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Figura 1. Tipifcacién molecular de Safmone a spn. M) marcador de
peso molecular TrackITM 100 ph DNAlacer dnvirogen), 1) Cortrol
negativo. (1,0), 2) Ssihanels enterica ser. Typhimurim ATCCE
140287, 37} Hislados de cuyes. Predio & 3) Colon, 4) Bazo, 5)
Higado. Predio B: 6) Itesting (1), 7) Inestino (2). Gel de agarosa al
2%,

Cabe destacar, que Lna vez obtenidas Ias colanias
purficadas de Saimonelia spp., la identificacion del
semtipo Ltiizando el sistema de PCRm se logro el
mismo dfa del analisis, mientras oue para identiicar 03
artigenos O, H1 y H2, utiizanda la serdtipificacion
canvencional, se necesitaron 3 dias. Los sisternas de
tipfficacion  molecular basados en PCR  mltiple
canstituyen una altemativa rapida, especifica, segura y
relativamente facil de implementar, para evaluar Ios
sertipos de Samonefia spp. [2) Se han desarmllado
numerosos sistemas, muchos de ellas tienen como
diana Ios genes que codifican para Ios antigenos
evauados por la serofipificacien tradicional y otros
estan basados en la amplificacien de regiones "semtipo
especificas”. Los sistemnas de PCRm desarrallados por
AKiba et af 3] pertenecen a éste segunda grupa y estan
disefados para identificar siete de los sertipas més
camunes, incluyendo Typhimurium y Enteritidis, oue son
105 que han sido asociados can mayor frecuencia a los
casos de Samanelosis en cuyes. [6, 7, 8] Razon por la
cual se selectionaran estos sistemas para evaluar las
calonias de Saimonelia spp. aisladas en éste trabajo

El seratipo Typhimurium s ubicuo y capaz de provocar
Salmonelosis en un amplio rango de hospederos, el
cua incluye a Ia especie humana. Se han reportado
brotes de Salmanelosis humana asociados al consumo
de came de cuy en Massachusetts, EEUU; entre Ios
afios 20062009, los serotipos mplicados  como
responsables fuern: Samonefia Grupo B: 514,121 ;
Samonella ser. Typhimurium y - Samonefia  ser
Typhimurium 05~ [8] Seria interesante evaluar la
prevalencia de los diferentes serofipos de Saimonelia
en los establecimientos de crianza de cuyes del
Ecuador, para Io cual se podrian emplear sistemas

basados en PCRm, como el utiizado en éste trabaja,
que restitan més rapidos y faciles de implementar, que
el esquema de serotipificacicn traicional

IV CONCLUSIONES

Los resultados abtenidas en este estucio indican gue la
tipfficacién molecular,  utiizand  PCRm, s una
hemamienta répica, confiable y facil de implementar
Adicionalmente, estos sistemas pueden ser Ltiizados
en laboratorios gue no cuenten con Ios costosos
antisueros o con la experiencia necesaria para realizar
Ia seratipifcacion tradicional, pero ue estén equipados
can lns elementos basicos necesarios para realizar la
técrica de PCR

Las técricas de tipificacien molecuar y de
semtipificacién calncidieron en clasificar dentro del
sertipo Typhimurium a todos las aislados de S enterioa
subsp. enferica, abtenidos a partir de frganas de cuyes
enfermos que fueron sacrficados y necropsiados
durante dos brotes de Salmonelosis, ocuridos en
establecimientos de crianza familiar, de la Provincia de
Loja

La presencia de Samorefia ser Typhimurium en
establecimientos de crianza de cuyes representa un
riesgo tanta para la salud de estos animales, como para
Ia salud piblica, debido a la virulencia y amplio rango de
hospederns de este sertipo.
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Typhimurium. Cada uno de estos sistemas amplifica
fres regiones ‘“serotipo especfficas', generando
amplicones de =100 pb, =200 pb, #300 pb y Una banda
de 605 pb cue sive como cortrol interno de
amplificacion. La banda de 605 pb corresponde a una
regién del gen invA especfica para el género
Saimonella, los otros tres  amplicones  serdn
amplificados solo si la cepa evaluada pertenece al
serolipo para el cual fue diserado. [3] Los iniciadores
utilizados fueror: TMP1F, TMP1R; TMP2F, TMP2R
TMP3F, TMP3R e InvAF, InvAR, los cuales amplifican
productos de S4 pb, 196 pb, 303 pb v 605 pb,
respectivamente. [3] La reaccion de PCRM se llevo a
cabo en Unvolumen final de 25 i que cortentan: 1 U de
Teq DNA polimerasa (Invitrogen, Brasil), 0,4 mM de
cada dNTP, 25 mM MgCl, y las concentraciones de
iniciadores recomendadas por Gole et al. [1]:0.5 uM de
los iniciadores INVAF, invAR, TMP2F y TMPZR y 0.3 M
de los iniciadores TMPTF, TMP1R, TMP3F y TMP3R.
Las muestras fueron amplificadas en un termasiclador
T100" (BIORAD), con una desnaturalizacién inicial de
95 °C par 2 min, seguida par 35 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a 95 C por 15 s; hibridacion a 60 *C
por 30's y extension a 72 “C por 30 &), y una extension
final @ 72 °G por 10 min. Finalmerte, 10 pl de los
productos del PCRm fueron separados en gel de
agarosa al 2% en Tiis-Borato-EDTA (TBE) 0.5 X, en
presencia de SYBR® Safe (Invitrogen). La visLalizacion
y fotografia se hizo con el sistema Mini Lumi
(Bio-Imaging, Major Science).

Serotipificacién
Para la seratipficacion se utiizaron Artisueras
Salmonella O Difto” y Antisueros Salmorella H Difco *
(BD, EEUU), siguiendo las recomerdaciones para
aglutinacion en placa y pruebas en tubo de Caffer ef al
[12], ajustandoias a las instrucciones del fabricante de
los antisueros. Una vez identificados los antigenos O y
H de los aislados, la determinacion del serafipo se hizo
&n base al esquema de Kauffman-White-Le Minor [1]

1l RESULTADOS Y DISCUSION

Hallazgos Generales
En ambos predios se efecttia la crianza familiar de
cuyes y los mismos se encuentran ubicados en la
Provincia de Loja, en les Parmoquias de Chantaco y
Catamayo, respectvamerte. En el Predio A se
reportaron dos animales enfermos, de ur fotal de 280.
Estos animales presentaron caquexia, inapetencia,
deshidratacion; durarte la necropsia se observo
pericarditis, quistes blanquecincs en el parénquima del
higado, ascitis y tracto gastrointestinal congestiorado.
En éste establecirmiento, os galpones presentaron Un

alto grado de humedad al momento de la inspeccién. En
el Predio B se reportaron tres animeles enfermos y 95
muertos, de un total de 300 animales; se observa fiebre,
decaimiento, anorexia, pelo erizado, deshicratacién,
abdomen abultac; se observaron tumoraciones a rivel
del higado, bazo e intestines durarte la necrapsia. EI
propietario del Predio B senald que los animales
muertos artes de la inspeccion presentaban edermas
pustulosos enla gargarta.

La mayoria de los signos presertados por los animales
evaluados son compatibles con Ios reportados para la
Salmonelosis en C. porcellus. [10] Como posible origen
de Ia erfermedad se sefiald el uso de estigrcol de
gallina, sin tratarrierto previo, como abono para los
pastizales que siven de alimento a Ios cuyes. Los
excrementos de aves de corral son un reservorio para
varios agentes causanies de zoonosis incluyendo
Escherichia coli. Salmonella spp., Campylobacter jjuni,
Listeria monocytogenes y Clostridium perfringens. [13]

Hallazgos Microbiologicos

Para el Predio A, se aislaron colorias compatibles
morfolégica y bioquimicamerte con Saimonelia spp. @
partir de colon, bazo e higado de una hembra de 5
meses de edad. Para el predio B, se aislaron colonias
con morfologia y bioquimica compatible para
Saimonelia spp. a partir de intestine, bazo e higado de
una hembra de 4 meses de edad. Los resultacios de las
pruebas bioguimicas para todos los aislades fueron
positivas para produceion de gas y HS, movilidad,
omitina_descarboxilesa, descarboxilacion de lsina,
citrato (24 h) y negativos para fermentacién de lactosa,
indoly Lrea. Sinembargo, para el Predio B, las colonias
tipificadas molecularmente corresponden tricamente a
los aislamientos hechos a partir del intestino. EI
aislamiento de Saimonslia spp. a parti de bazo, higado
& Intestinos e animales sintomaticos concusrda con las
manifestaciones sistérmicas de ésta infeccion y con
otros restitados en la literatura. [6, 9, 10]

Tipificacion Molecular y Serotipificacion

Se evaluaron un total de cinco aislados de Salmonelia
spp., tres aislados del Predio Ay dos aislados del Predio
B. Los cinco aislamientos evaluados exhibieron el
patrén esperada para Salmonella enferica subsp.
enterica serovar Typhimurium, observéndose para
todas las muestras los amplicones de 94 pb, 196 pb,
303 pb y 605 pb caracteristicos de éste serotipo al
utilizar el sistema de PCRm desarrollado por Akiba ef .
[3]. como se muestra en la Fig. 1. Estos resultados
fueron corfirmados  utilzando el esquema  de
serotipificacion tradicional, ya que Ia evaluacion de los
aislados arojo la formula artigénica: 412112
corespondients al serotipo Typrimurium. [1]

ECUADOR ES CALIDAD: Reusts Clenlifica Ecustorians, 2018, Vol. 3





index-2_1.png
Casert et al. Tiaficacion maleculsr de Saimeneli sislada de cuyes

1INTRODUCCION

La Salmonelosis es una impertarte zoonosis causada
por enterobecterias del género Saimonetla. Siendo
Salmonelia enterica subsp. enterica la que se alsta con
mayor frectiencia en animales de sangre caliente, de la
cual se han descrito més de 1500 serotipos. Los
serotipos son grupos de individuos dentro de Una misma
especie © subespecie que presentan estructuras
antigénicas comunes. La identificacion del serotipo se
realiza mediante el uso de antisueros que reconocen los
antigenos sorméticos (O) y flagelares (H). [1] Sin
embargo, se han desarrollado métodos de tipificacion
molecular para identificar algunos de los seratipos mas
Gamunes a través del uso de la Reaseion en Cadena de
Iz Polimerasa (PCR). 2, 3]

El cuy, cobayo o curl (Cavia percelius) es un mamifero
roedor orfiginerio de la zona andina de Bolivia,
Colombia, Ecuador y Pert; ha sido explotaco en
cativerio en muchos pafses latinoamericanos, donde
constitye Una fuente alimerticia y econémica
importarte. [4] Los cuyes son muy susceptibles a la
Salmonelosis; infeccidn que tarto en Ia forma aguda
coma erénica ocasiona elevada mortalidad y morbilidad
en estas poblaciones. [4, 5, 6] En Ias colonias de
cabayos de labaratario, Saimonelfa ser. Typhimurium es
& serotipo mis comdn; también han sido repartados los
serotipos Salmanelia ser. Enteritidis, Salmonedia ser.
Weltevreden y Saimorea ser. Poona, [7, 8] La infeceion
se relaciona con estrés, malas practicas de manejo y
niveles deficientes de bioseguridad, como la presencia
de roedores y aves, y el ingreso no cortrolada del
personal que favarece la cantaminasien de ambientes y
alimertos. [4, 5] Las variaciones de temperatura y
hurnedad también son predisponentes. [5]

Los signos clinicos de la Salmonelosis en cobayos
incluyen: debilidad, anorexia, abdomen inflamado, pelo
hirsulo, diarrea, abortes, irfertiidad, pardlisis de las
extremidades posteriores y  caquexia. [10] El
diagnéstico de la enfermedad se hace mediante el
aislamiento e identificacion de la bacteria. En los
animales sintoraticos, la bacteria Saimonela enterica
se aisla con mayor frecuencia a parti del bazo e higado.
[10] Los animales que se recuperan de la infeccion
pueden corverirse en portadores,  eliminando
salmonelas intermitentemente e las heces

A pesar del impacto de la Salmanelosis en la cria de
cuyes y del riesgo que repraserta para la salud plblica,
san miy pocos 1os articulos donde se reporta el serofipo
de Saimonellz aislado en ésta especie y en la mayoria
de los casos se frata de animales de laboratorio. En el
presente trabajo se evalus Un sisterna de tipificacion

molecular basado en PCR multiple (PGRm) para
identificar el serofipo de Saimonelia spp. aisladas a
partr de ¢rgancs de cuyes con sintomatologia
compatible con  Salmonelosis,  proverientes  de
establecimientos de crianza familiar.

Il METODOLOGIA

Cepas Bacterianas
La cepa de referercia Salmonelia enferica subs
enterica serovar Thyphimurium (ATCC® 14028") se
utilizé como control positivo. Las cepas de Salmonelia
spp. aisladas de drganos de C. porcellus, se obtuvieron
a partir del: colon, bazo & higada de uno de los dos
animales enfermos, que fueron  sacrificados y
necropsiados &n el Predio A; y a partir bazo, higado ¢
intestino de uno de los fres animales enfermos que
fueron sacrificados y necropsiados en el Predio B. Los
animales fueron sacrificados y necropsiados como
resultado  de  inspecciones  hechas  a  dos
establecimientos de explotacidn familiar por los técnicos
respansables de la vigilancia pasiva

Métodos Microbiolégicos
Los organos de los animales sintomaticos fueran
procesados de acuerdo al siguiente  esquerma
pre-enriguesimierto en Agua Peptonada, por 24 horas a
35 + 2 °C; enriquecimiento selectivo durarte 24 horas,
en Caldo Tetrationato a 35 + 2 *C y Caldo Rappaport
Vasiliadis & 42 + 2 °C; y crecimiento en los medios
selectivos Agar Enterico Hekiven, Agar Rojo-Vicleta y
Agar Bismuto Sulfito, durante 24 horas a 35+ 2 “C. Las
oolorias que exhibieron la morfologia caracteristica
para los miembros del género Salmonelia, fueron
analizadas con las pruebes bioquimicas en Agar TSI,
Agar LIA, Agar MIO y Agar Urea; y conservadas para su
tipificacion malectlar. Todos los medios de cultivo
utilizados fueran de ta marca Difco™ (BD, EEUU).

Extraccion de ADN
EI ADN gendrico bacteriano se obtuva siguiendo el
método descrito por Akiba st af. [3] Brevemente, una
coloria de cada aislamiento bacteriano a evaluar se
resuspencid en 50 pl de NaGH 25 mM, Esta suspension
se hinio por 5 min y se dejo erfriar. Luego, se le
agregaron 8 i de TrisHCI 05 M (pH=8.0) ¥ se
centrifugd @ 13000 xg por 10 min; 5 pl del sobrenadarte
se utilizaron como melde parala PGRM

PCR Miltiple (PGRm)
Para la PCRm se uiizaron los  iniciadores
correspondientes a uno de los siete sistemas diseriados.
por Akiba et al. [3], especificamente el sistema que
permite identificar Saimonela enterica ser.
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Resumen

La Salmonelosis es una zoorosis de ftransmision
alimentaria de gran importancia a nivel muncial. Existen
miles de serctipos del agerte causal la bacteria
enterica Salmenelia enterica subsp. enterica. Algunos
seratipos tienen un amplio rango de hospederos, que
incluye al ser humana; otros serofipos estan restringidos
a pocos hugspedes y algunos sok afectan a una
especie en particular. La tipificacion molecular busca
identiicar los serotipos de Sakmanelia sin necesidad de
utiizar antisueras. En éste trabajo se evalud la utilidad
de un sistera de PCR multiple para identiicar el
serotipo de colonias de Saimonelia spp. aisladas a partir
de drganos proverientes de cuyes, que presentaron
sirtomatologla compatible con  Saimenelosis. Los
brotes de  Salmorelosis  ocurrieron  en  dos
establecimientos de crianza familiar de cuyes ubicados
en la Provincia de Loja. Colonias con morfologla y
bioquimica compatible con Saimonella spp. fueron
aislacas a partir de intestino, colon, bazo e higado,
resuliado que concuerda con la naturaleza septisémica
de la Salmorelosis en cuyes. Todas las muestras
evaliadas  exhibieron el pation  de  bandas
correspandiente a Salmonella ser. Typhimurium
resultado que fue confirmads por serotipificacion. Se
discuten las ventajas de la tipificacian molecular sobre
&l métado de serctipificasion Gonvencioral.

Palabras clave: cobayo, PCR multiple, salmonelasis
serotipo, Typhimurium
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MOLECULAR TYPING OF Saimonelia ISOLATED

FROM GUINEA PIGS (Cavia porceilus) IN LOJA,
ECUADOR.

Abstract

Salmanellosis is a food bome zoonatic disease of
primary concern globally. There are thousands of
serotypes of the causative agert, the erteric bacteria
Saimonelia enterica subsp. enterica. Some serolypes
have a broad host range, that include humans; others
seotypes  are  hostresiricled  and  some  are
species-specific. Molecular typing seeks to idertify
Salmonela serotypes without Using antisera. In this
work, the usefulness of a multiplex FCR system to
ickentiy the serotype of Salmonalia spp., isolated from
organs of guinea pigs with symptomatology compatible
with Salmoneliosis, was evaluated. The Salmoneliosis
outhreaks oceurred in twofarms where guinea pigs were
bred under a famliar-system in the Province of Loja
Colonies with typical morphology and biochenistry for
Saimonella spp. were isolated from intestine, colon,
spleen ar liver, a result compatible with the septicernic
nature of salmonellosis in guinea pigs. All samples
tested exhibited the band pattern corresponding to
Salmonelia ser. Typhimurium, @ result that was
confirmed by serotyping. The advantages of the
rmoleciar typing systern compared to the conventional
serotyping method are discussed.

Keywords: guinea pig, muliplex PCR, saimoneliosis,
serotype, Typhimurium.
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