Revista de Investigaciones Veterinarias
del Pert, RIVEP

ISSN: 1682-3419
rivepsm@gmail.com

Universidad Nacional Mayor de San
Marcos

Pera

Marcelo M., Geraldine; Rosadio A., Raul; Chero O., Ana; Diaz O., Gerardo; Ciprian C.,

Aldo; Maturrano H., Lenin

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

Revista de Investigaciones Veterinarias del Pert, RIVEP, vol. 28, nim. 2, 2017, pp. 411-

417
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Lima, Pera

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=371852108020

Cémo citar el articulo - ((})\ /!

Numero completo Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3718
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3718
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3718
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=371852108020
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=371852108020
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3718&numero=52108
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=371852108020
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3718
http://www.redalyc.org

Rev Inv Vet Peri 2017; 28(2): 411-417
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v28i2.13074

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

IDENTIFICATION OF Salmonella Enteritidis AND Salmonella Typhimurium N
GuINEA PiGs BY THE MuLtipLEX PCR

Geraldine Marcelo M.!, Rail Rosadio A.!, Ana Chero O.!, Gerardo Diaz O.!,
Aldo Ciprian C.%, Lenin Maturrano H.'?

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue identificar mediante PCR multiple la posible
existencia de los serovares Salmonella Typhimurium y Enteritidis en 25 cepas de
Salmonella spp previamente aisladas de cuyes e identificadas por sus caracteristicas
metabolicas. Mediante el andlisis molecular se identificaron todas las cepas como
Salmonella Typhimurium, evidenciando la amplificacién de los cebadores especificos
para los genes invAy fliC pertenecientes al género Salmonella y Sa/monella Typhimurium,
respectivamente. El presente estudio permitié establecer una metodologia rapida para la
identificacién molecular de Salmonella Typhimurium y Enteritidis aislados de cuyes.

Palabras clave: cuyes, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, PCR multiple

The aim of this study was to identify by mutiplex PCR-based assays the possible
presence of serovars Salmonella Typhimurium and Enteritidis in 25 strains of Samonella
spp that were previously isolated from guinea pigs and identified by their metabolic
characteristics. The molecular analysis identified all 25 strains as Salmonella Typhimurium,
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evidencing the primer amplification of genes invA and fliC of Salmonella spp and
Salmonella Typhimurium, respectively. This study established a rapid methodology for
molecular identification of Salmonella Typhimurium and Enteritidis isolated from guinea

pigs.
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INTRODUCCION

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

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

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

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

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

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

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

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

Material Experimental
Cepas en estudio

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

Cepas de referencia

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

Reactivacion de Cepas

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

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

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

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

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

Analisis de Muestras

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

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

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

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

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

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

DiscusioN

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

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

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

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

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

Agradecimientos

Los autores expresan su agrade-
cimiento al Programa Nacional de Innovacion
para la Competitividad y Productividad —
Innévate Pert, fuente financiadora del
Proyecto «Desarrollo de una vacuna para el
control y prevencion de la salmonelosis en la
produccion de cuyes», Contrato N.° 362-
PNICP-PIAP- 2014.

LITERATURA CITADA

1. Aldridge P, Gnerer J, Karlinsey JE,
Hughes KT. 2006. Transcriptional and
translational control of the Salmonella
fliC gene. ] Bacteriol 188: 4487-4496.

2. Atyabi N, Zahraei T, Ghazisaeedi F,
Ashrafi I. 2012. The molecular
investigation of widespread Salmonella
serovars, S. Typhimurium and S.
Enteritidis, involved in salmonellosis of
cattle and sheep in farms around Tehran,
Iran. Iranian J Vet Res 13: 126-133.

3. Bustamante J. 1993. Produccion de
cuyes. Lima: Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos. 259 p.

4. [CFSPH] Center for Food Security
and Public Health. 2005. Animal
disease factsheets. Salmonellosis. Ames,
IA, USA: Iowa State University. 8 p.

415



10.

11.

416

G. Marcelo et al.

[Internet]. Available in: http://www.
cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/
nontyphoidal_salmonellosis.pdf

Chu C, Hong S, Tsai C, Lin W, Liu T,
Ou J. 1999. Comparative physical and
genetic maps of the virulence plasmids
of Salmonella enterica serovars
Typhimurium, Enteritidis, Choleraesuis,
and Dublin. Infect Immun 67: 2611-2614.
Clavijo R, Loui C, Andersen G, Riley
L, Lu 8. 2006. Identification of genes
associated with survival of Salmonella
enterica serovar Enteritidis in chicken
egg albumen. Appl Environ Microbiol 72:
1055-1064. doi: 10.1128/AEM.72.2.
1055-1064.2006

Garmendia M, Selgrad S, Alezones F.
2000. Salmonelosis en animales de la-
boratorio. FONAIAP Divulga 68: 32-33
[Internet]. Disponible en: http://sian.inia.
gob.ve/repositorio/revistas_tec/Fonaiap
Divulga/fd68/texto/mgarmendia.htm
Garcia F. 2011. Salmonelosis porcina
en Espafia: prevalencia, factores de ries-
go y resistencia antimicrobiana. Tesis
Doctoral. Espafia: Univ de Leon. 197 p.
Grimont P, Weill F. 2007. Antigenic
formulae of the Salmonella serovars. 9
ed. Paris, France: World Health
Organization Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella.
Institut Pasteur. 166 p.

Jamshidi A, Kalidari G Hedayati M.
2010. Isolation and identification of
Salmonella Enteritidis and Salmonella
Typhimurium from the eggs of retail
stores in Mashhad, Iran using conven-
tional culture method and multiplex PCR
assay. J Food Safety 30: 558-568.
doi: 10.1111/j.1745-4565.2010.-00225.x
Marcelo G, Chero A, Diaz G, Rimac
R, Hurtado R, Ciprian A, Rosadio R,
Maturrano L. 2015. Evaluacion de un
protocolo de PCR multiple para la iden-
tificacion de Salmonella Typhimurium en
cobayos. En: XXXVIII Reunion Cienti-
fica Anual de la Asociacion Peruana de
Produccion Animal. Ayacucho, Peru:
APPA.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Matsuura A, Morales S, Calle S, Ara
M. 2010. Susceptibilidad a antibacte-
rianos in vitro de Salmonella enterica
aislada de cuyes de crianza familiar-co-
mercial en la provincia de Carhuaz,
Ancash. Rev Inv Vet Pert 21: 93-99. doi:
10.15381/rivep.v21i1.355

Moosavy M, Esmaelli S, Amiri F,
Mostafavi E, Salehi Z. 2015. Detection
of Salmonella spp in commercial eggs
in Iran. Iran J Microbiol 7: 50-54.
Morales S, Mattos J, Calle S. 2007.
Efecto de la muiia (Satureja parvifolia)
en la dinamica de la infeccidén por
Salmonella enterica en cobayos. En:
XXX Reunion Cientifica Anual de la
Asociacion Peruana de Produccion Ani-
mal. Cusco, Pert: APPA.

Morales S. 2012. Patdégenos oportunis-
tas por transmision fecal-oral en cuyes
reproductores introducidos al distrito de
San Marcos. Cientifica 9(1): 33-38.
[Internet]. Disponible en: https://
issuu.com/bibliotecacientifica/docs/
cientifica-v9n1/33

Mpyint MS, Johnson YJ, Tablante NL,
Heckert RA. 2006. The effect of pre-
enrichment protocol on the sensitivity and
specificity of PCR for detection of
naturally contaminated Salmonella in
raw poultry compared to conventional
culture. Food Microbiol 23: 599-604.
Pachon DA. 2009. Aislamiento, identi-
ficacion y serotipificacion de enterobac-
terias del género Salmonella en una
poblacion de Crocodylus intermedius y
Testudines mantenidos en cautiverio en
la Estacion de Biologia Tropical Roberto
Franco EBTRF de la Facultad de Cien-
cias, Universidad Nacional de Colombia
en Villavicencio-Meta. Tesis de Biolo-
gia. Bogota: Pontificia Universidad
Javeriana. 115 p.

Parra M, Durango J, Mattar S. 2002.
Microbiologia, patogénesis, epidemiolo-
gia, clinica y diagndstico de las infeccio-
nes producidas por salmonella. MVZ-
Cordoba 7: 187-200.

Rev Inv Vet Peru 2017; 28(2): 411-417



Identificacion de Salmonella en cuyes mediante PCR multiple

19. Rahn K, DeGrandis S, Clarke R,

Mcewen S, Galan JE, Ginocchio C,
Curtiss III R, Gyles CL. 1992.
Amplification of an invA gene sequence
of Salmonella typhimurium by
polymerase chain reaction as a specific
method of detection of Salmonella. Mol
Cell Probes 6: 271-279. doi: 10.1016/
0890-8508(92)90002-F

20. Richardson VC. 2000. Diseases of

domestic guinea pigs. 2™ ed. Oxford:
Blackwell Science. 145 p.

21. Sanchez L, Corrales R. 2005. Evalua-

cion de la congelacion para conserva-

Rev Inv Vet Peru 2017; 28(2): 411-417

22.

cion de especies autoctonas bacterianas.
NOVA 3(4): 21-29.

Soumet C, Ermel G, Rose V, Rose N,
Drouin P, Salvat G, Collin P. 1999.
Identification by a multiplex PCR-based
assay of Sa/monella Typhimurium and
Salmonella Enteritidis strains from
environmental swabs poultry houses.
Lett App Microbiol 29: 1-6.

23. [WHO] World Health Organization.

2013. Salmonella (non-typhoidal). Fact
sheet N.° 139. [Internet]. Disponible en:
http://www.who.int/mediacentre/
factsheets/fs139/en/

417



