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ARTICULO OPINION

Métodos de tipificacion
basados en PCR para
diferenciacion de
aislados de Salmonella

¢ Es posible identificar serotipos bacterianos sin utilizar
antisueros? Existen métodos de “serotipificacion
molecular”’, o métodos de tipificaciéon basados en ADN,
cuyo objetivo es identificar serotipos sin tener que
utilizar antisueros. Salmonella es uno de los géneros
bacterianos para los cuales la tipificacion molecular
busca, entre otras cosas, generar informacion
comparable con la obtenida por el método de
serotipificacion tradicional.

Los miembros del género Salmonella son bacilos
entéricos, gramnegativos, anaerobios facultativos, entre
los cuales se encuentran los agentes causales de la
Salmonelosis. La Salmonelosis es una de las enteritis
bacterianas zoonéticas mas comunes y de alto impacto
econémico. Ademas de colonizar el intestino, las
salmonelas estan ampliamente distribuidas en el
ambiente, encontrandose con frecuencia en vertidos de
granjas, aguas residuales humanas y en cualquier
material con contaminacién fecal. Las bacterias del
género Salmonella pueden encontrarse también en el
pienso, provocando el transporte gastrointestinal
asintomatico o] enfermedades infecciosas
particularmente en aves, terneros y en cerdos. Los
signos clinicos mas frecuentes son los entéricos, pero
se puede observar: septicemia aguda, aborto, artritis y
enfermedad respiratoria.

El género Salmonella estd conformado por dos
especies: Salmonella enterica 'y Salmonella bongori. La
especie S. enterica comprende 6 subespecies: enterica
(), salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (lllb),
houtenae (IV) e indica (VI); siendo S. enterica subsp.
enterica (I) comunmente aislada a partir de humanos y
animales de sangre caliente y la que se aisla con mayor
frecuencia (99,5%) en laboratorios clinicos. Las otras
subespecies y S. bongori suelen aislarse a partir de
muestra ambientales y de reptiles. Las subespecies
pueden ser divididas en serotipos en base a las
diferencias en los antigenos somaticos (O), flagelares
(H) y de la capsula (Vi). Se han identificado mas de
2.500 serotipos de Salmonella. La mayoria de los

serotipos, unos 1.500, pertenecen a la subespecie
Salmonella enterica subsp. enterica (l) y recibieron
nombres como Typhimurium, Choleraesuis, Infantis,
etc., mientras que los serotipos que pertenecen a otras
subespecies han sido identificados con numeros de
acuerdo a su formula antigénica. EIl diagndstico de la
Salmonelosis se basa en el aislamiento del
microorganismo a partir de tejidos obtenidos en
necropsias o de las heces, proceso que requiere de
pasos de pre-enriquecimiento, enriquecimiento con
inhibidores de la microbiota asociada y medios
selectivos para diferenciar Salmonella spp. de otras
enterobacterias. Sin embargo, la confirmacion definitiva
de la especie y el serotipo aislado requiere de la
aplicacion de varias pruebas bioquimicas, serolégicas
y/o moleculares a partir de los cultivos puros. El método
de serotipificacion, basado en las reacciones de
aglutinacion de la cepa evaluada con antisueros
especificos contra los antigenos somaticos (O) y
flagelares (H), denominado esquema Kauffman White,
requiere: mas de 150 antisueros especificos, 2 a 3 dias
para el andlisis y personal muy bien entrenado, lo cual
lo hace costoso y tedioso. Sin embargo, es uno de los
métodos de referencia para la clasificacién actual de los
serotipos de Salmonella enterica subsp. enterica.

En la busqueda de un método rapido, robusto, sensible,
capaz de diferenciar cepas que no estén relacionadas
epidemiolégicamente y de asociar los aislados que
provengan de la misma fuente, sin alejarse de la
clasificacion actual de Salmonella en subespecies y
serotipos, se han desarrollado métodos de tipificacién
molecular basados en PCR multiple. La mayoria de los
sistemas de tipificacion por PCR multiple tienen como
diana los genes que codifican para los antigenos
evaluados por la serotipificacién tradicional, es decir, los
genes del grupo rfb, wzx, tyv, fliB, fliC, fljB, viaA'y viaB,
por ser estos los que codifican proteinas involucradas
en la biosintesis de los antigenos O, los que codifican
para la flagelina o los genes responsables de la sintesis
del antigeno capsular Vi. La busqueda en las bases de
datos de secuencias “serotipo especificas”, es decir,
que estan presentes exclusivamente en el genoma de
alguno de los serotipos, también ha sido utilizada como
estrategia para el disefio de sistemas de tipificaciéon
basados en PCR. Hasta la fecha, no existen métodos de
tipificacion basados en PCR que permitan discriminar
entre los 1.500 serotipos de Salmonella enterica subsp.
enterica (l). Sin embargo, existen protocolos para
tipificar los serotipos mas comunes. Dependiendo del
origen de las cepas de Salmonella a evaluar, se puede
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seleccionar el método de tipificacion por PCR mas
adecuado para los serotipos que se encuentran
asociados, con mayor frecuencia, a la especie
hospedera de interés, la muestra ambiental, materia
prima o alimento que se esté analizando. Aunque la
mayoria de los serotipos de Salmonella enterica subsp.
enterica (l) tienen la capacidad de colonizar el tracto
gastrointestinal de una amplia gama de animales,
incluyendo humanos y aves, unos pocos tienen
predileccion por una o pocas especies hospedadoras.
Debido a su preferencia de hospedadores, los serotipos
pueden dividirse en tres grupos: 1. Serotipos huésped
especifico (S. Gallinarum, en aves; S. Abortusequi, en
caballos), 2. Serotipos huésped restringidos (S.
Choleraesuis, en cerdos y humanos; S. Dublin, en
bovinos y humanos) y 3. Serotipos con amplio espectro
de hospederos (S. Typhimurium y S. Enteritidis).

Los resultados obtenidos con sistemas de PCR multiple
han demostrado ser particularmente Utiles en
laboratorios que carecen de una infraestructura de
serotipificacion completa, son rapidos, especificos y
seguros para muchos serotipos de Salmonella. Sin
embargo, varios investigadores han concluido que los
métodos basados en ADN aun no pueden sustituir
completamente al método tradicional. Por lo que
recomiendan el uso de la tipificacion por PCR multiple
para los serotipos mas comunes y la identificacién por el
método de serotipificacion tradicional para los otros
casos. En base a las ventajas que ofrecen los sistemas
de tipificacion molecular por PCR multiple, se esta
implementando en AGROCALIDAD un sistema que
permite identificar los serotipos Choleraesuis,
Enteritidis, Thyphimuirium, Hadar, Infantis y Gallinarum
para evaluar aislados de Salmonella spp. provenientes
de ganado porcino y aves de corral.
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