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RESUMEN

En la actualidad se conoce que una gran variedad de reptiles son portadores de Salmonella y
recientes casos de salmonelosis en Galapagos ha provocado una atencién especial para la
identificacion de serovares patdgenos que puedan provenir de reptiles como iguanas y
conocer si existe transmision hacia humanos. Desde el punto de vista evolutivo es igualmente
interesante su identificacion ya que al estar aisladas las iguanas y por ende las bacterias
presentan caracteristicas distintas a las bacterias del continente en términos de resistencia a
antibioticos. Para la identificacion de los serotipos de Salmonella aislados de 76 muestras de
heces de iguanas de la isla San Cristobal en Galapagos. Los aislados fueron cultivados en
BHI y luego se obtuvo su ADN. El siguiente paso consistié en la amplificacion de control
interno en donde se hizo una PCR, inicialmente de 1.500pb del gen ribosomal 16S con el fin
de revisar la calidad del material genético y observar si se produce inhibicion en cuanto a la
amplificacion. Se elabor6 un gel de agarosa mediante electroforesis para poder visualizar los
resultados con control positivo. A continuacion, se observé una amplificacion de 605 pb del
gen invA que es el responsable de codificar para una proteina de invasion que se encuentra en
la isla de patogenicidad 1 de la bacteria y que permite confirmar que existe material genético
(ADN) de todos los serovares de Salmonella. La metodologia usada permitio la identificacion
de hasta 3 serovares de relevancia clinica. Los resultados obtenidos mostraron serovares
capaces de generar enfermedad a humanos con relevancia en la salud.

Palabras clave: Salmonella, variedades patdgenas, presion selectiva, electroforesis, serovar,
medio BHI, isla de patogenicidad.



ABSTRACT

It is currently known that a large variety of reptiles are carriers of Salmonella and recent
cases of salmonellosis in the Galapagos have caused special attention for the identification of
pathogenic serovars that may come from reptiles such as iguanas. From an evolutionary
perspective, its identification is equally interesting since, as iguanas are isolated, therefore the
bacteria present different characteristics (antibiotic resistance) from the bacteria of the
continent. Isolates from76 fecal samples from the San Cristobal island, Galapagos were
analyzed. We cultured the isolates in a BHI medium and then extracted the DNA. The next
step consisted of the internal control amplification where a PCR was performed, initially of
1,500bp of the 16S ribosomal gene in order to check the quality of the genetic material and
observe if inhibition occurs in terms of amplification. Next, we amplified 605 bp fragment of
the invA gene, which codes for an invasion protein that is found on pathogenicity island 1 of
the bacterium and confirms that the DNA came from of all serovar of Salmonella. The
methodology used allowed the identification of up to thirty serovars of clinical relevance.

Key words: Salmonella, pathogenic varieties, selective pressure, electrophoresis, serovar,
BHI medium, pathogenicity island.



TABLA DE CONTENIDO

LINTRODUGCCION. ...ttt sttt 9
1.1 SaIMONEIIA SPP ...t 9
1.2 Salmonella en reptiles. ... ....oeiniiiii e 11
1.3 Salmonella en Ecuador..........oooiuiiiii e 12
1.4 Salmonella en Galapagos. ........ouiirinriniii i e 13
2. METODOS ...ttt 14
2.1 RecolecCion de MUESEIAS. ... .ouuuet ettt ettt eeeeees 14
2.1.2 Reactivacion bacteriana para Salmonella y cultivo......................... 14
2.2 Diagnostico molecular de Salmonella spp.........ccoooovviiiiiiiii 14
2.2.1 Extraccion de ADN mediante ebullicion...................oooviiiii. 14
2.2.3 Dilucioén del material genético (ADN)......oovviviiiiiiiiiiiieen 14

2.2.4 Deteccion de Salmonella... ... ... veeoeeieeceee e e aeeaee e e 15

2.2.5 Deteccidn de serovares de Salmonellaspp..........coooooviiiiiiiin 15

2.2.6 Identificacidn molecular.................ooiiiiiii e, 16
B RESULT ADOS . ... e e e e 17
3.1 Calidad del material genético y deteccion de Salmonella............................. 17
3.2 Deteccidn de serovares de Salmonella spp..........ccoooiviiiiiiiiiiiiin, 17
A.DISCUSION . ... .ottt e, 19
4.1 Calidad del material Sen€tiCo.........c.vviuiiii i, 19
4.2 Deteccion de Salmonella...... ..o 19

4.2.2 Deteccion de serovares de Salmonella spp.........ccooeviiiiiiiiiiinnnin 19
5. CONCLUSIONES . ... e e e e 21
6. BIBLIOGRAFIA . ... e, 22

T FIGU R A S . 24



INDICE DE FIGURAS
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1. INTRODUCCION

1.1 Salmonella spp.

Las enfermedades zoondticas se definen como aquellas que puede transmitirse de
animales a humanos en donde su trasmisién puede ir desde mordeduras o rasgufios,
manipulacion de los mismos (fluidos, aerosoles), por vectores o por consumo de alimentos que
posean el patdgeno (Marlen y otros, 2016). En la actualidad uno de los patdégenos mas
relevantes trasmitidos por alimentos es la Salmonella enterica con especial atencidn en paises
en via de desarrollo por el impacto en la salud publica. En muchos paises del mundo que
incluyen paises desarrollados de la Union Europea, Estados Unidos y paises en vias de
desarrollo como Ecuador, Bolivia entre otros es el patdgeno que provoca mas enfermedades
por via alimentaria. Existen grupos vulnerables a infecciones por Salmonella que son las
personas de corta edad y los adultos mayores especialmente. Se conoce que la causa mas comun
para contraer Salmonella es la insalubridad y en especial el desconocimiento de las normas de
higiene y prevencién (Barreto y otros, 2016).

Los casos reportados en Latinoamérica no son muy confiables debido a que el sistema
sanitario en muchos paises es deficiente y muchas veces es esta la razén por la que las
estadisticas muestran datos que reflejan otra realidad. En el caso de la Salmonella,
Latinoamérica registra el segundo censo mas bajo respecto a enfermedades de transmision por

alimentos con 9.000 muertes al afio en promedio (Olivo y Sanchez, 2017).
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A nivel mundial existe una creciente preocupacion por la resistencia a antibiéticos

donde se incluye la Salmonella, siendo un problema con alta relevancia clinica. Es por esta
razén que es necesario entender de mejor manera a poblaciones aisladas que no han tenido
presion selectiva por parte de los antibidticos para saber su sensibilidad (Sylvester y otros,
2013).
Esta bacteria pertenece a la familia Enterobacteriaceae, se grupa como Gram-negativa y se
divide principalmente en las especies Salmonella entérica y Salmonella bongori las cuales
presentan la peculiaridad de ser bacterias intracelulares facultativas y que tienen la capacidad
generar enfermedad en humanos. Existe especial atencion en la especie Salmonella entérica ya
que se conoce que tienen alta patogenicidad y se han descubierto mas de 2610 serovariedades
(Marlen y otros, 2016). En los mamiferos las subespecies de entérica son las responsables de
causar enfermedad y entre estas serovariedades existe un 90% de similitud en cuanto a su ADN.
Para este caso existen diferencias en cuanto a los hospederos y también en la sintomatologia
clinica de los enfermos. De manera general encontramos con mayor relevancia a los serovares
Enteriditis y Typhimurium que causan gastroenteritis en personas, en los ratones se produce
una afectacion sistémica y las aves son asintomaticas. Otros serovariedades de relevancia
clinica son Typhi (tifoidea), que genera Unicamente enfermedad en humanos. A nivel mundial
las serovariedades Enteritidis y Typhimurium son los agentes causales de enfermedad mas
identificados (Tomastikova y otros, 2017).

La trasmision de esta bacteria al ser humano es por contaminacion fecal que puede ser
directa o de manera indirecta mediante la ingestion de alimentos o agua contaminada. Tiene la
capacidad de subsistir al pH del estbmago, asi como también a su osmolaridad elevada en el
intestino delgado lo que provoca que se interne en las células del epitelio del ileon resistiendo
la fagocitosis y de esta manera siendo capaz de establecerse en el tejido linfoide y los ganglios

linfaticos mesentéricos (Tomastikova y otros, 2017).
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De esta manera se conoce que los macrofagos son las células blanco durante su
diseminacion debido al hecho de que la Salmonella se instaura en un sector acido que se conoce
como vacuola y es ahi donde evade la lisis que pueden generar distintos componentes
lisosomales y de esta forma se multiplica y coloniza regiones como el tejido del intestino u
otras partes generando infecciones locales como sistémicas (Tomastikova y otros, 2017).

1.2 Salmonella en reptiles

Se conoce que muchos reptiles como las iguanas son reservorios de Salmonella. Existen
estudios que muestran que aproximadamente el 90% de los reptiles tienen el patégeno en su
intestino incluyendo una amplia gama de serovariedades, que incluyen a las serovariedades
méas comunes que causan enfermedad en el ser humano que son S. Enteritidis y S.
Typhimurium. La forma comun en que los reptiles eliminan este patdgenos es por las heces,
siendo posible eliminar distintas serovariedades en una deposicion y generar contaminacion
tanto del agua como de cultivos (Barreto y otros, 2016). De acuerdo a historias clinicas en
distintas veterinarias son raras las manifestaciones sintomaticas en reptiles. Se sabe que el
desarrollo de la enfermedad en humanos por otra parte depende de la virulencia de una
determinada serovariedad. De esta manera la infeccion se da principalmente por el contacto
directo con los reptiles, asi como por medio de los alimentos contaminados (Tomastikova y
otros, 2017).

Se han reportado casos de salmonelosis en distintas partes del mundo provenientes de
reptiles y con especial impacto en los nifios requiriendo hospitalizacion. En Estados Unidos se
han reportado casos de salmonelosis con diferente gravedad transmitidas por reptiles entre estas
iguanas, donde el serotipo prevalente es el Marina, asi también se han reportado casos en las
Indias Occidentales, en Republica Checa y varios paises en donde existe contacto con reptiles

como el Ecuador y en especial en las Islas Galapagos (Amadi y otros, 2017).
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1.3 Salmonella en Ecuador

En el Ecuador las enfermedades por Salmonella son comunes y tienden a tener un
subregistro, especialmente debido a que la mayoria cursa con sintomas leves y sin tratamiento
especifico, por lo que no acude al médico y no se genera un reporte. De acuerdo a las
estadisticas obtenidas en el ministerio de Salud Publica en el afio 2019 desde enero hasta junio
se reportaron un total de 963 casos, en su mayoria en el Guayas con 292 (MSP, 2019). De
manera General en Ecuador el grupo de edad més afectado va de 21 a 49 afios. Es importante
comparar con afios anteriores ya que existe una disminucion de casos desde el 2014 hasta el
2016 pero luego un nuevo incremento hasta el 2019 (MSP, 2019). De acuerdo a la gaceta
epidemioldgica publicada por el MSP en Ecuador para el 2014 se reportaron un total de 3331
infecciones, en el 2015 decrece a 2727 y en 2016 se reportan 1893 casos (Ministerio de Salud
Publica, 2018). A partir del afio 2017 vuelve a incrementarse a 2.063 casos y para el 2018 se
reportan 2.680 casos (Ministerio de Salud Publica, 2017).

Es importante mencionar que en 2014 se hicieron muchas campafias de higiene y
prevencion lo que pudo generar esta disminucion. El repunte que se produce a partir del 2017
pudo generarse porque se dejo de hacer estas campafias y la disminucién genera confianza en
las personas y por este mismo hecho una relajacion en las medidas de prevencién e higiene

(Olivo y Séanchez, 2017).
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1.4 Salmonella en Galapagos

Con los datos actualizados por parte del MSP desde enero hasta junio de 2019
Galépagos ocupa el puesto numero 7 a nivel de provincias presentando un total de 34 casos
(MSP, 2019). En el afio 2017 no se registra ningin caso de salmonelosis en estas Islas y para
el 2018 se reportan Unicamente 4 casos (Ministerio de Salud Publica, 2017).

Con los datos mostrados observamos un claro incremento en las islas Galdpagos pese
a que solo se tiene informacion oficial hasta mediados del afio 2019. De esta manera se ha
hecho relevante el estudio en esta zona, donde se sospecha que las infecciones pueden provenir
también de reptiles como las iguanas ya que lleva a suponer que pueden existir otras maneras
de transmisién que no estan siendo atendidas de manera adecuada por las autoridades y que es
el resultado de este incremento en las islas. En 2012 se hizo un estudio en Galapagos donde se
demostroé que el aislamiento, es decir la limitacion en la dispersién de las iguanas estructura a
las poblaciones bacterianas (Launka, 2012).

En el mismo estudié se evidencié que en el caso de que se produzca trasmision por
alimentos las bacterias entéricas pueden dispersarse a mayor distancia, aunque no fue
concluyente respecto a la causa, donde se explica que puede ocurrir naturalmente o puede
tratarse de una excepcién antropogénica. En el estudio se caracterizé a los aislamientos de
Salmonella entérica de heces de iguanas y se identifico un conjunto se serovares Unicos y casi
exclusivos siendo indicando que existe una estructuracion de acuerdo al gradiente geogréfico.
De esta manera el estudio concluye en que estas bacterias tienen una limitacion en su dispersion

de acuerdo a barreras geograficas y en este caso el océano (Launka, 2012)
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2. METODOS

2.1. Reactivacion bacteriana para Salmonella y cultivo

Se reactivo a las bacterias en un medio BHI (Brain heart infusion), para lo cual se usé
un hisopo para obtener la mayor cantidad de bacterias de las muestras previamente congeladas
y se las cultivd mediante la técnica de estriado para su incubacion a una temperatura de 37°C
por 24 horas (Masato y otros 2011).
2.2 Diagnostico molecular de Salmonella spp

2.2.1 Extraccion de ADN mediante ebullicion

Usando el proceso mediante ebullicion de acuerdo al protocolo de Coll y colaboradores
(referencia), se afiadio 500uL de agua destilada estéril dentro de un tubo Eppendorf de volumen
1.5 ml y se seleccion6 en promedio 6 colonias de Salmonella del medio BHI, se procedi6 a
etiquetar el tubo y se lo ubicd dentro del termobloque a una temperatura de 100°C por 10
minutos. Se llevo la muestra a un congelador a -20°C por 24 horas y se repitio el proceso de
ebullicién y congelacion exactamente como ya fue descrito. Finalmente se centrifugé el tubo
con 12.000 xg por 5 minutos y se llevé el sobrenadante a otro tubo en una congeladora con las
mismas condiciones mencionadas para futuras pruebas (Masato y otros 2011).

2.2.2 Amplificacion control interno

Se ejecut6 una amplificacion mediante PCR del gen ribosomal 16S para conocer la
calidad del material genético y conocer si existe inhibicion (Masato y otros 2011).

2.2.3 Dilucion del material genético (ADN)

Se trabajo con una dilucion de ADN de 50 pL y 50 uL de agua estéril (Masato y otros
2011).
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2.2.4 Deteccion de Salmonella
Se realizo la amplificacion del gen invA para verificar presencia de ADN
correspondiente a cualquier serovariedades del género Salmonella (Kim y otros, 2006).
2.2.5 Deteccion de serovariedades de Salmonella spp
Se usaron los primers STM y STY para la amplificacion, de acuerdo al protocolo
establecido en “Identificacion molecular de cepas de Salmonella patégena en carne de pollo y
derivados” del Instituto de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito. El

control positivo consistié en el uso de la cepa S. Typhimurium (Kim y otros, 2006).

Tabla 1: Reactivos, concentracion y volumen para amplificacion STM.

Reactivos Concentracion VWolumen

Buffer de reaccidn 5 2.8 ul
MgClz 25 mh 0.8 plL
dMNTFPs 2 mbhA 1 pL
Primmer SThM1 Fornward 10 uhda 0.3 plL
FPrimmer SThM1 Reverse 10 uhd 0.3 plL
FPrimer STM2Z2 Forward 10 uhAa 0.3 pl
Primer STM2 Reverse 10 ubAa 0.3 pl
Primmer SThM3 Fornward 10 uhd 0.3 pL
FPrimer SThM3 Reverse 10 uhda 0.3 plL
FPrimmer SThM4 Fornward 10 uhd 0.3 plL
FPrimer SThM4 Reverse 10 uhAa 0.3 pl
Primer STMS Fornward 10 ubAa 0.3 pl
FPrimmer SThMS Reverse 10 ubi 0.3 pL
GoTaqg polimerasa 5 Wiul 015 plL
ADM 1 pL
H=C 1.25 pL
Yolumen final 10 pl

L

Fuente: Manual de microbiologia para la identificacion de cepas de Salmonella, USFQ
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Tabla 2: Reactivos, concentracion y volumen para amplificacion STY

Reactivos Concentracicon Wolumen

Buffer de reaccion 52 3.2 pL
Mg Cilz 25 mhA 0.8 pL
dMNTPs 2 mihAa 1 pL
Primer STY 1 Fornward 10 ubha 008 L
Primer STY1 Reverse 10 uha 0.08 L
Primer STY2 Fornward 10 uhi 008 L
Primer STY2 Reverse 10 uhAa .08 L
Primer STMWME Fonward 10 uha 008 L
Primer SThEB Revaerse 10 uba 008 L
FPrimer STY3 Fornward 10 uhv 0.3 pL
FPrimer STY3 Reverse 10 uhi 0.3 pL
Primer ST4 Fornward 10 uhAa Q.1 po
Primer STY4 Reverse 10 uha 0.1
GoTag polimerasa 5 WSual O.15 pL
AN 1 pL
HzaC» 1.25 pL
“Wolumen final 10 gL

Ambas reacciones usan un programa de amplificacion igual

Fuente: Manual de microbiologia para la identificacion de cepas de Salmonella, USFQ

Tabla 3: Programa de amplificacién del STM — STY

Desnaturalizacion 94°C por 4 minutos

Alineamiento v 35 ciclos de 10 segundos a 98°C

templado

Extension 30 segundos a 60°C v 72°C durante
30 segundos

Extension final 72°C durante 5 minutos

Para la visualizacion de los resultados en cuanto a las reacciones por los primers STM y
STY se elabor6 un gel de agarosa al 2.5% Yy se corrié una electroforesis por 3 horas a 80V
usando la tincion de bromuro de etidio. Fue necesario usar un marcador de peso molecular de
50 pb para distinguir las bandas de acuerdo a sus diferentes tamafios moleculares (Kimy otros,

2016).

2.2.6 Identificacién molecular

Se enviaron los productos obtenidos por PCR para su secuenciacion a una empresa en
Estados Unidos Biosciences. Estas secuencias fueron analizadas mediante el programa MEGA
X. Para la identificacion la base fueron las homologias existentes en la base de datos del NCBI

usando el programa Basic Alignment Search Tool (BLAST)
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3. RESULTADOS

3.1 Calidad del material genético y deteccion de Salmonella

El material genético obtenido mostro buena calidad ya que se obtuvo una amplificacion
del gen ribosomal 16S de 1500 pb visualizado en un gel de agarosa al 1.5%.
En cuanto a la deteccion de Salmonella se pudo encontrar primeramente una amplificacion de
605 pb del gen invA que es el responsable de codificar para una proteina de invasion que se
encuentra en la isla de patogenicidad 1 de la bacteria y que permite confirmar que existe
material genético (ADN) de todos los serovares de Salmonella.
3.2 Deteccion de serovares de Salmonella spp

Se identificaron tres serovariedades de Salmonella que son Braenderup, Hadar y
Bovismorficans de acuerdo al patréon de amplificacion de los primers STM y STY y muchas

muestras no pudieron ser identificadas.



Tabla 4: Serotipos de Salmonella enterica subespecie entérica usados en la PCR
multiplex en las amplificaciones STM y STY

Muestra

CsS5

CS7

CS8

CS12
CS16
C517
CS23
G531
CS35
CS536
CS52
CS55
CS57
CS58
CS64
CS70
Cs571
CSs73
Cs74
CS76

Patron de Ampliflicacion Serovar

ST™M STY

25 0 Braenderup

235 1 Sin identificar
0 0

25 1 Sin identificar
3,5 0 Hadar
5 0 Sin identificar
2 0 Sin identificar
2 0 Sin identificar
25 2 Sin identificar
5 0 Sin identificar
0 1 Sin identificar
25 0 Eraenderup
25 2 Sin identificar

235 0 Bowvismorbificans
2 1,2 Sin identificar
25 0 Braenderup
0 0

25 2 Sin identificar

18
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4. DISCUSION

4.1 Calidad del material genético
La evaluacion de la calidad del material genético es el paso fundamental en un

experimento de caracterizacion microbiana ya que los resultados nos indican si es adecuado
continuar con el experimento o por el contrario es necesario obtener nuevo material genético
con el cual seguir la investigacion. En este proyecto la amplificacion del gen ribosomal 16S de
1.500 pb nos permitié conocer que el material genético (ADN) es de buena calidad,
especificamente porque no existié evidencia de su inhibicion.
4.2 Deteccion de Salmonella

La amplificacion que se visualizé en el gel de agarosa de 605 pb corresponde al gen invA
y por esta razdn podemos confirmar que el material genético proviene de Salmonella. Por esta
misma razon se confirma que el transporte y almacenamiento de muestras fue manejado
correctamente y a temperaturas éptimas. Es igual evidente que la reactivacion bacteriana fue
efectiva y que el cultivo en el medio BHI y la extraccion de ADN fueron ejecutadas de manera

adecuada.

4.2.2 Deteccion de serovares de Salmonella spp

Los serovares identificados que se observan en la tabla 4 son Hadar, Braenderup y
Bovismorficans los cuales se conoce que causan enfermedad en humanos y en ciertos animales,
lo que tiene relevancia clinica. Se conoce que la serovariedad Hadar ha sido aislada en distintos

paises y que se han hecho ensayos sobre su sensibilidad a antibioticos (Soares y otros, 2007).
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En Brasil en 2007 ciertas cepas aisladas mostraron resistencia a antibioticos, pero se
mostraron sensibles a antibioticos de tercera generacion (Soares y otros, 2007). En cuanto a la
serovariedad Braenderup un estudio hecho en Colombia en 2016, de un total de 93
serovariedades identificadas, 9 resultaron predominantes, entre estas Braenderup, las cuales
presentaban altos porcentajes de resistencia a antibioticos (Rodriguez, 2016). Respecto a la
serovariedad Bovismorficans un estudio hecho en México en 2019 mostro su prevalencia y su
resistencia a diversos antibiéticos como hacia la penicilina el cloranfenicol, sulfonamidas y a
la tetraciclina (Contreras, 2019).

Es importante mencionar que los estudios descritos son a partir de muestras de mamiferos,
en especial aves ya que es el mayor foco de contagio, donde se ha venido usando rutinariamente
antibidticos para el tratamiento de estas infecciones lo cual ha demostrado generar una presion
selectiva para la resistencia microbiana (Contreras, 2019).

En este estudio las muestras analizadas fueron de heces de iguanas, es decir provenientes
de un reptil y también fueron tomadas de las islas Galapagos lo que implica un aislamiento
geografico de las iguanas y de las bacterias. Se conoce que el aislamiento geografico tiene
implicaciones evolutivas tanto a largo como a corto plazo y por esa razdn se sospecha que estas

muestras puedan tener especial sensibilidad a todos los antibiéticos usados (Launka, 2012).
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5. CONCLUSIONES
Las serovariedades identificadas tienen relevancia clinica y se puede concluir que muchos
brotes en Galapagos son producidos por la transmision directa, es decir con contacto con el
animal e indirectamente mediante contaminacion del agua y cultivos por heces de iguanas que
finalmente son ingeridas por las personas por la alimentacion principalmente. Es importante
que exista una constante vigilancia sobre brotes de Salmonella en el pais. La identificacion de
serovariedades y el monitoreo de la resistencia a antibioticos es necesario ya que permite
aportar bases para encontrar mejores tratamientos a las infecciones y también para determinar

el foco de contagio y efectuar correctamente camparias de prevencion y de higiene.
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Figura 1: Perfiles de amplificacion de los primers STM y STY
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