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ABREVIATURAS Y SIGLAS
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RESUMEN

La salmonelosis es una de las enfermedades de mayor impacto en la salud pablica por el
gran nimero de casos de gastroenteritis de origen alimentario y defunciones en todo el mundo.
En el pais se viene reportando serovares de Salmonella no tifoidea (SNT) en casos humanos que
estarian relacionados a los hallados en huevos comerciales, carcasas de pollos de engorde y
subproductos de estos. El estudio tuvo como objetivo determinar mediante la electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE) el porcentaje de similaridad de los perfiles genéticos (pulsotipos)
de los serovares de SNT aislados de humanos y productos aviares, para conocer la relacién de
estos. Para ello, se obtuvieron 49 aislados bacterianos de serovares de SNT obtenidos de casos
clinicos humanos y productos aviares (huevos comerciales, carcasa de pollo de engorde, visceras
y muestras ambientales de granja), los cuales se caracterizaron genéticamente mediante PFGE.
Con ayuda del programa Bionumerics 7.0. se generd un dendrograma que muestra la relacion
Xbal — perfiles PFGE para las salmonelas en estudio. El anélisis de las bandas generadas se
realizd6 mediante el uso del método de UPGM (Unweighted Pair Method with Arithmetic
Averages) para evaluar la relacion genética de los aislados. Se establecié como valor de corte
90% de similaridad entre los pulsotipos para establecer si estan relacionados. Los aislados de
origen humano y aviar de Salmonella Typhimurium, Enteritidis, Kentucky e Infantis presentaron
perfiles PFGE con porcentajes de similaridad mayores o iguales a 88.2%, 68.5%, 83.2% y 93.0%

respectivamente.

Palabras clave: Salmonella, humanos, huevos comerciales, pollo de engorde, PFGE, pulsotipos



ABSTRACT

Salmonellosis is one of the diseases with the greatest impact on public health due to the
large number of cases of food-borne gastroenteritis and deaths worldwide. In the country,
serovars of non-typhoid Salmonella (SNT) have been reported in human cases that would be
related to those found in commercial eggs, broiler chicken carcasses and their by-products. The
objective of the study was to determine, using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), the
percentage of similarity of the genetic profiles (pulso types) of NTS serovars isolated from
humans and avian products, to know their relationship. To this end, 49 bacterial isolates were
obtained from TNS serovars obtained from human clinical cases and avian products (commercial
eggs, broiler chicken carcass, viscera and farm environmental samples), which were genetically
characterized using PFGE. With the help of the Bionumerics 7.0 program. A dendrogram was
generated that shows the relationship Xbal — PFGE profiles for the salmonellae under study. The
analysis of the bands generated was carried out by using the UPGM (Unweighted Pair Method
with Arithmetic Averages) method to evaluate the genetic relationship of the isolates. A cut-off
value of 90% similarity between the pulse types was established to establish whether they are
related. The isolates of human and avian origin of Salmonella Typhimurium, Enteritidis,
Kentucky and Infantis presented PFGE profiles with similarity percentages greater than or equal

to 88.2%, 68.5%, 83.2% and 93.0% respectively.

Keywords: Salmonella, humans, commercial eggs, broiler chicken, PFGE, pulse types
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. INTRODUCCION

Salmonella es la bacteria responsable de la mas alta carga de enfermedad que cualquier
otro patdgeno transmitido por los alimentos. EI modo mas comun de transmision de Salmonella es
a través de la ruta fecal-oral, cuando se ingieren alimentos como: carne, huevos, lacteos, queso,
mariscos, frutas y vegetales contaminados (Smith et al., 2018); sin embargo, los alimentos de origen

animal son la principal via de transmisién para los humanos (Ferrari et al., 2019).

Las principales fuentes de contaminacion por Salmonella provienen de la produccion
primaria (granjas), plantas de alimento para animales y plantas de faenamiento. Otra fuente de
potencial contaminacién, ocurre durante el envasado, distribucion y comercializacion de alimentos
(Gomez et al., 2012). Recientemente, en EE.UU. se han producido grandes brotes en restaurantes,
instituciones para nifios, hospitales y hogares de ancianos. En 2010, un brote en EE.UU., con méas
de 2,000 casos reportados, resulto de la contaminacién en la cadena de produccién de alimentos, lo

que llevo a un retiro masivo de mas de medio billon de huevos (Cummings et al., 2012).

En la Unidon Europea, los serovares no tifoideos (SNT): S. Enteritidis (48.7%), S.
Typhimurium (12.4%), S. Typhimurium monofasico (11.1%), S. Infantis (12.4%) y S. Derby son
los serovares mas importantes en salud publica, reportados a partir de 694 brotes transmitidos por

los alimentos en 2020. Los alimentos m&s comunmente implicados en los brotes por Salmonella



fueron los huevos y ovoproductos, seguidos de la carne de cerdo. S. Enteritidis se relaciond

principalmente con fuentes de pollos de engorde, con ponedoras y huevos (EFSA, 2021).

Los brotes de salmonelosis contintan ocurriendo, a pesar de las medidas de bioseguridad
adoptadas; esto puede deberse a la falta de conciencia sobre los problemas de salud animal y al
dificil control de este microorganismo debido a la amplia distribucion y variedad de formas de
transmision de Salmonella, y al gran nimero de alimentos involucrados en brotes de salmonelosis.
Se deben implementar programas para guiar y sensibilizar a los consumidores, el comercio, los
manipuladores de alimentos y los criadores de animales, principalmente de aves de corral.
(Castiglioni et al., 2012).

La tipificacion bacteriana es una herramienta que se usa para discriminar entre cepas
bacterianas; esto permite estudios filogenéticos, investigacion de brotes y la vigilancia de
Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). Dentro de los métodos de subtipificacion que
estan disponibles para Salmonella, la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) se viene
utilizado ampliamente para investigar la ecologia de este patdgeno en varios puntos a lo largo de la
cadena alimentaria. Se han publicado numerosos estudios que emplean esta técnica en vigilancia

epidemioldgica en Salmonella (Paramithiotis et al., 2015).

Desde que fue desarrollada por Schwartz y Cantor en 1984, PFGE, ha demostrado
superioridad y poder de permanencia en comparacion con otros métodos que se desarrollaron al
mismo tiempo. La evaluacién de la reproducibilidad, el desarrollo de protocolos estandarizados
para el subtipo bacteriano entre laboratorios y la disponibilidad de grandes bases de datos para los
patrones de bandas PFGE de patégenos; han aumentado la solidez de los resultados y retienen la

permanencia de este método en la tipificacion de bacterias (PulseNet, 2017).

Dentro de los estudios de caracterizacion molecular de Salmonella mediante PFGE,
tenemos: en 2017, Li y colaboradores reportaron 66 perfiles de PFGE a partir de aislados de
Salmonella en muestras de carcasa de pollo de engorde; en 2020, Xiong y colaboradores reportaron
19 perfiles de PFGE en aislados de Salmonella de origen humano y aviar, con mas de 80% de
similaridad; y en 2021, Miistak y colaboradores reportaron aislados de origen humano y aviar con
similaridades mayores al 99% en el serovar Enteritidis. Raseta y colaboradores, en 2015
encontraron aislados de S. Infantis con una similaridad del 100% entre aislados de la piel de carcasa

de pollo de engorde y humanos infectados.



PFGE permite determinar la relacion de casos individuales, detectar, establecer brotes y
determinar el vinculo entre la salmonelosis humana y el consumo de alimentos de origen animal
(Khaitsa y Doetkott, 2012). Por ello, el objetivo del presente estudio fue caracterizar
molecularmente los aislados de serovares de SNT provenientes de humanos y productos aviares,
aislados en la regiéon de Lima, Per0; para determinar la relacion existente entre ellos, mediante

porcentajes de similaridad por PFGE.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. GENERALIDADES DEL GENERO Salmonella
2.1.1. Caracteristicas del Género Salmonella

Las bacterias del Género Salmonella son bacilos gramnegativos de la Familia
Enterobacteriaceae, son patdgenos intracelulares facultativos que pueden colonizar el tracto
intestinal de los animales de sangre caliente (homoeotermos) y fria (poiquilotermos), como el
hombre, aves, porcinos, bovinos, reptiles, insectos, etc. (Yousef y Carlstrom, 2003; Smith et al.,
2018). Son anaerobias facultativas con un tamafio de 0.2-1.5 x 2.0-5.0 um, presentan flagelos
peritricos que le dan movimiento, excepto el serovar Gallinarum; no forman esporas, son bacterias
negativas a la oxidasa y positivas a la catalasa, y tienen un metabolismo quimiorganotrofo (Yousef
y Carlstrom, 2003; Popoff y Le Minor, 2005).

Salmonella tiene la capacidad de crecer y multiplicarse en diversas condiciones
ambientales fuera de los hospedadores vivos. La mayoria de los serovares crecen en un rango de
temperatura de 5-47 °C; sin embargo, algunos pocos serovares pueden crecer a temperaturas de
refrigeracion. A menudo, Salmonella se elimina a temperaturas de 70 °C o mas (Gray y Fedorka-
Cray, 2002; Pui et al., 2011).

Salmonella se desarrolla a un pH de 4 a 9, con un rango 6ptimo entre 6.5 a 7.5, pero, en
algunos casos puede crecer a pH bajos (3.5-3.8) como ocurre en los aderezos comerciales para

ensaladas y en la mayonesa (Bhunia, 2018). Esta bacteria requiere de una alta actividad de agua



(0.94-0.99) para su supervivencia, pero, pueden sobrevivir con una actividad de agua <0.2 como

ocurre en los alimentos secos. (Pui et al., 2011).

Los serovares de Salmonella no producen indol, no hidrolizan la urea, no desaminan la
fenilalanina o triptéfano, reducen facilmente el nitrato a nitrito, fermentan una variedad de
carbohidratos con produccion de acido y son negativos para la reaccién de Voges-Proskauer; la
mayoria de aislados produce sulfuro de hidrégeno con excepcidn de S. enterica subsp. arizonae y
subsp. diarizonae, ademas, la mayoria de los serovares utilizan arginina, ornitina y descarboxilan
la lisina (Popoff y Le Minor, 2005).

2.1.2. Nomenclatura y clasificacion

2.1.2.1. Especies y sub especies de Salmonella

La nomenclatura de Salmonella ha presentado varios esquemas taxondémicos. En 2005, el
Dictamen Judicial 80, dado por el Comité Internacional de Sistematica Procariota, esboza un
sistema nomenclatural, donde, se clasifica a Salmonella en dos especies, segun las diferencias en
su andlisis de secuencia de ARNr 16S: Salmonella enterica (S. enterica), como especie tipo, y
Salmonella bongori (Tindall et al. 2005).

El esquema mencionado, es el recomendado por la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) y ha sido adoptado por la mayoria de los centros de referencia de Salmonella en el mundo;
incluidos los Centros para el Control de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés). Existe una
tercera especie denominada Salmonella subterranea que fue reconocida en 2005, y los CDC
podrian incorporarla en su sistema en un futuro préximo (Su y Chiu, 2007; Rodney, 2013; Eng et
al., 2015; Bhunia, 2018). Salmonella subterranea se aisl6 del sedimento del subsuelo de bajo pH,

contaminado con nitratos y uranio (Rodney, 2013).

Basada en propiedades bioquimicas y la relacién genémica, S. enterica se clasifica en seis
subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica; que segln la nomenclatura
se designan con nameros romanos: I, Il, Illa, Illb, IV y VI respectivamente. S. enterica subsp.
enterica (la subespecie 1) es la mas comin y se le atribuye aproximadamente el 99% de las

infecciones por Salmonella en humanos, aves y otros animales de sangre caliente (Bhunia, 2018).
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2.1.2.2. Esquema Kauffmann-White- Le Minor

El sistema de Kauffmann-White-Le Minor clasifica a Salmonella en serovares basado en
sus determinantes antigénicos de superficie; asi tenemos, al antigeno somatico (O) que determina
el grupo al que pertenece el aislado de Salmonella, el antigeno flagelar (H) que determina al serovar
y el antigeno capsular (K) que rara vez se encuentran en la mayoria de los serovares de Salmonella;
sin embargo, existe un subtipo capsular Vi (antigenos de virulencia) que se encuentra comdnmente
en S. Typhi, S. Paratyphi C (rara vez) y algunas cepas de Citrobacter (Kauffmann, 1941; Brenner
et al., 2000; McQuiston et al., 2008).

El antigeno O se encuentra en la membrana celular bacteriana externa y forma el
componente oligosacarido del lipopolisacarido (LPS). Los antigenos H corresponden a los flagelos
de la bacteria; Salmonella posee dos genes que codifican para las proteinas flagelares, es decir,
pueden exhibir dos antigenos H distintos (fase 1y 2). Los serovares de Salmonella que expresan
un tipo de antigeno H, son monofasicos, y los que expresan dos tipos de antigenos, son difasicos;
pero, se cree que los aislados difasicos solo expresan el antigeno H de una fase a la vez. Salmonella
es Unica entre las bacterias entéricas respecto a esta caracteristica (McQuiston et al., 2008).

Las formulas de los serovares de Salmonella estan bajo el sistema de Kauffmann-White-
Le Minor; por ejemplo, las férmulas antigénicas para los serovares Salmonella Enteritidis y
Salmonella Infantis, segin el esquema Kauffmann-White-Le Minor, respectivamente son: (1, 9,
12: g, m:-)y (6,7, 14:r:1,5),donde 1, 9, 12, 6, 7 y 14 son antigenos O; g, m, r son antigenos H
de fase 1; y 1, 5 son antigeno H de fase 2. Se puede observar que S. Enteritidis es monofasico y S.
Infantis es difasico (Grimont y Weill, 2007).

Para la primera mencion en una publicacion, se utiliza el nombre completo "Salmonella
enterica", seguidamente se nombra la subespecie (Salmonella enterica subsp. enterica) y por
Gltimo la palabra "serovar" o la version abreviada "ser", junto con el nombre del serovar que inicia
con una letra mayuscula y sin cursiva (solo para la subespecie I, ya que, para las otras cinco
subespecies, los serovares se designan de acuerdo con sus formulas antigénicas). Las siguientes
menciones del nombre se puede condensar y se nombraria solo como Salmonella + el nombre del
serovar ( Popoff et al., 2004; Guibourdenche et al., 2010; Bhunia, 2018; Smith et al., 2018).

2.1.2.3. Serovares de Salmonella enterica

Los términos "serovares" y "serotipos" generalmente se consideran sinénimos, pero, para

mantener una uniformidad internacional el término "serovar" es el adecuado (Ryan et al., 2017).
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En la ultima actualizacion publicada en 2014 (una actualizacién de 2010), existen 2659 serovares
en el género Salmonella, de los cuales 2639 pertenecen a Salmonella enterica y 20 a Salmonella
bongori; 1586 serovares pertenecen subespecie enterica de Salmonella (Issenhuth-Jeanjean et al.,
2014).

Los serovares mas relevantes son aquellos que no estan restringidos a una Unica especie,
ya que, al pasar de animales a humanos, o viceversa, pueden causar las ETA (Wiedemann et al.,
2015). Dentro de los serovares no tifoideos, hay algunos que tienen una preferencia particular por
algunas especies animales, por ejemplo; los serovares Enteritidis, Hadar, Heidelberg, Saintpaul,
Virchow, Senfteberg e Infantis se encuentran principalmente en pollos, pavos y patos; los serovares
Dublin y Bovis infectan principalmente al ganado, mientras que los serovares Derby y
Brandenburgo circulan con frecuencia entre los cerdos (Weill, 2008).

Segln los CDC, los principales 20 serovares de S. enterica que son responsables de la
mayoria de los brotes en humanos, en los Estados Unidos (de mayor a menor) incluyen: Enteritidis,
Typhimurium, Newport, Javiana, 14,[5],12:i-, Heidelberg, Montevideo, Oranienburg, Saintpaul,
Muenchen, Braenderup, Infantis, Thompson, Mississippi, Paratyphi B, Typhi, Agona,
Schwarzengrund, Bareilly y Hadar (Bhunia, 2018).

2.1.3. Nicho ecoldgico

El nicho principal de Salmonella es el tracto intestinal de los animales de sangre caliente,
incluyendo al hombre, y animales de sangre fria; la mayoria de los cuales son excretores
subclinicos. Salmonella puede resistir en el medio ambiente (hasta mas de nueve meses) y en los
alimentos para animales; especialmente en harinas de pescado, sangre y huesos (Markey et al.,
2013). Las salmonelas no se originan en otros habitats como el agua, el medio ambiente y los

alimentos; por tanto, su presencia en estos representa contaminacion fecal (Abulreesh, 2012).
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2.2. SALMONELOSIS EN ANIMALES
2.2.1. Reservorio animal de Salmonella

Muchos serovares de Salmonella se pueden encontrar en el tracto gastrointestinal de
animales de produccion, sin causar ningln signo clinico. Estos pueden infectarse a través de la
contaminacién ambiental, de otros animales, de alimentos y/o fertilizantes preparados a partir de
restos de carne y huesos contaminados con Salmonella. La infeccion puede propagarse durante la
crianzay el sacrificio de los animales. Dentro de los animales que pueden infectarse con Salmonella
incluyen ovinos, caprinos, bovinos, porcinos, aves comerciales, otras aves, reptiles, mariscos y
anfibios (Cummings et al., 2012; Gomez et al., 2012).

En las instalaciones de crianza intensiva, el papel de los portadores es importante, ya que
contaminan el medio ambiente y contribuyen a la propagacion de Salmonella en la granja, creando
a veces situaciones endémicas. Muchas especies animales juegan el papel de reservorio, pero, las
aves de corral y los cerdos son los reservorios predominantes de Salmonella, por ello, no debe
subestimarse la importancia de los pollos de engorde y otras aves de granja como diseminadores
de esta bacteria (Giaccone et al., 2012).

2.2.2. Salmonelosis en avicultura

La salmonelosis aviar es de importancia en la industria avicola, no solo por el efecto en la
salud de las aves; sino también, porque puede causar enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETA) impactando negativamente en la salud puablica, ademas, de desarrollar resistencia
antimicrobiana. Todo esto podria conllevar a restricciones internacionales en la importacion y
exportacion de productos y subproductos aviares con el consecuente impacto econémico.(Mead et
al., 2010; Pulido, 2019)

Existe una gran variedad de serovares de Salmonella, asi como diferentes fuentes de
infeccion que dificultan tener un programa de control exitoso en las granjas de aves de corral. Estos
programas deben basarse en medidas para reducir las infecciones por serovares importantes para la
salud y el rendimiento de las aves (S. Gallinarum), la salud publica (S. Typhimurium, S. Enteritidis,

S. Heidelberg, etc.) y sin olvidar a los serovares emergentes, salvajes o raros (Pulido, 2019).

13



2.2.2.1. Fuentes de Salmonella en avicultura

Las salmonelas pueden entrar en una parvada a través de mdltiples fuentes ambientales
como: alimento, agua o contacto con otras aves de corral; y permanecer durante largos periodos de
tiempo (Gémez et al., 2012). Salmonella puede sobrevivir durante 26 meses en alimentos
contaminados, en heces de aves infectadas durante mas de 11 dias, cuando esta dentro de los

galpones, o durante nueve dias en espacios abiertos (Castiglioni et al., 2012).

Las aves silvestres, insectos, roedores, pueden ser portadores de Salmonella y pueden
transmitir la bacteria a diferentes alimentos (Greenberg y Klowden, 1972). Los serovares de
Salmonella presentan una buena adaptacion a diferentes condiciones ambientales; por ejemplo: S.
Senftenberg ha sido aislada en ingredientes crudos de alimentos para aves y muestras ambientales
recolectadas de granjas, plantas de incubacion y fabricas de alimentos, por ello, es reconocida como

uno de los serovares mas resistentes (Wiedemann et al., 2015; Pulido, 2019).
2.2.2.2. Transmision

Los serovares de Salmonella colonizan casi todas las partes del tracto intestinal del ave,
con mayor predileccion en los ciegos, para luego excretarse a través de las heces sin que muestren
signos clinicos; esto conduce a la transmision horizontal a otras aves, a la contaminacion de las
canales en planta de faenamiento, a la contaminacién de los huevos con heces y a la transmisién
transovérica (De Reu et al., 2006; Gantois et al., 2008).

2.2.2.3. Pullorosis y tifosis aviar

Los serovares adaptados a las aves: S. Pullorum y S. Gallinarum se han reportado rara vez
en las Gltimas décadas en paises desarrollados, excepto en casos esporadicos de parvadas de aves
de corral (Wunderwald y Hoop, 2002). En América Latina y otros paises en vias de desarrollo, la
enfermedad por estos serovares se continGa reportando (Lee et al., 2013). Las infecciones por S.
Gallinarum (en aves adultas) y S. Pullorum (en aves jovenes) son responsables de niveles
sustanciales de morbilidad e incluso mortalidad. Ambos biotipos son colonizadores de los ciegos,
pero, generalmente menos eficientes que la mayoria de los serovares no tifoideos (Setta et al.,
2012).
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2.2.2.4. Salmonelosis no tifoidea

Las salmonelas no tifoideas (SNT) o paratifoideas son bacterias generalistas, es decir no
estan especializadas o restringidas a un Gnico hospedador. Generalmente, los serovares de SNT
son capaces de colonizar multiples érganos sin ocasionar signos clinicos evidentes en las aves, sin
embargo, provocan la contaminacién de la carne y de los huevos. En ciertas circunstancias; segun
el serovar, las condiciones de cada granja y la inmunosupresion de la aves; pueden repercutir

fuertemente en la salud y productividad de estas (Gast, 2013; Pulido, 2019).

Serovares no tifoideos con baja presentacion como: S. Mbandaka, S. Urbana, S. Agona, S.
Muenchen, S. Braenderup y S. Senftenberg, entre otras; se han aislado de muestras de cama de ave,
polvo, heces y botas de arrastre en las granjas (Pulido, 2019). Estos mismos serovares han sido
identificadas como causantes de ETA asociadas a diferentes productos de origen animal (Berger et
al., 2009; CDC., 2016).

Salmonella Infantis se ha identificado como un serovar emergente, con una amplia
resistencia a los antimicrobianos (Kehrenberg et al., 2006). Se ha aislado en pollos de engorde, en
algunos casos sin causar signos clinicos ni lesiones (Négrady et al., 2008); sin embargo, también
se ha informado que algunas cepas de S. Infantis en particular, pueden causar enfermedad en los
pollos de engorde mayores de 14 dias, con signos clinicos como: depresidn, bajo rendimiento y alta
mortalidad; ademas, de lesiones como: poliserositis, hepatomegalia y esplenomegalia (Pulido,
2019).

En 2007, en Corea, Kim y colaboradores evaluaron dos empresas de integracion vertical
de pollo de engorde, detectando: S. Enteritidis en granja de reproductoras; S. Enteritidis y S.
Mbandaka en planta de incubacién; S. Enteritidis en granja de pollo de engorde y en planta de
faenamiento, en una de ellas; mientras que en la otra, encontraron mayor cantidad de serovares
(incluyendo emergentes) como: S. Heidelberg en granja de reproductoras; S. Heidelberg, S.
Senftenberg y S. Enteritidis en planta de incubacién; S. Senftenberg, S. Gallinarum y S. Blockley
en granja de pollo de engorde; S. Heidelberg, S. Enteritidis, S. Blockley y S. Virchow en planta de

faenamiento.

En Europa; se ha reportado, en la soja cruda proveniente de Brasil, un serovar emergente:
Salmonella Yoruba. (Wiedemann et al., 2015; Pulido, 2019). En Ecuador se encontrdé una
prevalencia de Salmonella de 4.3% en una planta de alimentos para pollos. Los serovares
encontrados fueron: Senftenberg, Kentucky, Koessen, Mbandaka y Soerenga (en camiones de
alimentos); Agona, Infantis, Newport, Saintpaul, Uganda y Anatum (en ingredientes crudos,

alimentos de inicio y crecimiento; y equipos de molienda) (Pulido, 2019).

15



2.3. SALMONELOSIS EN HUMANOS
2.3.1. Transmisién

El modo méas comun de transmision de Salmonella es a través de la ruta fecal-oral, cuando
se ingieren alimentos derivados de un animal infectado o alimentos contaminados con materia fecal
de una persona o animal infectado. Los humanos pueden ser portadores de S. enterica en su
intestino, por lo general eliminan Salmonella en sus heces durante varios meses después del
episodio de gastroenteritis donde se convirtio en portador. EI humano como portador es de menor
importancia que los animales; esto es debido, a que el estado de portador crénico no es comin en

humanos, pero, si en los animales (Cummings et al., 2012).
2.3.2. Los alimentos como causa de salmonelosis humana

La salmonelosis causa méas carga de enfermedad que cualquier otro patégeno transmitido
por los alimentos. Estos brotes generalmente son producto de la contaminacion de la fuente de
produccion (granjas de aves, molinos de mezcla de alimentos y/o mataderos) o durante el envasado,
distribucion y comercializacion de alimentos (Gomez et al., 2012). En EE.UU. se han producido
grandes brotes en restaurantes, instituciones para nifios, hospitales y hogares de ancianos
(Cummings et al., 2012).

Entre los alimentos relacionados a la transmision de Salmonella, tenemos a: los huevos
crudos, poco cocidos o subproductos del huevo, leche cruda o subproductos lacteos, aves de corral,
carne, agua contaminada y cualquier otro alimento contaminado (Cummings et al., 2012). Se
conocen mas de 2000 serovares de Salmonella, pero, solo unos cuantos de estos se asocian con las
ETA. Los serovares que causan enfermedades estan influenciados por la distribucion geografica

del serovar o patogenicidad de la cepa (GOmez et al., 2012).

De acuerdo a la norma sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de calidad
sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano (NTS N° 071-
MINSA/DIGESA), debe haber ausencia de Salmonella en 25g de carne cruda de ave refrigerada o
congelada, y ausencia en 25 g 0 25 ml de huevos con cascara (MINSA, 2008); sin embargo, es un
peligro hipotético, ya que se debe ingerir una gran cantidad de Salmonella para causar
gastroenteritis; aun asi, se han informado brotes de salmonelosis transmitidos por alimentos que

contenian menos de 100 e incluso menos de 10 UFC/g del producto (Giaccone et al., 2012).

Hay que tener en cuenta que los alimentos contaminados con Salmonella generalmente no
muestran ninguna modificacion en sus caracteristicas sensoriales a pesar de que los patégenos en

su interior hayan alcanzado niveles muy altos, concretamente perjudiciales para la salud humana
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(Lindhardt et al., 2009). Los alimentos grasos, protegen a las bacterias de las enzimas digestivas;
ademas, la baja actividad hidrica de estos alimentos, mantiene a las salmonellas en una fase latente,
y esto significa que no proliferan, pero pueden sobrevivir durante mucho tiempo (Jasson et al.,
2011).

2.3.3. Epidemiologia

2.3.3.1. Prevalencia e incidencia

Se desconoce la verdadera incidencia de Salmonella asociada a ETA, ya que los brotes
pequefios a menudo no se informan (Gomez et al., 2012). La incidencia general de infeccién por
Salmonella confirmada por analisis de laboratorio fue de 17.6 casos por cada 100,000 personas en
el 2010, en los EE.UU. (CDC, 2011). La salmonelosis causada por cepas no tifoideas de
Salmonella, es la enfermedad transmitida por los alimentos mas comdn reportada por la vigilancia

activa de laboratorio basada en la poblacién de los EE.UU. (Cummings et al., 2012).

En la Unién Europea: S. Enteritidis (48.7%), S. Typhimurium (12.4%), S. Typhimurium
monofasico (11.1%), S. Infantis (12.4%) y S. Derby; son los serovares mas importantes en salud
publica, de 694 brotes transmitidos por los alimentos en 2020. S. Enteritidis se relaciond

principalmente con fuentes de pollos de engorde, con ponedoras y huevos (EFSA, 2021).
2.3.3.2. Mortalidad

Si bien el riesgo de muerte por salmonelosis no suele ser comun en la poblacion general,
este riesgo puede aumentar en grupos vulnerables, especialmente entre los nifios pequefios, los
adultos mayores y pacientes inmunocomprometidos (personas con VIH/SIDA, leucemia, cancer de
médula 6sea) o trastornos autoinmunes (Cummings et al., 2012). De 1990 a 2007, hubo 1,372
muertes relacionadas con SNT en los EE.UU. La tasa de mortalidad promedio ajustada por edad
durante todo el periodo de estudio fue de 0.028 por 100,000 habitantes. La edad promedio de los
fallecidos fue de 63.1 afios. (Cummings et al., 2012).

2.3.3.3. Serovares de Salmonella en infecciones humanas

S. Typhi y S. Paratyphi, son los agentes etioldgicos que causan la fiebre tifoidea y
paratifoidea, en humanos, respectivamente; estos se reportan aun en paises en desarrollo. En los
paises desarrollados, donde hay una vigilancia activa y coordinada de las ETA, se informan con
frecuencia serovares de SNT (Cummings et al., 2012). La enfermedad por serovares de SNT en
humanos es autolimitante y desaparece entre cuatro a siete dias, pero, tiene efectos secundarios

significativos: los pacientes tardan meses en recuperar la funcion intestinal adecuada y pueden
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sequir siendo portadores durante meses. En pacientes inmunodeprimidos podria ocurrir

complicaciones cronicas (Castillo et al., 2012).

Dentro de los serovares de SNT, S. Typhimurium y S. Enteritidis han estado involucradas
con mayor frecuencia en brotes de salmonelosis (Kottwitz et al., 2010). En Japon, entre 1999 y
2002, el 32% de los casos de infeccién transmitida por alimentos se debi6é a S. Enteritidis, S.
Typhimurium y S. Infantis, como los serovares predominantes (Castiglioni et al., 2012). En México
hubo 709,278 casos de salmonelosis reportados entre 2004 y 2009 (Gémez et al., 2012).

2.4.Salmonella COMO PATOGENO ALIMENTARIO DE ORIGEN ANIMAL

Salmonella es la bacteria patdgena mas comun asociada con una variedad de alimentos, sin
embargo, la carne, subproductos carnicos, aves, subproductos avicolas y los productos lacteos, son
las fuentes mas importantes de infecciones por Salmonella en los humanos. Esta bacteria puede
ingresar a la cadena alimentaria: en granjas, piensos, fabricacion, procesamiento y venta de
alimentos (Gémez et al., 2012). En 2009, investigaciones en la Unién Europea mostraron que
Salmonella se encontr6 con mayor frecuencia en carne cruda de pavo (8,7%), pollo (5,4%), cerdo
(0,7%) y ganado (0,2%) (EFSA, 2011).

Varios trabajadores manipulan animales durante el sacrificio y el procesamiento; y la
contaminacion es posible cuando hay Salmonella en el equipo, en las manos o en la ropa de los
trabajadores (Lo Fo Wong et al., 2002). En los hogares, los alimentos que llegan contaminados y
son poco cocidos, pueden contener cepas de Salmonella que sobreviven a la mala coccion, y a la

vez, pueden contaminar de manera cruzada otros alimentos (Gomez et al., 2012).

2.4.1. Salmonella en fuentes avicolas

El mayor nimero de brotes de Salmonella esta relacionado con las aves de corral (pollo,

pavo, pato y faisanes) como reservorio principal (De Freitas et al., 2010)..
2.4.1.1. Salmonella en carcasa de pollo de engorde

La contaminacion microbiana endégena de la carcasa de pollo de engorde puede ocurrir a
partir del contenido intestinal de aves infectadas, donde la cantidad de Salmonella aumenta debido
al estrés antes del sacrificio, desde alli se propagan a la sangre y alcanzan los musculos, los
linfonddulos y 6rganos internos; sin embargo, la principal contaminacién microbiana es exégena,
esta ocurre durante las diversas etapas del sacrificio, corte, procesamiento, incluso en la compra,
conservacion y preparacion de alimentos antes del consumo (Giaccone et al., 2012; Gomez et al.,
2012).
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La etapa de sacrificio que puede conducir a una mayor contaminacion por Salmonella es la
evisceracion, donde la liberacion de contenido o heces de una 0 mas aves, incluso si es limitada, da
como resultado la contaminacion de partes de la carcasa, ademas, de contaminar otras carcasas. Las
principales especies animales que pueden albergar Salmonella en su intestino, en orden descendente
son: aves de corral, cerdos y ganado; donde podemos encontrar de 10%° a 10*2 UFC/ g de contenido
intestinal, dependiendo de la especie animal (Giaccone et al., 2012).

2.4.1.2. Salmonella en huevos comerciales

Salmonella puede contaminar la cascara y/o el contenido del huevo, pero, la cascara es la
gue con mayor frecuencia se encuentra contaminada en comparacién al contenido del huevo. En
2003, el dictamen del Comité Cientifico Europeo sobre medidas veterinarias relacionadas con la
salud publica sobre Salmonella en productos alimenticios, indicd, que los huevos y los alimentos
producidos con huevos crudos (sin pasteurizar) se encuentran entre las categorias de alimentos con

mayor probabilidad de causar casos de salmonelosis humana (Andreoletti et al., 2009).

La contaminacion endogena de los huevos ocurre cuando estos se infectan
transovaricamente con Salmonella, por gallinas enfermas o portadoras. Por otro lado, la
contaminacion exdgena del huevo puede ocurrir: durante el transporte, el envasado o durante el

descascarado (Giaccone et al., 2012).

Los factores (defensas naturales) que pueden permitir la infeccién del huevo, incluyen,
factores fisicos como: la cuticula, la cascara, las membranas de la céscara, la viscosidad de la
albumina y la chalaza; y factores quimicos como: el pH de la albimina, la lisozima, la avidina, la

flavoproteina y las moléculas proteicas inhibidoras de la proteasa (Giaccone et al., 2012).

2.5.VIGILANCIA DE SALMONELOSIS TRANSMITIDA POR LOS ALIMENTOS

La Red de Vigilancia Activa de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (FoodNet)
administrada por los CDC, recopila datos de vigilancia activa basados en la poblacién, sobre
infecciones confirmadas por el laboratorio. Los CDC establecieron la base de datos nacional de
Salmonella en PulseNet, que es la red nacional de subtipificacion para la vigilancia de
enfermedades transmitidas por alimentos, para subtipar patégenos bacterianos y asi rastrear casos
potencialmente no relacionados en &reas geogréficas aisladas e identificar cepas de brotes
(Cummings et al., 2012).
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2.6. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Salmonella

Se necesitan métodos de tipificacion confiables y potentes para obtener informacion sobre
las rutas de infeccion de los microorganismos patdgenos. Muchos brotes clinicos se agrupan entre
unos pocos serovares, por lo que a menudo se necesita mas discriminacion; para ello, el serotipado
de Salmonella puede combinarse con otras técnicas y con ello proporcionar mayor discriminacion,
que sea reproducible y comparable entre los aislados vinculados epidemiol6gicamente (Pickard et
al., 2008; Imen et al., 2012).

2.6.1. Subtipificacién microbiana

La subtipificacion microbiana permite determinar si los aislados bacterianos obtenidos de
diferentes casos, estan relacionados entre si. Por ejemplo, si se aisla Salmonella del mismo subtipo,
a la vez, en dos pacientes de un centro de salud en particular; es posible que se hayan infectado a
partir de una misma fuente alimentaria o de un paciente a otro, pero, es menos probable que hayan

adquirido la infeccion de fuentes no relacionadas (Sandora et al., 2014).

2.6.2. Esquemas de subtipificacion molecular de Salmonella asociada a los alimentos

La subtipificacion bacteriana es una herramienta que se usa para discriminar entre cepas
bacterianas; esto permite estudios filogenéticos, la investigacion de brotes y la vigilancia de las
ETA. A un inicio, los ensayos de tipificacion fueron los fenotipicos, como: la resistencia a los
antibioticos, la susceptibilidad a los fagos y la serotipificacion. Posteriormente, la tipificacion
molecular se ha venido usando con mayor frecuencia, ya que los resultados de estos protocolos
generalmente son reproducibles debido a la naturaleza estable del ADN, y generalmente son mas

rapidos y menos laboriosos (Imen et al., 2012).

Un buen método de subtipo debe cumplir cinco caracteristicas principales: capacidad de
tipificar, tener reproducibilidad, tener poder discriminatorio, tener facilidad de realizacion e
interpretacion (Van Belkum et al., 2007). Los esquemas de tipificacion genotipicos que se han
utilizado para Salmonella pueden clasificarse segun el tipo de datos que se comparan, asi tenemos:

los andlisis basados en perfiles y anlisis basados en secuencias (Paramithiotis et al., 2015).

La ribotipificacion, el analisis de perfiles de plasmidos, electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE) y el anélisis repetido en tindem de nimero variable de multilocus (MLVA) se
basan en analisis de perfiles; mientras que la tipificacion de secuencia de multilocus (MLST), el
analisis de polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP), el analisis de la secuencia del genoma

completo (WGS) y el analisis de repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente
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interespaciadas (CRISPR) se basan en analisis de secuencias (Paramithiotis et al., 2015). En el

cuadro 1 se resume algunos métodos de subtipificacion de Salmonella

Dentro de los métodos de subtipificacion que se han utilizado para Salmonella, la técnica
de PFGE se ha utilizado ampliamente para investigar la ecologia de este patdgeno, en varios puntos
alo largo de la cadena alimentaria, como: la relacidn genética de los aislados de humanos, animales
y del medio ambiente. Se han publicado humerosos estudios que emplean esta técnica en vigilancia
epidemioldgica de Salmonella (Paramithiotis et al., 2015). En los EE.UU., la red de subtipificacion
molecular para enfermedades bacterianas transmitidas por los alimentos, utiliza la técnica PFGE
estandariza (Khaitsa y Doetkott, 2012).

2.6.3. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Desde que fue desarrollada por Schwartz y Cantor en 1984, PFGE, ha demostrado
superioridad y poder de permanencia en comparacion con otros métodos que se desarrollaron al
mismo tiempo. La evaluacién de la reproducibilidad, el desarrollo de protocolos estandarizados
para el subtipo bacteriano entre laboratorios y la disponibilidad de grandes bases de datos para los
patrones de bandas de patdégenos PFGE; han aumentado la solidez de los resultados y retienen la
permanencia de este método en la tipificacion de bacterias (PulseNet, 2017).

2.6.3.1. Definicion y fundamento

Todos los métodos moleculares de primera a tercera generacion requieren el uso de
electroforesis en gel de agarosa para separar un plasmido en fragmentos de ADN. A partir de estos
fragmentos o bandas de ADN se establecen patrones que permiten una asignacion clonal a las
bacterias. Como una innovacién, se agrego la reorientacion del campo eléctrico, en los métodos de

tercera generacion, como PFGE (Goering, 2010).

Los principios de separacion de ADN por PFGE se basan en la reorientacion periodica
pulsatil de dos campos eléctricos y la capacidad de las moléculas de ADN de reorientarse en la
nueva direccién de aplicacion de dichos campos eléctricos en un gel de agarosa. De esta manera se
obtendran patrones de bandas PFGE llamados pulsotipos (Dunnen y Van Ommen, 1993; Maule,
1998; Goering, 2010). El tiempo que consumen los fragmentos restringidos de ADN en reorientarse
depende de sus tamafios. Las moléculas mas pequefias se reorientan méas rapido que las mas

grandes, y asi, se separan una de las otras (Lopez et al., 2019).

Como los genomas bacterianos tienen un tamafio de 2 a 4 Mbp, la electroforesis pulsada
permite una separacion mas clara de fragmentos de ADN de varios tamafios (de kb a Mb), lo que

resulta en una mejor tipificacion y asignacion clonal de las bacterias testadas. Debido a su poder
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discriminatorio superior en la tipificacion bacteriana, varios laboratorios PFGE han desarrollado

protocolos para varios patégenos clinicos (Lopez et al., 2019; Neoh et al., 2019).
2.6.3.2. Componentes y procedimiento

Dependiendo del tiempo de pulso y la orientacion del campo electroforético hay
variaciones en la técnica de PFGE. Muchos laboratorios en el mundo usan comunmente la
separacion de ADN por la electroforesis homogénea de campo eléctrico de contornos limitados
(CHEF) que es la mas discriminatoria entre las plataformas PFGE debido a que genera pistas de
migracion rectas, lo que facilita la comparacion entre los carriles de gel y, en consecuencia, entre
las diferentes muestras (Chu et al., 1986; Lopez et al., 2019).

Los componentes en un sistema de PFGE tipico consisten en: una unidad de fuente de
alimentacion con funciones de conmutaciéon, una cdmara de electroforesis, un modulo de
enfriamiento y un sistema de documentacion en gel que permita visualizar los resultados (Basim y
Basim, 2001; Neoh et al., 2019).

Se han publicado protocolos estandarizados de PFGE para estudios de epidemiologia
molecular, con respecto a diferentes especies y géneros bacterianos (Ribot et al., 2006; PulseNet,
2017); ademas, la adopcidn, en 2005, de una cepa universal como tamafio estandar: Salmonella
Braenderup (H9812), ha sido una practica extendida principalmente en los laboratorios PulseNet y
ha facilitado la configuracion de los experimentos y la reproducibilidad de los resultados en

diferentes laboratorios (Hunter et al., 2005).

Para el analisis PFGE, se requiere el aislamiento del ADN intacto. Esto se garantiza
inmovilizando las células en tapones de agarosa (plugs) y luego lisando y desproteinizando el ADN
in situ (Dunnen y Van Ommen, 1993). Los protocolos difieren principalmente en los métodos para
la lisis de células bacterianas, la seleccidn de la enzima de restriccion y los parametros de cambio

y tiempo de funcionamiento durante la electroforesis (Chang et al., 2013).

El ADN bacteriano, inmovilizado en tapones de agarosa, se corta en fragmentos, con
enzimas de restriccion de corte de baja frecuencia. Los protocolos establecidos publicados en los
sitios web de PulseNet International y CDC, usan enzimas de restriccion designadas para bacterias
especificas, esto permite la comparacion de pulsotipos entre diferentes laboratorios y la

identificacion de cepas bacterianas asociadas con las ETA (Chang et al., 2013; Neoh et al., 2019).

Después de la electroforesis, el gel se tifie con un agente de intercalacién fluorescente para
su visualizacion. Por Gltimo, la imagen fluorescente de los patrones de banda de ADN se digitaliza

y se analiza mediante inspeccion visual o mediante software (Lopez et al., 2019).
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Para la representacion numérica se utiliza un software de analisis de gel (como:
GelCompar, Biolmage o BioNumerics), este asigna cepas de acuerdo con su incremento en la
diferencia de bandas, utilizando coeficientes de similitud (Dice, Jaccard o Pearson) para construir
dendrogramas a través de algoritmos, como: el método de grupos de pares no ponderados con
promedio aritmético (UPGMA) o el método de union de vecinos (NJ) (McDougal et al., 2003; Félix
et al., 2015). El protocolo que figura en los Métodos PulseNet de los CDC cita al software
BioNumerics para su analisis PFGE (Neoh et al., 2019).

2.6.3.3. Interpretacion de resultados

PFGE genera y resuelve fragmentos de ADN de macrorestriccion en un patrén de bandas
gue contiene todo el genoma de la muestra analizada. Los patrones de estas bandas se considera la
huella genémica de cada aislado bacteriano y lo representa inequivocamente, y asi se determina

una asignacion clonal bacteriana a las muestras analizadas (Goering et al., 2011).

Los criterios de Tenover, se utilizan para la interpretacion de los patrones de bandas PFGE.
De acuerdo a ellos, se puede determinar el nimero de eventos genéticos ocurridos y la relacién
epidemioldgica entre dos aislados, segln el nimero de bandas diferentes. Si existe una diferencia
de 2-3 bandas, los aislados estan "estrechamente relacionados" y de 4-6 bandas son "posiblemente
relacionadas™; en estas situaciones se han producido uno o dos eventos genéticos. Si existe una
diferencia de siete 0 mas bandas, se considera que se han producido al menos tres eventos genéticos,

y el aislamiento no es parte del brote (Tenover et al., 1995, 1997).

El uso de un software especializado para digitalizar las imagenes del gel, detectan
automaticamente la posicion de las bandas, las comparan estadisticamente utilizando medidas de
distancia matematicas, y en base a ello construyen dendrogramas para agrupar las huellas de ADN
bacteriano en subtipos especificos, los resultados son similares a los obtenidos por los criterios de
Tenover (Carrigo et al., 2005; Tseng y Lee, 2015); sin embargo, el uso de software permite la
transferencia de informacion intra e interlaboratorio, ademas de simplificar y reducir el sesgo en el
analisis e interpretacion (Gerner-Smidt et al., 1998; Garaizar et al., 2000; Rementeria et al., 2001;
Yokoyama y Uchimura, 2006).
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Cuadro 1. Resumen de los métodos de subtipificacion de Salmonella (Tang et al., 2019)

Método

Serotipificacion
clasica de
White-
Kauffman

Electroforesis
en gel de
campo pulsado
(PFGE)

Analisis de
nimero
variable de
repeticiones en
tandem
(VNTR) de
multiples locus
(MLVA)

Capacidad de
discriminar aislados

Discriminacion de
subtipos muy
deficiente; solo es util
como método de
subtipificacion para
serovares raros €
inusuales.

Buena discriminacion
de subtipos para la
mayoria de los
serovares.

Buena discriminacion
de subtipos para la
mayoria de los
serovares. Puede tener
un mejor rendimiento
que la PFGE para
algunos serovares, pero
peor para otros.

Tiempo en
obtener resultados
(por una colonia)

2 a 17 dias
(generalmente >5
dias)

4 a 6 dias

1 a2 dias

Tiempo para obtener
resultados de los

laboratorios
comerciales

2 a 4 semanas

2 a 3 semanas

No disponible

Importancia para la industria alimentaria

Es probable que la serotipificacion clasica sea
reemplazada rdpidamente por la prediccion de
serovares basada en la secuenciacion del
genoma completo (WGS, por sus siglas en
inglés).

Ha sido el método de subtipificacion estandar de
oro para Salmonella, y es probable que sea
reemplazado por WGS, empezando por las

autoridades de salud publica y los reguladores de

alimentos.

Se ha utilizado como método de subtipificacion
secundaria para compensar el bajo poder
discriminatorio de la serotipificacion y la PFGE
para algunos serovares de Sa/monella; es
probable que sea reemplazado rapidamente por
la WGS, empezando por las autoridades de salud
publica y los reguladores de alimentos.

Costo del servicio
por aislado
(laboratorios
comerciales)1

$175.00

$130.00 —200.00

No disponible
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Cuadro 1. Resumen de los métodos de subtipificacion de Salmonella (continuacion) (Tang et al., 2019)

Capacidad de

Método Lo .
discriminar aislados

Mejor que la

Tipificacion de D .,
serotipificacion y

secuencias o .
. riboimpresion
multilocus convencionales, pero
MLST ’
( ) peor que PFGE y WGS.
La mejor
Secuenciacion  discriminacion entre los
del genoma métodos de
completo (WGS) subtipificacion
molecular

Tiempo en
obtener resultados
(por una colonia)

1 a 2 dias

3 al7dias
(depende de las
capacidades de
secuenciacion.
Generalmente 1
dia después de
que finaliza la
secuenciacion).

Tiempo para obtener
resultados de los

laboratorios
comerciales

2 a 3 dias

2 a 8 semanas

Importancia para la industria alimentaria

Permite una confirmacion rapida y una
deteccion de subtipos; se puede utilizar para
seleccionar el genoma de referencia para el
analisis de datos de WGS.

Para las empresas con una gran demanda de
aislamientos para subtipificar, la WGS es
probablemente el método mas asequible y

rapido, que proporciona la mejor
discriminacion. Para las empresas con baja
demanda, los costos de la secuenciacion en
tiempo real pueden ser muy altos, lo que
requiere que los aislamientos antiguos deban

esperar hasta que se recopilen mas aislamientos

para enviarlos juntos.

Costo del servicio
por aislado
(laboratorios
comerciales)1

$280.00

$100.00 (usando la
serie [llumina HiSeq
X)—hasta mas de
$500 (usando
[llumina MiSeq)
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M. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de estudio

La reactivacion de los aislados de serovares de Salmonella de origen aviar se llevé a cabo
en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria Seccion Bacteriologia (LMPV-SB)
de la Facultad de Medicina Veterinaria (FMV) de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM). La reactivacion de los aislados de serovares de Salmonella de casos clinicos humanos,
asi como la caracterizacion molecular de aislados aviares y humanos se llevo a cabo en el
Laboratorio de Enteropatdgenos y Laboratorio de Zoonosis bacterianas del Instituto Nacional de
Salud (INS) de Lima, Perd.

3.2. Muestras

Se trabajaron un total de 49 aislados de serovares de Salmonella enterica no tifoidea (SNT)
obtenidos entre los afios 2012-2017 provenientes del departamento de Lima. Se incluyeron aislados
de serovares de SNT de casos clinicos humanos (18) y de origen aviar (31). Todos los aislados

mencionados fueron previamente confirmados por PCR del gen InvA de Salmonella sp.

Los aislados de Salmonella de origen humano fueron proporcionados por el INS; y se

obtuvieron a partir de muestras de heces de pacientes con diarrea, estas fueron procesadas en los
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centros de salud y derivadas posteriormente al INS para su tipificacién; es aqui, donde se
seleccionaron a partir del registro del cepario mediante nimeros al azar, 18 aislados de serovares
de SNT. Estos habian sido serotipificados anteriormente con antisueros somaticos y flagelares
especificos mediante el esquema de Kauffmann White Le Minor (Ver cuadro 2).

Los aislados de Salmonella de origen aviar son provenientes del cepario correspondiente a
los casos que ingresaron al Laboratorio de Microbiologia Seccion Bacteriologia de la FMV-
UNMSM. Las muestras, de donde se obtuvieron los aislados, fueron tomadas y enviadas por los
clientes para el servicio de laboratorio. Entre estas muestras tenemos: visceras (casos clinicos),
carcasas de pollo de engorde y huevos comerciales (de mercados), hisopados de cloaca y cama de
ave (de granjas de crianza) (Ver cuadro 3). Se incluyeron todos los aislados (31) de serovares de
SNT que habian sido serotipificados anteriormente con antisueros somaticos y flagelares
especificos mediante el esquema de Kauffmann White Le Minor en el INS.
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Cuadro 2. Lista de aislados criopreservados de los serovares de SNT de pacientes humanos

con diarrea, obtenidos durante el periodo 2012-2017 en el departamento de Lima

© e} ~ [ep} (6] S w N = ‘

e T e T T T O R T
0o N o o~ W N B O

Identificacion
del aislado

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18

Muestra de
origen

Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas

Heces humanas

Formula antigénica
Esquema Kauffmann

White Le Minor
1,4,[5],12:i:1,2

8,20:i:z6
1,9,12:g,m:-
1,9,12:g,m:-
1,9,12:g,m:-
1,9,12:.g,m:-
1,9,12:g,m:-
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5

Serovar
Salmonella

S. Typhimurium
S. Kentucky
S. Enteritidis
S. Enteritidis
S. Enteritidis
S. Enteritidis
S. Enteritidis

. Infantis

. Infantis

. Infantis

. Infantis

. Infantis

. Infantis

. Infantis

. Infantis

. Infantis

. Infantis

”w »w 0 U O umu unu umu unu umu wm

. Infantis
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Cuadro 3. Lista de aislados criopreservados de los serovares de SNT de origen aviar,

obtenidos durante el periodo 2012-2017 en el departamento de Lima

10

11

12

13

14

15

16

Identificacion

del aislado

Al

A2

A3

A4

AS

A6

A7

A8

A9

Al10

All

Al2

Al3

Al4

Al5

Al6

Muestra de
origen

Visceras
(ponedora
comercial)

Foliculo ovérico
(ponedora
comercial)

Huevos
comerciales
(cascara)

Carcasa (pollo de
engorde)

Hisopado cloacal
(pollo de engorde)

Hisopado cloacal
(pollo de engorde)

Cama de ave
(pollo de engorde)

Hisopado cloacal
(pollo de engorde)

Hisopado cloacal
(pollo de engorde)

Cama de ave
(ponedora
comercial)

Huevos
comerciales
(contenido)

Huevos
comerciales
(contenido)

Visceras (pollo de
engorde)
Carcasa (pollo de
engorde)
Huevo comercial
(cascara)
Huevo comercial
(cascara)

Formula antigénica
Esquema Kauffmann
White Le Minor

1,4,[5],12: i:1,2

1,4,[5],12:i:1,2

1,4,[5],12: i:1,2

1,4,[5],12: i:1,2

1,9,12:g,m:-

1,9,12:g,m:-

8,20:i:z6

8,20:i:z6

8,20:i:z6

1,9,12:g,m:-

1,9,12:.g,m:-

1,9,12:.g,m:-

6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,7,14:r:1,5

6,7,14:r:1,5

Serovar
Salmonella

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Typhimurium
S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. Kentucky

S. Kentucky

S. Kentucky

S. Enteritidis

S. Enteritidis

S. Enteritidis

S. Infantis
S. Infantis

S. Infantis

S. Infantis
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Foliculo ovérico

17 Al7 (ponedora 6,7,14:r:1,5 S. Infantis
comercial)

18 AL8 Carcasa (pollo de 6,7.14:71,5 S. Infantis
engorde)

19 AL9 Carcasa (pollo de 6,7.14:71,5 S. Infantis
engorde)

20 A20 Huevo comercial 6,7,14:r:1,5 S. Infantis
(céscara)

21 A21 Huevo comercial 6,7.14:71,5 S. Infantis
(céscara)

Visceras (pollo de . .

22 A22 engorde) 6.7,14:1:1,5 S. Infantis

23 A23 Huevo,comermal 6,7,14:r:1,5 S. Infantis
(céscara)

24 A24 Huevo comercial 6.7,14:r:1,5 S. Infantis
(céscara)

25 A25 Huevo comercial 6,7,14:r:1,5 S. Infantis
(céscara)

26 A26 Carcasa (pollo de 67,1415 S. Infantis
engorde)

27 A27 Huevo comercial 6,7,14:r:1,5 S. Infantis
(céscara)

28 A28 Huevo comercial 67,1415 S. Infantis
(céscara)

29 A29 Huevo comercial 6.7,14:r:1,5 S. Infantis
(céscara)

30 A30 Carcasa (pollo de 6,7.14:111.5 S. Infantis
engorde)

31 A31 Huevo comercial 67,1415 S. Infantis
(céscara)

3.3. Reactivacion de aislados de Salmonella

La reactivacion de los aislados criopreservados de Salmonella de origen aviar y humano se
realiz6 de acuerdo al protocolo del LMPV-SB de la FMV-UNMSM vy del Laboratorio de
Enteropatégenos del INS, respectivamente. Para ello, se tom6 una asada (10 pl aprox.) del
criopreservado (previamente atemperado a 25°C aprox.) y se coloco en un tubo de ensayo que
contenia 3 ml de caldo tripticasa de soya (TSB) (Merck Millipore, USA), el cual fue incubado a
37°C por 18 horas.

Posteriormente, se sembré por agotamiento a partir del caldo incubado, una asada en agar
Xilosa Lisina Desoxicolato (Agar XLD) (Merck Millipore, USA) e incubado a 37°C por 24 horas.
Pasado dicho tiempo, se observaron las colonias caracteristicas y se sembraron en un vial de 2 mi
de Agar Tripticasa de Soya (TSA) (Merck Millipore, USA) en pico de flauta y se incub6 a 37°C
por 18 horas; para finalmente ser enviado al Laboratorio de Zoonosis bacterianas del INS para la

evaluacién molecular.
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3.4. Subtipificacion molecular por Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Para realizar la subtipificacion de los aislados de Salmonella de origen aviar y humano se
utilizo el protocolo de PFGE del Laboratorio de Zoonosis bacterianas del INS, el cual est4 basado
en el procedimiento de PulseNet (ver Anexo A5) (PulseNet, 2013), el cual se describe a
continuacion, de esta manera se asegura la comparabilidad de resultados entre laboratorios.

3.4.1. Preparacion de la muestra

Dia 0: A partir de los viales con los aislados de Salmonella, se tomé un inéculo y se cultivd
en TSB (Merck Millipore, USA), incubandolo a 37°C por 6 horas. Posteriormente, se tomo una
asada y se estrié en una placa petri estéril con TSA y se coloc6 en incubacién a 37°C por 18 horas;
esto con el objetivo de obtener una mayor cantidad de colonias aisladas. Como control se utilizé
Salmonella Braenderup H9812 (ATCC, EE.UU.), esta cepa pas6 por el mismo procedimiento

mencionado.
3.4.2. Preparacion de la suspension celular

Dia 1: Se tomaron, con un hisopo estéril humedecido con buffer de suspension celular
(BSC) (Tris 1M, EDTA 0.5M, agua estéril; ver anexo Al), colonias aisladas de las placas de TSA
incubadas; para luego ser colocadas en tubos estériles con 3 ml de BSC, asi las bacterias quedan
suspendidas. Posteriormente se ajust6 la concentracion de cada suspension celular, incluyendo la
de la bacteria control, en un espectrofotémetro (MicroDigital Co., Ltd, Corea) a una densidad éptica
(DO) entre 0.8 — 1.0 con una longitud de onda de 610 nm.

3.4.3. Preparacion de Plugs de agarosa

Dia 1: Se transfirié 100 ul de las suspensiones celulares de cada muestra y del control a
tubos de microcentrifuga estériles de 1.5 ml; estos se mantuvieron a temperatura ambiente (25°C).
Posteriormente, se adiciond 5 ul de proteinasa K (Millipore Sigma, EE.UU.) y se homogenizo
suavemente con una punta de micropipeta. Luego se agregd 100 pl de agarosa SeaKem® Gold
(Bio-Rad, EE.UU.) en cada uno de los tubos y se homogenizo6 con un pipeteo suave. Por Gltimo, se
distribuyd esta mezcla en los pocillos de un molde para plugs y se dejé que la mezcla solidifique a

25°C por 5 minutos.
3.4.4. Lisis celular en Plugs de agarosa

Dia 1: Se prepar6 la cantidad suficiente de Buffer de lisis celular (BLC) (Tris 50mM,
EDTA 50mM, Sarcosil 1% + 0.1 mg/ml de proteinasa K; ver anexo A2), el cual se repartié en 5

ml, en tubos estériles de fondo conico de 50 ml; luego se adiciono a cada tubo 25 pl de proteinasa
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K. Posteriormente, se transfirieron los plugs a los tubos mencionados y se incubaron en bafio Maria

a 54°C por 2 horas, con agitacion constante de 200 rpm.
3.4.5. Lavado de Plugs de agarosa

Dia 1: Se retiraron los tubos del bafio Maria y se decantd el BLC en su totalidad.
Seguidamente se adicion6 15 ml de agua de grado molecular (Millipore Sigma, EE.UU.)
precalentada a cada uno de los tubos y se volvié a colocar en Bafio Maria a 54 °C por 10 a 15 min
(se repitid este paso 2 veces). Posteriormente, se elimind el agua y se realizé un siguiente lavado
con buffer Tris EDTA (TE) estéril (Tris 1M, EDTA 0.5M; ver anexo A3) a 54°C por 10 a 15 min
(se repitid este paso 6 veces). Por Gltimo, se guardaron los plugs en buffer TE estéril a 4°C hasta
que se realizé la digestion del DNA en el siguiente paso.

3.4.6. Digestion del ADN con enzima de restriccién Xbal

Dia 2: Se retiraron los plugs del buffer TE con una espatula y se colocaron en una placa
petri estéril. Luego con la ayuda de un bisturi, se cortaron porciones de 2 a 2.5 mm de espesor de
los plugs y se transfirieron a tubos de microcentrifuga estériles de 1.5 ml, que contenian el master
mix de la enzima de restriccion Xbal (200 ul/plug) (Promega, EE.UU.), el cual fue preparado de
acuerdo a lo indicado en el cuadro 4; los tubos estuvieron debidamente rotulados para cada muestra,
incluyendo el control S. Braenderup H9812.

Los tubos de microcentrifuga que contenian los plugs con el mix de la enzima de restriccion
Xbal se homogenizaron suavemente por inversion, asegurandose que los plugs quedaran
sumergidos en el master mix. Seguidamente, se incubaron a 37 °C por 6 horas. El resto de plugs
sobrantes de cada corte se almacenaron a 4°C en crioviales estériles de 2 ml, con 1.5 ml de buffer
TE.

Cuadro 4. Preparacion del Master Mix para la enzima de restriccion Xbal

Reactivo ul/plug (1x) pl/ 10 plug (10x)
Agua estéril cal. Mol. 175 1750
Buffer de enzima Xbal 20 200
Xbal (10U/ul) 5 50
Volumen total 200 2000
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3.4.7. Separacién de fragmentos de ADN mediante Electroforesis de Campo

Pulsado

Dia 2: Se retiraron los plugs del bafio Maria y se elimin6 la mezcla de enzima/buffer.
Seguidamente, se adicion6 200 ul de buffer Tris-Borato EDTA (TBE) 0.5X (Tris Base 0.9M, Ac.
Bérico 0.9M, EDTA 0.5M, agua estéril; ver anexo A4) y se incubé a temperatura ambiente por 5
minutos. Pasado este tiempo, se retiraron los plugs de los tubos y se colocaron en la parte inferior
de los dientes del peine, en los carriles correspondientes; se ubicaron también las cepas control y el
marcador de peso molecular. Como marcador se utilizé el Ladder lambda PFG (48.5-1018.5kb)
(Promega, EE.UU.). Posteriormente se colocd el peine en el molde del gel verificando que los plugs
estén alineados.

Para la electroforesis en campo pulsado se utiliz6 la agarosa SeaKem Gold al 1% junto con
buffer TBE 0.5X. El proceso se llevd a cabo en el sistema CHEF Mapper XA System (Bio-Rad,
EE.UU.) bajo las siguientes condiciones: pulso inicial de 2.16 s., pulso final de 63.8s, voltaje de
6V/cm, un angulo de 120° y 14°C; y con un tiempo de corrida de 18 horas.

3.4.8. Tinciony documentacion del gel de agarosa

Dia 3: Terminada la corrida, el gel se tifi6 con Bromuro de Etidio (10 mg/ml) (Thermo
Fisher Scientific, EE.UU.) por 15 min, para luego ser lavado con agua destilada por 30 min. Se
realizo la captura de las imagenes con el Sistema de Documentacién Chemidoc XRS (Bio-Rad,
EE.UU.).

3.5. Andlisis de la informacion

Las iméagenes del gel fueron analizadas mediante el programa Bionumerics VV7.0. (Applied
Maths, Bélgica). Este gener6 un dendrograma (&rbol de similaridad, mediante coeficiente de
similitud de Dice) que muestra la relacion Xbal — perfiles PFGE para las salmonelas en estudio. El
analisis de las bandas fue mediante el uso del método de UPGM (Unweighted Pair Method with
Arithmetic Averages).

Los patrones de PFGE se analizaron por separado segun el serovar de Salmonella. Los
dendrogramas se construyeron para Salmonella Typhimurium, Salmonella Kentucky, Salmonella
Enteritidis y Salmonella Infantis de casos clinicos humanos y de origen aviar. Para agrupar la
similitud de los patrones de PFGE (pulsotipos) se utilizé el valor de corte de 90% para indicar que

existe relacion entre los aislados (Tenover et al., 1995; Hadziabdic¢ et al., 2015).
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IV. RESULTADOS

4.1. Perfiles de PFGE de Salmonella Typhimurium

Los anélisis de restriccion realizados con la enzima Xbal distribuyeron los siete aislados
de Salmonella Typhimurium en cinco patrones PFGE o pulsotipos, con un porcentaje mayor o igual
a 90% de similaridad: Typl, Typ2, Typ3, Typ4 y Typ5 (ver figura 1). Los pulsotipos Typl, Typ2,
Typ3 'y Typ5; son todos de origen aviar y estan representados por un Gnico aislado cada uno: Al,
A2, A3y A6, respectivamente. El patron Typ4 contiene salmonelas de origen humano y aviar; y
esta representado por 3 aislados de Salmonella: A4, H1 y A5.

Los aislados A4 (carcasa de pollo) y H1 (caso clinico humano) son indistinguibles
(similaridad del 100%), estos a su vez estan relacionados con el aislado A5 (hisopado cloacal) con
quien tienen una similaridad del 96%. En el cuadro 5 se resume los pulsotipos encontrados para S.

Typhimurium indicando su origen y afio de aislamiento.
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Figura 1. Andlisis de PFGE de aislados de Salmonella Typhimurium obtenidos de casos
clinicos humanos y productos avicolas.

Cuadro 5. Pulsotipos de Salmonella Typhimurium segln su origen y afio de aislamiento

. Ao de . . Perfiles PFGE (pulsotipos
ID aislado aislamiento Origen del aislado & 90% de sin(nri)larida%) :

Al 2015 Visceras (ponedora) Typl

A2 2012 Foliculo ovarico Typ2

A3 2017 Céscara de huevo Typ3

A4 2012 Carcasa de pollo

H1 2012 Heces humanas Typd

A5 2013 Hisopado de cloaca

Ab 2012 Hisopado de cloaca Typ5

4.2. Perfiles de PFGE de Salmonella Kentucky

En la figura 2, se observan los resultados de los analisis de restriccion realizados con la
enzima Xbal, donde los cuatro aislados de S. Kentucky se distribuyen en tres pulsotipos: Kenl,
Ken2 y Ken3; con un porcentaje mayor o igual a 90% de similaridad (ver figura 2). Los pulsotipos
Kenl y Ken2 (de origen aviar) estan representados por un Unico aislado cada uno: A7 y A8
respectivamente. El pulsotipo Ken3 contiene salmonelas de origen humano y aviar; y estan

representados por dos aislados de Salmonella: A9 y H2.

Los aislados A9 (Hisopado cloacal) y H2 (caso clinico humano) estan relacionados con una
similaridad del 92.9%. A su vez el aislado de origen humano H2, no se encuentra relacionado con
los aislados aviares A7 y A8; con quienes tiene un porcentaje de similaridad del 83.2%. En el
cuadro 6 se resume los pulsotipos encontrados para Salmonella Kentucky indicando su origen y

afo de aislamiento.
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Figura 2. Andlisis de PFGE de aislados de Salmonella Kentucky obtenidos de casos clinicos
humanos y productos avicolas.

Cuadro 6. Pulsotipos de Salmonella Kentucky segiin su origen y afio de aislamiento

ID Perfiles PFGE (pulsotipos)

aislado Afio de aislamiento Origen del aislado > 90% de similaridad)
A7 2012 Cama de ave Kenl
A8 2012 Hisopado cloacal Ken2
A9 2017 Hisopado cloacal Ken3
H2 2017 Heces humanas

4.3. Perfiles de PFGE de Salmonella Enteritidis

Los andlisis de restriccion realizados con la enzima Xbal distribuyeron los 8 aislados de S.
Enteritidis en cuatro pulsotipos: Entl, Ent2, Ent3 y Ent4; con un porcentaje mayor o igual a 90%
de similaridad (ver figura 3). Los pulsotipos Ent1 (de origen aviar) y Ent3 (de origen humano) estan
representados por dos aislados cada uno: A10, A1l y H3, H4 respectivamente. El pulsotipo Ent4
contiene solo salmonelas de origen humano vy esta representado por tres aislados de Salmonella:
H5, H6 y H7; estos tres son indistinguibles (similaridad del 100%). Por Gltimo, el pulsotipo Ent2

esta representado por un Unico aislado de origen aviar: A12.

Los pulsotipos de S. Enteritidis de origen aviar presentan una similaridad entre 87.8 y 96%.
Mientras que los pulsotipos de S. Enteritidis de origen humano estan relacionados con una
similaridad de 96.3 a 100 %. No se observa una relacion entre los pulsotipos de S. Enteritidis de
origen humano con los de origen aviar. Los pulsotipos Ent3 y Ent4, de origen humano, presentan
una similaridad de apenas del 68.5% con los pulsotipos Entl y Ent2, de origen aviar. En el cuadro

7 se resume los pulsotipos encontrados para S. Enteritidis indicando su origen y afio de aislamiento.
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Figura 3. Andlisis de PFGE de aislados de Salmonella Enteritidis obtenidos de casos clinicos
humanos y productos avicolas.

Cuadro 7. Pulsotipos de Salmonella Enteritidis segin su origen y afio de aislamiento

. Afio de . . Perfiles PFGE (pulsotipos)
ID aislado aislamiento Origen del aislado ", 9904 ge similaridad)
A10 2012 Cama de ave Entl
All 2017 Yema de huevo
Al2 2017 Yema de huevo Ent2
H3 2012 Heces humanas Ent3
H4 2012 Heces humanas
H5 2015 Heces humanas
H6 2012 Heces humanas Ent4
H7 2012 Heces humanas

4.4, Perfiles de PFGE de Salmonella Infantis

Los analisis de restriccion realizados con la enzima Xbal distribuyeron los 30 aislados de
Salmonella Infantis en nueve pulsotipos: Inf1-Inf9; con un porcentaje mayor o igual a 90% de

similaridad (ver figura 4).

El pulsotipo Infl es de origen aviar y esta representado por cinco aislados: A13-Al7, siendo
los aislados A13 y Al4, indistinguibles; al igual que los aislados A15, A16 y Al7, que tienen una
similaridad del 100%. El pulsotipo Inf3 es de origen aviar y estan representados por tres aislados:
A20, A21 y A22; siendo estos tres indistinguibles (similaridad del 100%). Los pulsotipos Inf6 e
Inf7 son de origen aviar y estan representados por dos aislados (A28 y A29) y un aislado (A30)

respectivamente.

El pulsotipo Inf2 esta representado por cuatro aislados: H8 y H9 (de origen humano), A18

y A19 (de origen aviar); siendo los aislados H18 (caso clinico humano) y A18 (carcasa de pollo de

37



engorde) idénticos; estos a su vez estan relacionados con el aislado A19 (carcasa de pollo de
engorde) con una similaridad del 96%; ademas, estan relacionados con el aislado H9 (caso clinico
humano) con una similaridad del 94.9%.

El pulsotipo Inf4 esta representado por cuatro aislados: H10 (de origen humano), A23, A24
y A25 (de origen aviar). Siendo los aislados H10 (caso clinico humano) y A23 (cascara de huevo)
indistinguibles (similaridad del 100%), estos a su vez estan relacionados con el aislado A24 y A25

(ambos aislados de céascara de huevo) con una similaridad del 96.2% y 95.3% respectivamente.

El pulsotipos Inf5 esta representado por cuatro aislados: H11 y H12 (de origen humano),
A26y A27 (de origen aviar), siendo los aislados H11 (caso clinico humano), A26 (carcasa de pollo)
y A27 (céscara de huevo) idénticos (similaridad del 100%); estos a su vez, estan relacionados con

el aislado H12 (caso clinico humano) con quien tienen una similaridad del 95.5%.

El pulsotipo Inf8 esta representado por tres aislados: H13 y H14 (de origen humano), y A31
(de origen aviar), siendo los aislados humanos H13 y H14 idénticos (similaridad del 100%); estos
a su vez estan relacionados con el aislado A31 (cascara de huevo) con una similaridad del 93.1%.
El pulsotipo Inf9 es de origen humano y estd representado por cuatro aislados: H15-H18,
encontrandose aislados indistinguibles (similaridad del 100%): H15 con H16 y H17 con H18. En
el cuadro 8 se resume los pulsotipos encontrados para S. Infantis indicando su origen y afio de

aislamiento.
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Figura 4. Andlisis de PFGE de aislados de Salmonella Infantis obtenidos de casos clinicos

humanos y productos avicolas.
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Cuadro 8. Pulsotipos de Salmonella Infantis segun su origen y afio de aislamiento

ID
aislado
Al3
Al4
A15
Al6
Al7
H8
Al18
Al9
H9
A20
A21
A22
H10
A23
A24
A25
Hi1l
A26
A27
H12
A28
A29
A30
H13
H14
A3l
H15
H16
H17
H18

Afo de
aislamiento
2017
2017
2017
2017
2017
2012
2016
2015
2012
2017
2017
2016
2017
2017
2017
2017
2013
2013
2017
2013
2017
2017
2017
2014
2014
2017
2013
2014
2016
2016

Origen del aislado

Visceras (pollo)
Carcasa pollo
Céscara de huevo
Céscara de huevo
Foliculo ovarico
Heces humanas
Carcasa pollo
Carcasa pollo
Heces humanas
Céscara de huevo
Cascara de huevo
Visceras (pollo)
Heces humanas
Céscara de huevo
Cascara de huevo
Céscara de huevo
Heces humanas
Carcasa pollo
Cascara de huevo
Heces humanas
Cascara de huevo
Cascara de huevo
Carcasa pollo
Heces humanas
Heces humanas
Cascara de huevo
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas
Heces humanas

Perfiles PFGE (pulsotipos)
(= 90% de similaridad)

Infl

Inf2

Inf3

Inf4

Inf5

Inf6
Inf7

Inf8

Inf9
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V. DISCUSION

En el presente estudio, se evaluaron los serovares de S. Typhimurium (7), S. Kentucky (4),
S. Enteritidis (8) y S. Infantis (30), obtenidos a partir de aislados clinicos humanos (heces) y
productos aviares (carcasa de pollo de engorde, huevos comerciales, hisopados cloacales y cama
de ave), para establecer su relacion o similitud genética, mediante la técnica de Electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE), y asi, poder comprender el papel que cumplen los productos aviares

en las infecciones humanas.

Se evaluaron siete aislados de S. Typhimurium por PFGE; el pulsotipo Typ4, present6 un
aislado de origen humano (H1), que estaba relacionado con una similaridad del 100 %, con un
aislado de carcasa de pollo de engorde (A4), estos resultados plantean un problema de seguridad
alimentaria; de acuerdo a lo indicado por Ferrari et al., (2019), este serovar se ha generalizado en
una amplia variedad de alimentos; por ello, esta involucrado en casos de brotes, asi, la salmonelosis
humana, por S. Typhimurium, fue atribuida a carne de pollo de engorde en un 10.4% de los brotes,
en un estudio de 4093 brotes de ETAS (Greig y Ravel, 2009).

S. Typhimurium puede sobrevivir al ambiente ligeramente acido de los intestinos del pollo
(Capita et al., 2007; Morgan et al., 2004); por ello, su localizacion principal es el contenido
intestinal de pollos infectados (Buckley et al., 2006), asi, un mismo clon de S. Typhimurium puede
contaminar mediante: las heces, las carcasas y los huevos; para posteriormente llegar al humano; y
es lo que observamos en nuestro estudio, donde un aislado humano (H1) esta relacionado con el
aislado de hisopado cloacal aviar (A5) con un 96% de similaridad.
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Los aislamientos de S. Typhimurium relacionados, de origen humano (H1) y aviar (A5),
fueron obtenidos en la misma regién, con diferencia de un afio (2012 y 2013, ver cuadro 5), durante
ese tiempo se han mantenido relacionados, es decir, no se ha producido mas de un evento o cambio
genético, como mutaciones, recombinaciones, etc. (Tenover et al., 1995, 1997). Al respecto, si bien
PFGE, indica la relacion entre aislados; no da mas informacion del porqué de ello; en ese sentido,
teniendo en cuenta el uso de los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés),
se podria explicar. En aislados relacionados, se considera cambios de 0-5 SNP como normales; y
para aislados de S. Typhimurium, se ha reportado una tasa de sustitucion de 3-5 SNP al afio
(Hawkey et al., 2013), esto podria justificar, porque se mantiene la clonalidad de los aislados en
este periodo de tiempo, en el presente estudio.

Cronol6gicamente, el aislado humano H1, se detect6 antes (2012) que el aislado aviar A5
(2013); puede haber ocurrido dos situaciones: primero, tanto el humano, como el pollo de engorde;
pudieron contaminarse con el mismo clon de S. Typhimurium, de una fuente comun o relacionada,
en diferentes tiempos. En segundo lugar, puede ser, que el aislado pas6 del humano al pollo de
engorde; esta situacion podria ocurrir, ya que existe diferencias entre paises y regiones
influenciadas por la cultura de higiene de la poblacion y la practica de produccién de alimentos
(WHO, 2015). Un humano portador con mala higiene, mediante sus heces; podria contaminar el
alimento en algin punto (Cummings et al., 2012), y permitir que el aislado continue circulando. La
investigacion epidemiolégica (edad, lugar, ocupacion, etc.) es crucial, y aclararia mejor este punto
(Hawkey et al., 2013).

En el presente estudio, el aislado humano (H1) de S. Typhimurium, no estuvo relacionado
con los aislados de huevos comerciales (A2, A3) y visceras de gallina (Al); con quienes tuvo una
similaridad de 27.7% (ver figura 1), tampoco estuvo relacionado con otro hisopado cloacal (A6),
con quien tuvo una similaridad del 88.2%. Esto puede deberse la variedad de pulsotipos que puede
presentar S. Typhimurium, tal como se reporta en un estudio de 2017, donde a partir de 138 aislados
de S. Typhimurium, de carcasa de pollo de engorde, se encontraron 66 pulsotipos diferentes (Li et
al., 2017).

La variedad de pulsotipos que puede observarse en S. Typhimurium, puede explicarse por
la existencia de patovariantes (Branchu et al., 2018), que a su vez tienen como base genética, la
diferenciacion en dos clados (o y B) y dentro de estos; multiples subclados, que luego se van a
expresar de forma distintiva, en su adaptacion a los hospedadores y seleccion antropogénica. El
clado a contiene varios subclados compuestos por cepas de brotes, aisladas de animales domésticos

(ganado y aves de corral) y humanos, mientras que el clado  contine multiples subclados asociados
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con especies de aves silvestres y se asocian con menor frecuencia a la salmonelosis humana (Bawn
et al., 2020).

Los cuatro aislados de S. Kentucky estudiados, se distribuyeron en tres pulsotipos
diferentes. La similitud genotipica entre los tres pulsotipos fue de 83.2% (ver figura 2) y esto
coincide con lo reportado en 2020 por Xiong et al., donde 63 aislados de S. Kentucky de fuentes
humanas y de un mercado minorista de pollos de engorde, se agruparon en 19 pulsotipos con un
porcentaje de similitud >80%. Los tres aislados aviares del presente estudio estaban relacionados
con el pollo de engorde; y precisamente este serovar fue identificado como el de mayor frecuencia
en pollos de engorde en los EE.UU. entre 1998 y 2013, lo que representa entre el 25% y el 51% de
todos los aislados (Haley et al., 2019).

Es de importancia comparar los aislados clinicos humanos con los aislados recuperados de
pollos de engorde o derivados, debido a la alta frecuencia encontrada de S. Kentucky en esta matriz,
ya gue comunmente este serovar llega a colonizar el tracto gastrointestinal de las aves de corral y
otros animales domésticos, pero es un patdégeno ocasional para los seres humanos (Haley et al.,
2017; Karraouan et al., 2017; Vosik et al., 2018).

Se observé que el aislado de S. Kentucky de origen humano (H2) estaba relacionado con
un 92.9 % de similaridad con el aislado de hisopado cloacal de pollo de engorde (A9). Estos
resultados son similares a los hallados por Turki et al. en 2014, donde tres aislados de origen aviar
tuvieron 100% de similaridad, es decir fueron idénticos, al aislado de origen humano. Sobre estos
hallazgos, si bien es cierto, la relacion de este serovar con brotes de salmonelosis en humanos es
poco comun, con porcentajes inferiores al 1% en los EE.UU., la posibilidad existe, debido a los

altos niveles de aislamiento en aves y derivados (Ferrari et al., 2019).

La salmonelosis humana asociada a S. Kentucky varia geograficamente, asi, en América,
son muy pocos los aislados; por ejemplo, en los EE.UU., se inform6 solo el 0.2% del total de casos
notificados (CDC, 2013), similar a nuestro estudio: de los 18 aislados humanos, solo uno
correspondia a S. Kentucky. Mientras que en otras partes del mundo se observan mayores
porcentajes de casos asociados a este serovar, como: 1% en Francia, entre 2000-2011 y 13% en
Marruecos, entre 2003-2011 (Le Hello et al., 2013).

En el presente estudio se observd, que los aislados de S. Enteritidis de origen aviar
presentan una similaridad entre el 87.8% y 96% (ver figura 3). De igual manera, los aislados de S.
Enteritidis de origen humano, estan altamente relacionados con 96.3 y 100 % de similaridad (ver
figura 3). Estudios previos reportan esta alta homogeneidad (mayor al 90%) entre los aislados de

origen aviar de S. Enteritidis, es decir es un serovar altamente clonal (Rahmani et al., 2013;

43



Hadziabdi¢ et al., 2015; Monte et al., 2020). Esto sugiere que los aislados podrian provenir de un

ancestro comun que se ha propagado por la region (Zhang et al., 2021).

Rahmani et al. (2013) encontraron una similaridad del 100% entre aislados de S. Enteritidis
de origen aviar, provenientes de pollo de engorde; en 2015, Hadziabdi¢ y colaboradores, reportaron
aislados con una similaridad entre el 96-100% en aislados de S. Enteritidis de pollo de engorde;
ademas, Miistak et al. (2021) encontraron una similaridad mayor del 90% entre aislados de S.
Enteritidis provenientes de muestras ambientales (polvo y cama) de granjas de reproductoras; estos
resultados coincidieron con dos aislados del presente estudio (similaridad 96%): A10 (cama de ave)
y Al1 (yema de huevo), lo que sugiere una fuente comin de infeccion o una poblacién homogénea
de S. Enteritidis..

Esto sugiere que la contaminacion de los huevos por S. Enteritidis a nivel de granja puede
persistir hasta la venta minorista; ya que Salmonella puede colonizar el tracto reproductivo de las
ponedoras comerciales y contaminar el ambiente interno de los huevos en formacion, mediante la

transmision transovarica (Martelli y Davies, 2012; Galis et al., 2013; Im et al., 2015).

Los aislados aviares obtenidos a partir de huevos comerciales: Al2 (yema) y de la
produccién primaria: A10 (cama de ave) presentaron una similaridad superior al 87%. Similar
porcentaje fue encontrado por Long et al. en 2017, donde cepas de S. Enteritidis aislada de
diferentes puntos de la cadena de produccion de huevos (granja y venta minorista) tenian mas del
85% de similaridad; estos valores nos indican que estos aislados aviares no estan relacionados, a
pesar de la alta clonalidad descrita para el serovar Enteritidis (Monte et al., 2020; Zhang et al.,
2021). Esto posiblemente se justifique debido a la cronologia de los asilados: A10 (2012) y A12
(2017), que son distantes, pudiendo haber ocurrido mas de tres eventos genéticos en este tiempo
(Tenover et al., 1995, 1997).

Los casos humanos de S. Enteritidis estin cominmente relacionados con el consumo de
huevos y aves de corral contaminados (Howard et al., 2012; Long et al., 2017). Por ejemplo en
2021 Miistak et al. encontraron aislados de S. Enteritidis de origen humano y origen aviar altamente
relacionados, con una similaridad mayor al 99%; sin embargo, a pesar de la alta relacion genética
observada entre los aislados de cada origen por separado (aviar o humano); en el presente estudio
no se encontrd relacion entre los aislados de S. Enteritidis de origen humano con los de origen

aviar (yema de huevo y cama de ave), presentando una similaridad del 68.5% (ver figura 3).

Esta falta de relacion entre aislados de origen humano con los de origen aviar (yema de
huevo o cama de ave) puede deberse a que el aislado humano tiene como origen otra fuente

alimentaria. Sobre ello, se ha reportado que S. Enteritidis se ha relacionado principalmente con
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fuentes de pollos de engorde (62,6% de los aislamientos de S. Enteritidis fueron de parvadas de
pollos de engorde y carne) y en menor porcentaje con gallinas ponedoras y huevos (28,4%) (EFSA
y ECDC, 2024). Otra opcion, es que se trate de un evento genético (mutaciones puntuales,
recombinacion, etc.) que puede dar lugar a un cambio en los patrones de bandas PFGE (Herschleb
etal., 2007; Tang et al., 2019).

Salmonella Infantis representa una amenaza cada vez mayor para la salud publica debido a
su propagacién en muchos paises y su asociacion con altos niveles de resistencia a los
antimicrobianos asociado a la presencia del megaplasmido pESI (Mattock et al., 2024). Asi, en la
Union Europea el serovar Infantis represento el 46,5 % (parvada de pollo de engorde) y el 50,6 %
(carne de pollo) de los aislados de Salmonella en 2017 (EFSA, 2018). En Eslovenia, se encontr6
un 92% en carcasa de pollo de engorde fresca 'y 100 % en preparaciones de carne de pollo (Pate et
al., 2019).

Algunos aislados de S. Infantis evaluados en el presente estudio, estuvieron relacionados,
asi, se observaron aislados de origen humano y aviar con porcentajes de similaridad mayores al
93% y 92%, respectivamente. Esto coincide a lo reportado por Rahmani et al. (2013) donde
encontraron 100% de similaridad entre los aislados de S. Infantis de origen aviar, obtenidos a partir
de heces e hisopados cloacales. En otro estudio Nogrady et al. (2012), encontraron una similaridad
del 92% entre los 76 aislados de S. Infantis provenientes de carne y heces de pollos de engorde.
Igualmente, en 2016 Vinueza-Burgos y colaboradores, en Ecuador, encontraron 12 aislados de S.
Infantis de origen aviar con similitudes superiores al 88% en aislados de heces de pollos de engorde;

estos estudios sugieren una clonalidad existente en este serovar.

Estudios mas recientes, corroboran que S. Infantis continda siendo altamente clonal; asi, en
2019, Pate y colaboradores reportaron 16 aislados de S. Infantis con similaridades mayores al 90%,
en aislados de heces de pollos de engorde en Eslovenia. Taheri et al. (2018) reportaron
similaridades superiores al 90% entre 27 aislados de S. Infantis de origen aviar provenientes de
pollo de engorde, reproductora de pollo de engorde y ponedoras comerciales. Esto se debe
posiblemente a que S. Infantis tiene un ancestro reciente, con un ndmero limitado de cambios

evolutivos importantes acumulados por el momento (Hauser et al., 2012; Rahmani et al., 2013).

En el presente estudio, se observd que algunos aislados de origen humano estan
relacionados con los aislados de carcasa de pollo de engorde, con similaridades del 95.5% al 100%.
Esta similaridad entre las dos matrices han sido reportadas anteriormente, asi, Raseta y
colaboradores, en 2015 encontraron aislados de S. Infantis con una similaridad del 100% entre
aislados de la piel de carcasa de pollo de engorde y humanos infectados. Al respecto, existe
evidencia consistente que S. Infantis esta fuertemente ligado al pollo de engorde y sus derivados
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(Montoro et al., 2023) y es el cuarto serovar mas importante asociado con enfermedades humanas,

lo que indica un problema de seguridad alimentaria (EFSA, 2018).

En Hungria el mismo clon de S. Infantis se propag6 desde las granjas de pollos de engorde
evaluadas, contaminando la planta de faenamiento y la carne vendida al por menor, posteriormente
se reportaron en los casos clinicos humanos de la region evaluada; se observo que se trataba de un
clon dominante caracteristico de la poblacion de pollos de engorde y humana de todo el pais que
habia sido detectado anteriormente (NoOgréady et al., 2008). Esta alta homogeneidad, sugiere el
resultado de la expansion de un mismo clon de S. Infantis entre ambas matrices (Pate et al., 2019);

en el presente estudio observamos algunas cepas con este comportamiento.

Si bien los resultados obtenidos nos muestran que existe relacion entre algunos aislados de
origen aviar y humano, también encontramos diferencias entre aislados (clusters diferentes, que no
se encuentran relacionados). Estas diferencias, que pueden ser dadas también por mutaciones
puntuales o algun otro cambio en el material genético, no pueden ser explicadas por PFGE; pero si
por la secuenciacion del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) que puede examinar
todo el genoma bacteriano; y actualmente es la técnica que proporciona el mayor nivel de

discriminacidn entre cepas (Li et al., 2021a).

Las diferencias anteriormente mencionadas, no siempre pueden ser explicadas por PFGE,
debido a que esta técnica separa los fragmentos de ADN por tamafio y no por secuencia, por lo
tanto, no puede proporcionar informacion genética (como mutaciones, virulencia, resistencia a los
antimicrobianos, etc.) entre los aislados (Ferrari et al., 2017). Es decir, las bandas que se observan
separadas por tamafio en una PFGE, podrian no representar la misma secuencia de ADN, incluso
una pequefia mutacién en un sitio de restriccion puede resultar en cambios de mdltiples bandas
PFGE; en ese sentido la relacion indicada por esta técnica no representa una verdadera relacion

filogenética (Tang et al., 2019).

Para apoyar la comprension de la relacion que pueda existir entre cepas de Salmonella,
otros métodos de tipificacion fenotipicos como: el perfil de resistencia a los antimicrobianos
(RAM), pueden complementar los estudios de tipificacién molecular, por tener un indice de
discriminacion considerable; sin embargo, las cepas bacterianas podrian cambiar este perfil debido
a la alta frecuencia de transferencia horizontal de genes de resistencia por elementos moviles (Pan
et al., 2022).

Los genes de virulencia por si solos proporcionan una discriminacion limitada de los
aislamientos de Salmonella, asi, dos genes de virulencia (fimH y sselL) pueden proporcionar la

misma discriminacion, que otros 14 genes de virulencia combinados (Liu et al., 2011); sin embargo,
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la tipificacion de secuencias de locus de virulencia multiple CRISPR (CRISPR-MVLST) ha
demostrado tener un buen poder discriminatorio (Li et al., 2021b; Pan et al., 2022). Serovares
Enteritidis, Typhimuriumy Newport, han sido evaluados por CRISPR-MVLST, con resultados que
sugieren que esta metodologia puede validar y/o complementar los resultados obtenidos por PFGE
(Almeida et al., 2013; Shariat et al., 2013).

Como limitaciones del presente estudio, hay que tener en cuenta la cantidad de los aislados:
siete, cuatro y ocho aislados para S. Typhimurium, S. Kentucky y S. Enteritidis, respectivamente;
se requiere de mayor cantidad de aislados por cada serovar, de fuentes humanas y aviares, para
establecer una concordancia epidemioldgica de los datos (Li et al., 2021a). Otra limitacion
observada, es la lentitud del proceso que requiere de tres dias para completarse; ademas de reactivos
de alta calidad y equipos especializados, que la vuelven una técnica costosa. A esto se le suma que
la técnica debe ser realizada por personal experimentado en el método (Herschleb et al., 2007).

En 2019, Parra-Payano y colaboradores, reportaron el 85.7% de Salmonella no tifoidea en
nifios menores de cuatro afios y adultos mayores de 65 afios, con cuadro diarreico y febril, en el
Hospital Cayetano Heredia, en Lima, Peru. Estos casos no se han podido relacionar directamente
con productos aviares; por ello, el presente estudio busca conocer la relacion entre los aislados de
Salmonella de origen humano y de origen aviar; y asi reconocer la fuente de los serovares méas
prevalentes en esta region, responsables de los casos clinicos humanos; y asi, se puedan tomar las
medidas preventivas y correctivas por las entidades responsables como el Ministerio de Salud
(MINSA) y el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA) del Peru, en diferentes niveles.
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VI. RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar acciones de vigilancia epidemioldgica mas estrictas, con el objetivo de
conocer los subtipos de Salmonella circulante en los diferentes niveles donde pueda ocurrir la
contaminacion con esta bacteria: en la produccion primaria, en el manejo de las aves durante la fase
de faenamiento, y durante el expendio y preparacion de alimentos. Para ello, se requiere de una

validacién adicional con el uso WGS y una mayor cantidad de aislamientos bacterianos.

Para futuros trabajos, se recomienda tener en cuenta la investigacion epidemioldgica
(trazabilidad de los casos) para vincular los casos clinicos humanos con fuentes de alimentos
especificas y rastrearlas con un alto grado de confianza; esto permitira interpretar la relacion de los
grupos clonales obtenidos por las pruebas de subtipificacion, en aquellos casos donde las cepas
pertenecen a diferentes tiempos y/o lugares (ciudades, granjas, hospitales, mercados, etc.); sin el

contexto epidemioldgico, solo podriamos suponer una fuente comdn (Hawkey et al., 2013).
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VII.  CONCLUSIONES

Existen aislados relacionados de Salmonella Typhimurium y Salmonella Infantis,
en muestras de aves y humanos.

Algunos aislados de Salmonella Kentucky obtenidos de humanos y productos
aviares, estan relacionados en este estudio.

Los aislados de Salmonella Enteritidis obtenidos de humanos y productos aviares,

no se encuentran relacionados en este estudio.
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Anexo Al: Preparacion de buffer de suspension celular (BSC)

Tris1 M, pH 8.0 10 ml (6ml)
EDTA0.5M, pH 8.0 20 ml (12ml)
Agua estéril calidad molecular c.s.p. 100 ml (60ml)

Anexo A2: Preparacion de buffer de lisis celular (BLC) (Tris 50mM, EDTA 50mM, Sarcosil
1% + 0.1 mg/ml de proteinasa K)

Tris 1M, pH 8.0 25ml  (5ml)
EDTA 0.5M, pH 8.0 50 ml  (10ml)
Sarcosyl 10% 50ml (10ml) o

Sarcosyl N-lauril-sarcosina, sal sddica) 5¢g (19)
Agua estéril calidad molecular ¢.s.p. 500 ml (100ml)

Agregar 25 pL de proteinasa K (20mg/ml) por cada 5mL de BLC al momento de usar
para una concentracion final en el buffer de lisis de 0.1mg/ml de proteinasa K.

Anexo A3: Preparacion de buffer (TE) (Tris10mM, EDTA 1mM)
Tris1 M, pH 8.0 10 ml

EDTA0.5M pH 8.0 2ml
Agua estéril calidad molecular c.s.p.  1000ml

El buffer TE usa para hacer los plug y para lavarlos después de la lisis.

Anexo A4: Preparacion de buffer Tris- Borato EDTA 10X (TBE)

Tris Base 0.9 M 108 g
Acido borico 0.9 M 55 g
EDTA 0.5 M, pH 8.0 40 ml

Agua estéril calidad molecular c.s.p. 1000 ml

Anexo AS5: Protocolo de Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) PulseNet (2013)
Objetivo: Describir el Protocolo de laboratorio estandarizado de un dia (24-26 horas) para la
subtipificacion molecular de E. coli O157:H7, E. coli Non-O157 (STEC), Salmonella, Shigella
sonnei y Shigella flexneri mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE).

Digestion de restriccion de ADN en tapones de agarosa: Una pequefia porcion del tapon de
agarosa debe digerirse con la enzima de restriccion primaria, otras porciones del tapon pueden
someterse a analisis de restriccion con enzimas secundarias o terciarias.

Protocolo:
1. Etiquete los tubos de microcentrifuga de 1,5 ml con los niimeros de cultivo; etiquete 3 (gel de 10
pocillos) o 4 (gel de 15 pocillos) tubos para Salmonella Braenderup HO8121.
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2. Paso de incubacion previa a la restriccion: prepars una mezcla maestra diluyendo el tampon de
restriccion 10X apropiade (Foche Applied Science o equivalente) 1:10 con agua ultrapura esténl
{(CLEW}

3. Agregue 200 pl de tampon de restnccion diluido (1X) a los tubos de microcentrifuga de 1,5 ml
etiquetados.

4. Retire con cuidado el tapon del TE con una espatula y coldquelo en una placa de Petni esténl
desechable o en un portachjetos de vidrio grande.

5. Corte una rebanada de 2.0 a 2.5 mm de ancho de cada muestra de prueba y el mimero apropiado
de 5 Braenderup H9212 con una hoja de afeitar de un solo filo (o bisturi, cubreobjetos, ete.) v
transfieralos a un tubo que contiene restriccion dihuda.

3. Agregue 200 pl de tampon de restnecion dilwdo (1X) a los tubos de microcentrifuga de 1,5 ml
etiquetados.

4. Retire con cuidado el tapon del TE con una espatula y coldquelo en una placa de Petni esténl
desechable o en un portachjetos de vidrio grande.

5. Corte una rebanada de 2.0 a 2.5 mm de ancho de cada muestra de prueba vy el mimero apropiado
de 5 Braenderup H9212 con una hoja de afeitar de un solo filo (o bisturi, cubreobjetos, ete.) v
transfiéralos a un tubo que contenga tampdn de restriccion dilmido.

Wuelva a colocar el resto del tapon en el tubo origimal que contiene 5 ml de tampon TE v guardelo
ad"C.

PulseNet recomienda que se utilicen peines con dientes mas grandes (dientes de 10 mm de ancho)
para moldear los geles porque el andlisis por computadora de los carmles de gel es més precizo y
menos tedioso que el analiziz de camiles de gel moldeados con peines con dientes mas pequefios
(5,5 mm). No se recomienda el uso de pemes con dientes mas pequetios. El mimero de rebanadas
que se pueden cortar de los tapones dependerd de la habilidad y expeniencia del operador, la
mtegridad del tapon v =1 las rebanadas se cortan vertical u honzontalmente (tapones hechos en
moldes dezachables).

5.1. Incube los cortes del tapdn de muestra v control en un bafio de agua a 37 °C durante 5-10
minutos o a temperatura ambiente durante 10-15 minutos.

5.2. Después de la incubacidn, retire el tampon del corte del tapdn con una pipeta equipada con una
punta de 200-250 pl hasta el fondo del fubo y aspire el tampon. Tenga cwdado de no dafiar la
rebanada del tapon con la punta de la pipeta v que la rebanada del tapon no se deseche con la punta
de la pipeta.

6. Prepare la mezcla maestra de enzimas de restriceion. Puede mezclar en el mizsmo tubo que se usd
para el tampon de restriccion dilmde.

Mantenga el vial de enzima de resiriccion en hielo o en una caja de almacenamiento aislada (-20°C)
en todo momento.

Adicion de alkiimina de suero bovino (BSA; altamente recomendadz): varios proveedores de
enzimas de restriccion recomiendan especificamente la adicion de 1X BSA a las mezclas de
restriccion de enzimas, mientras que ofros no lo hacen. PulselNet Central recomienda agrezar BSA
a todas laz mezelas de restriccion de enzimas para minimizar la incidencia de restriccidn
mcompleta.

7. Apgregue 200 pl de mezcla maestra de enzimas de restriceion a cada tubo. Cierre el tubo y mezcle
golpeande suavemente; asegurese de que las rebanadas del tapon estén debajo de la mezcla de
ENzZImas.

8. Incube los cortes del tapon de muestra v conirol en un batio de agua a 37 °C durante 1,5 a 2 horas.
Q. 51 se cargaran cortes de tapon en los pocillos, continlle con los Pazos 1 a £ de la sigmente seccidn
{Elaboracion de un gel de agarosa) aproximadamente 1 hora antes de que finalice la reaccion de
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digestion de restriceion para que el gel pueda solidificarse durante al menos 30 minotos antes de
kargar los tapones PFGE restringidos.

Elaboracion (meldear) de un gel de agarosa

1. Confirme que el bafio de agua esté equilibrado a 53-60 °C.

2. Prepare el volumen de tampon Tris-Borato EDTA (TBE) 03X que se necesita tanto para el gel
como para el tampon de gjecucién de electroforesis de acuerdo con una de las sigpientes tablas.

3. Prepare agaroza SeaKem Gold (SKG) al 1 % en 0,33 TBE de la siguiente manera:

3.1. Pesar la cantidad adecuada de SKG en un matraz de tapa roscada de 300 ml Mezele 1,0 g de
agaroza cont 100 ml de TBE 0,5X para formar un gel de 14 em de ancho (10 pocillos)

Mezecle 1.5 g de agarosa con 150 ml de TBE 03X para formar un gel de 21 em de anche (13
pocillos)

3.2, Agregue la cantidad apropiada de 0.5X TBE; agite suavemente para dizpersar la agarosa.

4. Afloje 1a tapa v cocine en el microondas durante 60 segundos; mezcle suavemente v repita
durante intervalos de 13 segundos hasta que la agarosa se disuelva por completo.

3. Begreze el matraz al bafio de agua a 33-60 *C v equilibre la agaroza en el bafio de agua durante
13 minutos o hasta que esté lista para usar.

Advertencia de seguridad: utilice guantes resistentes al calor cuoando manipule termos calientes
después del microondas.

Agaroze LFTM (Amresco, H174) v Certified Megabaze Agarose (Bio-Ead, 151-3108) son las
unicas alternativas aceptables a SeaKem Gold, en este momento. El tiempo v la temperatura
necesarios para dizolver completamente la agarosa dependen de las especificaciones del
microondas utilizado v deberan determinarze empiricamente en cada laboratoric. Del mizmo modo,
el tiempo de ejecucion optimo para cada agaroza deberd determinarze empiricamente en cada
laboratorio.

6. Puede ser necesario un pequefic volumen (2-3 ml) de agarosa SKG al 1 % derretida v enfriada
(33-60 °C) para sellar los pocillos después de cargar los tapones. Preparelo como se describid
anteriormente. La agarosa SEG sin usar ze puede mantener a temperatura ambiente, derretir
reutilizar varias veces.

Cologue la forma de gel en una mesa de nivelacion v ajostela hasta que quede perfectamente
nivelada Cologque el soporte del peine de modo que 1a parte frontal (lado con peguefios tornillos de
metal) v los dientes miren hacia la parte inferior del marco del gel v los dientes del peine toquen la
plataforma del gel.

7. Sague las rebanadas obstruidaz del tapon del bafio de agua a 37 “C. Retire la mezcla de
enzima'tampon v agregue 200 105X TBE. Incubar a temperatura ambiente durante ¥ minutos.

2. Betire laz rebanadas de tapdn de los tubos; cologue el peine en la parte superior de Ia meza y
cargue las rebanadas del tapon en la parte inferior de los dientes del peine de la siguiente manera:
2.1. Carga 5. Braenderup H9812 en los dientes (carriles) 1, 5, 10 (gel de 10 pocillos) o en los dientes
1, 5, 10, 15 (gel de 15 pocillos).

2.2, Cargue muestras en los dientes restantes v anote las ubicaciones.

9. Retire el exceso de tampon. Permita que las rebanadas del tapon se sequen al aire en el peine
durante 3 a 3 minutos o séllelas al peine con agarosa SKG al 1 % (35 a 60 °C).

10. Cologue el peine en forma de gel y confirme gue las rebanadas de los tapones estén
correctamente alineadas en la parte inferior de los dientes del peine, que el borde inferior de la
rebanada de los tapones esté al ras contra la plataforma negra.

11. Vierta con cuidado la agarosa (enfriada a 535-60 °C) en forma de gel v elimine las burbujaz o
residuos.
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12. Celogue el marco de gel negro en la cimara de electroforesis. Afiadir 2 -2.2 L TBE 05X recién
preparado. Cierre la cublerta de la unidad. (La cantidad de tampon necesania depende de st 52 dejo
tampon residuzl en el tube o 51 la unidad se enjuags con agua despues de gjecutar el dltmo gel).
13. Encienda la fuente de alimentacion, la bomba calibradas a un caudal de 1 liro/mumoto
{configuracion de alrededor de 70) y el modulo de refrigeracion (14 °C) aproximadaments 30
minutos antes de gjecutar el gel.

14, Fetire el peme después de que el gel se solidifique durante 30 2 45 mmutos.

15. Rellene los pocillos de gel con agarosa SKG al 1 %% demretida v enfriada (33-60 °C) (opcional).
Desenrosque v retire las compuertas de los extremos de la forma de gel; elimine el exceso de
agaroza de los lados y el fondo de la plataforma de fundicion. Mantenga el gel en la plataforma de
fundicion y coloque con cuidado el gel dentro del marco de gel negro en la camara de electroforesis.
Cierre la tapa de la camara.

Carga de rebanadas de tapdn restringido en los pocillos (método altemativo opelonal)

1. Siza los pasos 1 a4 de la seccion Carga de rebanadas de plug restringidas en el peme.

Coleque la forma de gel en una mesa de mivelacion vy ajostela hasta que quede perfectamente
nivelada antes de verter el gel. Coloque el soporte del peine de modo que la parte frontal (lado con
tornillos metalicos pequefios) v los dientes miren hacia la parte inferior del gel v el borde mfenor
del peine quede 2 mm por encima de la superficie de la plataforma del gel.

2. Enfrie la agaroza SKG demretida en un bafio de agua a 55-60 °C durante 15-20 mm; Vierta
cuidadosamente la agarosa en forma de gel (zoporte de fundicion) equipado con un peine
Asegurese de que no haya burbujas.

3. Cologue el marco de gel negro en la camara de electroforesis. Agregue 2-2.2 L de TBE 0.5X
recién preparade. Cierre la cubilerta de la unidad. (La cantidad de solucion amortiguadora depende
de =1 quedo solucion residual en el tubo o 51 la unidad 32 enjuagd con agua después de ejecutar el
altimeo gel).

4. Encienda la fuente de alimentacion, la bomba calibrada a un caudal de 1 Iiro/minuto (ajustado
en aproximadamente 70) v el modulo de enfriamiento (14 °C) aproximadamente 30 mimutos antes
de que se gjecute el gel.

5. Sague las rebanadas obstnudas del tapon del bafio de agua a 37 °C. Fetire la mezcla de
enzima'tampdn ¥ agregue 200 1 0.5X TBE. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

§. Retire el peine después de que el gel se solidifique durante al menos 30 minutos.

7. Retire las rebanadas de tapon restrmgidas de los tubos con el extremo conico de la espatula v
carguelas en los pozos aproplades. Empuje suavemente los tapones hacia el fondo v el frente de los
pocillos con el extremo ancho de la espatula. Manipular 1a posicién con una espdtula y asegurarse
de que no queden burbujas.

7.1. Carga 5. Brasnderup H9812 en pocillos (camiles) 1, 5, 10 {gel de 10 pocillos) o en pocillos 1,
3, 10, 15 (gel de 15 pocillos).

1.2, Cargue las muestras en los pozos restantes.

Cargar los bloques pedazos de plugs puede ser tedioso; cada persona tiene que desarrollar su propia
técnica para colocar consistentemente las rebanadas del tapon en los pozos para que los carmiles
queden rectos v las bandas afiladas.

8. Rellene los pocillos de gel con agarosa SKG al 1 % demretida (equilibrada a 55-60 *C). Deje que
se endurezca durante 3-3 minutos. Desenrosque v retire las compuertas de los extremos de la forma
de gel; Refire el exceso de agarosa de los lados v el fondo de la plataforma de fimdicicn con un
pafinelo. Mantenga el gel en la plataforma de fimdicion ¥ coloque con cuidado el gel dentro del
marco de gel negro en la camara de electroforesis. Cierre la tapa de la camara.
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Condiciones de electraforesis

Cepas de Salmonella restringidas con Xbal o Axtll (Blnl):

Seleccione las siguientes condiciones en CHEF DE-IIT

© Tiempo de conmutacion micial: 2.2 =

© Tiempo de conmutacion final: 63,8 &

o Voltaje: 6 V

o Angulo inchiido: 120°

© Tiempo de ejecucion: 18-19 horas (ver nota a continuacion)

Los tiempos de gjecucion de 1z electroforesis recomendados anteriormente se baszn en el equipo v
los reactivos utilizades en loz CDC. Los tiempos de ejecucion pueden ser diferentes en su
laboratorio v deberdn optimizarse para sus geles para que la banda mas baja en el 5. ser. El estandar
Braenderup H9812 migra dentro de 1,0-1.5 cm del fondo del gel.

Tome nota de la lectura micial en miliamperios (mA) del instrumento. El mA imcial debe estar

entre 110-150 mA. Una lectura fuera de este rango puede indicar que el baifer (.53 TBE se prepard
mcorrectamente v se debe volver a preparar.
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Anexo A6: Flujograma de Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Preparacion de la muestra Dia 0

Cultivo de Salmonella en agar TSA, 37°C x 18 horas.

Preparacion de la suspension celular Dia1l

Colonias aisladas de Salmonella son suspendidas en BSC, se
ajusta la concentracién entre 0.8-1.0 DO (610 nm).

Preparacion de Plugs de agarosa Dia1l

En moldes, se mezcla: 5ul de proteinasa K + 100 pl agarosa
SeaKem Gold + 100 pl de la suspensién bacteriana, esperar que
se solidifique a T* ambiente.

Lisis celular en Plugs de agarosa Dia1l
Los plugs solidificados se transfieren a tubos con BLC, se afiade
proteinasa K, se incuban a 54°C x 2 horas a 200 rpm.
Dia1

Lavado de plugs de agarosa

Lavados con buffer TE estéril a 54°C por 10 a 15 min

(6

Digestion del DNA con enzima de restriccion Xbal Dia 2

Los plugs lavados se cortan y se les agrega master mix que
contiene la enzima Xbal (200 pl/plug), se incubaa 37°Cx 6 h

Separacion de fragmentos de DNA mediante

Electroforesis de Campo Pulsado Dia 2

. e g Condiciones:
Para la electroforesis en campo pulsado se utilizé la agarosa ondiciones

SeaKem Gold al 1% junto con buffer TBE 0.5X. El proceso se Pulso inicial: 2.16 s, pulso final: 63.8s

Voltaje: 6V/cm, un dngulo de 120° y 14°C
Tiempo: 18 horas

Tincién y documentacion del gel de agarosa Dia 3

Se tifie con Bromuro de Etidio (10 mg/ml) por 15 min, para
luego ser lavado con agua destilada por 30 min. Se realizé la
captura de las imagenes con el Sistema de Documentacion

Chemidoc XRS

llevo a cabo en el sistema CHEF Mapper XA System
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