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RESUMEN

Salmonella enterica es una de las principales causas de enfermedad
transmitida por alimentos a nivel mundial, existiendo 1586 serotipos
diferentes. Estos serotipos se determinan en base a las distintas
combinaciones de 67 antigenos O (somaticos) y 114 antigenos H

(flagelares de primer y segunda fase).

Clasicamente la tipificacion de Salmonella se realiza mediante técnicas de
aglutinacion con anticuerpos, lo cual no solamente resulta caro, sino que
también requiere una gran cantidad de tiempo y personal entrenado. Como
alternativa se han propuesto métodos moleculares que, basandose en la
secuencia de ADN, permiten una tipificacion de Salmonella enterica

comparable a la serotipificacion.

En este trabajo realizamos la tipificacién de una coleccion de 58 cepas de
Salmonella de origen humano y alimentario obtenidas en Bolivia entre 2008
y 2016, y comparamos los resultados obtenidos por el método clasico y por
un método basado en 3 PCR multiples que, mediante la amplificacion de
regiones variables de genes del complejo rfb, fliC y fljB, permiten la
determinacién de 5 antigenos somaéticos, 8 antigenos flagelares de primera
fase y 7 de segunda fase, respectivamente. Se analiz6, ademas, la

secuencia del gen fliC para completar la asignacion de serovar cuando fue



necesario y, por otra parte, se analizé algunos alelos de MLST para un

conjunto de cepas seleccionadas.

Los métodos de PCR permitieron la completa caracterizacion de 36 cepas
de 9 serovares distintos. Al combinarlos con la secuenciacion del gen fliC,
se alcanzo la identificacion de 15 serovares y un total de 54 cepas, vV,
analizando la secuencia de algunos alelos de MLST fue posible completar
la caracterizacion de las 4 cepas restantes. Estos resultados fueron

validados mediante técnicas seroldgicas.

Con la combinacién de resultados obtenidos por los distintos métodos se
logré identificar las 58 cepas, de las cuales 56 corresponden a 17 serovares

diferentes dentro de la subespecie enterica, y 2 a la subespecie diarizonae.
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1. INTRODUCCION

1.1. Taxonomia y epidemiologia del género Salmonella

Salmonella es un género de bacterias que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, formado por bacilos Gram negativos no exigentes. En
su gran mayoria son moviles con flagelos de distribucion peritrica, y, al igual

gue las demas enterobacterias son anaerobios facultativos.

El género Salmonella se divide en dos especies, Salmonella enterica y
Salmonella bongori, comprendidas por 2637 y 22 serovariedades,
respectivamente. Salmonella enterica, a su vez se divide en 6 subespecies:
S. enterica subesp. Enterica (I), S. enterica subesp. Salamae (ll), S.
enterica subesp. arizonae (llla), S. enterica subesp. diarizonae (llib), S.
enterica subesp. houtenae (IV) y S. enterica subesp. indica (VI) (Fig. 1) 1-3.
Inicialmente, S. bongori fue descrita como la subespecie V, pero estudios
subsecuentes demostraron que era suficientemente diferente como para
ser considerada una especie distinta 4. La diferenciacién entre las distintas
subespecies se logra mediante distintas pruebas bioquimicas. Esta
clasificacion ha sido confirmada por multilocus enzyme electrophoresis

(MLEE) y por andlisis de secuencias de genes housekeeping 52,

Los siete miembros principales del género Salmonella se subtipifican

mediante métodos seroldgicos basados en la identidad de tres tipos de
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antigenos: O, H, y Vi, lo que permite llegar a su clasificacion en
serovariedades. El esquema de Kauffmann-White-Le Minor (KW) es usado
por la mayoria de los laboratorios para la caracterizacion de aislamientos
de Salmonella. Un serotipo de Salmonella se determina en base a los
antigenos somaticos (O) y flagelares (H). El antigeno O determina el
serogrupo, mientras que los antigenos H completan la definicion del serovar

o serotipo de un aislamiento de Salmonellal.

S. enterica subesp. enterica representa el grupo con mayor cantidad se
serovares (1586) y de mayor importancia clinica, causando un 99 % de los
casos de salmonelosis humana 3°. S. bongori y las demas subespecies de
S. enterica son mas comunmente aisladas de fuentes ambientales o a partir
de animales de sangre fria, y, aunque los casos de salmonelosis causados
por serovares pertenecientes a esta otra especie 0 subespecies son
relativamente raros, ocasionalmente pueden llegar a causar infecciones en

humanos 19,

El rango de hospederos varia de un serovar a otro. Mientras que algunos
infectan exclusivamente al ser humano como los serovares Typhi y
Paratyphi, otros se encuentran adaptados para infectar Unicamente a
algunas especies animales como el serovar Gallinarum a las aves. Existen
otros serovares que se encuentran adaptados a un hospedero. Estos

infectan preferentemente a una especie, aunque en ciertas ocasiones
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pueden infectar a otras, como por ejemplo Dublin, que es un serotipo
adaptado a ganado bovino, pero, con baja frecuencia también causa
enfermedad en humanos. Sin embargo, la mayoria de los serotipos de
Salmonella son ubicuos, es decir que son capaces de infectar un amplio
rango de hospedadores. Los serovares Typhimurium y Enteritidis, por
ejemplo, son capaces de transmitirse de huéspedes humanos a huéspedes

animales con facilidad y viceversa 11.

La infeccion en humanos ocurre principalmente por via alimentaria,
asociada al consumo de productos derivados de animales (carne, leche,
huevos, etc) y por contaminacion fecal de agua y alimentos. También puede
ocurrir por contacto con animales infectados o por transmision inter-

humana.

Tanto en Uruguay como a nivel mundial, la salmonelosis es una de las
principales causas de enfermedad transmitida por alimentos,

representando un gran problema para la salud publica *2.

La severidad de la enfermedad depende tanto del estado general del
hospedero (siendo mas susceptibles nifios e inmunocomprometidos), como
del serotipo implicado. Aunque casi todos las serovariedades de
Salmonella se consideran patégenos en potencia, los diferentes serotipos
tienen una amplia variedad de huéspedes y producen sindromes distintos

gue abarcan desde una gastroenteritis auto-limitada que se resuelve en 12
9



a 72 horas, hasta infecciones sistémicas severas. Por ejemplo, las
infecciones por serovar Dublin (adaptado a bovinos) o serovar Choleraesuis
(adaptado a porcinos), son muy poco frecuentes en el ser humano, pero
cuando ocurren causan infecciones invasivas con alta morbilidad y
mortalidad. En general, los serovares ubicuos causan una gastroenteritis
aguda auto-limitada, mientras que los restringidos o adaptados a
hospedero se asocian frecuentemente a infeccion sistémica que puede
producir focos extra-intestinales de infeccion L.

De ahi la importancia de su identificacion a nivel de serovariedades.

1.2. Antigenos somaéticos y flagelares

Los serotipos se determinan en base a las distintas combinaciones de 67
antigenos somaticos (O) y 114 antigenos flagelares de fase | (H1) y fase Il
(H2), segln el esquema de KW 173, Clasicamente la serotipificacion de
Salmonella se realiza mediante técnicas serolégicas que detectan epitopes

de superficie (Fig. 1).

Las distintas cepas pueden presentar uno o varios antigenos O de forma
simultdnea y, mientras que hay antigenos que definen un serogrupo como
por ejemplo los factores 9 y 4, que indican la pertenencia a los serogrupos

0:9 y O:4, respectivamente, existen otros que se encuentran presentes en

10



varios serogrupos como factores accesorios (1 y 12, entre otros) y que dan

menos informacion a la hora de realizar la serotipificacion.

Flaﬂos ‘anllgeno H!

Capsula (antigeno K o Vi)

Lla%isacarldo !LPSI
0 endotoxina

Antigeno comun

Membrana externa
Espacio peripldsmico

Lipoproteina
Peptidoglucano
Membrana interna

Citoplasma

— Polisacarido O
l% Ndcleo de polisacarido (antigeno comtn)
Lipido A (endotoxina)

FIG. 1. Estructura de la pared celular de las enterobacterias. Las estructuras que constituyen
epitopes de superficie relevantes para la serotipificacion de Salmonella se encuentran subrayadas
en rojo. Figura tomada de *® y modificada en este trabajo.

Algunos antigenos H estan compuestos por multiples antigenos, llamados
factores; por ejemplo, H:e,n,x es la designacién que se le da a un antigeno
flagelar que consiste en 3 factores separados, e, n y X, que se encuentran
juntos en un mismo flagelo. Los 114 antigenos H estan compuestos por 99
factores antigénicos diferentes. Los antigenos flagelares
inmunogénicamente relacionados se conocen como complejos. Por
ejemplo, el complejo G incluye todos los tipos de antigenos flagelares que

contengan el factor antigénico g (ej., g,m; f,g; g,zs1, etc), ademas del
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antigeno flagelar m,t. Los tipos de antigenos flagelares que incluyen al

antigeno H:z4 forman el complejo Z4 4.

1.2.1. Antigenos somaticos

Los antigenos O (polisacarido O) estan presentes en el lipopolisacarido
(LPS), un componente de la membrana externa de la pared celular de

bacterias Gram-negativas.

LPS
A
s A
Polisacarido O Caore externo Core interno Lipido A
A A A A
' hd hd
/-"
NS
\ J
Y
Rugosa
- 8 J
Y
Semirrugosa
\ J
Y
Lisa

FIG. 2. Representacion esquematica de la estructura del lipopolisacarido de las bacterias gram-
negativas. El LPS consiste en el lipido A (interno), seguido por el ndcleo o core de polisacéarido y el
polisacarido O (o antigeno O). Las cepas lisas conservan el antigeno O, las semirrugosas portan
una subunidad del antigeno O y las cepas rugosas pierden las subunidades del antigeno O. (Figura
tomada de 19).
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La molécula de LPS se puede dividir en 3 partes: lipido A, nucleo o core del
polisacéarido y polisacarido O (Fig. 2). El lipido A representa el componente
hidrofébico del LPS y se localiza hacia la membrana interna. Este se
continua con el core del polisacarido que es el dominio que lo conecta con
el polisacarido O, el cual queda expuesto hacia la superficie celular 8.
Existen excepciones estructurales a nivel de las cepas rugosas, que
pierden la expresién del lipopolisacarido O y exponen el core del

polisacarido hacia la superficie (Fig. 2) 1°.

El polisacarido O consiste en repetidos de oligosacaridos que contienen de
2 a 8 residuos de azucares. La variacion se da a nivel del tipo de azUcares
presentes, del orden que siguen dentro de la estructura y del tipo de enlaces

gue forman entre ellos.

La gran diversidad de antigenos O no solo crea una base para la
serotipificacion, sino que ademas es importante para las bacterias ya que
ofrece ventajas selectivas dentro de sus nichos ecolégicos especificos 1.
Esta presion selectiva generada en parte por el sistema inmune innato del
hospedero es, a su vez, responsable de la generacién de diversidad a nivel
de los antigenos O. La presencia e identidad del antigeno O es esencial
para la supervivencia de las bacterias en su ambiente natural y juega un rol

importante en la virulencia 8.
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Los genes especificos para la sintesis del antigeno O normalmente se
encuentran en el cromosoma como un cluster de genes que mapea entre
galF y gnd en Salmonella, E. coli y Shigella, pero a veces, uno o mas de

dichos genes mapean fuera del cluster *°.

Las variaciones genéticas dentro del cluster del antigeno O son los
mayores determinantes de las diferencias entre los distintos tipos de
antigenos O. Los genes de la sintesis del antigeno O se clasifican en 3

categorias principales:

1- Genes involucrados en la biosintesis de moléculas de azlcar-nucledétido,
conteniendo los azlcares especificos para incorporar al antigeno O, por
ejemplo, sintesis de TDP-Ramnosa. Cabe destacar que en los antigenos O
existen azlcares comunes que también se encuentran en otras estructuras
formando polisacéaridos o estan implicados en procesos metabdlicos, como
es el caso de la glucosa, galactosa y N-acetilglucosamina. Las enzimas
necesarias para la biosintesis de estos ultimos usualmente estan

codificadas en genes fuera del cluster del antigeno O.

2- Genes que codifican para glicosil-transferasas asociadas al ensamblaje
del polisacarido O, que son especificas para cada uno de los azlcares

dadores y aceptores.
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3- Genes que codifican para proteinas de procesamiento del antigeno O,
gue estan involucradas en la translocacion a través de la membrana y la
polimerizacion del mismo (wzx y wzy en la via dependiente de wzy, wzmy

wzt en la via de los transportadores ABC).

Por otra parte, existen genes localizados en bacteriéfagos o en otras
regiones del cromosoma fuera del cluster del antigeno O que estan
involucrados en la modificacion de la estructura y particularmente, en la

adicion de residuos laterales al polisacarido O.

En las enterobacterias se han descrito 2 mecanismos principales para la
sintesis y translocacion del antigeno O: la via dependiente de Wzy y la via
de los transportadores ABC y un tercer mecanismo denominado via
dependiente de la sintasa que es especifico para un tipo O de Salmonella

(0:54) 15,18,20_

La via dependiente de Wzy involucra la sintesis individual de las
subunidades repetidas O sobre la cara citosodlica, seguido por su
translocacion a la cara periplasmatica de la membrana citoplasmatica. Las
subunidades en el periplasma empiezan a polimerizarse y posteriormente
el polisacarido se une al oligosacarido del core con la liberacion de
undecaprenol fosfato (Und-PP). El segundo mecanismo de biosintesis del
LPS es el de los transportadores ABC, que utilizan la energia del ATP para

transportar las moléculas a través de la membrana *°.
15



Casi todos los antigenos O de Salmonella son heteropolimeros y utilizan la
via dependiente de wzy para su sintesis y translocacion. Las Unicas
excepciones son O:54 y 0:67, que usan la via dependiente de la sintasa y

la via de los transportadores ABC, respectivamente 18,

1.2.2. Antigenos Flagelares

Por otro lado, los antigenos flagelares corresponden a la flagelina (proteina
del filamento del flagelo bacteriano). La estructura del flagelo se suele
describir en 3 partes: el cuerpo basal (que contiene el motor reversible que
ancla la estructura a la membrana celular), el gancho o codo y el filamento
flagelar (Fig.3A). El flagelo es una de las maquinarias de movilidad mas
distribuidas en las bacterias y le confiere a las mismas la capacidad de
nadar, lo cual es esencial para la patogénesis completa de muchas
bacterias, incluida Salmonella spp. Ademas de su contribucién a la
virulencia como mecanismo de movilidad, el flagelo juega un rol central en
muchos otros procesos relacionados con la infeccion tales como
adherencia a superficies, formacién de biofilms, secrecion de efectores

moleculares y modulacién de la respuesta inmune 21-23,

La flagelina es la proteina estructural predominante del filamento del flagelo
bacteriano. Es una proteina monomérica que presenta 4 dominios
conectados de forma lineal, dos dominios del nucleo del filamento (DO y

D1) y dos dominios de la region hipervariable (D2 y D3) (Fig. 3B).
16



Las regiones N- y C-terminal de la flagelina forman estructuras en hélice
alfa empaquetadas, que constituyen los dominios DO y D1, posicionados
hacia el nucleo del filamento. La region variable de la flagelina adquiere una
conformacion de hoja beta plegada (dominios D2 y D3) y queda expuesta

hacia la superficie externa del filamento 23.

Tipicamente los genes que codifican para la flagelina (fliC y fljB) se
encuentran altamente conservados en sus regiones 5’ y 3’ mientras que la
region central generalmente es mas variable. Las regiones conservadas de
estos genes codifican para las partes de la proteina que formaran el ntcleo
del filamento flagelar (dominios DO y D1 de la flagelina) y son criticas para
el ensamblaje del filamento. La region variable de los genes fliC y fljB,
codifica para los aminoacidos 181 a 390 de la flagelina, aproximadamente.
Estos formaran la porcion de la proteina que queda expuesta hacia la
superficie del filamento y que es de antigenicidad variable (comprende los

dominios D2 y D3 de la flagelina) 4.
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FIG. 3. (A) Diagrama esquemaético de la estructura del flagelo de bacterias gramnegativas. El flagelo
consiste en 3 partes: el filamento, el gancho y el cuerpo basal. (B) Estructura 3D de la molécula de
flagelina (FIiC) de Salmonella Typhimurium. Imagen obtenida de 23

Existen serovares de Salmonella enterica que expresan un solo tipo de
flagelina, FIIC (monofésicos), y otros que son capaces de expresar, de
forma alternativa, dos proteinas distintas para el filamento flagelar, FIiC y
FljB, mediante un proceso conocido como variacion de fase (difasicos).

En casos raros, algunos aislamientos de Salmonella expresan antigenos
flagelares adicionales. Algunos de estos son inestables, mientras que otros
se comportan como los antigenos flagelares tipicos, o se cree que pueden
ser variantes de los antigenos flagelares comunes. Estos se designan como
fases Il y fases R 114, Las flagelinas de fase Ill se encuentran codificadas
en genes diferentes a fliC o fljB, por ejemplo el gen flpA, que se encuentra
en un plasmido que se encuentra en el serovar Rubislaw 24. Por otro lado,

las bases genéticas de las fases R solo se conocen en unos pocos casos,
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en los que se encuentran deleciones dentro de la region variable de fliC y
por lo tanto producen proteina flagelar con antigenicidad diferente .

El gen fliC esta localizado en uno de los operones de biosintesis del flagelo,
estd presente en todo el género Salmonella, y tiene un homdlogo en
Escherichia coli. El gen fljB se localiza en una region del genoma que es
Unica para Salmonella y que esta presente en 4 de las 6 subespecies. Se
han reportado aislamientos de S. bongori que tienen un gen homélogo a
fliB, pero en general, esta especie es tipicamente monofasica 4.

El mecanismo molecular que media la variacion de fase ocurre por un
evento de inversion sitio-especifico del ADN en el cromosoma bacteriano
(Fig 4). El promotor para la proteina FljB esta flanqueado por los sitios de
recombinacién hixL y hixR. La Hin recombinasa, en conjunto con las
proteinas potenciadoras de la recombinacion Fis (factor for inversion
stimulation) y HU (histone-like protein), median una reaccion de
recombinacion reversible entre los sitios hix, dando como resultado la

inversion del segmento de ADN que contiene el promotor fljBA.
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FIG. 4. Representacion esquematica del mecanismo de variacién de fase en Salmonella enterica.
(Figura tomada de 2°)

Cuando el promotor fllBA se encuentra en una orientacion, dirige la
transcripcion del operdn fljBA y se produce flagelina FljB. El gen fljA se
cotranscribe con fljB y codifica para un represor transcripcional del gel fliC,
por lo tanto, cuando la bacteria expresa el flagelo de fase Il, se inhibe la
expresion del flagelo de fase I. FljA, ademas, inhibe la produccién de FIiC
a nivel postraduccional, ya que interacciona con una secuencia situada en
el 5’-UTR del mensajero, impidiendo asi su traduccién. En la orientacién
alternativa, el operon fliBA no se expresay en su lugar se transcribe el gen
fliC, produciéndose la proteina flagelar de fase I.

Las flagelinas FIiC y FIjB son idénticas en sus primeros 71 y ultimos 46
aminoacidos, pero se diferencian en los aminoacidos de la region central,
qgue son los que quedan expuestos hacia la superficie, resultando en

antigenicidades diferentes. La mayoria de los alelos de fliC y fljB reportados

20



en la literatura son bastante homogéneos en cuanto a su tamafo, variando
desde 1,488 a 1,536 pb de largo, existiendo excepciones para alelos de fliC
de aislamientos del complejo Z4, que son de 200 a 300 nucleotidos mas
cortos 4,

La flagelina es un potente antigeno capaz de activar la respuesta inmune
innata en muchas plantas y animales y se cree que la variacion de fase
juega un rol en la patogénesis del organismo al proveer a la bacteria con

un mecanismo que le permite evadir la respuesta inmune de forma temporal

25,26

1.3. Serotipificacién clasica

La serotipificacién es muy util para identificar cepas que varian en su rango
de hospedadores y su patogenicidad, incluyendo a organismos como

Salmonella, y es esencial en investigaciones epidemiolégicas.

La serotipificacion de Salmonella se basa en un test de aglutinacion de las
células bacterianas. Es un método sencillo que se puede realizar tanto con
bacterias vivas como muertas, y da una reaccion clara y suficientemente
rapida sin necesidad de extraer los antigenos de la célula bacteriana 6. Es

el método de oro y el mas comunmente usado.

La aglutinacion se puede hacer por diferentes técnicas, entre ellas

aglutinacion en tubos y aglutinacion en lamina. Estas técnicas permiten
21



discriminar la presencia o ausencia de factores antigénicos determinados

en un cultivo bacteriano.

Los antisueros para realizar la tipificacion pueden ser obtenidos
inmunizando conejos. Aungque hoy en dia se puede acceder a una gran
variedad de antisueros comerciales, estos no cubren la totalidad de las

variantes requeridas en los centros de referencia.

Para realizar la serotipificacion de Salmonella por el método clasico es
necesario contar con gran cantidad de antisueros diferentes (mas de 250),
asi como 350 antigenos diferentes para la preparacion y control de calidad
de los antisueros. Muchas veces los antisueros comerciales para los
antigenos poco comunes no se encuentran disponibles, y aunque lo estén,
su calidad puede ser variable. Ademas de ser un método costoso resulta
laborioso y requiere una gran cantidad de tiempo y personal entrenado. De
acuerdo al esquema de serotipificacion actual, se requiere un minimo de 3
dias para determinar el serotipo de un aislamiento; dependiendo de la

complejidad del serotipo puede llevar incluso mas tiempo °.

Por otro lado, este método presenta limitaciones debido a posibles pérdidas
de expresion de los antigenos necesarios para la serotipificacién. Por
ejemplo, en las cepas que producen capsula, el antigeno O no es

detectable; las cepas no méviles no expresan antigenos flagelares, etc ?.
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1.4. Métodos moleculares de tipificacion

Como alternativa a la serotipificacion clasica se han propuesto distintos
métodos moleculares que se basan en la secuencia de ADN para
determinar la serovariedad de los aislamientos de Salmonella. Estos
presentan numerosas ventajas sobre los métodos tradicionales, sobre todo
en cuanto a su reproducibilidad, estandarizacién y poder discriminatorio °.
Dentro de las técnicas mas utilizadas para esto destacamos aquellas
basadas en métodos de PCR, en MLST (Multi-locus sequence typing) y

secuenciacion del gen fliC, que codifica para la flagelina de fase I.

1.4.1. Métodos de tipificacién basados en PCR

1.4.1.1. Amplificacién del gen invA para deteccidon de Salmonella sp.

El gen invA se localiza en la isla de patogenicidad 1 de Salmonella sp., que
codifica para proteinas de un sistema de secrecién de tipo Ill. Este gen es
esencial para la invasion de células epiteliales por parte de Salmonella y se

encuentra presente tanto en la especie enterica como en bongori 28:2°,

El gen invA presenta una secuencia Unica para Salmonella y, por lo tanto,
la amplificacion por PCR de esta secuencia blanco empleando el par de
primers descrito por Rhan et. Al. ?° puede ser usada para diferenciar

Salmonella de otras bacterias.
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1.4.1.2. Identificacion de distintos serovares de Salmonella mediante

métodos basados en PCR

Dentro de los métodos de PCR propuestos para la serotipificaciéon de
Salmonella encontramos algunos que se basan en la amplificacion de la
region variable de los genes que codifican para proteinas implicadas en la
variacion antigénica, tanto de los antigenos somaticos como de los
flagelares. De este modo es posible identificar un gran numero de
serovares a partir de la combinacion de variedad de cada uno de estos tipos
O y H identificados. Estos métodos pueden presentar errores al momento
de la determinacién del serotipo ya que clasicamente lo que se detecta es
la expresion de los antigenos, mientras que en este caso se detecta la
presencia o no de los genes relacionados, lo que implica que la cepa tiene
el potencial de expresar el antigeno, aunque no necesariamente significa
que lo haga 273934, Por otro lado, existen otros métodos basados en PCR
gue emplean marcadores genéticos serotipo-especificos que no tienen
relacion con los genes que codifican para los distintos tipos antigénicos.
Estos Ultimos permiten la deteccion de un menor nimero de serovares,

pero en general son mas especificos 35-38,

Los métodos de PCR multiple que vamos a tomar como base para este
trabajo tienen como blanco los genes implicados en la determinacién de los

antigenos somaticos (genes del cluster rfb, mas especificamente wzx y
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tyv)* y los antigenos flagelares de primera y segunda fase (fliC y fljB,
respectivamente) 3031, Estos permiten la deteccion de 5 tipos somaticos
(O:4, O:7, 0:6,8, 0:9 y 0O:3), 8 tipos flagelares de fase | (i; r; I,v; e,h; z10; b;
dy el complejo G) y 7 tipos flagelares de fase Il (1,2; 1,5; 1,6; 1,7; l,w; e,n,x
y e,n,zi5). En el caso de los antigenos flagelares, la PCR amplifica
directamente los genes responsables de la produccion de flagelina,
mientras que para los somaticos la PCR tiene como blanco aquellos genes
gue codifican para enzimas necesarias para la biosintesis de los antigenos
O. Tyv codifica para la tyvelosa epimerasa, y se encuentra presente en los
serotipos de tipo somatico O:9 y algunas cepas con tipo somatico O:2,
aunqgue en estas ultimas el gen se encuentra mutado, resultando en una
forma inactiva de la enzima 3°. Wzx, por otra parte, codifica para la flipasa
del antigeno O, y mediante la amplificacién de su region variable, es posible

la identificacion de los tipos somaticos O:4, O:7, 0:6,8 y 0:3 3240,

Por otra parte, la PCR multiple para la identificacion de tipos flagelares de
fase |, incluye un par de cebadores (sdf-1 forward y reverse), que amplifican
una region del genoma presente Unicamente en el serovar Enteritidis,
actuando como un marcador genético que permite identificar a este serotipo
entre los de tipo flagelar de primera fase del complejo G 3135, Esto resulta
de gran utilidad ya que Enteritidis es uno de los serovares de Salmonella

enterica mas prevalentes a nivel mundial.
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1.4.2. Secuenciacion del gen fliC

Como se describio previamente, el gen fliC de Salmonella codifica para la
flagelina de fase | y la secuencia de su region variable es la que va a
determinar la identidad del antigeno flagelar de fase | de cada cepa, por lo
que la amplificacién y secuenciacion de este gen aporta la informacion
necesaria para realizar la caracterizacion de los antigenos flagelares de

primera fase 34,

La secuencia del gen fliC puede, ademds, ser considerada como un
marcador de la variabilidad genética tanto entre los distintos serotipos como
dentro de un mismo serotipo. En la mayoria de los casos, existe suficiente
variabilidad dentro del fliC como para separar serotipos que comparten un
mismo antigeno flagelar de fase I, por lo que la secuencia de este gen

resulta un buen predictor de serovares ..

1.4.3. Multi-locus Sequence Typing (MLST)

El MLST es un método basado en la determinacion de secuencias
nucleotidicas de las regiones internas de una serie de 7 genes
housekeeping (aroC, dnaN, hemD, hisD, purgE, sucA y thrA para
Salmonella). Las variaciones en los diferentes locus se detectan de forma
directa por secuenciacion del ADN en fragmentos de genes seleccionados.

La secuencia de cada uno de los loci se alinea con las ya existentes en una
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base de datos y si la secuencia coincide, se le asigna uno de los alelos ya
identificados, en caso contrario, se asigna un nuevo nimero a ese nuevo
alelo. Una vez asignado un numero a cada alelo, y manteniendo un orden
especifico, se genera un perfil alélico, lo que permite la comparacion entre

cepas 443,

La aplicacion de MLST segun el esquema de 7 genes descrito
anteriormente ha sido sugerida como reemplazo a la serotipificacion clasica
de Salmonella enterica. EI MLST es considerado una herramienta valiosa
que permite la identificacion de clusters genéticos y la elucidacion de la
diversidad intra- e inter-serotipos. En el trabajo de Achtman y colaboradores
43 se demostré que, en general, la mayoria de las cepas pertenecientes a
un mismo serovar se encuentran muy relacionadas genéticamente. Sin
embargo, existen aislamientos de Salmonella pertenecientes al mismo
serotipo que agrupan en clusters separados y que no necesariamente son
similares en virulencia y epidemiologia, mientras que, por otra parte, hay
cepas de distintos serotipos que, aunque presentan epitopes distintos
(producto de la transferencia horizontal de genes), agrupan juntas dentro
de un mismo cluster por estar muy relacionadas genéticamente. En luz de
esto, la principal critica que se le hace al sistema de clasificacion clasico en
serovariedades de Salmonella, es la poca informacion que brinda, y se

propone que éste se reemplace por uno basado en MLST 43,
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Las principales ventajas que presenta este método son su alta
reproducibilidad, menor costo y la facilidad para intercambiar resultados
entre laboratorios. Ademas, existen bases de datos de acceso publico para
MLST, que contienen perfiles alélicos y secuencias de los distintos alelos,
asi como software y herramientas online de libre acceso para el analisis de

datos 243,
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Poner a punto y aportar métodos moleculares que sirvan como reemplazo

para la serotipificacion clasica de Salmonella enterica.

2.2. Objetivos especificos

Seleccionar controles adecuados para la puesta a punto de las PCR
multiples mediante el uso de herramientas informaticas.

Poner a punto 3 métodos de PCR multiple que permitan la
identificacion de los tipos somaticos y flagelares de fase | y Il mas
comunes.

Caracterizar una coleccién de 58 cepas de Salmonella de origen
humano y alimentario obtenidos de Santa Cruz de la Sierra, Bolivia
entre 2008 y 2016 usando las PCR mudltiples puestas a punto.
Completar la tipificacion a nivel de serovar utilizando secuenciacion
del gen fliC y/o determinacion de alelos de MLST.

Comparar los resultados obtenidos por métodos moleculares con la

serologia clasica.

29



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas de trabajo

La coleccion de cepas de Salmonella sp., que se describen en la Tabla 1-
a, proviene de diversos origenes, de aislamientos humanos y alimentarios
obtenidos entre 2008 y 2016 en Santa Cruz de la Sierra, Bolivia aportadas
por la Dra Lorena Soleto, del centro nacional de enfermedades tropicales
de Bolivia (CENETROP). Las cepas fueron identificadas como Salmonella
sp. por pruebas bioquimicas estandar en el laboratorio de microbiologia de
CENETRORP. La identidad de S. enterica fue confirmada en el Instituto de
Higiene, por espectrometria de masas, y en algunos casos por PCR para

el gen invA como se describe debajo.

Las cepas usadas a modo de control consisten en aislamientos uruguayos
de Salmonella de serovar conocido y cuyo genoma fue previamente

secuenciado en la mayoria de los casos (Tabla 1-b).

3.2. Medios de cultivo

- Triptona soya agar (TSA) OXOID
- Luria Bertani agar (LB agar) SIGMA
- Luria Bertani broth (LB) SIGMA

- Agar semisdlido (caldo nutriente 8 g/L, peptona 5g/L, NaCl 5 g/L, agar
7g/L)
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Tabla 1-a. Cepas de la coleccién boliviana

Cepa Fecha de aislamiento Origen
SBO-1 2016 Heces
SBO-2 2013 Leche en polvo
SBO-3 2014 Heces
SBO-4 2014 Sangre
SBO-5 2014 Heces
SBO-6 2011 Heces
SBO-7 2015 Heces
SBO-8 2015 Heces
SBO-9 2015 Heces
SBO-10 2015 Heces
SBO-11 2015 Heces
SBO-12 2015 Heces
SBO-13 2014 Restos endocervicales
SBO-14 2016 Heces
SBO-15 D Heces
SBO-16 D Clinica
SBO-17 2015 Heces
SBO-18 2015 D
SBO-19 D D
SBO-20 2014 Heces
SBO-21 D D
SBO-22 2008 Heces
SBO-23 D D
SBO-24 2008 Heces
SBO-25 2015 Heces
SBO-26 2014 Heces
SBO-27 2008 Liquido cefalorraquideo
SBO-28 D D
SBO-29 D D
SBO-30 D D
SBO-31 D D
SBO-32 D D
SBO-33 08.12.15 Heces
SBO-34 D D
SBO-35 D D
SBO-36 D D
SBO-37 D D
SBO-38 D D
SBO-39 D D
SBO-40 2008 Sangre
SBO-41 D D
SBO-42 D D
SBO-43 2013 Vaginal/post aborto
SBO-44 2016 Heces
SBO-45 2014 Liquido pancreético
SBO-46 2015 Heces
SBO-47 2013 Leche en polvo
SBO-48 2013 Alimento
SBO-49 2013 Alimento
SBO-50 2013 Alimento
SBO-51 2016 D
SBO-52 2015 Heces
SBO-53 2016 Heces
SBO-56 2014 Chorizo crudo de res
SBO-57 2016 Pollo crudo
SBO-58 2016 Pollo crudo
SBO-59 2016 Pollo crudo
SBO-60 2016 Pollo congelado
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Tabla 1-b. Cepas uruguayas usadas como control

Cepa Serovar Fecha de aislamiento Origen
uYoo1 Enteritidis 2001 Huevo
uYo032 Agona 2007 Coprocultivo
uUYo51 Typhimurium 1977 Sangre
uyosl Hadar 1998 Coprocultivo
uYo085 Heidelberg 2000 Carne de pollo
uUY136 Paratyphi B 1997 Harina
uY137 Livingstone 1997 Ave
uy182 Panama 2004 Coprocultivo
SPE-10 Typhi 2009 Sangre
35/10 Bredeney 2010 D
H9812* Braenderup D D
Hadar Hadar D D

D: Desconocido
* Cepa de Salmonella Braenderup utilizada como control estandar de campo pulsado

3.3. Serologia

Los antigenos somaticos y flagelares se determinaron por aglutinaciéon en
lamina de las células bacterianas con antisueros mono- y polivalentes
(PRO-LAB Diagnostics) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La asignacion de serovar se realiz6 de acuerdo a lo establecido en el

esquema de Kauffman-White-Le Minor .

3.3.1. Deteccion de antigenos somaticos

Se partié de cultivos frescos en medio TSA en tubos inclinados obtenidos
a partir de una unica colonia. Se colocan 50 pL de suero fisiologico estéril
sobre la lamina y con un ansa se emulsiona una cantidad de bacterias
suficiente para generar una suspension lechosa. A continuacion, se mezcla
una gota de antisuero con la suspension bacteriana utilizando un ansa

estéril, se inclina la lamina realizando movimientos rotatorios durante un
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minuto y se observa sobre un fondo oscuro si se produce una reaccion de

aglutinacion o no.

3.3.2. Deteccion de antigenos flagelares

En este caso, se parte de un cultivo puro en agar semisolido. Para ello, se
toma con un ansa una cantidad suficiente de bacterias del cultivo en TSA'y
se siembra un botén en el centro de la placa procurando no romper la
superficie del agar. El cultivo en un medio semisélido promueve la
expresion de flagelos y aquellas bacterias que los expresen van a “nadar”,

observandose crecimiento desde el centro hacia los bordes de la placa.

Para realizar la reaccién de aglutinaciéon de los antigenos flagelares, se
toman bacterias de la parte mas externa de la placa para asegurarnos que
estamos tomando células que expresaron sus flagelos. A partir de aqui, el

procedimiento es igual que para los antigenos somaticos.

3.4. Pruebas bioquimicas

Se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas a algunas cepas para

determinar la subespecie a la que pertenecen:

e TSI

e Fenilalanina

e Azlcares
= Salicina
= Malonato
= Sorbitol
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=  Manitol

= Maltosa
= Dulcitol
e Urea
e Descarboxilasas
= Lisina
=  Ornitina
= Arginina

3.5. Seleccion de controles por PCR in-silico

Para seleccionar controles adecuados para la puesta a punto de las PCR
multiples se utilizaron las herramientas informaticas Nucleotide BLAST y
Primer-BLAST disponibles en la pagina web de la NCBI

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). En primer lugar, se localizaron los

genes de interés en los genomas completos de distintos serovares de
Salmonella de una coleccion de cepas uruguayas. Esto se logré usando
Nucleotide BLAST y alineando las secuencias de los genes obtenidos de la
base de datos contra los genomas completos de las cepas uruguayas.
Obtener la secuencia de los genes fue necesario para realizar las PCR in
silico ya que la herramienta Primer-BLAST no permite ingresar el genoma
completo como molde. Luego, sobre la secuencia de los genes se
realizaron las PCR in silico con los primers descritos en "2 usando Primer-

BLAST.
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Para corroborar la especificidad de los primers y verificar que no se
produzcan productos secundarios se realizO ademas el alineamiento de
cada par de primers contra la base de datos de Salmonella y contra el
genoma completo de cada una de las cepas control cuando éste estaba
disponible. Para las cepas que no se contaba con el genoma secuenciado,
lo que se hizo fue descargar varios genomas que correspondieran a
aislamientos del mismo serovar de la base de datos de la NCBI y realizar

el alineamiento contra éstos.

3.6. Andlisis de secuencias

Para el andlisis de las secuencias obtenidas y para realizar los
alineamientos necesarios se utilizo la herramienta informéatica libre BioEdit
version 7.2.5, disponible en internet

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

3.7. Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realiz6 a partir de colonias aisladas en placas de
LB agar. Se tomo una colonia con un tip plastico y se suspendio en 150 uL
de agua ultrapura (Gibco). La suspension bacteriana se llevo a ebullicion

por 7 minutos y luego se pasé inmediatamente al freezer a -20°C,
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manteniéndose por al menos 20 minutos. A continuacion, se centrifugé a
13.000 rpm durante 7 minutos y se recuperaron 130 uL del sobrenadante.

El extracto de ADN fue conservado a -20°C para su posterior uso.

3.8. Reacciones en cadena de la polimerasa (PCR)

3.8.1. PCR inv-A para identificacion de Salmonella sp.

La amplificacion se realiz6 en un volumen total de 20 pL. Las reacciones
se realizaron utilizando un kit comercial (Thermo Scientific) en Taq Buffer
con (NH4)2SO4, con una concentracion de MgClz de 2 mM, 0.2 mM de
dNTPs, 0.25 uM de cada primer (Tabla 2) y 0.05 U/uL de Taq polimerasa,

empleando 2 pL del extracto de ADN como molde.

Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 45 s,
58°C por 45 sy 72°C por 45 s, y un ciclo final de extension de 72°C durante

7 min.

3.8.2. PCR multiple para identificar tipos somaticos

Se utilizaron cinco pares de primers previamente reportados por Herrera-
Ledn et al. (2007) 32 para amplificar las regiones variables de los genes tyv

y wzx (Tabla 2). El primer R-wzxC1mod fue redisefiado como parte de este
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trabajo ya que el primer R-wzxC1 presentado en el articulo de referencia,
tenia bases que no eran complementarias a la secuencia blanco. La
amplificacion se realiz6 en un volumen total de reaccién de 20 uL utilizando
un kit comercial (Thermo Scientific). Se us6é 1 U de Taq polimerasa, 2 mM
de MgClz, 0.2 mM de dNTPs y 0.2 uM de cada primer, usando Taq Buffer

con (NH4)2S04. Como molde se emplearon 2 pL del extracto de ADN.

El programa de ciclado es el siguiente: un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 40 s, 58°C por 45 sy

72°C por 30 s, y un ciclo final de extension a 72°C por 7 min.

3.8.3. PCR multiple para identificar tipos flagelares de fase |

Los antigenos flagelares de fase | fueron determinados mediante una PCR
multiple previamente reportada 3! que tiene como blanco el gen fliC. En esta
PCR se usa un primer forward para 6 primers reverse especificos para los
antigenos flagelares i, zi0, b, eh, Iv y r; ademas de 2 pares de primers
especificos para el tipo flagelar d y para el complejo G. Incluye también un
par de primers para amplificar el gen sdf, que permite identificar a Enteritidis

entre los serovares que presentan el complejo G (Tabla 2).

La amplificacion se realizé en un volumen total de reaccion de 20 pL en las
condiciones descritas en la PCR para identificar tipos somaticos, usando

0.3 uM de los primers antisense-i, antisense-zio, antisense-lv, antisense-r y
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sdf-forward y —reverse; y 0.2 uM de los primers sense-60, antisense-b,
antisense-eh, d y G forward y reverse. Se usaron 2 L de DNA extraido de
colonias como molde. El programa de ciclado empleado fue el mismo que

se describio arriba.

3.8.4. PCR multiple para identificar tipos flagelares de fase Il

La PCR para determinar los tipos flagelares de fase Il 2 tiene como blanco
la secuencia interna del gen fljB y usa 10 primers para identificar 7 tipos
flagelares diferentes. Se usa un primer forward para 4 primers reverse
especificos para los tipos flagelares 1,2; 1,5; 1,6 y 1,7; un par de primers
para el tipo lw; y un primer forward para dos primers reverse especificos
para e,n,x y e,n,zis (Tabla 2). Las condiciones de amplificacion fueron
idénticas a las descritas anteriormente, con una concentracion de 0.2 uM
para los primers Antisense-R5m, Antisense-R6 y Antisense-R7; 0.3 uM de
primers Sense-F1m, Antisense-R1m, Sense-Fe, Antisense-Rx y Antisense-

Rz15; y 0.4 uM de los primers Sense-Fw y Antisense-Rw.
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TABLA 2. Cebadores utilizados en este trabajo

Tamafio del

PCR Cebador Secuencia (5’-3’) o Referencia
amplicén (pb)
. 139 (Fw GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA
invA (Fw) 284 29
141 (Rev) TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
F-tyvD GAGGAAGGGAAATGAAGCTTTT 615
R-tyvD TAGCAAACTGTCTCCCACCATAC
F-wzxB GGCATATATTTCTGTATTCGC 229
R-wzxB GCCTTAATTAAGTAAGTTAGTGGAAGC
" F-wzxC1 CAGTAGTCCGTAAAATACAGGGTGG
Somaticos 483 32
R-wzxC1mod?2 AATGCTATAAATACTGTGTTAAATTGC
F-wzxC2 ACTGAAGGTGGTATTTCATGGG 154
R-wzxC2 AAGACATCCCTAACTGCCCTGC
F-wzxE1l TAAAGTATATGGTGCTGATTTAACC 344
R-wzxE1 GTTAAAATGACAGATTGAGCAGAG
Sense-60P GCAGATCAACTCTCAGACCCTGGG
Antisense-i ATAGCCATCTTTACCAGTTCC 253
Antisense-zio CGTCGCAGCTTCTGCAACC 448
Antisense-b CGCACCAGTCYWACCTAAGGCGG 169
Antisense-eh AACGAAAGCGTAGCAGACAAG 198
Flagelares Antisense-lv CCTGTCACTTTCGTGGTTAT 327 31
fase | Antisense-r AAGTGACTTTTCCATCGGCTG 281
(gen fliC) Forward-d CCCGAAAGAAACTGCTGTAACCG g7
Reverse-d TGGATATCAGTATTGCTCTGGGC
Forward-G GTGATCTGAAATCCAGCTTCAAG 509
Reverse-G AAGTTTCGCACTCTCGTTTTTGG
Forward-Sdf-I TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG 203 35
Reverse-Sdf-I CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC
Sense-F1mod® CTTATGCCRATAATGGTACTACACTG
Antisense-R5mod GGTTACAGVAGCCGTACCAG 98
Antisense-R6 CTCCTGTACTTCTGTTTTGGTTGTA 290
Antisense-R7 TAATCGCCATTTTTGTCGAG 190
Flagelares .
Antisense-R1mod TTGACCAAYKYMGCGSCAT 388
fase Il (gen 30
fjB) Sense-Fw GTGGGGCAACMCTCAATACTG 041
Antisense-Rw CCTGCCACTTTCGTGGTTGC
Sense-Fe¢ GGCAACCCGACAGTAACTGGCGATAC
Antisense-Rx CCATCCTTAAAGGATACGGC 56
Antisense-Rz1s ATCAACGGTAACTTCATATTTG 135
FIiC5 (Fw) CACGAATTGATCATGGCACAAGTCATTA Disefiados en
fliCc . ~1500 el laboratorio.
FIiC6 (Rev) CACAAGCTTCGGATTAACGCAGTAAAGAG Bra. L. Yim
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Tamarfio de

PCR Cebador Secuencia (5°-3’) o Referencia
amplicén (pb)
aroC-F CCTGGCACCTCGCGCTATAC 826
aroC-R CCACACACGGATCGTGGCG
dnaN-F ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA 833
dnaN-R AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC
hemD-F GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG 666
hemD-R ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA
hisD-F GAAACGTTCCATTCCGCGCAGAC 894
hisD-R CTGAACGGTCATCCGTTTCTG
MLST purg-F ATGTCTTCCCGCAATAATCC 510 43
purE-R TCATAGCGTCCCCCGCGGATC
SUcA-F AGCACCGAAGAGAAACGCTG 643
SucA-R GGTTGTTGATAACGATACGTAC
thrA-F GTCACGGTGATCGATCCGGT 852
thrA-R CACGATATTGATATTAGCCCG
hemD-SF¢ GTGGCCTGGAGTTTTCCACT -
hemD-SR® GACCAATAGCCGACAGCGTAG -
purg-SFe CGCATTATTCCGGCGCGTGT -
purg-SR® CGCGGATCGGGATTTTCCAG -

2El primer R-wzxC1mod fue modificado a partir del primer R-wzxC1 descrito en 32

b El primer Sense-60 se utiliza como forward con los primers antisense-i, -z10, -b, -eh, -lvy —r

¢ El primer Sense-F1mod se utiliza como forward con los primers Antisense-R5mod, -R6, -R7 vy -

R1mod.

d El primer Sense-Fe se utiliza como forward con los primers Antisense-Rx y -Rz15

¢ Primers de secuenciacién para los genes purE y hemD. No se emplean para realizar la

amplificacion de los genes.

Subrayado: secuencia que hibrida con el genoma de Salmonella enterica.
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3.8.5. PCR para amplificar el gen fliC

La amplificacién se realiz6 en un volumen total de reaccién de 50 pL
utilizando un kit comercial (Thermo Scientific). Se emple6 1 U de Taq
polimerasa y 0,2 U de Pfu polimerasa (Thermo Scientific), 2 mM de MgClz,
0.2 mM de dNTPs y 0.25 uM de cada primer (Tabla 2), usando Taq Buffer

con (NH4)2S04. Como molde se emplearon 2 pL del extracto de ADN.

El programa de ciclado es el siguiente: un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 95°C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 s, 48°C por 45 sy

72°C por 1:30 min, y un ciclo final de extension a 72°C por 3 min.

3.9. Secuenciacion y analisis de la secuencia del gen fliC

Los productos de amplificacion fueron purificados usando uno de dos
métodos:

e Kit comercial QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) segun las
instrucciones del fabricante.

e Precipitacién con etanol: 40 uL producto de PCR, 10 pL de acetato
de sodio 3M, 50 pL agua y 250 pL etanol PPA, se mezcla por
inversion y se incuba a -20°C por al menos 30 minutos. Se centrifuga
30 minutos a 20.000 g, se lava 2 veces con etanol 70% y se

resuspende en agua.
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La concentracion y pureza del ADN fue evaluada utlizando un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y por electroforesis
en gel de agarosa.

Los productos fueron secuenciados en el Servicio de Secuenciacion
Automatica del Instituto Pasteur de Montevideo utilizando los mismos
primers de amplificacion. Se analizaron las secuencias usando BioEdit.
Posteriormente se realizo el alineamiento de las mismas contra la base de
datos de Salmonella de la NCBI con la herramienta informética Nucleotide

BLAST.

3.10. MLST

La amplificacion de los genes aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA y thrA
se realiz6 en un volumen de reaccién de 50 L, las reacciones se realizaron
utilizando un kit comercial (Thermo Scientific) en Taq Buffer con (NH4)2SOa,
empleando una concentracion de MgClz de 3 mM, 0,2 mM de dNTPs, 0,3
UM de cada primer (Tabla 2), 1,25 U de Taq Polimerasa y 2 yL del extracto

de ADN como molde.

Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo inicial de
desnaturalizaciéon a 95°C por 3 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 45 s,
55°C por 30 sy 72°C por 45 s, y un ciclo final de extensiéon de 72°C durante

5 min.
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Los productos de PCR fueron purificados POR Uusando el kit comercial
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) segun las instrucciones del
fabricante y luego se midi6é la concentracion y pureza del ADN como se
describi6 en el punto anterior. Los productos fueron secuenciados
utilizando los mismos primers de amplificacion o primers disefiados para la
secuenciacion, como se indica en la tabla2 para los genes hemD y purE,
en el Servicio de Secuenciacion Automatica del Instituto Pasteur de
Montevideo y las secuencias obtenidas se analizaron usando BioEdit. Las
secuencias corregidas fueron ingresadas a la pagina de MLST

(http://mist.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica) para obtener el perfil alélico

de cada cepay determinar su ST.

3.11. Visualizacion de los productos de PCR

Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis
unidireccional en geles de agarosa en buffer TBE 0,5X. Se corrieron 10 pL
de los productos de PCR mezclados con 2 pL de DNA Loading Buffer 6X
(Fermentas). Los geles se tifieron con GelGreen (GelGreen™ Nucleic Acid
Gel Stain, Biotium) y se visualizaron bajo luz UV utilizando un equipo

automatizado de visualizacion y registro fotografico (Gbox, Syngene, USA).

El tamafio de los fragmentos fue determinado por comparacion con un

marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific, GeneRuler™
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100-bp DNA ladder) o 100 pb plus (Thermo Scientific, GeneRuler™ 100 bp
DNA ladder plus) y con los productos obtenidos a partir de ADN de cepas

control.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PCR in silico y seleccion de controles

Para seleccionar los controles positivos adecuados para la puesta a punto
de las PCR multiples, realizamos un andlisis de los genomas que teniamos
disponibles de una coleccidon de cepas uruguayas que habia sido
previamente secuenciada. En aquellos casos donde no contdbamos con
las cepas secuenciadas, lo que se hizo fue descargar genomas de varias
cepas que correspondieran al mismo serovar y realizar el analisis sobre
esas secuencias. Para cada una de las cepas seleccionadas se realizo la
PCR in silico con sus respectivos primers Forward y Reverse,
comprobandose que los cebadores fueran especificos para una secuencia
blanco dentro del gen esperado, y que los amplicones fueran de los
tamafios esperados. En algunos casos, los tamafios de los amplicones
varian ligeramente con respecto a los mencionados en la bibliografia. Estos

fueron corregidos y se muestran en la Tabla 3.

Ademas de realizarse el BLAST de los cebadores contra los genomas de
los controles correspondientes, se hizo lo mismo contra la base de datos
de Salmonella de NCBI para comprobar que éstos fueran especificos para

los tipos antigénicos que tienen que amplificar y que no hibriden con otras
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secuencias ya gque esto podria dar lugar a productos inespecificos en cepas

donde no corresponde.

4.1.1. Evaluacion in silico de primers para deteccion de tipos

somaticos

El par de primers wzx-E1 esta disefiado por Herrera-Leodn et al. 32 para
identificar cepas que pertenecen al serogrupo E, dentro del cual se
encuentran los serogrupos E1 y E4. Aunque en ambos casos esta presente
el antigeno O:3, expresan de forma diferencial los antigenos 0:10 y O:19,

respectivamente.

Tras realizar la PCR in silico y el andlisis de la secuencia de los productos
de amplificacién, se pudo comprobar que, tanto para las cepas que
presentan antigenos 0:3,10 (serogrupo E1) como para las que tienen
antigenos 0:3,19 (serogrupo E4), se obtiene un producto del mismo
tamafo (344 pb) ya que la regién donde hibridan los cebadores es comudn

a ambos.

Los primers wzx-C2 descritos en 32 se encuentran descritos para amplificar
un producto de 154 pb dentro del gen wzx de cepas que presentan
antigenos somaticos de tipo C2. Sin embargo, pudimos determinar que en
realidad dan un producto del tamafio esperado tanto para cepas que

presentan antigenos 0:6,8 (serogrupo C2), como para las que presentan
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antigenos 0O:8 (serogrupo C3), es decir que lo que amplifican es un
producto dentro del gen wzx, que es comun para todas las cepas que

montan antigenos O del tipo 8.

Por otra parte, el par de primers tyv-D fue disefiado para amplificar un
producto de 615 pb dentro del gen tyv de cepas que presentan antigenos
0:9 (serogrupo D). Sin embargo, aunque se obtiene un amplicén del
tamafio esperado para las cepas que presentan el tipo soméatico O:9, en
algunos casos también se obtiene un producto del mismo tamafio para
cepas que presentan antigenos del tipo O:2 (serogrupo A), como por
ejemplo cepas de los serovares Nitra, Koessen y Paratyphi A, ya que éstas
presentan un gen tyv de secuencia muy similar. Si bien a la hora de disefar
los cebadores se tuvo en cuenta esta similitud entre los genes tyv de las
cepas pertenecientes a serogrupos A y D y se generaron primers cuya
secuencia blanco abarca la region donde la mayoria de estos genes
presentan las diferencias, existen cepas del serogrupo A donde las
mutaciones que inactivan el gen tyv se encuentran en otras regiones del
mismo y, por lo tanto, los cebadores hibridan sin problemas y amplifican un
producto que, por su tamafio, es indistinguible del que se obtiene en cepas

con antigenos O:9.

En resumen, este método no permitiria diferenciar entre los serogrupos E1
y E4, entre C2 y C3, ni entre grupo D y A en algunos casos. Esto podria
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presentarse como una limitacion a la hora de determinar el serotipo de una
cepa especifica si existen dos serovares gue tengan los mismos antigenos

flagelares y solo se diferencien en su antigeno O.

En cuanto al par de cebadores wzx-B, las PCR in silico mostraron que, de
acuerdo con lo esperado, hibridan dentro del gen wzx de las cepas que
presentan antigenos O:4 y rinden un Unico producto de 229 pb, sin

presentar reactividad cruzada con cepas de otros serogrupos.

Al realizar los BLAST para seleccionar controles del tipo somatico C1
(0:6,7), se vio que el primer R-wzxC1 no hibridaba completamente con la
secuencia blanco, sino que solamente es complementario de la base 4 a la
25 y tiene missmatches tanto en su extremo 5’ como en el 3’ (Fig. 5). Como
es sabido, el extremo 3’ tiene gran relevancia a la hora de realizar la PCR
ya que es por donde la DNA polimerasa comienza a agregar los

nucledtidos.

G 6 6 6 € T A T A A A T A C>T 6 T & T T A A A T T € € PrimerRwzCl
A A T &6 € T A T A A A T A €>T 6 T & T T A A A T T & € PrimerR-wzxClmod

FIG. 5. Alineamiento de la secuencia de los primers R-wzxC1 y R-wzxC1lmod contra su secuencia
blanco dentro del gen wzx de los serovares con antigenos O:6,7. En amarillo se resaltan las bases
del primer original que no son complementarias a la secuencia blanco.
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Por este motivo, decidimos redisefiar este primer y generar uno que sea
totalmente complementario a la secuencia blanco en el gen wzx de las
cepas con antigenos 0O:6,7. Para ello analizamos secuencias de varias
cepas que presentan dicho tipo somatico (serovares Montevideo,
Choleraesuis, Thompson, Livingstone, Infantis, Rubislaw) y comprobamos
qgue la region donde hibrida este primer es muy conservada y especifica
para el tipo O:6,7. Por lo tanto, lo que hicimos fue cambiar las bases de los
extremos 5’ y 3’ por las que son complementarias a la secuencia blanco,
obteniéndose asi el primer R-wzxC1lmod, que es del mismo tamarfio que el

descrito en 32 y da un amplicén del tamafio esperado (Tabla 3).

TABLA 3. Resultados de las PCR in silico y seleccion de controles positivos

. Tamafio del
Antigeno Primer Primer Reverse amplicén Cepa Serovar de la
Forward (pb) control  Cepa control
3 F-wzxE1l R-wzxE1l 344 uY032 Anatum
4 F-wzxB R-wzxB 229 uYos1 Typhimurium
(@) 6,7 F-wzxC1 R-wzxC1 483 uy137 Livingstone
8 F-wzxC2 R-wzxC2 154 uYo81 Hadar
9 F-tyvD R-tyvD 615 uyoo01 Enteritidis
i Antisense-i 253 uYos1 Typhimurium
r Antisense-r 281 uYo085 Heidelberg
Z10 Sense-60 Anti;ense-zlo 448 uYo081 Hadar.
b Antisense-b 169 uUY136 Paratyphi B
H1 eh Antisense-eh 198 uYo032 Anatum
Iv Antisense-Ilv 327 uY182 Panama
d Forward-d Reverse-d 87 SPE10 Typhi
G Forward-G Reverse-G 509 uYo01 Enteritidis
sdf Forward-sdf-| Reverse-sdf-I 293 uYoo01 Enteritidis
1,2 Antisense-R1mod 387 uYos1 Typhimurium
1,5 Sense-F1mod Antisense-R5mod 98 uy182 Panama
1,6 Antisense-R6 290 uYo032 Anatum
H2 1,7 Antisense-R7 190 35/10 Bredeney
Iw Sense-Fw Antisense-Rw 241 uY137 Livingstone
e,n,x Sense-Fe An.tisense-Rx 56 Hadar Hadar
e,n,zis Antisense-Rzis 135 H9812 Braenderup
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4.1.2. Evaluacion in silico de primers para deteccion de tipos

flagelares

En primer lugar, se realizaron las PCR in silico con los pares de primers
gue distinguen entre distintos antigenos flagelares de fase 1 (H1). En este
caso, ho observamos reactividad cruzada para otros tipos flagelares, sino
que, para todos los casos, los cebadores hibridan dentro del gen fliC de

cepas que presentan los antigenos H1 esperados.

Sin embargo, observamos algunas discrepancias en cuanto a los tamafios
de los amplicones descritos en el trabajo de referencia 3! donde se
establece que para cepas con antigenos H:G, H:z10, H:l,v, H:r, H:i, H:e,h,
H:b, y H:d se obtienen amplicones de 500, 400, 300, 275, 250, 200, 150, y
100 pb, respectivamente. Mediante el analisis de las secuencias obtenidas
para cada caso, pudimos determinar que los tamafios reales de los
amplicones son 509, 448, 327, 281, 253, 198, 169 y 87 pb,
respectivamente. En cuanto al producto de amplificacién de los cebadores
sdf-I, obtuvimos un amplicén de 293 pb, mientras que el tamafio previsto

era de 333 pb.

Si bien los tamafos de los amplicones difieren ligeramente de los
establecidos en la bibliografia, esto no representa un problema a la hora de

separar los productos de PCR en una electroforesis ya que las diferencias
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de tamafo entre los distintos fragmentos son suficientes para distinguirlos

como productos diferentes.

En segundo lugar, se realizaron las PCR in silico con los pares de primers

que permiten la identificacion de 7 tipos flagelares de fase Il (H2).

Todos los primers ensayados hibridan dentro del gen fljB y son especificos
para las regiones variables de los genes de cepas que expresan antigenos
H2 del tipo esperado. No se observa reactividad cruzada excepto para las
cepas que montan en su antigeno el factor 1 (explicado en detalle més

adelante en esta seccion).

En cuanto al tamafio de los amplicones existen ligeras diferencias entre
nuestros resultados y lo establecido en la bibliografia 3°. Segun el estudio
gue tomamos como referencia, se esperan amplicones de 400, 100, 300,
200, 250, 150 y 50 pb para los antigenos H:1,2, H:1,5, H:1,6, H:1,7, H:l,w,
H:e,n,z15, y H:e,n,x, respectivamente. Sin embargo, de acuerdo con
nuestros resultados, los productos de amplificacion deberian ser de 388,

98, 290, 190, 241, 135y 56 pb, respectivamente.

Cuando se realizo el alineamiento de la secuencia del gen fljB de varios
serovares con el primer reverse descrito como especifico para el tipo H2:
1,2 (Antisense-R1mod), encontramos que en realidad es complementario a

una secuencia conservada en todas las cepas que presentan antigeno H2
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del complejo 1: 1,2 o0 1,5 0 1,6 o 1,7 (Fig. 6). Debido a que para la
amplificacion de cualquiera de los tipos H2 del complejo 1 se utiliza el
mismo primer forward (Sense-F1mod), previmos que las cepas con
antigenos 1,5, 0 1,6 o 1,7 pueden rendir dos productos de amplificacion en
la PCR multiple: un producto de 387 pb que corresponde al factor “1”, y un
producto de 98, 290 o 190 pb que corresponde a los factores “5”, “6” o0 “7”,

respectivamente.

Primer Antisense-R1mod

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium - ref. NC 003197.1
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Indiana - gb DQ838337.1
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis - gb HQ871232.1
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Agama - gb DO838342.1

FIG. 6. Alineamiento de la secuencia del primer Antisense-R1mod contra su secuencia blanco en el
gen fljB de los serovares Typhimurium, Indiana, Choleraesuis y Agama. Se muestran esos serovares
como representativos para los antigenos flagelares de fase 1l 1,2; 1,7; 1,5 y 1,6, respectivamente.
Para todos los casos se observa que la region donde hibrida el cebador es conservada.

Teniendo en cuenta los resultados de las PCR in silico pudimos seleccionar
controles positivos adecuados para la puesta a punto de las tres reacciones

de PCR multiple. Estos resultados se presentan en la Tabla 3.
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4.2. Puesta a punto de las reacciones de PCR multiples

Una vez que contamos con controles adecuados para cada una de las
reacciones de PCR se procedi6 a su puesta a punto. En primer lugar, se
realizaron las PCR para cada control por separado con su par de primers
especifico para verificar los resultados de las PCR in silico y comprobar que
los primers funcionaran en las condiciones establecidas. Una vez que se
ajustaron las condiciones para obtener productos de amplificacién para
todos los controles, se procedié a realizar las PCR multiples, esto es,
usando una mezcla de todos los primers para cada una de las reacciones
y, de ser necesario, se volvié a ajustar las condiciones para obtener los
productos esperados y reducir la cantidad de productos inespecificos

cuando éstos estuvieran presentes.

4.2.1. PCR multiple para identificar tipos sométicos

Se parti6 de las condiciones descritas en 32, obteniéndose productos de
amplificacion de los tamafos esperados para los controles B, C2, Dy E
pero no se observa producto para el control C1 (Fig. 7). Este resultado era
esperable, ya que en el andlisis inicial de secuencias se vio que el primer

R-wzxC1 no hibrida con su secuencia blanco en el extremo 3'.
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FIG. 7. Electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos de PCR para identificacién de tipos
somaticos. 1) Control negativo; 2) S. Enteritidis (0:9); 3) S. Typhimurium (O:4); 4) S. Livingstone
(O:7); 5) S. Hadar (0:6,8); 6) S. Anatum (O:3); 7) GeneRuler 100-bp DNA ladder

Se realizaron cambios en las condiciones de PCR para que la misma fuese
menos especifica y asi obtener productos para el tipo somatico C1. Dichas
modificaciones consistieron en el aumento de la concentracion de MgCl: a
3 mM, aumento de la concentracion de primers F- y R-wzxC1 a 0,5uM y
reduccion de la temperatura de apareamiento a 56°C. Bajo estas
condiciones se obtuvo de forma exitosa la amplificacion de todos los

productos.

De todas formas, decidimos redisefiar el primer R-wzxC1 para que fuera
100% complementario a su secuencia blanco, y al realizar la PCR multiple
con el nuevo primer se logré obtener productos de amplificacién para todos
los controles (Fig. 8) en condiciones de mayor especificidad (2 mM de
MgCl2) y menor concentracion del par de primers wzxC1 (0.2 uM), asi como
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una temperatura de annealing de 58°C, lo que permite realizar esta PCR
usando el mismo programa de ciclado que las que detectan los tipos
flagelares de fase | y Il, y, por lo tanto, realizar las tres PCR a la vez en el

mismo termociclador.
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100

FIG. 8. Electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos de PCR obtenidos para los controles
de los 5 tipos somaticos: 1) GeneRuler 100-bp DNA ladder; 2) Control negativo; 3) S. Enteritidis
(0:9); 4- S. Anatum (0:3,10); 5) S. Typhimurium (O:4); 6) S. Hadar (O:6,8); 7) S. Livingstone (O:7).

Estas condiciones son las que se emplearon para la identificacion de los

tipos somaticos de la coleccién de cepas problema.

4.2.2. PCR multiple para identificar tipos flagelares fase |

En primer lugar, se realizé la PCR con el par de primers especifico para
cada control en las condiciones descritas en 32, obteniéndose productos de

amplificacion para todos los controles positivos, por lo que no fue necesario
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realizar modificaciones en el protocolo. Al hacer la PCR mudltiple,
observamos que, aunque todos los controles presentaban sus productos
especificos, los controles b, d, G y Iv mostraban bandas mas tenues,
indicando una menor cantidad de producto. Por esta razon se decidio
aumentar la concentracion de sus primers especificos a 0.3 pM. Como
resultado obtuvimos productos de amplificacién del tamarfio esperado para
los 8 controles y sin productos inespecificos (Fig. 9), por lo que mantuvimos
estas condiciones de PCR para la identificacion de los tipos flagelares de

fase I.

1234 5 67 8 910
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FIG. 9. Electroforesis en gel de agarosa 2,5% de los productos de PCR obtenidos para cada uno
de los controles de 8 tipos flagelares de primera fase: 1) GeneRuler 100-bp DNA ladder; 2) Control
negativo; 3) S. Typhi (H:d); 4) S. Paratyphi B (H:b); 5) S. Anatum (H:e,h); 6) S. Typhimurium (H:i); 7)
S. Heidelberg (H:r); 8) S. Panama (H:1,v); 9) S. Hadar (H:z10); 10) S. Enteritidis (H:G), sdf.
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4.2.3. PCR multiple para identificar tipos flagelares de fase Il

En principio se realizd la PCR para cada uno de los controles solamente
con sus primers especificos bajo las condiciones descritas en *° y para cada
uno de ellos obtuvimos los productos de amplificacién del tamafio esperado

(Fig. 10).

123 4 56 7 829
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FIG. 10. Electroforesis en gel de agarosa 2.5% de los productos de PCR para los tipos flagelares
de fase Il. 1) GeneRuler Low range DNA ladder; 2) S. Hadar (H:e,n,x); 3) S. Panama (H:1,5); 4) S.
Branderup (H:e,n,z15); 5) S. Bredeney (H:1,7); 6) S. Livingstone (H:l,w); 7) S. Anatum (H:1,6); 8) S.
Typhimurium (H:1,2); 9) Control negativo.

Luego se procedio a realizar la PCR mdltiple con todos los pares de primers
(Fig. 11) y, tras ajustar la concentracion de algunos de los primers hasta
obtener los productos esperados para todos los controles, observamos que

S. Anatum (H:1,6) y S. Panama (H:1,5) presentan dos bandas en el gel,
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una del tamafio esperado para cada uno, y otra de aproximadamente 400
pb, que coincide con lo esperado para un antigeno flagelar del tipo 1,2. Esto
se corresponde con los resultados de la PCR in silico, donde se vio que el
primer Antisense-R1mod hibrida de forma especifica con una region
conservada del gen fljB de todas las cepas que presentan antigenos

flagelares fase Il de tipo 1.

1234567829
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FIG. 11. Electroforesis en gel de agarosa 2,5% de los productos de PCR obtenidos para cada uno
de los controles de 7 tipos flagelares de segunda fase. 1) S. Anatum (H:1,6); 2) S. Typhimurium
(H:1,2); 3) S. Livingstone (H:l,w); 4) S. Panama (H:1,5); 5) S. Branderup (H:e,n,z1s); 6) S. Bredeney
(H:1,7); 7) S. Hadar (H:e,n,x); 8) C (-); 9) GeneRuler 100-bp DNA ladder.

Como el primer Sense-R1mod se usa como forward para los tipos 1,2; 1,5;
1,6 y1,7; eslbgico que, en los tres ultimos casos, al realizar la PCR multiple

se observen dos productos de amplificacion.
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Esto se verificd a nivel experimental realizando dos PCR diferentes a cada
uno de los controles (Fig. 12). En la primera (Fig.12-A) solo se usaron los
primers Sense-F1mod y Antisense-R1lmod y para las 4 muestras se
observé un producto de 387 pb, confirmando asi los resultados del analisis
de secuencias. En la segunda PCR (Fig. 12-B) se realiz6 la amplificacion
en presencia de los primers Sense-F1mod, Antisense-R1mod, Antisense-
R5mod, Antisense-R6 y Antisense-R7. En todos los casos se obtuvo el
producto de 387 pb, ademas de los productos especificos para los tipos

1,5,1,6y1,7.

A B

1 2345 MPM 1 23 45

FIG. 12. Electroforesis en gel de agarosa 2,5% de los productos de PCR. (A) PCR con los primers
Sense-F1mod y Antisense-R1mod. 1) S. Anatum (H:1,6), 2) S. Typhimurium (H:1,2), 3) S. Panama
(H:1,5), 4) S. Bredeney (H:1,7), 5) Control Negativo. MPM: GeneRuler 100-bp DNA ladder. (B) PCR
multiple con los primers Sense-F1mod, Antisense-R1mod, Antisense-R5mod, Antisense-R6 y
Antisense-R7. 1) S. Anatum (H:1,6), 2) S. Typhimurium (H:1,2), 3) S. Panama (H:1,5), 4) S. Bredeney
(H:1,7), 5) Control Negativo.
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Estos resultados indican que el producto de 387 pb es especifico para todos
los fljB que codifican para antigenos H del tipo 1 y que, por lo tanto, por
mas que ajustemos las condiciones de la PCR lo vamos a seguir
obteniendo. En base a esto, tomaremos como positivo para 1,5, 1,6 y 1,7
aguellos casos donde se obtenga una banda del tamafio esperado para
dichos tipos flagelares, independientemente de si presentan 0 no una
segunda banda del tamafio del control 1,2. Se tomara como 1,2 aquellas

cepas que presenten una Unica banda de 387 pb.
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4.3. Serotipificacion de la coleccion de cepas bolivianas por el método

basado en 3 PCR multiples

Se aplico el método de PCR multiple a 58 cepas de Salmonella: para cada
cepa se hicieron las 3 PCR y luego se compararon los tamafios de los
productos obtenidos (en caso de presentarlos) con los controles positivos
para asi determinar el tipo somatico, flagelar de fase | y Il de cada cepa.
Con esta informaciéon y contrastandola contra el esquema de Kauffman
White Le-Minor ! se pudo determinar el serovar de 38 de las 58 cepas. Los
20 aislamientos restantes no pudieron ser completamente caracterizados
por no presentar productos de amplificaciéon para al menos uno de los 3
antigenos, indicandose como indeterminados. Los resultados obtenidos

para cada una de las cepas se presentan en la Tabla 4.

Este método basado en PCR permitid la identificacion de 9 serovares
diferentes dentro de la coleccion (Infantis, Enteritidis, Typhimurium,

Saintpaul, Bredeney, Paratyphi B, Newport, Litchfield y Panama).

De los 20 aislamientos cuyo serovar no pudo ser determinado por esta
metodologia (marcados como indeterminado en la tabla 4), en 17 se obtuvo
el grupo somatico, pero no se logro identificar el tipo flagelar completo. En
los 3 restantes, no se obtuvo amplificacion para ninguno de los tipos

somaticos.
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Entre los “indeterminados”, 11 cepas presentan antigenos flagelares de
fase | del complejo G, pero no amplifican ningun producto en la PCR flagelar
de segunda fase y son distintos de Enteritidis (negativos para la PCR de
sdf). Para completar la caracterizacion de estas cepas es nhecesario
discriminar entre los factores que componen el complejo G y mediante el

meétodo aplicado esto no es posible.

Otros 6 aislamientos quedaron como indeterminados porque no presentan
producto de amplificacion para su antigeno flagelar de fase | y por este
motivo no se pudo identificar su serovar. Uno de estos aislamientos (SBO-

29) tampoco presenta producto para su antigeno flagelar de fase Il.

Para los casos en que no detectamos productos de primera fase o que
resultaron pertenecer al complejo G, lo que hicimos fue amplificar el gen
fliC (que codifica para la flagelina de fase |I) completo y secuenciarlo para
completar la caracterizacion de estas cepas. Por otra parte, se realizo
serologia utilizando antisueros que cubren otros tipos antigénicos que no

estan contemplados en la PCR.
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TABLA 4. Resultados de PCR multiples

Cepa

Resultados PCR

Prediccién serovar

Ag. O Ag. H1 Ag. H2
SBO-1 6,7 r 15 Infantis
SBO-2 4 i 1,2 Typhimurium
SBO-3 4 G - indeterminado
SBO-4 9 - 15 indeterminado
SBO-5 4 G - indeterminado
SBO-6 4 eh 1,2 Saintpaul
SBO-7 4 i 1,2 Typhimurium
SBO-8 4 eh 1,2 Saintpaul
SBO-9 - d e,n,zs indeterminado
SBO-10 6,7 r , Infantis
SBO-11 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-12 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-13 - i - indeterminado
SBO-14 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-15 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-16 6,7 r 15 Infantis
SBO-17 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-18 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-19 4 Iv 1,7 Bredeney
SBO-20 9 - 15 indeterminado
SBO-21 9 - 15 indeterminado
SBO-22 6,7 G - indeterminado
SBO-23 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-24 6,7 - 15 indeterminado
SBO-25 6,7 r 15 Infantis
SBO-26 6,7 G - indeterminado
SBO-27 - i - indeterminado
SBO-28 6,7 r 15 Infantis
SBO-29 6,8 - - indeterminado
SBO-30 9 G, sdf - Enteritidis
SBO-31 6,7 r 15 Infantis
SBO-32 4 Iv 1,7 Bredeney
SBO-33 4 i 1,2 Typhimurium
SBO-34 4 G - indeterminado
SBO-35 4 i 1,2 Typhimurium
SBO-36 9 G, sdf - Enteritidis
SBO-37 9 G, sdf - Enteritidis
SBO-38 6,7 G - indeterminado
SBO-39 4 i 1,2 Typhimurium
SBO-40 6,7 G - indeterminado
SBO-41 9 G, sdf - Enteritidis
SBO-42 9 Iv 1,5 Panama
SBO-43 9 - 15 indeterminado
SBO-44 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-45 4 b 1,2 Paratyphi B
SBO-46 4 G - indeterminado
SBO-47 3 G - indeterminado
SBO-48 4 G - indeterminado
SBO-49 4 i 1,2 Typhimurium
SBO-50 4 i 1,2 Typhimurium
SBO-51 6,8 eh 1,2 Newport
SBO-52 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-53 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-56 3 G - indeterminado
SBO-57 6,8 Iv 1,2 Litchfield
SBO-58 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-59 6,7 r 1,5 Infantis
SBO-60 6,7 r 15 Infantis

Cuando no se obtuvo ningun producto de amplificacion en las PCR, el resultado se indica como —
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Los 3 aislamientos restantes, no presentan productos de amplificacion en
la PCR para determinacion de grupo somatico O y para dos de ellos
tampoco pudimos identificar su tipo flagelar de fase Il. Para caracterizar
estas cepas utilizamos el método seroldgico convencional. Por otra parte,
realizamos la amplificacion y secuenciacion de algunos de los genes

incluidos en el esquema de tipificacion por MLST para S. enterica 3.

4.4. Amplificacién y secuenciacion del gen fliC

Se realiz6 la amplificacion y secuenciacion del gen fliC completo de las 11
cepas que dieron positivo para antigenos flagelares de fase | del complejo
G, asi como para aquellas para las que no obtuvimos producto de
amplificacion para el antigeno flagelar de fase I. En la Fig. 13 se muestran

los resultados de la amplificacion del gen fliC de algunas de estas cepas.

En todos los casos obtuvimos un producto de alrededor de 1500 pb,
excepto para la cepa SBO-29 que presenta un fliC de tamafio menor que
ronda los 1200 pb. Un fliC de ese tamafio podria indicar que esta cepa
presenta un antigeno H1 del complejo z4 4. Esto concuerda con un
resultado negativo de la PCR para detectar tipos flagelares de fase | ya que

ésta no incluye cebadores para detectar antigenos de ese tipo.
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FIG. 13. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion del gen fliC. 1) Marcador
de peso molecular GeneRuler™ 100 bp DNA ladder plus, 2) SBO-4, 3) SBO-20, 4) SBO-21, 5) SBO-
24, 6) SBO-29, 7) SBO-43.

Ademas, realizamos la PCR FIliC in silico, contra la base de datos de
Salmonella (NCBI) para comprobar que los tamafios de los amplicones
obtenidos estuvieran dentro de lo esperado. De esta manera pudimos
verificar que la gran mayoria de los serovares presentan un fliC de
alrededor de 1500 pb, excepto aquellos que montan antigenos flagelares
del complejo z4, como Albany (8,20:z4,z24:—), Djakarta (48:z4,z24:—) y Cerro
(6,14,18:z4,223:[1,5]), entre otros, que presentan un gen fliC de 1289 pb para

los dos primeros y 1277 pb para el ultimo (Fig. 14).
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=CP019177.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Albany str. ATCC 51960, complete genome

product length = 1289
Forward primer 1 GATCATGGCACAAGTCATTA 2@
Template 1982984 .. .iiiiiiiaiaaaa 1993883

Reverse primer 1 COOATTAACGCAGTARAGAG 2@
Template 1994272 i 1994253

=CP008925 1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Cerro strain 87, complete genome

product length = 1277
Forward primer 1 GATCATGGCACAAGTCATTA 2@
Template R L 187500

Reverse primer 1 COGATTAACGCAGTAAAGAG 29
Template R 188738

=CP019409 1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Djakarta str. S-1087, complete genome

product length = 1239
Forward primer 1 GATCATGGCACAAGTCATTA 2@
Template = 2872471

Reverse primer 1 COGATTAACGCAGTARAGAG 20
Template 2B71282 .. iiieiiiia e 2871221

FIG. 14. Resultados de PCR in silico con los primers FIiC5 y FIiC6 para cepas con antigenos H1 del
complejo z4 (Albany, Cerro y Djakarta). Se puede observar que los cebadores hibridan
completamente con el DNA molde y que se obtienen amplicones de entre 1200 y 1300 pb.

Una vez que contamos con las secuencias, éstas fueron analizadas usando
la herramienta informatica BioEdit y luego se realiz6 un BLAST contra la
base de datos de Salmonella (NCBI) para investigar su homologia con otras
secuencias de este gen y determinar el tipo flagelar de fase | que presenta
cada una de las cepas estudiadas. Los resultados obtenidos se resumen

en la Tabla 5.

Para SBO-29 no logramos obtener una secuencia de calidad aceptable y

no se continud con su estudio en esta parte del trabajo.
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TABLA 5. Resultados de la secuenciacion del gen fliC

Tipo Férmula

a % de homologiacon  Prediccién S
Cepa flagelar de e d antigénica en el
cepas de referencia® de serovar

fase I° esquema KWe
SBO-03 f.g 100% Derby 1,4,[5],12:f,g:[1,2]
SBO-04 |,z28 99% Javiana 19,12:1z28:1,5
SBO-05 f.g 100% Derby 1,4,[5],12:f,g:[1,2]
SBO-20 |,z28 100% Javiana 19,12:1z28:1,5
SBO-21 |,z28 100% Javiana 19,12:1z28:1,5
SBO-22 m,t 100% Oranienburg 6,714 :m;t: -
SBO-24 k 99% Thompson 6,7,14:k:15
SBO-26 m,t 100% Oranienburg 6,7,14:mt: -
SBO-34 f,.g,s 100% Agona 1,4,5],12:fg,s: -
SBO-38 m,t 100% Oranienburg 6,7,14:mt: -
SBO-40 m,t 100% Oranienburg 6,7,14:mt: -
SBO-43 l,Z28 99% Javiana 1912:1z28:15
SBO-46 f,0,s 99% Agona 1,4,[5),12:fg,s:-
SBO-47 g,S.t 99% Senftenberg 1,3,19:g,[s]t: -
SBO-48 f,0,s 99% Agona 1,4,[5),12:fg,s:-
SBO-56 g,S.t 100% Senftenberg 1,3,19:g,[s];t: -

En la tabla se presentan los resultados del andlisis de secuencias del gen fliC.

a- Se indica la identificacion de la cepa, incluyendo las 16 cepas para las que se obtuvo una
secuencia de buena calidad.

b- Se indica el tipo de antigeno H predicho en base al andlisis de la secuencia de la regién variable
de su gen fliC.

c- Muestra el mayor % de homologia obtenido entre nuestras secuencias y las secuencias del fliC
de cepas de serovar conocido que se encuentran disponibles en la base de datos de la NCBI.

d- Indica el serovar predicho a partir de los resultados previos obtenidos por PCR y el antigeno H1
determinado por secuenciacion.

e- Indica la férmula antigénica planteada en el esquema de Kauffman-White-Le Minor para los
serovares predichos.

En cada caso, al realizar los alineamientos contra la base de datos,
nuestras secuencias presentaron porcentajes de homologia elevados (de
99 0 100%) con cepas de un unico serovar. La férmula antigénica de estos
serovares es compatible con los resultados obtenidos por PCR para

nuestras cepas coincidiendo con tipos flagelares que no podian
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discriminarse por el método de PCR y siendo compatible con los grupos

somaticos detectados previamente.

El analisis de las secuencias confirmé que 11 de las cepas efectivamente
presentaban antigenos flagelares de fase | que corresponden a distintas
variantes dentro del complejo G, y permitié6 su completa caracterizacion.
Dentro de éstas encontramos los serovares Derby, Agona, Oranienburg y
Senftenberg, que presentan antigenos H1 de tipo f,g; f,g,s; m¢ty g,st,

respectivamente (Tabla 5).

Ademas, realizamos un alineamiento de las secuencias de las cepas del
complejo flagelar G y observamos que las secuencias del gen fliC de las
cepas que pertenecen a un mismo serotipo se encuentran muy
conservadas, mientras que entre los distintos serovares se observa una
mayor variabilidad. Existe una alta homologia entre las secuencias del fliC
de Agona, Senftenberg y Derby, las cuales montan antigenos G
compuestos por factores similares (f,g,s, g,s,t y f,g, respectivamente). El fliC
de cepas de serovar Oranienburg, no es tan similar al de los mencionados
anteriormente. Esto es coherente ya que Oranienburg monta un antigeno
H1 del tipo m,t y la regidn del gen que codifica para el factor “m” es la que
muestra las diferencias mas grandes con los fliC de los demas serovares

del complejo G analizados.
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Por otro lado, para las 5 cepas que no presentaron producto de
amplificacion en la PCR flagelar de primera fase, la secuencia de su gen
fliC revel6 que tienen antigenos H1 que no se encuentran cubiertos por la
PCR. Una cepa (SBO-24) present6 una secuencia idéntica a la de serovar
Thomson (antigeno flagelar k) y 4 cepas (SBO-4, 20, 21 y 43) presentaron

una secuencia fliC idéntica a la de serovar Javiana (antigeno |,z2s) .

Se puede decir entonces que existe coherencia entre los resultados
obtenidos por ambos métodos y que éstos nos dan informacion
complementaria. Las técnicas de PCR combinadas con la secuenciacion
del gen fliC permitieron la completa caracterizacion de un total de 54 cepas
de 15 serovares diferentes, quedando aun por determinar el serovar de 4

de los aislamientos (SBO-9, 13, 27 y 29).
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4.5. Serologia

Se realizd serologia clasica a un conjunto representativo de cepas de
distintos serovares que fueron completamente identificados por las técnicas
de PCR y secuenciacion, para comparar los resultados obtenidos por los
distintos métodos. Ademas, se incluyeron aquellas cepas cuyo perfil

antigénico no pudo ser completado por los métodos moleculares.

Los ensayos de aglutinacion fueron realizados con un set de antisueros que
abarcan tanto los antigenos que se encuentran cubiertos por las PCR como
algunos antigenos para los cuales no contamos con primers para

amplificar.

Los resultados obtenidos con esta técnica se resumen en la Tabla 6. Se
puede observar que todos los antigenos que fueron determinados por este
método coinciden con los obtenidos mediante técnicas moleculares. Sin
embargo, para algunas de las cepas pudimos detectar su tipo antigénico
por PCR, pero no se logré la aglutinacion con ninguno de los antisueros
disponibles. Esto puede deberse a que, en estas cepas, la expresion de los
antigenos es débil o que directamente no los estan expresando, como
puede ser el caso de los antigenos flagelares que se expresan de forma
alternativa. En estos casos, seria necesario inhibir la fase que se esta

expresando para asi inducir la expresion de la otra.

70



TABLA 6. Resultados de las pruebas seroldgicas

Resultados aglutinacion
Cepa Prediccion Serovar
Antigeno O Antigeno H1 Antigeno H2

SBO-2 4 i - Indeterminado
SBO-4 9 I - Indeterminado
SBO-9 - d - Indeterminado
SBO-11 6,7 r 15 Infantis
SBO-13 - - - Indeterminado
SBO-19 4 l,v 1,7 Bredeney
SBO-24 - - - Indeterminado
SBO-27 - i - Indeterminado
SBO-29 8 - - Indeterminado
SBO-30 9 g,m - Enteritidis
SBO-42 9 RY 15 Panama
SBO-47 3,19 g,s.t - Senftenberg
SBO-51 6,8 eh 1,2 Newport
SBO-56 3,19 g,s.t - Senftenberg

Las cepas que no presentaron productos de amplificacién en alguna de las
PCR multiples, tampoco aglutinaron con ninguno de los antisueros
disponibles. Esto indicaria que presentan tipos antigénicos poco comunes

y que no estan cubiertos por ninguno de los dos métodos.

En cuanto a los aislamientos que presentan antigenos flagelares de tipo 1
del complejo G, el método seroldgico permitid la identificacién de los

distintos factores que conforman dicho antigeno, y, por lo tanto, la completa
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caracterizacion de esas cepas, obteniéndose los mismos resultados que al

realizar el analisis de la secuencia del gen fliC.

En resumen, el método serologico permitié confirmar los resultados
obtenidos por PCR, pero presenta limitaciones a la hora de detectar
algunos de los antigenos, posiblemente debido a problemas en su
expresion. Por otra parte, aporta informacién valiosa a la hora de
determinar los antigenos flagelares de primera fase del complejo G,
permitiendo la caracterizacion de las cepas que los presentan y que
quedaron indeterminadas por PCR. Estos resultados se correlacionan bien

con los obtenidos por el analisis de secuencias del gen fliC.
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4.6. Pruebas bioquimicas

Tras realizar un analisis de los posibles serovares a los cuales podrian
pertenecer las cepas SBO-13 y SBO-27 basado en el esquema de
Kauffman-White-Le Minor y asumiendo que un resultado negativo de las
PCR y de la serologia se debe a que el antigeno expresado por la cepa es
uno que no esta cubierto por estos métodos; decidimos realizar una serie
de pruebas bioquimicas que nos permitirian discriminar entre subespecies,
ya que era probable que estas cepas no pertenecieran a la subespecie
enterica y que ese fuera el motivo por el cual no las estariamos pudiendo
identificar. Los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas se

resumen en la Tabla 7.

TABLA 7. Resultados de las pruebas bioquimicas

Pruebas Bioquimicas SBO-13 SBO-27
Fenilalanina - No
Lisina + +
Descarboxilasas Ornitina + +
Arginina - -
Sorbitol + +
Manitol + +
Azlcares Maltosa * *
Malonato + +
Dulcitol - -
Salicina - -
Urea - -
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Todas las pruebas dan un resultado compatible con el género Salmonella,
pero no asi para la subespecie enterica. En particular en la capacidad para
producir acido a partir de distintos azucares, obtuvimos resultados
negativos para la prueba de dulcitol y positivo para manitol. Esto indica que
SBO-13 y SBO-27 podrian pertenecer tanto a Salmonella enterica subesp.
diarizonae (lllb) o Salmonella enterica subesp. arizonae (llla). A partir de
las pruebas realizadas no es posible distinguir entre ambas subespecies y
no disponemos de las pruebas necesarias para diferenciarlas. Realizamos
entonces una revision del esquema de Kauffman-White-Le Minor para los
posibles serovares a los cuales podrian pertenecer: serovares con antigeno
H1:i y con antigenos O y H2 que no estuvieran cubiertos por el método de
PCR ni de serologia. A partir de esto determinamos que podrian tratarse
de aislamientos de Salmonella enterica subesp. diarizonae, ya que no
existen serovares de la subespecie arizonae que presenten esas
caracteristicas. Estas cepas fueron incluidas para completar su
caracterizacion por secuenciacién de algunos genes de MLST ya que
resulta interesante que provengan de muestras humanas de liquido
cefalorraquideo y restos endocervicales, siendo que estas subespecies se
encuentran mayormente asociadas a aislamientos de muestras

ambientales o animales de sangre fria.
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4.7. MLST

Se incluyeron para el andlisis algunos genes de MLST de las cuatro cepas
gue no pudieron ser caracterizadas por los deméas métodos ensayados, asi
como 6 cepas que fueron identificadas como Infantis mediante PCR. Dentro
de estas ultimas, se eligieron aislamientos obtenidos de fuentes humanas
y alimentarias y que pertenecen a distintos periodos de tiempo para ver si
pertenecen todas al mismo ST y si este corresponde al ST mayoritario para

Infantis (ST 32) o no.

TABLA 8. Resultados de MLST y prediccion de serovares

Alelos Prediccion de
Cepa

hemD purkE SUCA Serovar
SBO-9 309 - - Nottingham
SBO-13 30 141 - Indeterm. (subesp llib)
SBO-17 22 - 21 Infantis
SBO-27 - 141 - Indeterm. (subesp llib)
SBO-28 22 - 21 Infantis
SBO-29 10 - - Corvallis
SBO-44 22 - 21 Infantis
SBO-52 22 - 21 Infantis
SBO-53 22 - 21 Infantis
SBO-58 22 - 21 Infantis

En la tabla se muestran los alelos obtenidos para los genes estudiados (hemD, pueE y sucA) y la
prediccion de serovar lograda a partir de la informacion que aportaron los diferentes métodos
ensayados para cada cepa.

Se amplificaron y secuenciaron los genes hemD, purE y/o sucA de las

cepas mencionadas previamente, obteniéndose un nimero de alelo para
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cada caso. Los resultados obtenidos para los genes de MLST que fueron

secuenciados se presentan en la Tabla 8.

El alelo 309 para hemD se encuentra descrito Unicamente en cepas de
Salmonella enterica subesp. enterica serovar Nottingham (16:d:e,n,z1s).
Este resultado tiene sentido y concuerda con los resultados obtenidos por
PCR y por serologia para SBO-9, ya que no contamos con cebadores ni
antisueros para detectar el antigeno O:16 y los antigenos flagelares de fase
I y Il que presentan las cepas de este serovar coinciden con los
determinados por PCR para SBO-9.

Las cepas del serovar Nottingham encontradas en la EnteroBase
( ) pertenecen a
uno de dos ST, el 1640 o el 2658, que se diferencian Unicamente en su
alelo de hisD. Para completar la caracterizacion de SBO-9 y definir su ST,
seria necesario secuenciar el resto de los genes, pero especialmente el
hisD ya que seria el que aporta mas informacién. Lamentablemente, la
secuencia obtenida para este gen no tuvo la calidad necesaria para asignar

un alelo y debe ser repetida.

Por otro lado, SBO-13 y SBO-27 presentan los alelos 30 y 141 para hemD
y purE, respectivamente. Las cepas encontradas en la EnteroBase con
estos alelos pertenecen a las subespecies arizonae o diarizonae, lo que

concuerda con los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas. Existe
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un ST (1256) que tiene estos alelos y que ademas su férmula antigénica
(48:i:z) coincide con los resultados obtenidos por PCR. Este ST esta
asociado principalmente a aislamientos humanos (16 de los 18 que se
encuentran en la EnteroBase) aunque también incluye dos aislamientos de
reptiles. Hasta el momento no existen reportes de aislamientos de este ST
para Sudamérica, por lo que seria importante completar esta
caracterizacion. Por otra parte, cuando intentamos amplificar el gen dnaN
de SBO-13 y SBO-27 no logramos obtener productos de PCR. El
alineamiento de los primers dnaN con las secuencias de cepas de este ST
muestra que presentan diferencias nucleotidicas con respecto al primer
reverse, que pueden explicar la falta de amplificacion. Esto nos da otro
motivo para pensar que SBO-13 y SBO-17 pueden efectivamente
pertenecer al ST 1256. De cualquier manera, para determinar si nuestras
cepas pertenecen a este ST, es necesario secuenciar los genes restantes

y completar el perfil de MLST.

En el caso de las cepas que fueron identificadas como Infantis, los alelos
obtenidos para los genes hemD y sucA coinciden con el perfil alélico del ST
mayoritario para Salmonella Infantis, el ST 32. Sin embargo, existen otros
ST minoritarios que también presentan dichos alelos y, por lo tanto, seria
necesario realizar la secuenciacion de los 5 genes restantes para poder

realizar tal afirmacion.
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Finalmente, para el caso de SBO-29 solo contamos con informacion del
gen hemD, para el cual presenta el alelo 10. Existen muchos serovares que
presentan dicho alelo, y seria necesario realizar la secuenciacion de mas
genes para hacer una prediccion de serovar basandonos exclusivamente
en el perfil de MLST. Sin embargo, esta informacion resulta util a la hora de
predecir el serotipo de esta cepa cuando la combinamos con los datos
obtenidos por los demas métodos. A partir de las técnicas de PCR multiple
ensayadas, se pudo determinar que, por su tipo somatico, puede
pertenecer tanto al serogrupo C2 como al C3. Ademas, presenta antigenos
flagelares que no se encuentran cubiertos dentro de estas PCR. Por otro
lado, esta cepa presenta un gen fliC de un tamafio de aproximadamente
1300 pb, lo que indica que podria corresponder al antigeno H1 del complejo
Z4. Por serologia clasica se pudo determinar que su antigeno O es del tipo
8 y no 6,8, por lo que podemos afirmar que pertenece al serogrupo C3. No
se produjo reaccién de aglutinacion con ninguno de los antisueros para
antigenos flagelares disponibles y lamentablemente no logramos obtener

una secuencia confiable del gen fliC.

Con esta informacion y haciendo una revision del esquema de Kauffman-
White-Le Minor, se pudo observar que existen Unicamente dos serovares
gue reunen estas condiciones (que pertenezcan al serogrupo C3,

presenten un antigeno flagelar de fase | del complejo Z4 y un antigeno
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flagelar de fase Il que no esta cubierto en la PCR multiple o serologia, o
bien, sean monofasicos). Estos son los serovares Corvallis y Albany, de
formula antigénica (8,20:z4,z23:[z6]) Yy (8,20:z4,224:-), respectivamente.
Analizando la base de datos de MLST, encontramos que todas las cepas
correspondientes al serovar Corvallis presentan el alelo hemD-10, mientras
gue las cepas de serovar Albany presentan otros alelos. Por lo tanto, se
puede predecir de manera bastante confiable que SBO-29 pertenece al

serovar Corvallis.
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En la tabla 9 se presenta a modo de resumen la informacién aportada por

los diferentes métodos ensayados y la correspondiente asignacion de

serovar para las cepas que no pudieron ser completamente caracterizadas

mediante de los métodos de PCR.

Tabla 9. Resumen resultados de cepas no tipificables por PCR

PR TiC  perom  SCTO0Yla  Ndecepas  iRBNS T over
6,7:G-  mit NR NR o2z 26,3840 O7Mt-  Oranienburg
9:-:11,5 l,z28 NR 9:l:- (550_04120’ 21, 43) 9:1,z28:1,5 Javiana
4:.G:- f.g,s NR NR (550_32 46, 48) 4:f,9,s:- Agona
4.G:- f,g NR NR (SBO-%3, 05) 4:f,g:- Derby
3.G:- g,s,t NR 3,19:9,s,t:- (SBO-i?, 56) 3,19:g,s,t:- Senftenberg
6,7:-:1,5 k NR - (SBé-24) 6,7:k:1,5 Thompson
-:d:ie,n,zis NR  hemD-309 -id:- (SB(])--OQ) 16:d:e,n,z1s  Nottingham
R NR r;])iTEDlici S (880_213, 27) i Subesp. llib
8:-:- - hemD-10 8:-:- (SBé-ZQ) 8:24,223:[76] Corvallis

NR: No se realiz6 el ensayo para esa cepa

* Se indica en negrita la cantidad de cepas que comparten las mismas caracteristicas y entre
paréntesis la identificacion de las mismas
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5. DiscusiON GENERAL Y CONCLUSIONES

La serotipificacion de Salmonella aporta informacion de gran relevancia
epidemiologica y desde su comienzo se ha hecho mediante pruebas
serolégicas que detectan antigenos de superficie, lo que determina el
sistema de clasificacion en serovariedades. Este sistema, sin embargo, no
ofrece informacién sobre la virulencia, resistencia a antibiéticos u origen
filogenético de las cepas, por lo que es actualmente criticado y se propone

que sea reemplazado por métodos moleculares como el MLST*3,

El método de PCR miuiltiple ensayado en este trabajo 3°-3? resulta muy Uutil
a la hora de realizar la caracterizacion de aislamientos de Salmonella
enterica ya que es rapido y confiable. En los casos en que no se logra
identificar el serovar completamente, aporta informacion sobre alguno de
sus antigenos, lo que nos permite acercarnos a la prediccion de su serotipo.
Creemos que este tipo de métodos resultan especialmente aplicables en
laboratorios que cuentan con recursos limitados ya que su costo es menor

al de la serologia tradicional o la caracterizacion por MLST.

Existen otros métodos que aportan resultados similares como el descrito
por Fitzgerald et. al 2’ donde detectan los grupos somaticos A, D, B, C1,
C2, E y G, utilizando arreglos de sondas genéticas fluorescentes

especificas para las regiones variables de los genes abe, wzx y prt. Sin
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embargo, este método solo detecta determinantes del grupo somatico y
requiere del uso de sondas fluorescentes y de equipamiento de

microscopia de fluorescencia.

También existen métodos combinados, como el descrito por Ranieri et. al
44 donde realizan una PCR muiltiple para identificar 7 serogrupos diferentes
(B, D, C1, C2, E, G y K) y ademés, secuencian los genes fliC y fljB para
determinar los antigenos flagelares de fase | y I, respectivamente. En este
caso, se evitan falsos negativos debido a mutaciones dentro de la region
variable de los genes fliC y fljB que podrian impedir que los primers hibriden
completamente, como puede ocurrir en las PCR multiples en las que
basamos nuestro trabajo. Sin embargo, al ser necesario realizar la
secuenciacion de dos genes para cada cepa, es un método que requiere
mas tiempo y resulta mas costoso y, por lo tanto, no es tan aplicable en

laboratorios con pocos recursos.

Por otro lado, tenemos métodos basados en PCR multiples que identifican
marcadores genéticos serotipo-especificos como, por ejemplo, los
descritos en los trabajos de Tennant et al. 4> y Al-Emran et al. 2. Estos
métodos tienen un muy alto poder de discriminacién, pero permiten detectar
un namero muy limitado de serovares, por lo que su aplicabilidad es mas
reducida, siendo de mayor utilidad en regiones donde los casos de

salmonelosis se encuentran mayormente limitados a unos pocos serovares
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conocidos. El método descrito por Al-Emran y colaboradores fue aplicado
exitosamente en una coleccion de cepas obtenidas de hemocultivos en el
Africa sub-sahariana, en donde la proporcion de los casos debidos a S.
Typhiy S. Tyhphimurium es muy alta y se detectaban unos pocos serovares
minoritarios como Enteritidis o Dublin. Sin embargo, este método aplicado
en la coleccién que analizamos en este trabajo no hubiera resultado

exitoso, ya que la variedad de serotipos es mucho mayor.

Los métodos basados en PCR mudltiples que utilizamos en este trabajo
permitieron la completa caracterizacion de un 66% de las cepas estudiadas,
pudiendo identificar 9 serovares diferentes, dentro de los cuales estan los
mas prevalentes en Uruguay (Typhimurium y Enteritidis), asi como otros
serovares menos frecuentes (Infantis, Saintpaul, Bredeney, Panama,
Newport, Litchfield y Paratyphi B). Para la coleccién de cepas analizada no
se observaron falsos negativos ni reactividad cruzada, por lo que
representa un método confiable. Sin embargo, presenta limitaciones en
cuanto al numero de serovariedades que permite caracterizar, en particular
para aquellos serotipos que tienen antigenos flagelares de fase 1 del

complejo G o que presentan antigenos O y H poco comunes.

La secuenciacion del gen fliC nos permitio discriminar entre los serovares
del grupo flagelar G, asi como identificar 2 serovares adicionales para los
gue no contamos con primers en la PCR flagelar de fase | (antigenos k y
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l,z28). En el trabajo de Bishop et al. 4! se plantea que en la mayoria de los
casos estudiados, la secuenciacion de este gen es suficiente para predecir
de forma exitosa el serovar de un aislamiento de Salmonella. Para las 16
cepas en las que analizamos la secuencia del gen fliC, ésta aport
informacion extra que permitié completar con certeza la caracterizacion de
serovares. Nuestros resultados apoyan lo descrito en el trabajo de Bishop
y colaboradores, ya que en todos los casos el analisis de secuencia brinda
la misma identificacion a nivel de serovar que con el conjunto de los

métodos.

Los resultados de MLST, si bien son preliminares, aportan informacion
valiosa que, en conjunto con los resultados obtenidos por los demas
métodos, permiti6 la caracterizacion de 4 cepas adicionales,

completandose asi la serotipificacion de la coleccion de cepas bolivianas.

Se puede entonces concluir gue los métodos moleculares ensayados son
consistentes entre si y que aportan informacion complementaria, que en su
conjunto permitié la caracterizacion de un total de 58 cepas de Salmonella
enterica de diversos origenes. En particular, los métodos basados en PCR
resultan muy utiles en la identificacién de gran cantidad de serovares, son
rapidos, confiables y reproducibles, ademas de resultar menos costosos
que la serotipificacion clasica. Sin embargo, ninguno de los métodos

ensayados en este trabajo es, por si solo, completamente eficiente.
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Dentro de la coleccion de cepas bolivianas se identificaron 56 cepas de la
subespecie enterica, que representan 17 serovares diferentes, y dos de la
subespecie lllb, siendo estas ultimas, causa de infecciones sistémicas en

humanos, lo cual es muy poco comun.

Nuestros resultados sugieren que la variedad de serotipos en Bolivia es
mayor que la que detectamos en Uruguay y que algunos serotipos muy
prevalentes en Bolivia no circulan con frecuencia en nuestro pais. Este es
el caso de serovar Infantis que representa s de los aislamientos de la
coleccion boliviana. Por otra parte, algunas serovariedades muy
prevalentes en Uruguay como Enteritidis y Typhimurium, aparecen

minoritariamente en la coleccién boliviana.

85



6. PERSPECTIVAS

Resta completar el analisis de MLST del conjunto de cepas, que se

encuentra en curso.

Ademas, nos planteamos disefiar nuevos primers que permitan la
identificacion de un mayor namero de serotipos de importancia clinica para
complementar los métodos aqui evaluados. También nos proponemos

evaluar métodos basados en PCR en tiempo real.

Por otra parte, nos planteamos profundizar en el estudio de las cepas SBO-
13 y SBO-27, ya que resultan especialmente interesantes por tratarse de
aislamientos de infecciones invasivas en seres humanos. En primer lugar,
nos proponemos obtener la secuencia gendmica completa de ambas
cepas, para evaluar si presentan caracteristicas diferenciales con relacién
a otras de la misma subespecie aisladas de muestras ambientales.
Ademas, realizaremos una evaluacién fenotipica, en cuanto a su capacidad

para invadir y persistir en células epiteliales humanas en cultivo.

El serovar Infantis, que resulté muy prevalente en la coleccion de cepas
estudiada, abre también nuevas lineas de trabajo. Este serotipo ha
aumentado su prevalencia en los ultimos afios en muchas regiones del
mundo incluyendo varios paises sudamericanos. Este aumento se

relaciona a la diseminacion de algunos clones con especiales capacidades
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epidémicas 46. Nos proponemos avanzar en la caracterizacion de esta
capacidad en serovar Infantis en relacion con otras serovariedades que se
diseminan epidémicamente en Uruguay como son Enteritidis vy

Typhimurium.
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