella spp. esta presente en cerdos siendo una
importante fuente de infeccion para humanos. Puede
provocar enfermedad subclinica, diarrea leve, hasta una
severa enfermedad sistémica. En el sistema de produc-
cién porcina las infecciones en cerdos estan principal-
mente asociadas con los serovares S. Choleraesuis y S.
Typhimurium (Mejia Silva, i Castillo, de Antonio, & Ma-
ria, 2005). La expresion de los genes de virulencia se
inicia cuando Salmonella spp. entra en contacto con el
medio ambiente hostil que representa el tracto gastroin-
testinal del huésped, donde encuentra una gran varie-
dad de condiciones como la osmolaridad, la tension de
oxigeno y el pH. Estas actian como senales para que
inicie la transcripcion de genes que codifican factores
de virulencia, los cuales favorecen la interaccién con la
célula blanco durante la patogénesis (Hueck, 1998). La
principal via de transmision de Salmonella spp. en los
cerdos es la ruta fecal-oral. Tras su entrada por via oral,
es capaz de colonizar el tracto gastrointestinal y apare-
cer en heces lo que facilita la contaminacion del am-
biente y la transmision entre animales. Los cerdos son
reservorios de Salmonella spp. y existe un aumento de
estos patégenos con el manipuleo de las canales en
salas de desposte, ya que se considera que el medio
ambiente del criadero vy las instalaciones en las distintas
etapas podrian ser habitat de Salmonella spp. (Colello
Rocio, 2016).

Actualmente hay 2.463 serotipos (serovares) de Salmo-
nella (Rattanatabtimtong, 2007). Las férmulas antigéni-
cas de los serotipos de Salmonella son definidas y man-
tenidas por la OMS y el Centro Colaborador para Refe-
rencia e Investigacion de Salmonella spp. en el Instituto
Pasteur, Paris, Francia (colaborador de la OMS Centro).

Nuevos serotipos se enumeran en las actualizaciones
anuales del esquema de Kauffmann-White.

Técnicas de deteccion de Salmonella spp.

La determinacion de Salmonella spp. puede realizarse
mediante diferentes métodos. Sin embargo, segin la
mayor parte de los estudios realizados, el cultivo micro-
biolégico y las pruebas bioquimicas son los procedi-
mientos mds comunmente utilizados para el aislamien-
to de la bacteria a partir de tejidos y materia fecal. El
método ideal debe tener una alta sensibilidad y especifi-
cidad, y ser al mismo tiempo simple, rapido y econémi-
co. Ningin método cumple con todos los criterios y es
Optimo para todas las condiciones.

Es aconsejable apoyarse en los nuevos métodos de
diagnéstico que estan innovando para el aislamiento de
Salmonella mediante el uso de pruebas moleculares
como Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ca-
paz de detectar un pequefio nimero de bacterias (102
a 10* UFC/ml) (Ward, Alinovi, Couétil, & Wu, 2005).

En la lucha contra las enfermedades infecciosas, la mi-
crobiologia clinica necesita optimizar sus diagnésticos a
nivel de especificidad, sensibilidad y rapidez. Entre las
alternativas propuestas a estos retos, se estudiaron téc-
nicas basadas en los principios de la Biologia Molecular
acortando los tiempos de entrega de los resultados. La
PCR ha sido la principal herramienta diagnéstica. Los
inicios de la PCR se remontan a 1971, cuando se des-
cribié por vez primera un método que usaba enzimas
para replicar una secuencia pequena de ADN in vitro.
Sin embargo, este ensayo no recibié mucha atencién y
la autoria de la PCR fue atribuida 12 afios después a
Kary Mullis perteneciente a la Cetus Corporation, Cali-
fornia S.A. La PCR representa una valiosa alternativa
para el estudio de los genes a nivel mundial, en Salmo-
nella spp. puede utilizarse para amplificar el gen invA,
factor de virulencia ligado a la invasion (Luigi, Rojas, &
Valbuena, 2015). Los factores de virulencia son estruc-
turas o metabolitos que producen dafio o alteraciones
metabdlicas en la célula del hospedador. Algunas es-
tructuras superficiales que podemos mencionar serian
LPS, sistemas de secrecion, fimbrias, entre otras. Estos
factores se encuentran codificados en genes, localiza-
dos en el cromosoma o en plasmidos. Estos genes pue-
den estar en: islas de patogenicidad, genes aislados y
plasmidos de virulencia. Las islas de patogenicidad de
Salmonella spp. (IPS) se definen como largas agrupacio-
nes de genes dentro del cromosoma bacteriano, que
codifican para determinantes responsables de estable-
cer las interacciones especificas con el hospedador y
que son necesarias para la expresion de virulencia bac-
teriana en un modelo animal. Salmonella spp. tiene dos
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sistemas de secrecion tipo lll, codificados por dos islas
de patogenicidad distintas IPS-1 e IPS-2. Los sistemas de
secrecion tipo lll, son un grupo de estructuras especiali-
zadas de algunos géneros de bacterias Gram negativas,
cuya finalidad es introducir proteinas efectoras al cito-
sol de células eucariotas con el fin de desequilibrar su
funcién (Hueck, 1998). El gen invA codifica un factor
de virulencia relacionado con el proceso de invasion al
epitelio intestinal durante el proceso de infeccién. Es
comun en todas las variedades invasoras, esto significa
que se puede asociar con posibles cuadros virulentos
(Zhang et al., 2002) (Malorny, Hoorfar, Bunge, & Hel-
muth, 2003).

Otro método de diagnéstico utilizado, que permite
obtener resultados rapidos de deteccién de Salmonella
spp. es la técnica inmunocromatografica. Se trata de
una prueba cualitativa en la que la muestra reacciona
con los conjugados coloreados (anticuerpos anti-
Salmonella). Este complejo avanza por capilaridad a
través de la membrana del test y en caso de ser positi-
va, se observa como una linea de color rojo en la zona
de resultado de la membrana.

El objetivo de este estudio fue utilizar diferentes métodos
moleculares, fenotipicos e inmunocromatograficos para
la deteccion de Salmonella spp. en canales porcinas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron esponjados de 60 canales porcinas, que
posteriormente fueron cultivados en agua de peptona.
Se conservé 1 ml de cada cultivo con glicerol a -70°C
para futuros estudios.

Se realizdé PCR para el gen invA de cada muestra direc-
tamente del cultivo de zona confluente. Simultaneamen-
te las muestras se procesaron para deteccion de Salmo-
nella spp. por los métodos microbiolégicos convencio-
nales y a partir de colonias aisladas se realizaron prue-
bas bioquimicas y PCR para deteccion del gen invA.

Aislamiento e identificacion de Salmonella spp.

El aislamiento de Salmonella spp. se realizé segin Nor-
mas ISO 6579:2002 con algunas modificaciones. Breve-
mente, se extrajo una alicuota de cada muestra criopre-
servada y se cultivé en 3 ml de caldo Luria Bertani (LB)
durante 24 h a 37°C. Se inoculé 1 ml del caldo LB en 9
ml de caldo Rappaport y se incub6 a 42°C durante 24
h. Se sembré una alicuota del caldo Rappaport con
ansa en anillo sobre la superficie del medio hasta agotar
por estria en placas de agar Salmonella-Shigella (S-S)
(Britania) y agar Xilosa-Lisina-Tergitol 4 (XLT,) (Merck)
incubandose por 37 °C durante 24h.

Se seleccionaron colonias tipicas de Salmonella spp. y
se cultivaron para ser confirmadas mediante pruebas
bioquimicas y PCR.

Pruebas bioquimicas. Se realizaron pruebas bioquimi-
cas convencionales para deteccion de Salmonella spp.:
agar hierro tres azuicares (TSI) (Britania), agar lisina hie-
rro (LIA) (Britania), urea (Britania), Fenilalanina-
Desaminasa (FAD) (Britania), Orto-nitrofenilgalactopira-
nosido (O.N.P.G.).

Amplificacion por PCR. Las colonias presuntivas a Sal-
monella obtenidas por los métodos fenotipicos conven-
cionales se colocaron en 500 pl de agua bidestilada,
llevandose a ebullicion durante 10 min para liberacién
de ADN vy posterior detecciéon del gen invA por PCR.

Las cepas se conservaron a -70°C para sus futuras ca-
racterizaciones.

Para la deteccién del gen se utilizé6 como control positi-
vo la cepa Salmonella Dublin (invA*) proveniente del
laboratorio de Microbiologia Clinica y Experimental de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNCPBA.

Condiciones del ensayo. El céctel de reaccion de PCR
se realizé en una solucién de KCI 50 mM, Tris-HCI 10
mM pH 9, Tritén X-100 al 0,1%, MgCl, 2 mM, 0,01% de
gelatina, 0,2 mM de cada dNTP, 1 uM de cada primer,
1U de Tag DNA polimerasa (Highway®) y 5 ul de ADN.

Las condiciones de termociclado empleadas en la de-
teccion del gen invA fueron las siguientes:

Temperatura y tiempo inicial: 94°C 10min.

94°C 1 min

60°C 1 min

72°C 2 min

ciclos 2 a 30

Temperatura y tiempo final: 72°C 10 min.

La secuencia de primers empleados, tamafio de los pro-
ductos amplificados y referencia bibliografica se deta-
llan en la tabla 1.

La reaccién de PCR se efectué en un termociclador
programable: T-17 Ivema. Los productos de la reaccién
se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al
2% en presencia de bromuro de etidio. El tamafo de
las bandas se determiné comparando los productos
amplificados con el marcador de tamafo molecular
DNA Ladder 100 bp (Promega®), que consta de 11
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Tabla 1. Secuencia de primers del gen invA.

i —
Figura 1. Colonias tipicas de Salmonella spp. en medio S-S
y XLT,,

-~

Figura 2. Interpretacion para TSI. Figura 3. Interpretacién

en medio LIA.

fragmentos con tamafos de 100 a 1500 pb, de los cua-
les la banda de 500 pb contiene el triple de concentra-
cion molar que el resto y sirve como un visible indica-
dor de referencia.

Inmunocromatografia. Las muestras que dieron resulta-
dos positivos para PCR, ya sea directo de zona con-
fluente o a partir de colonias individuales, independien-
temente del resultado que se haya observado en las
pruebas bioquimicas fueron sometidas a un test de in-
munocromatografia (RapidCheck® SELECT).

Tamaiio del Referencias
Gen Primers (5'-3") amplimero Bibliografias
S141.TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
invA 284 pb (Rahnetal., 1992)
S139-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA
RESULTADOS

De 60 muestras, una resulté positiva a invA por PCR
directo de zona confluente. Sin embargo, cuando se
analizaron por PCR colonias compatibles con la morfo-
logia de Salmonella luego de sembrar las muestras en
medios selectivos, se obtuvieron 6 aislamientos positi-
vos al gen invA (10%).

De las 60 muestras, por pruebas bioquimicas se identifi-
caron 5 aislamientos que fueron confirmadas como
Salmonella spp., mientras que 2 aislamientos fueron
clasificadas como sospechosas de S. Arizonae y S. Diari-
zonae ya que el O.N.P.G no dio resultado caracteristico
para Salmonella spp.

Se realizé Inmunocrmatografia a las 7 muestras positi-
vas por PCR y pruebas bioquimicas, y dnicamente 3
manifestaron bandas de color en la prueba de cromato-
grafia.

A continuacion en la tabla 2 se detallan los resultados
obtenidos por pruebas bioquimicas.

DISCUSION

Diversos estudios han demostrado la prevalencia y se-
roprevalencia de Salmonella spp. en granjas porcinas,
asi como los factores de riesgo asociados a la presencia
de la bacteria y la prevalencia en canales en las plantas
de sacrificio y en expendios de carne porcina (Colello
Rocio, 2016) (Gonzales-Barron, Redmond, & Butler,
2012) (Methner, Rammler, Fehlhaber, & Rdsler, 2011).
Estos estudios se centraron en la utilizacién de pruebas
bioquimicas de identificaciéon. Al momento de elegir la
metodologia, se evalda una serie de aspectos como la
inversion inicial, el costo operacional y la urgencia en la
obtencion de resultados, entre otros.

Los criterios para la identificacion bioquimica de Salmo-
nella spp. estin ampliamente descriptos y la detecciéon
de Salmonella spp. por cultivo convencional es conside-
rada el método de referencia, sin embargo, esta técnica
presenta como desventaja el tiempo requerido para la
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Figura 5. Interpretacién de ONPG con su control positivo y

negativo.

Figura 6. Test positivo por Inmu-
nocromatografia (RapidCheck SE-

LECT).
Tabla 2. Resultado de pruebas bioquimicas
N¢ Muestra  |LIA TSI UREA |FAD O.N.P.G
97 K/K H,S ++ K/A H,S ++ - - -
13 K/K A/A - - *
27 K/K A/A - - *
46 K/K H,S ++ K/A H,S ++ - - -
28 K/K K/K s/c s/c -
29 K/K A/A + - ,
69 K/K A/A + - -

s/c: Sin crecimiento.
*: Sospechosa de cepas S. Arizonae y S. Diarizonae

Diferentes métodos para aislamiento y deteccién de Salmonella spp.
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Tabla 3. Comparacién de pruebas bioquimicas, PCR e Inmunocromatografia.

N°muestra |PCR directo |PCR colonia P.’"eb? . Inmun?crom

Bioquimica |atografia

97 + - + +

13 + - -

27 + * -

46 + + +

28 + + -

29 + + +

69 + + -
Deteccion 1,67 % 10% 8,3 % 5%

*: Sospechosa de cepas S. Arizonae y S. Diarizonae

obtencion de un resultado (Chacén, Barrantes, Garcia,
& Achi, 2010). Estas pruebas dependen de la expresion
fenotipica de las caracteristicas analizadas y pueden
estar afectadas por variaciones en los medios de cultivo
y en las condiciones de incubacion. Como alternativa
se estan utilizando cada vez mas los métodos molecula-
res; que permiten un diagndstico mas rapido y simple
de realizar (Caffer et al., 2008), siendo la deteccién de
positivos mayor por PCR que por pruebas bioquimicas
(tabla 3). Por ejemplo, en las muestras 13 y 27, las prue-
bas bioquimicas dieron resultados dudosos para Salmo-
nella spp., siendo confirmada como tal al obtener un
resultado positivo para el gen InvA por PCR con pri-
mers especificos para Salmonella spp. La utilizacion de
los discos O.N.P.G no presenta excepciones a la hora
de mencionar ciertas limitaciones. Por un lado, se reco-
mienda realizar en paralelo un control positivo y un
control negativo; y por otro es necesario trabajar con
un in6culo denso del microorganismo para incrementar
la velocidad de la reaccién.

La amplificacion del gen invA, uno de los genes descrip-
tos en todas las cepas de Salmonella spp. se basa en la
utilizacion de un par de primers que amplifican un seg-
mento especifico de Salmonella spp, como ya ha sido
mencionado en estudios similares (Malorny et al., 2003)
(Chacén et al., 2010) (Espinal Marin, Prieto Suarez, Ote-
ro Jiménez, & Mattar Velilla, 2006). De esta manera se
obtienen resultados certeros que permitirian confirmar
aquellos considerados dudosos mediante pruebas bio-
quimicas.

Se ha descrito que la utilizacion de métodos rapidos
por inmunocromatografia puede dar resultados negati-
vos falsos (tabla 3). Se deben tener en cuenta ciertos
factores intrinsecos dependientes de la matriz alimenta-
ria que podrian llevar a resultados erréneos. Por lo tan-
to la seleccion de un método rapido de deteccién de

Salmonella spp. debe hacerse luego de determinar el
grado de riesgo que se desea correr (Killner, 2008).

La confirmaciéon de colonias presuntivas (10%) de Sal-
monella spp. en 60 muestras demuestra la importancia
de incorporar técnicas de diagnéstico que requieran
menor tiempo a las que se establecen en las Normas,
tales como ISO 6579:2002, ya que el tiempo de detec-
cion por métodos moleculares fue menor y notable-
mente menos laborioso con respecto al tiempo requeri-
do para la realizacién de pruebas bioquimicas.

Econdmicamente el costo operativo para la realizacion
de la técnica por PCR fue mayor, teniendo en cuenta
en primer lugar el costo inicial del equipamiento técni-
co que se requiere y sumando luego los reactivos utili-
zados durante la ejecucion del ensayo. Sin embargo, el
tiempo empleado para hacer la prueba y el tiempo que
demora el resultado es menor que para los métodos
microbiolégicos tradicionales.

CONCLUSION

La utilizacién de diferentes métodos para la identifica-
cion de Salmonella spp. presenta variabilidad en tiem-
po, recursos y, en algunos casos, en los resultados obte-
nidos por cada uno. Las pruebas bioquimicas implican
mayor tiempo de obtencion de resultados y gran canti-
dad de material y medios de cultivo. La inmunocroma-
tografia requiere una concentracién mayor de Salmone-
lla spp. para obtener resultados fiables. Por lo tanto,
resulta necesario incorporar técnicas de diagndstico
que requieran menor tiempo a las que se establecen en
las Normas 1SO 6579:2002, como los métodos molecu-
lares, para obtener un diagndstico de contaminacién
con rapidez y confiabilidad. La deteccion rapida ante la
sospecha de Salmonella spp. es el aspecto central para
disminuir la potencial contaminacién y evitar que por
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medio de los alimentos u otras vias llegue a la pobla-
cién y cause enfermedad.
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