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ARTICULO ORIGINAL

Desarrollo y validacion de una reaccion en cadena de
la polimerasa multiple para la identificacidon de los serogrupos
B, C2, Dy E de Salmonella enterica

Lelia Lavalett'2, Miryan Margot Sanchez?, Nélida Mufoz?3, Jaime Moreno?,
Nora Cardona-Castro?

' Maestria en Biotecnologia, Universidad Nacional de Colombia, Medellin, Colombia

2 Instituto Colombiano de Medicina Tropical-Universidad CES, Medellin, Colombia

3 Grupo de Microbiologia, Subdireccién de Investigacion, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C.,
Colombia

Introduccion. El esquema Kaufmann-White para la serotipificacién de Salmonella, reconoce 46
antigenos O y 119 antigenos H, los cuales han permitido la caracterizacion de 2.541 serovares.
La serotipificacion es una herramienta epidemiolégica util en la identificacion de serovares
circulantes y estudio de brotes, sin embargo, presenta limitaciones técnicas, de interpretacion
de resultados y alto costo.

Objetivo. Desarrollar una prueba de reaccion en cadena de la polimerasa multiple (PCR-M)
como alternativa para identificar los serogrupos B, C2, D y E de Salmonella enterica.
Materiales y métodos. Se desarrollé una PCR-M para detectar los genes rfbJ de los serogrupos
B y C2 y wzx de los serogrupos D y E. Para estandarizar la PCR-M se probaron cepas de
referencia de Salmonella pertenecientes a los serogrupos de estudio. Se incluyé el gen invA
especifico del género Salmonella como control interno de amplificacién. La técnica fue validada
con un estudio ciego que incluy6 400 aislamientos de Salmonella previamente serotipificados.
Resultados. La PCR-M permitié identificar los serogrupos de Salmonella con resultados
reproducibles (indice kappa=0,95). La sensibilidad de la prueba estuvo entre 98% y 100% y la
especificidad entre 96% y 100%.

Conclusiones. El polimorfismo de los genes rfbJ y wzx permiti6 desarrollar un método de
tipificacién molecular sensible, especifico y reproducible, que podria servir de apoyo a la
serotipificacién para identificar serogrupos de Salmonella.

Palabras clave: Salmonella enterica, serogrupos, serotipificacion, tipificacion molecular, PCR
multiple.

Development and validation of a multiplex polymerase chain reaction for molecular
identification of Salmonella enterica serogroups B, C2, D and E

Introduction. The scheme Kauffman-White (KW) for serotyping of Salmonella recognizes 46 O
antigens, and 119 H antigens, thereby permitting the characterization of 2,541 serotypes. The
serotyping is a useful epidemiological tool in identifying circulating serotypes and to characterize
outbreaks. However, the method presents technical limitations, difficulty in interpretation of results
and high costs.

Objective. A multiplex polymerase chain reaction test (M-PCR) was developed as an alternative
method for the identification of serogroups B, C2, D, and E of Salmonella enterica.

Materials and methods. The M-PCR detected Salmonella genes rfbJ of serogroups B and C2
and wzx of serogroups D and E. To standardize the M-PCR, reference strains of Salmonella
serogroups were compared. Amplification of invA gender-specific gene of Salmonella was
included as internal control of amplification. To validate the test, a blind study was conducted to
identify by M-PCR 400 isolates that had been previously characterized by serology.

Results. The M-PCR detected Salmonella serogroups with reproducible results (Kappa
index=0.95). The sensitivity of the test was between 98% to 100% and specificity between 96%
to 100%.
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Identificacién molecular de Salmonella enterica

Conclusions. The polymorphisms in the Salmonella genes rfbJ and wzx permitted the
development of a method for molecular typing of Salmonella serogroups that was sensitive,

specific and reproducible.

Key words: Salmonella enterica, serogroups, serotyping, molecular typing, multiplex PCR.

La serotipificacién de Salmonella spp. basada
en el esquema Kaufmann-White reconoce 46
antigenos O y 119 antigenos H, los cuales han
permitido la caracterizacion de 2.541 serotipos.
Es un método ampliamente utilizado con fines
epidemioldgicos, que identifica los serovares
prevalentes en cada regiony la etiologia de brotes
e infecciones en humanos y animales (1-3).

La variacion del antigeno O de Salmonella spp.
es consecuencia de la diversidad genética dentro
del grupo de genes rfb, los cuales codifican
las enzimas involucradas en la biosintesis y
el ensamble de este antigeno (4-7). Por otra
parte, la proteina WZX es caracteristica del
grupo de antigenos O y es codificada por el
gen wzx; esta proteina es una flipasa utilizada
para la translocacién de la unidad O fuera
de la membrana (8). La deteccion de estos
antigenos es la base de la serotipificacién con
antisueros especificos, de los cuales se derivan
las formulas antigénicas que caracterizan cada
serogrupo (1).

Aunque la serotipificacion es un método amplia-
mente utilizado en estudios epidemiolégicos
con buen poder discriminatorio, presenta limi-
taciones tales como la necesidad de mas de
250 tipos de antisueros diferentes (1,3); los
antisueros comerciales son costosos, con
disponibilidad limitada y calidad variable para
los antigenos menos comunes. Por otra parte,
la generacién de los resultados toma de tres a
cinco dias y, aproximadamente, 5% a 8% de los
aislamientos son parcialmente tipificados, debido
a que existen cepas rugosas que no expresan
antigenos en la superficie, encapsuladas, y otras
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que no expresan los antigenos flagelares de
las fases 1y 2 (9). Por lo anterior, y debido a la
dificultad en la interpretacion de los resultados,
la aplicacién de la serotipificacion esté limitada a
los laboratorios de referencia.

En respuesta a estas limitaciones, se han desarro-
llado en los udltimos afios métodos moleculares
basados en la PCR que permiten la deteccion
directa de los genes que codifican para los
antigenos somaticos O y flagelares H (10-13).
Las ventajas de los métodos moleculares
descritos frente a la serotipificacién es que son
costo-efectivos, faciles de estandarizar, muy
sensibles, especificos, rapidos, reproducibles,
independientes del uso de antisueros y no nece-
sitan que se expresen los antigenos (9-13).

La técnica de PCR es un método rapido que
posee ventajas inherentes que la caracterizan vy,
por ende, es un excelente método aplicable a la
deteccion e identificacion de Salmonella spp. y
de otros patdégenos. Ademas, las cepas carentes
de antigenos sométicos (O) o flagelares (H)
(cepas rugosas), que solo son reconocidas como
Salmonella spp. por el método tradicional de
serotipificacion, pueden identificarse mediante
PCR, debido a que esta técnica detecta
secuencias especificas de ADN y no se altera
por las variaciones fenotipicas que se pueden
evidenciar por patrones bioquimicos.

Este trabajo presenta una alternativa para
determinar los serogrupos de Salmonella
mediante el uso de diferentes iniciadores a los
ya informados en la literatura para el antigeno
O (genes rfb'y wzx), teniendo como referencia
el polimorfismo de estos antigenos, los cuales
permiten la identificacién de los grupos B,
C2, D y E de Salmonella enterica, serogrupos
mas prevalentes en Colombia aislados de
muestras clinicas humanas y de alimentos
(14). La identificacién molecular del serogrupo
permite de manera rapida la determinacion de
los posibles serovares implicados en el cuadro
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clinico o en el brote en estudio, resultado que
apoya la serotipificacién de una manera rapida
y precisa.

Materiales y métodos
Aislamientos bacterianos

Seuutilizaron 18cepasyaislamientosdereferencia
correspondientes a los cuatro serogrupos del
estudio, a los cuales se les realizé la descripcién
antigénica segun el esquema Kaufmann-White
(cuadro 1). Como controles negativos de especifi-
cidad de la prueba, se usaron cepas diferentes
al género Salmonella: Escherichia coli, Proteus
spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp., Shigella
sp., Yersinia spp., y Aeromonas spp. Estas
cepas pertenecen a la coleccién del laboratorio
del Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional
de Salud de Colombia, las cuales se conservaron
a temperatura ambiente sembradas por puncién
en agar IP (Instituto Pasteur, Paris, Francia).

Extraccion de ADN

Para recuperar cada una de las cepas, se retird
material con un asa del tubo original, la cual

Biomédica 2009;29:244-52

fue sembrada en agar Mueller Hinton® (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA),
e incubado por 24 horas a 37°C. El ADN fue
extraido por el método de lisis con solucion
detergente (Tris HCI 10 mM, EDTA 1mM pH
8,0, Triton X-100 0,2%), descrito por Haque y
colaboradores (15). Este material se conservo
a -20°C hasta ser utilizado en la PCR. Se
determind la relacién de absorbancias a 260/280
nm por espectrofotometria (Spectronic Genesys
2, Bath UK).

Diseno de los iniciadores

Para el estudio se disefiaron iniciadores para
los genes rfb 'y wzx, y se hizo una revisién
bibliografica y busqueda de las secuencias de
los genes en las bases de datos GenBank (http:/
www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.html),
European Molecular Biology Laboratory (EMBL)
(http://www.ebi.ac.uk/embl/Access/index.html) y
DNA Data Bank of Japan (DDBJ) (http://www.
ddbj.nig.ac.jp/intro-e.html).

Se utilizd el programa Primer 3, teniendo en
cuenta los siguientes parametros: longitud de

Cuadro 1. Descripcién antigénica segun Kauffman-White de cepas de referencia de los serogrupos de Salmonella propuestos

en este estudio para identificar por PCR mdltiple.

Serogrupo Serotipo Férmula antigénica Referencia
B Derby 1,4,5,12:f,9: [1,2] CDC 2
Typhimurium 1,4,5,12:1:1,2 CDC 21--1X-66
Heidelberg 1,4,5,12:r:1 CDC 16
Saintpaul 1,4,5,12: e, h:1,2 INS 29-371-06
D Typha 1,9,12:d:- CDC 57
Enteritidis 1,9,12:g,m:- CDC 64
Dublin 1,9,12:g,p:- CDC 65
Gallinarum 1,9,12:-:- INS 03-122-02
E Anatum 3,10:¢,h:1,7 CDC 287b2K
Uganda 3,10:1:213:1,5 CDC X-26-66
Muenster 3,10: e,h:1,5 CDC 2
Sinstorff 3,10: l,v:1,5 CDC 1/V-4-94
Weltevreden 3,10:1,26:- INS 4-60-06
Cc2 Muenchen 6,8:d:1,2 INS 18-194-03
Hadar 6,8:z210:e,n,x INS 147-03
Manhattan 6,8:d:1,5 INS 1
Kentucky 8,20: 1,26:- CDC 2865-56
Newport 6,8:¢,h:1,2 INS 155-00

CDC: Centers for Disease Control and Prevention; INS: coleccion del Instituto Nacional de Salud, Colombia.
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20 a 30 pb, contenido de G/C de 50% a 60%,
temperatura de fusién de 52°C a 65°C y una
lon-gitud del producto de entre 100 y 500 pb,
con una diferencia minima entre fragmentos
de 50 pb (16). La especificidad in silico de los
iniciadores se estimé con los algoritmos Blast
y Clustalw® (URL). La estabilidad topoldgica
y la formacién de estructuras secundarias se
evaluaron con los programas DNAstar® versién
3.04 y OligoAnalyzer®. Para la deteccion del
serogrupo C2, se utilizaron los iniciadores
descritos por Alvarez et al. (17). En el cuadro 2
se observan las caracteristicas de los iniciadores
utilizados en el estudio.

Estandarizacion de la PCR-M

Los iniciadores se evaluaron de manera indivi-
dual mediante PCR convencional, con el fin de
determinar el producto de amplificacién esperado
para cada par de iniciadores, utilizando las cepas
pertenecientes a los serogrupos de importancia
clinica escogidos para este estudio (B, C2, Dy
E) y los controles de especificidad.

Las condiciones de la PCR-M se escogieron
de acuerdo con las recomendaciones dadas
previamente por Henegariu et al., Alvarez et al. y
Elnifro etal. (16-19), y con base en los resultados
previamente descritos para la evaluacion de los
iniciadores.

Identificacién molecular de Salmonella enterica

Como control de amplificacion interno, se utilizd
la deteccion del gen invA de S. enterica; este
gen esta ubicado en la isla de patogenicidad 1
de Salmonella sp. y esta presente en todos los
serotipos. La amplificacion se llevé a cabo en
un termociclador Primus 96 plus MWG- Biotech
(Vernon Hills, lllinois, USA).

Se tomaron alicuotas de 10 pl de cada producto
de PCR, los cuales fueron visualizados por
electroforesis en geles de agarosa (Nusieve
3:1®) al 2,5%, corridos por dos horas y 30
minutos a 90 voltios en solucion tampdn TBE 1X,
teflidos con SYBR Safe® (Invitrogen Carlsbad,
CA, USA), visualizados y fotografiados en un
analizador de imagenes EpiChemi Darkroom de
UVP Biolmaging Systems (Upland, California,
Estados Unidos). El tamafio de los fragmentos
fue determinado por comparacion con un
marcador de peso molecular de 50 pb por medio
de Fermentas® (Ontario, Canada).

Determinacién de la concentracion minima
de ADN detectada por la PCR-M

Se realizaron ocho diluciones seriadas del
ADN de las cepas correspondientes a los
serogrupos de estudio (100, 50, 25, 10, 5, 4, 2,
1 ng/pl), partiendo de una dilucién que contenia
100 ng/pl de ADN, la cual fue cuantificada por
espectrofotometria. A este material se le realizd

Cuadro 2. Caracteristicas de los iniciadores utilizados en este estudio.

Iniciadores Blanco/ Longitud Secuencia 5’-3’ Temperatura Tamafo  Posicién
N° acceso (pb) de amplicén
anillamiento (pb)
Grupo B -F rfbd 28 GTAAACATGCGATTAGAGCATGTATATG 56 478-506
Grupo B-R AE008792 30 GTAAACATGCGATTAGAGCATGTATATG 55 152 600-630
Grupo C2-F*  rfbd 20 AATAGGCCGAAACAACATCG 60 487-508
Grupo C2-R*  X619171 20 CCGAGCCAACGATTATCAA 62 502 815-836
Grupo E-F Wzx 20 CTAATGATTTGCGGCGTCTC 61 517-536
Grupo E-R X60665 22 CAGTGGGGAAGCTATTGCTGAT 62 348 843-864
Grupo D-F wzx 20 GCGTTGGGAGTGTGGTCTAT 54 431-450
Grupo D-R M65054 20 AATGGGCAGTATTGCTACCG 52 185 596-615
invA-F** invA 22 AGAAGGGTCGTCGTTAGGACTG 60 1023-1044
invA-R** M90846 22 CCAGACAGTGGTAAAGCTCATC 60 450 1435-1456

F: iniciador sentido; R.: iniciador antisentido; *: grupo C2, iniciadores disefiados por Alvarez et al. (20); ** invA: control interno
de amplificacién, iniciadores disefiados por Uzzau et al., datos sin publicarse.
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la PCR-M de serogrupo, con el fin de determinar
la minima cantidad de ADN (ng/pl) que puede
detectar la prueba.

Validacién de la PCR-M

Con el fin de determinar la concordancia entre
los resultados obtenidos por la PCR-M con la
prueba estandar de serotipificacion (método de
referencia), se realiz6 un estudio ciego utilizando
400 aislamientos clinicos escogidos al azar, los
cuales fueron serotipificados previamente por
el Laboratorio de Microbiologia del Instituto
Nacional de Salud de Colombia.

Estos 400 aislamientos fueron recuperados en
agar IP® (Instituto Pasteur, Paris, Francia) y, pos-
teriormente, se les realiz6 la extraccion del ADN
por el método de lisis con solucién detergente,
previamente descrito por Haque (15).

El tamafo de la muestra se calcul6 teniendo en
cuenta los siguientes supuestos: sensibilidad y
especificidad, 95%; probabilidad de error, 5%,
e intervalo de confianza, 90%. La sensibilidad y
especificidad de cada PCR-M se determinaron
usando el programa estadistico Epi-info 6.0. Una
vez obtenidos los resultados de la PCR-M, éstos
se enviaron al Instituto Nacional de Salud, con el
fin de abrir la clave del estudio ciego, confirmar
y analizar los resultados obtenidos por las dos
pruebas.

Cuando se encontraronresultadosincongruentes
entre las pruebas, se repiti6 por duplicado la
serotipificacion y la PCR-M.

Analisis de costos

Se calculé el valor en pesos de cada prueba,
teniendo en cuenta los costos directos e
indirectos (reactivos, mano de obra, uso de
equipos, energia).

Resultados
Evaluacién de iniciadores

Se encontrd que los iniciadores de serogrupo
rfbd y wzx fueron especificos para identificar
cada uno de los serogrupos propuestos (B,
C2, D y E), debido a que no se presentaron
reacciones cruzadas entre ellos. Sin embargo,
el iniciador disefiado inicialmente para identificar
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el serogrupo C2 fue reemplazado por una
secuencia previamente publicada por Alvarez et
al. (20) (con tamafo de amplicén de 502 pb),
ya que el iniciador que se disefid produjo un
amplicon de 348 pb, indistinguible del amplicén
para el serogrupo E de 345 pb. En la figura 1 se
observan los tamafios de los amplicones para
cada serogrupo evaluado por PCR convencional,
utilizando serovares correspondientes a cada
serogrupo.

Estandarizacion de la PCR-M

Luego de evaluar diferentes concentraciones
de reactivos, iniciadores y ADN, y de haber
probado diferentes gradientes de temperaturas
de anillamiento de los iniciadores dentro del
protocolo de amplificacién, se obtuvieron las
siguientes condiciones 6ptimas para la PCR-M.

Una mezcla de reaccién que contenia un
volumen final de 60 pl compuesta por 45 pl de
PCR SuperMix® (Invitrogen, Brasil), (0,88 mM

1000
500 502pb
450pb
400 348pb
300
250
200 185pb
150 152pb
100
50

Figura 1. Amplicones obtenidos por PCR convencional en
la evaluacion de iniciadores para los serogrupos B, C2, D y
E de Salmonella

Carril M: marcador de peso molecular: escalera de 50 pb;
carril 1: S. typhimurium, serogrupo B; carril 2: S. typhi,
serogrupo D; carril 3: S. Weltevreden, serogrupo E; carril 4:
control interno de amplificacion S. Weltevreden; carril 5: S.
Newport, serogrupo C2.
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Tris-HCI, 2,2 mM KCI, 0,066 mM MgCl,, 8,8
UM de cada dNTP, 0,88 U de Taqg polimerasa
recombinante estabilizada), 6 pl de la mezcla de
iniciadores (B Fw - Rw 0,2 uM, C2 Fw -Rw 0,2
uM, D Fw- Rw 0,08 uM, E Fw- Rw 0,2 uM, invA
Fw- Rw 0,24 uM) y 9 pl de ADN molde.

En cuanto a la temperatura de anillamiento de
cada par de iniciadores dentro de la mezcla, se
encontré que la 6ptima era de 58°C.

En la PCR-M para la identificaciéon de los
serogrupos, los cinco pares de iniciadores se
evaluaron en combinacion, utilizando aislamien-
tos de referencia pertenecientes a los serogrupos
objeto del estudio, lo que permitié asegurar la
especificidad de los productos de amplificacion
obtenidos. Cada serogrupo mostré6 un perfil
Unico de bandas, con tamafnos especificos de
152 pb (serogrupo B), 185 pb (serogrupo D),
348 pb (serogrupo E) y 502 pb (serogrupo C2);
en cada perfil de serogrupo se incluy6 el gen
invA como control interno de la reaccion, con un
tamarno de 450 pb (figura 2).

Limite de deteccion de la PCR-M

Luego de evaluar cada una de las diluciones
del ADN, se determiné que el limite minimo
de deteccion de la prueba de PCR-M de
serogrupo fue de 5 ng/pl. Estos ensayos se

7 8 9

-— -

Grupo D

Controles + Grupo B

10 11 12 13 14

Identificacién molecular de Salmonella enterica

realizaron por triplicado con el fin de establecer
la reproducibilidad de la prueba. El limite maxi-
mo de ADN o concentraciéon 6ptima para la
prueba de PCR-M, fue de 100 ng/pl, ya que con
concentraciones mayores se observo en algunos
casos inhibicién de la PCR o la produccién de
bandas inespecificas (no se muestran datos).

Evaluacién de la especificidad de la PCR-M
de serogrupo

Para examinar posibles reacciones cruzadas
entre los iniciadores disefiados con diferentes
géneros de la familia Enterobacteriaceae,
(Proteus spp., Yersinia spp., E. coli, Klebsiella
spp., Citrobacter spp., Shigella sp y Aeromonas
spp.), se evalu6 una cepa de cada una de estas
enterobacterias, utilizando las condiciones
previamente optimizadas para la PCR-M en la
deteccion de serogrupos. Se encontraron los
resultados esperados, ya que ninguna de estas
bacterias mostré amplificacion con ninguno
de los iniciadores de la mezcla para identificar
serogrupos, lo cual indica 100% de especificidad
de la PCR (no se muestran datos).

Validacion de la prueba de PCR-M

Se encontrd concordancia entre la PCR-M y la
serotipificacion tradicional en 386 de los 400
aislamientos evaluados (96,5%) (cuadro 3).

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

502 pb
450 pb
348 pb
185 pb

Grupo C2 152 pb

Figura 2. Resultados de la PCR mudiltiple para la identificaciéon de los serogrupos B, C2, D y E de Salmonella

Carril M: marcador de peso molecular: escalera 50 pb; carriles 1-3,5: controles positivos de cada serogrupo: B, D, C2 y E.
respectivamente; carril 4: control interno de amplificacién invA; carriles 6-8: serotipos grupo B, Typhimurium, Derby, Sainpaul;
carriles 10-13: serotipos grupo D, Typhi, Enteritidis, Dublin, Gallinarum; carriles 15-18: serotipos grupo E, Anatum, Uganda,
Sinstorff, Weltevreden; carriles 20-24: serotipos grupo C2, Newport, Hadar, Kentucky, Muenchen, Manhattan; carriles 9, 14,

19: controles negativos.
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Hubo 14 aislamientos que no coincidieron en
ambas tipificaciones, tres identificados como
bacterias diferentes a Salmonella spp. y once no
identificados por la serologia tradicional, debido
a que son aislamientos rugosos que han perdido
la expresion del antigeno O, pero que si fueron
identificados por PCR-M.

La sensibilidad y la especificidad encontradas
para la identificacién de los serogrupos C2
y E fueron de 100%; para el serogrupo B, la
sensibilidad fue de 98% y la especificidad de
99%, y para el serogrupo D, la sensibilidad fue
de 98% y la especificidad de 96%.

Costos

El costo promedio de la serotipificacién hasta
serogrupo fue de Col$ 40.000, que equivale
aproximadamente a US$ 22. El costo de la
PCR-M de serogrupo fue de Col$ 30.000, que
equivalente aproximadamente a US$ 16.

Discusion

En este estudio se desarroll6 una metodologia
basada en la deteccién directa de los genes rfbJ,
wzx, por PCR-M, para la identificacién molecular

de serogrupos de S. enterica de importancia
clinica en Colombia (14).

Losresultados obtenidos muestranquela PCR-M
para la deteccion de serogrupos de Salmonella
es una buena alternativa para mejorar las
limitaciones de la serotipificacion tradicional,

Biomédica 2009;29:244-52

ya que el método molecular desarrollado fue
sensible, especifico, reproducible, costo-efectivo
y de interpretacion objetiva, lo cual sugiere que
la tipificacion molecular puede aplicarse para
apoyar la serotipificacion tradicional.

Los resultados de la validacion de la prueba
mostraron una congruencia entre el método
molecular y el método tradicional de 96,5%
(n=386). Estos resultados indican altos valores
de sensibilidad y especificidad para la nueva
prueba molecular desarrollada.

Una de las limitaciones de la serotipificacion
se demuestra por la existencia de cepas que
no pueden tipificarse debido a la pérdida
del antigeno O (cepas rugosas) o porque no
expresan alguno de los dos genes flagelares
(21-23). Estas cepas no pueden identificarse por
serotipificacion tradicional o arrojan resultados
inexactos, ya que este método depende de la
expresion o exposicién de los antigenos (23). Por
el contrario, la PCR-M detecta las secuencias
de ADN especificas, las cuales se encuentran
presentes en el genoma aungue no se expresen
(21,24), lo cual representa una alternativa para
la tipificacién de estas cepas problema.

EnlaPCR-Mse evalué un par de iniciadores para
la identificacion del serogrupo G2, previamente
publicados por Alvarez et al. (20), y tres pares
de iniciadores disefiados en este estudio para
la identificacién de los serogrupos B, D y E.

Cuadro 3. Resultados de la comparacion entre la PCR multiple para serogrupos B, C2, D y E frente a la serotipificacion

tradicional.
Numero de aislamientos Resultados de Numero de Resultados de
serotipificacion aislamientos identificacion
tradicional molecular
107 B
109 B 1* D
1* E
30 c2 30 c2
129 D
132 D 3* B
115 E 115 E
9* D
1 No identificadas 2¢ No identificadas
Bacterias diferentes a Bacterias diferentes a
Salmonella Salmonella

* Identificacién que no coincidié con ambas técnicas
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Estos iniciadores permitieron discriminar los
serogrupos con un alto nivel de especificidad
y sensibilidad, sin reacciones cruzadas con los
aislamientos examinados, los cuales representan
los serogrupos prevalentes en Colombia (25).
Los resultados anteriores son congruentes con
los publicados por Luk et al. (13) y Herrera-
Leon et al. (24), que corroboran la utilidad de
las secuencias de los genes rfbJ y wzx como
marcadores moleculares especificos para la
deteccion de estos serogrupos en particular.

La serotipificacién tradicional se considera el
método de referencia para la identificacion
de serovares de Salmonella. Sin embargo,
este método mostré resultados incongruentes
cuando se realizaron repeticiones de los
once aislamientos rugosos que habian sido
previamente serotipificados y que no coincidieron
con la tipificacion por PCR-M; esto sugiere que
la serotipificacion no es 100% especifica.

Teniendo en cuenta estos resultados, la PCR-M
podria aplicarse como método rutinario para
laboratorios de tercer nivel y de salud publica
que requieren identificar serogrupos de Salmo-
nella en menos tiempo y a menor costo que la
serotipificacion tradicional.

El uso de esta PCR-M en alimentos y muestras
clinicas debe explorarse para la deteccion
directa del microorganismo, lo cual ya ha sido
descrito por otros autores usando metodologias
de amplificacién de ADN (15,20,26,27).

Con el fin de continuar en el avance de esta
investigacion, se sugiere el uso de este método
complementado con la identificacion a nivel de
genes que expresan antigenos flagelares, lo cual
podria servir como base para la identificacion de
Salmonella a nivel de serovar, de importancia
epidemioldgica en Colombia.
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