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ABSTRACT. "Optimization of PCR techniques optimization
for detection of Salmonella enterica (serotype:
Gallinarum) in Costa Rican poultry". Introduction: Avian
typhoid and pullorosis, diseases caused by Salmonella
enterica subsp. enterica (Gallinarum serotype, Gallinarum
and Pullorum biotypes), cause high mortality in poultry
and generate large economic losses. Objective: To
optimize molecular techniques, such as endpoint PCR and
real-time PCR (gPCR), to detect avian typhoid and
pullorosis. Methods: We used control bacterial strains,
isolates and tissues from birds infected with Salmonella
Gallinarum to standardize detection with both
techniques. Results: For the endpoint PCR, we obtained
100% repeatability, specificity and sensitivity, and a Kappa
value of 0.98 for reproducibility; for gPCR, 103% efficiency
with a variation under 6% in repeatability and
reproducibility. The detection limit for genomic DNA was
6.4 pg/uL and the limit for the number of viable cells was
3x102 CFU/mL for endpoint PCR, and 10 DNA copies per
reaction for gPCR. We also confirmed the identity of S.
Gallinarum, and was reduced. We reduced the detection
time to about 48 hours. Conclusion: We optimized a
molecular technique for rapid, reliable and sensitive
detection of Salmonella Gallinarum/Pullorum, which
reduces the waiting time to take action in cases of clinical
suspicion and possible outbreaks.

Keywords: molecular detection, DNA, taxonomic
placement, Enterobacteriaceae

RESUMEN. Introduccién: La tifosis aviar y la pulorosis,
enfermedades ocasionadas por Salmonella enterica
subsp. enterica (serotipo Gallinarum, biotipos Gallinarum
y Pullorum), son responsables de una elevada mortalidad
en aves de corral y generan grandes pérdidas econdmicas.
Objetivo: Optimizar técnicas moleculares, como la PCR
punto final y la PCR de tiempo real (qPCR), para detectar
tifosis aviar y pulorosis. Métodos: Se emplearon cepas
bacterianas control, aislamientos y tejidos de aves de
infectadas con Salmonella Gallinarum para estandarizar la
deteccidn con ambas técnicas. Resultados: Para la PCR de
punto final se obtuvo una repetibilidad, especificidad y
sensibilidad del 100%, y un valor Kappa de 0,98 para la
reproducibilidad; para qPCR una eficiencia del 103% y
variaciéon menor al 6% en repetibilidad y reproducibilidad.
El limite de deteccién de ADN gendmico fue de 6,4 pg/uL
y el del nimero de células viables de 3x102 UFC/mL para
la PCR punto final, y de 10 copias de ADN por reaccion
para la gPCR. Confirmamos la identidad de S. Gallinarum.
Y se redujo el tiempo de deteccién a unas 48 horas,
Conclusion: Logramos optimizar una técnica molecular
para deteccidn rapida, confiable y sensible de Salmonella
Gallinarum/Pullorum, la cual reduce el tiempo de espera
para tomar accién en casos de sospecha clinica y posibles
brotes.

Palabras clave: deteccion molecular, ADN,
posicionamiento taxonémico, Enterobacteriaceae.

Las bacterias pertenecientes al género Salmonella se caracterizan por ser Gram negativas,
anaerobias facultativas y flageladas. Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y son un grupo muy
complejo, presentando 6 subespecies con mds de 2 500 serovariedades, dentro de las cuales se
puede encontrar a Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Gallinarum (Dalai et al. 2015). Este
ultimo serotipo presenta dos biotipos; Gallinarum (S. Gallinarum) y Pullorum (S. Pullorum); y a
excepcion del resto, no presenta motilidad debido a la ausencia de flagelos (Barrow & Freitas-Neto,
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2011). Estos biotipos son responsables de producir la enfermedad sistémica conocida como tifosis
aviar y pulorosis respectivamente, las cuales son exclusivas en aves, especialmente en gallinas de
corral. Esto se debe a que dichos patédgenos se encuentran muy adaptados a su hospedador,
restringiéndose su transmision a los seres humanos u otros animales (Foley et al., 2013). Ambas
enfermedades causan, en la mayoria de los casos, una elevada mortalidad en las gallinas que se
encuentran tanto en periodo de crecimiento como en adultos y genera, por lo tanto, grandes
pérdidas econdmicas en la avicultura de diversos paises (Barrow & Freitas-Neto, 2011). La deteccidn
de Salmonella se realiza principalmente mediante técnicas microbioldgicas, sin embargo, en la
ultima década se han realizado esfuerzos en cuanto a la bisqueda de técnicas mas rapidas e igual
de confiables, como lo es la PCR punto final y la PCR tiempo real (QPCR) (Xiong et al., 2016).

En Costa Rica la avicultura juega un papel muy importante en la economia del pais al
contribuir con un 13,6% en la produccidn pecuaria y, por lo tanto, generar miles de empleos a nivel
nacional (Secretaria Ejecutiva de Planificacidn Sectorial Agropecuaria [SEPSA], 2020). Mediante el
Decreto Ejecutivo No. 34669-MAG (2008) se establecen como enfermedades de declaracion
obligatoria en Costa Rica las ocasionadas por S. Enteritidis, S. Gallinarum y S. Pullorum. El Servicio
Nacional de Salud Animal (SENASA) cuenta con un programa para la vigilancia, diagndstico y
tratamiento de enfermedades causadas por Salmonella spp. Sin embargo, no existe una norma que
exija el uso de vacunas preventivas en las granjas; y la deteccion de la bacteria aun se realiza
mediante una combinacién de técnicas microbioldgicas, inmunoldgicas y bioquimicas (Servicio
Nacional de Salud Animal [SENASA], 2013). Estas técnicas tienen ciertas limitaciones asociadas a los
tiempos de obtencion de resultados, eficiencia, sensibilidad y especificidad. La deteccion empleando
dichos métodos suele ser laboriosa y el tiempo aproximado para la obtencién de resultados es entre
5 a 10 dias (Beaubrun at al., 2017).

El presente trabajo tiene como objetivo facilitar la deteccion de los agentes causales de la
tifosis aviar y la pulorosis mediante la optimizacién de técnicas moleculares, como la PCR punto final
y la gPCR, utilizando cepas bacterianas control, aislamientos de aves de corral y tejidos infectados
por Salmonella Gallinarum y Salmonella Pullorum.

MATERIALES Y METODOS

Se optimizo la técnica de PCR punto final y gPCR para la deteccién del serotipo Gallinarum
empleando muestras de cepas bacterianas y tejidos biolégicos obtenidos a partir de aves de corral
cedidas por el Laboratorio de Bacteriologia del SENASA. Se cultivaron 4 aislamientos provenientes
de un brote reportado en Costa Rica en el 2013, 8 cepas ATCC y 2 cepas vacunales (Apéndice Tabla
S1) en caldo Tripticasa Soya (Acumedia®, Neogen) a 37°C durante 24 horas.

Extraccion y cuantificacion de ADN bacteriano: Se realizaron extracciones de ADN de las
cepas aisladas y de los tejidos (higado y médula dsea) de aves positivas para S. Gallinarum,
empleando el kit de extraccion DNeasy® Blood and Tissue (Qiagen, Alemania) y siguiendo el
protocolo del fabricante. Los acidos nucleicos aislados se almacenaron a -20°C para su posterior uso.
El ADN gendmico total se cuantificé mediante fluorimetria con el equipo Qubit 3.0 (Invitrogen™, Life
Technologies) junto con el kit dsDNA HS (High Sensitivity, Invitrogen™, Life Technologies). La
integridad del ADN se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con tampdn TBE (Tris-
Borato) 0,5X y escalera de ADN GeneRuler 1Kb (Thermo Scientific). La pureza de las extracciones se
analizé con un espectrofotémetro Nanodrop™ 2000 (Thermo Scientific).

Optimizacién de la PCR punto final y la qPCR: Se realizé |a evaluacidn de la PCR punto final
y los resultados se utilizaron para optimizar la gPCR. Para la PCR y sus variantes se emplearon los
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cebadores flhB (Fw 5’-TTC GCG ACG AAT TTA AAG AGA GCG AAG-3’) y flhB (Rev 5'CAG CGT TTA AGC
TGC CAG ACC CAG GCC-3) propuestos por Xiong et al. (2016), los cuales estan dirigidos a una regidn
del gen flhB que codifica a la proteina de membrana biosintética flagelar (Flagellar biosynthetic
protein). A pesar de que S. Gallinarum no es capaz de formar flagelos, presenta los genes
estructurales conservados de flagelina. Los productos de PCR esperados fueron de 182pb para S.
Gallinarum y de 379pb para otros serotipos de Salmonella spp. Como controles positivos se
utilizaron la cepa vacunal SG 9R de S. Gallinarum (Nobilis®, Intervet International), la ATCC® 13036™
de S. Pullorum y otras cepas bacterianas (Apéndice Tabla S1).

Las reacciones PCR se realizaron a partir de 12,5uL de GoTag® G2 Hot Start Green Master
Mix (Promega) o EvaGreen® (type-it HRM PCR kit,Qiagen, Alemania) para PCR punto final y qPCR
respectivamente, ademas de 0,33puL (0,4uM) de cada cebador (forward y reverse), 2uL de ADN y
finalmente, se completé el volumen hasta 25,0uL con agua libre de nucleasas. El perfil térmico
utilizado como base para la PCR punto final fue el siguiente: 95°C por 5 minutos; seguido de 30 ciclos
a 95°C por 45 segundos, 59°C por 45 segundos, 72°C por 60 segundos y una extension final a72°C
durante 10 minutos. Mientras que, para la gPCR se eliminaron los pasos de 72°C por 60 segundos
en el ciclo térmico y la extension final. Se utilizé el equipo Mastercycler® Nexus Gradient (Eppendorf,
Alemania) para la optimizacién con PCR punto final y el equipo QuantStudioTM Flex 6 (Applied
Biosystems) para la qPCR. Para determinar la temperatura de hibridacién éptima para los cebadores
flhB-Fw y flhB-Rev, se realizd un gradiente de temperatura desde 56,0°C hasta 68,4°C utilizando la
muestra control (cepa vacunal SG 9R) de S. Gallinarum.

La visualizaciéon de los productos de la PCR punto final se realizd mediante una electroforesis
capilar con el equipo Qiaxcel Advanced (Qiagen) utilizando el cartucho QlAxcel DNA High Resolution,
el marcador de peso molecular de 25-500pb, el marcador de alineamiento 15pb/600pb y el método
de inyeccion OMB800 (resolucién 3-5pb). Las imagenes se obtuvieron con el QlAxcel ScreenGel,
Software v.1.5.

La evaluacién de la eficiencia (E) de la reaccion mediante gPCR se realizé con una curva
estandar empleando 4 diluciones seriadas 1:5 de la muestra control (cepa vacunal SG 9R), partiendo
con una concentracion inicial de 20ng/uL. Por lo tanto, la curva se construyd con un total de 5
puntos, cada uno por triplicado. Mientras que, la especificidad de los cebadores se evalio mediante
una curva de disociacion utilizando la misma muestra control y la cepa ATCC 13076 de Salmonella
Enteritidis.

Secuenciacion del producto de PCR y analisis de posicionamiento taxondmico: Los
productos de PCR obtenidos se purificaron mediante una precipitacion con isopropanol/acetato de
sodio. Para confirmar la identidad de las amplificaciones se realizd una secuenciacion Sanger en dos
direcciones (sentido y antisentido) de una regién parcial del gen flhB, de los aislados de tres cepas
de S. Gallinarum (cepa 2, cepa 4 y cepa 5), dos de S. Enteritidis (cepa 6 y cepa 9), una de S.
Typhimurium (cepa 10) y una de S. Pullorum (cepa 11) (Apéndice Tabla S1), utilizando la quimica Big
Dye terminator Cycle Sequencing v3.1 y posteriormente purificados mediante el kit Big Dye
Xterminator Purification (Applied Biosystems), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Finalmente, la identificacion nucleotidica se realizdé en un Analizador Genético ABI 3500 (Applied
Biosystems) ubicado en el Laboratorio de Analisis Gendmico (LAGen) de la Escuela de Ciencias
Bioldgicas, Universidad Nacional, Costa Rica.

Para el analisis de posicionamiento taxondmico, las secuencias obtenidas se editaron
manualmente en el programa Geneious versidon R9 (Biomatters). El reconocimiento preliminar de
su identidad taxondmica a nivel de género se realizé en linea con el programa BLASTn (Chen et al.,
2015), mediante parametros por defecto y disponible en National Center for Biotechnology
Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Se llevé a cabo un alineamiento multiple en
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el programa MAFFT v7.308 (Katoh & Standley, 2013) empleando el método iterativo de
refinamiento G-INS-i (1PAM/k= 2), ademas, una seleccion de bloques conservados mediante los
parametros por defecto del programa en linea Gblocks (Castresana, 2000). Se determiné el modelo
de sustitucion nucleotidica para los bloques conservados de la regién génica flhB (181 posiciones
informativas) con el programa ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) indicando que el mejor
modelo ajustado a la matriz fue el K2P. Seguidamente, con la plataforma en linea IQ-TREE
(http://igtree.cibiv.univie.ac.at) (Nguyen et al., 2015; Trifinopoulos et al., 2016) se obtuvieron las
inferencias topoldgicas de posicionamiento taxondmico por maxima verosimilitud con el uso de un
algoritmo estocdstico. Los parametros empleados para la inferencia filogenética fueron el uso de
heterogeneidad de tasa libre, célculo de soporte de los nodos derivado del método bootstrap
UFboot con 5000 permutaciones (Minh et al., 2013) y un test de rama Unica (SH-aLRT) con 5000
réplicas. Finalmente, los drboles obtenidos se visualizaron y editaron en el programa FigTree v1.4
(Rambaut 2009).

Analisis de especificidad, sensibilidad y limite de deteccién de la PCR: La especificidad y
sensibilidad se evalué mediante la amplificacion por PCR punto final tanto de cepas de Sa/monella
spp. como de otros géneros (Apéndice Tabla S1), validandose un total de 28 reacciones de PCR. La
cepa vacunal SG 9R de S. Gallinarum se empleé como control positivo. Ambos pardmetros se
calcularon con las ecuaciones descritas por Trevethan (2017).

Para determinar el menor nimero de células que pueden ser detectadas mediante PCR
punto final, la cepa vacunal SG 9R fue ajustada a una concentracién aproximada de 1.5x10% UFC/mL
correspondiente al patron 0,5 de McFarland y a partir de dicha suspensidn se realizaron diluciones
seriadas 1:10 desde 10! hasta 10 en caldo Tripticasa Soya. Luego se sembraron 0,01mL de cada
dilucidn por triplicado en diferentes placas Petri con Agar Tripticasa Soyay se incubaron durante 24
horas a 37°C. Posteriormente se realizé un recuento en placa de las unidades formadoras de
colonias (UFC) y un analisis por PCR punto final a partir de las colonias obtenidas en cada una de las
placas. De manera similar, se evalud la concentracion mas baja de ADN gendmico para determinar
el limite de deteccidn de S. Gallinarum mediante PCR punto final realizando diluciones seriadas 1:5
del ADN de la cepa vacunal SG 9R, partiendo de una concentracion de 20ng/uLy hasta 1,28pg/uL. A
partir de los resultados obtenidos de la PCR punto final, se llevaron a cabo diluciones seriadas 1:10
desde 10! hasta 10'° de la cepa vacunal SG 9R para determinar la sensibilidad analitica de la
deteccién mediante gqPCR. Se ensayaron Unicamente las diluciones de 107, 108, 10° y 10°°. El valor
de Ct establecido como corte para considerar el resultado como positivo fue de 35 (World
Organization for Animal Health, 2014).

Analisis de repetibilidad y reproducibilidad: Ambas técnicas (PCR punto final y gPCR) se
validaron mediante una prueba de repetibilidad (analisis intralaboratorio) en el Laboratorio de
Bacteriologia del SENASA, utilizando los mismos materiales y condiciones de laboratorio durante
cada ensayo. Para la PCR punto final se utilizaron 3 cepas de S. Gallinarum (cepa 1, cepa 5 y cepa
11), una de S. Abaetetuba (cepa 8) y una de S. Enteritidis (cepa 9), en este caso se emplearon 10
réplicas de cada una de las muestras y se analizé la concordancia entre los resultados de las réplicas.
Para la gPCR se llevd a cabo la amplificacién de 5 diluciones 1:5 de la cepa vacunal SG 9R la cual se
encontraba a una concentracion inicial de 20ng/uL.

La reproducibilidad (analisis interlaboratorio) de la PCR tiempo final y qPCR se analizé
comparando los resultados de repetibilidad obtenidos en diferentes laboratorios, validando asi la
prueba bajo condiciones experimentales diferentes. Para la PCR punto final se realizaron
comparaciones entre el Laboratorio de Bacteriologia del SENASA y el LAGen, utilizando los equipos
Mastercycler® Nexus Gradient (Eppendorf, Alemania) del SENASA y equipo ProFlex™ PCR System
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(Applied Biosystems, USA) del LAGen. Mientras que, para la gqPCR se compararon los resultados
entre el Laboratorio de Bacteriologia del SENASA y el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas (LBP)
de la UNA, con los termocicladores QuantStudio™ Flex 6 (Applied Biosystems) y LightCycler® 96
Instrument (Roche) del SENASA y el LBP respectivamente.

Andlisis estadistico de la reproducibilidad y repetibilidad: Para determinar Ia
reproducibilidad de la técnica de PCR punto final se elaboré una tabla de contingencia 2X2
comparando los resultados del SENASA (Laboratorio 1) con los del LAGen (Laboratorio 2). Con los
datos obtenidos se calculé el indice de Kappa para determinar el grado de concordancia entre los
diferentes dias y se realizd la prueba de Mc Nemar. Se determind si los datos eran estadisticamente
similares mediante la comparacién del resultado de la prueba de Mc Nemar con un valor tabular de
Chi Cuadrado de X2chi- 3,84, utilizando como criterio de decisién un nivel de significancia de 0,05 y
un grado de libertad (Diaz et al., 2017).

La repetibilidad de la prueba mediante gPCR se obtuvo calculando el valor de la desviacion
estandar (DS) y el porcentaje del coeficiente de variacion (% CV) para las siguientes concentraciones
por triplicado: 20ng/uL, 4ng/uL, 0,8ng/uL, 0,16ng/uL, 0,032ng/uL y 0,0064ng/uL de la cepa control
(SG 9R) dentro de un mismo ensayo en el termociclador QuantStudio™ Flex 6 (Applied Biosystems).
Mientras que, para calcular la reproducibilidad de la misma prueba se compararon los datos de DS
y del % CV obtenidos en dos laboratorios diferentes (Laboratorio de Bacteriologia del SENASA y el
LAGen) utilizando las concentraciones mencionadas.

Deteccion de S. Gallinarum/Pullorum en tejidos bioldgicos: Con el fin de evaluar la
aplicabilidad de la técnica de la PCR para detectar S. Gallinarum/Pullorum directamente en muestras
de tejido bioldgico sin requerir de un aislamiento y obtencién de un cultivo puro, se realizé una
extraccion de ADN gendmico directamente de muestras congeladas de higado y médula dsea de
diferentes animales previamente confirmadas como positivas para S. Gallinarum/Pullorum
mediante cultivo bacteriano, pruebas seroldgicas y bioquimicas (com pers. Gabriela Hernandez,
SENASA, octubre 2019) y posteriormente se llevd a cabo un analisis por PCR en tiempo final con las
condiciones previamente optimizadas.

RESULTADOS

Extraccion y cuantificacion de ADN bacteriano: La concentracion de ADN total obtenido
varié entre las muestras, en un rango entre 14ng/uL a 46,8ng/uL. En la evaluacion de la integridad
del ADN extraido mediante electroforesis no se observé degradacidn y se muestran bandas de alto
peso molecular (Apéndice figura S1). Al analizar la pureza de las extracciones mediante la relacién
de absorbancia 260/280 (Axe0/280) Se obtuvieron valores cercanos a 1,8 mientras que, en la relacién
de Axs0/230 S€ encontraron por debajo de 1,8.

Optimizacion de la PCR punto final y la gPCR: Al emplear el gradiente de temperatura se
observd una amplificacion positiva desde 56°C hasta 68,4°C (Figura 1). Sin embargo, al analizar los
productos obtenidos para cada una de las muestras con el programa QlAxcel ScreenGel, se evidencié
una mayor concentracion del producto de interés (182pb) y menos artefactos de la PCR al emplear
una temperatura entre 57,1°C a 59,9°C (datos no mostrados) por lo tanto, se optd por utilizar una
temperatura de 59,0°C durante la etapa de hibridacion con el fin de mantener una alta especificidad
durante las pruebas.
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MPM 56.0 °C 56.4°C  57.1°C 58.6 °C 59.9 °C 61.4 °C 63.0 °C 64.5°C 66.1 °C 67.3°C  68.0°C 68.4°C

182 pb

Fig. 1. Electroforesis capilar para la determinacién de la temperatura de hibridacién empleando la cepa de S. Gallinarum
(vacunal SG 9R).

La eficiencia obtenida a partir de la curva estandar fue de E= 103%, con un R? de 0,998. Los
valores de Ct se mantuvieron entre 13.633 y 22.614 (figura 2 y 3).
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Fig. 2. Curvas de amplificacién de las diluciones seriadas del ADN de la cepa vacunal SG 9R
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Fig. 3. Curva estandar obtenida a partir de las diluciones seriadas de la cepa vacunal SG 9R

En cuanto a la curva de disociacién obtenida para ambos serotipos de Salmonella spp.
se observé un Unico pico con temperaturas diferentes para cada uno de los productos de PCR

(182pb y 379pb) (Figura 4).
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Fig. 4. Curvas de disociacion obtenidas mediante qPCR para S. Gallinarum (182pb) y S. Enteritidis (379pb)

Analisis de posicionamiento taxondmico: La identidad molecular de las muestras
secuenciadas se comprobd mediante una inferencia filogenética (Figura 5) y (Apéndice Tabla S2).
Las cepas de S. Gallinarum/Pullorum se agruparon junto con cepas reportadas en el NCBI que
pertenecian a la misma especie, lo mismo ocurrié con las cepas de serotipos diferentes al de S.
Gallinarum. El valor de soporte para las ramas fue de 81/64.
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Fig. 5. Arbol de posicionamiento taxonémico basado en el método de méxima verosimilitud (ML) de los fragmentos del
gen flhB de cepas utilizadas en este estudio (*). El soporte de cada una de las ramas se muestra como SHaLRT (Test de
rama Unica) /UFBoot (Bootstrap ultra rapido). En cada rama se muestra el nimero de accesién GenBank utilizado para el
andlisis. La especie Enterobacter cloacae se utilizé como grupo externo.

Estudio de especificidad y sensibilidad en la deteccién por PCR: Se obtuvo una especificidad
y una sensibilidad del 100% para la PCR punto final al emplear un total de 14 cepas diferentes (Figura

6)
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Fig. 6. Electroforesis capilar para la determinacidn de la especificidad y sensibilidad.; de izquierda a derecha: (MPM)
marcador molecular (25pb a 500pb); ADN de S. Gallinarum cepa 1, 2, 3,4 ,5y 11; S. Enteritidis cepa 9y 6; S. Abaetetuba
cepa 8; S. Choleraesuis cepa 7; S. Typhimurium cepa 10; P. multocida cepa 14; S. aureus cepa 12; E. coli cepa 13; (N)
control negativo (agua doble desionizada libre de nucleasas).

Limite de deteccion (sensibilidad analitica): Se logré observar la formacién de colonias
hasta la dilucién 10-6 y al llevar a cabo la PCR punto final de cada dilucién se obtiene un limite de
deteccidn para células bacterianas viables de 3x102UFC/mL (Figura 7A). Mientras que, el limite de
deteccion para el ADN gendmico mediante PCR punto final fue de 6,4pg/uL (Figura 7B).
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Fig. 7. Electroforesis capilar para la determinacién del limite de deteccidn de células bacterianas viables y ADN
gendémico. A: (1) 1x105UFC/mL; (2) 1x10*UFC/mL; (3) 2x103UFC/mL; (4) 3x102UFC/mL; (5) 1x102UFC/mL; (N) control
negativo. B: (1) 20ng/uL; (2) 4ng/uL; (3) 800pg/uL; (4) 160pg/uL; (5) 32pg/uL; (6) 6,4pg/uL; (7) 1,28pg/uL; (N) Control
negativo.

El limite de deteccion obtenido para la qPCR fue de 2X10° ng/uL (dilucién de 10°) con un
valor de Ct de 34.501 + 0,133 lo cual equivale a 10 copias de ADN por reaccién (Figura 8).
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Fig. 8. Curva de amplificacion para el limite de deteccién mediante qPCR de las diluciones seriadas de 107, 108, 10°y
10710 del ADN gendmico de la cepa vacunal SG 9R.

Analisis de reproducibilidad y repetibilidad: Se obtuvo un 100% de repetibilidad para la
PCR punto final al comparar las réplicas dentro del mismo ensayo y para el analisis de
reproducibilidad se obtuvo un valor de Kappa de K= 0,98 lo cual corresponde a un grado de
concordancia “excelente” (Diaz et al., 2017).

Al aplicar la prueba estadistica de Mc Nemar, a partir de los resultados obtenidos de la tabla
de contingencia 2x2, se obtuvo un X*u.= 1,00 y al realizar la comparacién con el valor Chi X = 3,84
se concluyd que X2uc<Xeni por lo tanto, se acepté la hipdtesis Nula (Ho) y se establecid que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los resultados del Laboratorio 1 y el Laboratorio 2.

Para la qPCR en el ensayo intra-laboratorio se logré evidenciar una elevada repetibilidad
debido a los valores bajos (<0,102) que se obtuvieron para la DSy % CV (<0,673) entre cada una de
las réplicas (Tabla 1). De igual manera, los resultados obtenidos para el andlisis inter-laboratorio se
mantuvieron entre 0,285 a 1,088 para la DSy 1,225 a 5,904 en el caso del % CV, demostrando una
alta reproducibilidad de la prueba al realizar la comparacidn entre ambos laboratorios (Tabla 2).
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TABLA 1

Ensayo intra-laboratorio de la qPCR

Muestra (ng/uL) Promedio Ct (n=3) 2 DSt CV (%)¢
20 14,407 £ 0,020 0,035 0,244
4 16,400 + 0,050 0,087 0,532
0,8 19,197 £ 0,012 0,021 0,108
0,16 22,280+ 0,086 0,150 0,673
0,032 23,057 £0,058 0,102 0,443
0,0064 24,907 £ 0,044 0,076 0,307

2 Valores de la media de Ct + error estandar de la media para las 3 réplicas (n=3)
b Desviacién Estandar
¢Porcentaje del Coeficiente de Variacion

TABLA 2

Ensayo inter-laboratorio de la gPCR

Promedio Ct?

Muestra (ng/uL) DSP CV (%)°
SENASA LBP
20 13,680 + 0,156 14,407 £ 0,020 0,514 3,657
4 15,373 +0,161 16,400 = 0,050 0,726 4,571
0,8 17,658 + 0,069 19,197 £ 0,012 1,088 5,904
0,16 21,493 +£0,017 22,280 £+ 0,086 0,557 2,544
0,032 23,460+ 0,132 23,057 £ 0,058 0,285 1,225
0,0064 25,775 £ 0,046 24,907 £ 0,044 0,614 2,422

2 Valores de la media de Ct * error estandar de la media para las 3 réplicas (n=3)
b Desviacién Estandar

¢Porcentaje del Coeficiente de Variacion

LBP: Laboratorio de Biotecnologia de Plantas

Deteccién de S. Gallinarum/Pullorum en tejidos biolégicos: En los cultivos de los tejidos
positivos para S. Gallinarum/Pullorum se observaron muy pocas colonias de Salmonella. En el caso
del cultivo correspondiente a la médula ésea no se obtuvo ninguna colonia. A pesar de las pocas
colonias de S. Gallinarum en los cultivos en placa, al realizar la PCR punto final directamente de los
tejidos bioldgicos se lograron obtener productos PCR positivos para cada uno de los tejidos en
estudio (Figura 9). Cabe mencionar que, el tiempo para la obtencién de resultados con cada una de
las técnicas de PCR fue de aproximadamente 48 horas.
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Fig. 9. Electroforesis capilar de las muestras de tejido bioldgico. (1) Control positivo (cepa SG 9R); (2 y 3) Higado; (4y 5)
Médula ésea; (N) control negativo (agua doble desionizada libre de nucleasas).
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DISCUSION

El procedimiento de extraccidn de acidos nucleicos que se realizd en este estudio muestra
una recuperacion de ADN total adecuado para posteriores andlisis de deteccion molecular. Sin
embargo, las concentraciones de ADN obtenidas fueron menores a las reportadas por autores como
Nurjanah et al. (2018), los cuales, mediante diferentes protocolos, lograron extraer hasta 200ng/pl
de ADN a partir de cultivos de S. Typhimurium y S. Enteritidis. Por otro lado, al evaluar la pureza del
ADN extraido en la relacién de absorbancia 260/280 (A2xe0/280) Se obtuvieron valores cercanos a 1,8
lo cual refleja una baja contaminacién con proteinas. Mientras que, los valores por debajo de 1,8
obtenidos para la relacién de Axeo230 podrian deberse a una posible contaminacidon con
carbohidratos, fenol o sales (Lorenz, 2012). Segun Koetsier y Cantor (2019) esto ocurre al utilizar
una técnica de extraccion basada en columnas, ya que algunos de los buffers utilizados contienen
hidrocloruro de guanidina, la cual absorbe a dichas longitudes de onda. No obstante, las reacciones
de PCR no mostraron inhibicion por los contaminantes presentes en las extracciones y fue posible
amplificar cada una de las muestras de este estudio.

El porcentaje de eficiencia obtenido para la qPCR demuestra que el producto de la
amplificacidn se duplica en cada uno de los ciclos hasta completar los 40 ciclos. Segin Nurjanah et
al. (2018) el porcentaje de eficiencia aceptable para una qPCR se debe encontrar entre 90% y 110%
con una pendiente de -3,6 a -3,1. Ademas, un coeficiente de regresidn (R?) cercano a 1,0, como el
obtenido, corresponde a una elevada correlacidon entre los valores de Ct y la cantidad de ADN
(Alvarez et al., 2018) demostrando que, durante la etapa exponencial de la reaccién existe una
duplicacién del ADN molde luego de cada ciclo, permitiendo asi obtener una elevada eficiencia.
Dichos resultados se pueden comparar con los obtenidos por Heymans et al. (2018), los cuales
reportaron una eficiencia de 103,8% para la deteccién de Salmonella Typhimurium y Salmonella
Enteritidis mediante gPCR. Lo anterior, se evidencia mediante la curva de disociacidon que no mostré
la formacién de dimeros de cebadores, estos ultimos fueron altamente especificos para la
amplificacion de la region parcial del gen flhB.

El posicionamiento taxondmico de las amplificaciones por PCR permitié confirmar la
identidad de las cepas empleadas en este estudio, corroborando la especificidad de los cebadores
para amplificar el gen de interés. Liu et al. (2017) observaron una agrupacién similar entre los
diferentes serotipos de Salmonella spp. al analizar los genes de flagelina (flhB). En dicho estudio los
serotipos S. Gallinarum, S. Enteritidis, S. Typhi, S. Stanleyville, S. Dublin y S. Typhimurium se
posicionaron en un mismo cllster correspondiente a las especies monofasicas, mientras que S.
Infantis y S. Anatum se agruparon con las especies difasicas. Sin embargo, debido a que todas
pertenecen a la misma subespecie, la distancia entre grupos fue corta. Por otro lado, los cebadores
utilizados en el presente estudio amplifican un fragmento pequefio (182 pb) de Salmonella spp. lo
cual puede afectar la capacidad de resolucion para diferenciar entre los serotipos de la especie
debido al bajo numero de posiciones informativas obtenidas de este producto de PCR.

Los valores de especificidad y sensibilidad obtenidos son similares a los reportados por
Lavalett et al. (2009) durante la validacidn de una PCR muiltiple. Estos reportaron valores entre 98%
y 100% para la sensibilidad y entre 96% y 100% para la especificidad al emplear dos cebadores
diferentes para la deteccion de 4 serotipos de Salmonella spp. de importancia clinica. Por otro lado,
Xiong et al. (2016) obtuvo un valor del 100% para ambos parametros empleando 27 serotipos
diferentes de Salmonella spp. utilizando el mismo cebador (flhB). Seguin la World Organization for
Animal Health (2019), el valor de dichos parametros debe ser cercano al 99 % si se utilizan un
numero de muestras igual o menor a 15. Por lo tanto, nuestros resultados demuestran la capacidad
de los cebadores utilizados de amplificar de manera eficiente el gen de interés en diferentes
serotipos de Salmonella spp.
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Los analisis del limite de deteccidn para células o ADN permiten valorar la capacidad que
tiene la técnica de PCR en detectar concentraciones muy bajas del analito, contribuyendo en una
deteccién mas precisa en muestras con una baja carga del patdgeno. En cuanto al limite de
deteccion para células bacterianas viables mediante PCR punto final, este concuerda con el
reportado por Xiong et al. (2018) para la deteccion de S. Gallinarum/Pullorum. En dicho estudio, se
obtuvo un limite de deteccién de 1x10* UFC/mL empleando cebadores dirigidos al gen ratA. De
manera similar, el limite para ADN gendmico se aproxima al obtenido por Xiong et al. (2016), quienes
reportaron un valor de 5,85pg/uL empleando el mismo cebador. Mientras que, el limite de
deteccion para la gPCR es el mismo que el reportado por Braun y Methner (2011) al validar la gPCR
para la deteccion de Salmonella spp., afirmando que este valor cumple con los estandares
internacionales segun I1SO 6579:2002, Anexo D.

El valor de la repetibilidad para la PCR punto final coincide con lo obtenido por Diaz de la
Osa et al. (2015) durante la estandarizacién de una PCR punto final para la deteccién de potyvirus.
Ademas, el grado de concordancia de Kappa (K), obtenido a partir de dicho analisis, es comparable
con el reportado por Lavalett et al. (2009), quienes obtuvieron un K= 0,95 para la deteccion de
Salmonella entérica, por lo que, es posible afirmar la reproducibilidad de la PCR punto final del
presente estudio. En cuanto a la qPCR, el coeficiente de variacién (CV) corresponde a la dispersién
de los datos con respecto a la media calculada (Kralik & Ricchi, 2017), este coeficiente podria
emplearse para evaluar la repetibilidad y reproducibilidad de un ensayo, ya que entre mas bajo sea
el %CV menor sera la variabilidad entre los datos. En nuestro caso, los valores obtenidos para el
coeficiente de variacion demuestran una elevada repetibilidad y reproducibilidad de la gPCR, de
manera similar comparables con valores obtenidos por otros autores (Ebentier et al., 2013; Garcia,
2019), quienes reportaron valores de CV menores al 6%, reflejando la robustez y la fiabilidad en Ia
generacion del mismo resultado en diferentes ensayos.

En relacion con el crecimiento reducido de las colonias durante el cultivo de tejidos, este se
puede deber a que las muestras se almacenaron durante un periodo de tiempo prolongado
(superior a 1 afio) y, ademas, se sometieron a procesos de congelacion y descongelacién sin el uso
de un agente crioprotector. Lo anterior puede ocasionar una reduccion en la viabilidad celular
mediante la ruptura de la membrana plasmatica causada por la formacion de cristales durante el
proceso de congelacidn o al producir un choque osmético cuando se descongela (Pegg, 2015). Sin
embargo, los resultados de la PCR demostraron que no es necesario realizar una incubacién previa
en un medio nutritivo tal como Tripticasa soya o llevar a cabo un aislamiento del patdégeno para
lograr amplificar la secuencia de interés. Lo anterior es relevante para la rdpida deteccién del
patdgeno en muestras obtenidas directamente de campo, previo a cualquier procedimiento de
cultivo y aislamiento de la bacteria.

Las técnicas de PCR empleadas, permiten una deteccion mds rapida al compararlas con las
pruebas microbioldgicas tradicionales, aportando una herramienta atil para disminuir el tiempo de
espera para tomar accion en casos de sospecha clinica y posibles brotes. Ademas, mediante la
secuenciacién y posterior andlisis de posicionamiento taxondmico se corrobora la amplificacién
exitosa y la identidad molecular del gen flhB correspondiente a S. Gallinarum/Pullorum.

Tanto la PCR tiempo final como la PCR tiempo real son capaces de detectar concentraciones
muy bajas de S. Gallinarum/Pullorum. En este estudio, el cambio en las condiciones y de los equipos
de laboratorio no afectd los resultados, demostrando la consistencia del método en producir los
mismos resultados esperados. Ademas, se reduce el tiempo de espera para la obtencion de
resultados, lo cual contribuye en la pronta toma de decisiones, tales como el aislamiento o
cuarentena de granjas y/o sacrificio de aves infectadas. Es importante mencionar que, aunque estos
ensayos de biologia molecular representan un costo mayor que las pruebas microbioldgicas
tradicionales (aproximadamente 40% mas costosos), no se requiere de repeticiones o un gran
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numero de analisis para confirmar la presencia del patégeno y al ser estas de importancia para la
salud animal, el Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) exonera los costos econdmicos a los
productores con respecto a estos analisis diagndsticos, ante sospechas de la presencia de esta
enfermedad.

Con el fin de establecer con mayor robustez la especificidad y la selectividad de la PCR de
deteccion de Salmonella que afecta granjas avicolas, es necesario analizar un mayor nimero de
muestras de tejido bioldgico y diferentes serotipos de S. Gallinarum. Ademas, se debe procurar un
almacenamiento adecuado de dichos tejidos junto con un agente crioprotector para evitar la posible
degradacién del ADN y lograr preservarlo por mas tiempo previo al andlisis molecular, esto debido
a las pocas colonias bacterianas reportadas para las muestras de tejido biolégico.

Otro aspecto importante que se debe considerar para futuros ensayos es el uso de

cebadores que permitan diferenciar entre los biotipos Gallinarum y Pullorum con el fin de conocer
la prevalencia de cada uno de estos en el pais y utilizar dichos resultados para contribuir en el control
y prevencion de las enfermedades que estos biotipos ocasionan.
Finalmente, la identificacion del patégeno directamente de tejido especifico de aves de corral fue
exitosa, pero requiere de un mayor nimero de analisis a futuro que permitan establecer protocolos
Optimos de deteccidn, lo cual permitiria a la entidad encargada del monitoreo de patdgenos en
fincas avicolas, establecer menores tiempos de espera y respuesta en la toma de decisiones en casos
de sospecha clinica y eventuales brotes. En el presente trabajo, se optimizaron dos métodos de
deteccién por PCR, los cuales se muestran sensibles, confiables y rapidos para la deteccion de S.
Gallinarum/Pullorum en aislamientos bacterianos obtenidos a partir de aves de corral.
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Fig. S1. Electroforesis en agarosa 1% para determinar la integridad del ADN extraido. De izquierda a derecha: marcador

molecular 1kb; ADN de S. Gallinarum cepa 1, 2, 3,4,5,11; S. Enteritidis cepa 9, 6; S. Abaetetuba cepa 8; S. Choleraesuis

cepa 7; S. Typhimurium cepa 10; P. multocida cepa 14; S. aureus cepa 12; E. coli cepa 13; control Negativo (agua doble
desionizada libre de nucleasas).

TABLAS1

Datos de concentracion y pureza del ADN extraido de cepas bacterianas aisladas.

Concentracion del ADN

Cepa Muestra aislada QT Az60/280 Az60/230
1 293 (Salmonella Gallinarum) 37,8 1,60 0,41
2 534 (Salmonella Gallinarum) 21,4 1,51 0,53
3 535 (Salmonella Gallinarum) 21,6 1,67 0,47
4 536 (Salmonella Gallinarum) 37,6 1,57 0,59
5 SG 9R (Salmonella Gallinarum) 20,0 1,98 1,46
6 Salmonella Enteritidis 14,0 166 0,45

(Vacunal AVIPRO)

Salmonella Choleraesuis
’ (ATCC® 10708™) 46,8 1,88 0,88

Salmonella Abaetetuta
8 (ATCC® 35640™) 23,6 1,72 0,62
Salmonella Enteritidis
9 (ATCC® 13076™)) 38,1 1,62 0,70
Salmonella Typhimurium
(ATCC® 14028™)
Salmonella Pullorum
1 (ATCC® 13036™) 43,2 2,04 1,72

Staphylococcus aureus

10 31,7 1,59 0,71

12 (ATCC® 25923™) 14,9 1,86 0,83
Escherichia coli

13 (ATCC® 25922™) 26,1 1,77 0,20

14 Pasteurella multocida 373 136 0,55

(ATCC® 12945™)
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TABLA S2

Informacidn de las secuencias obtenidas de la base de datos Genbank, utilizadas para el andlisis bioinformatico de
posicionamiento taxondmico de un fragmento del gen flhB (182 pb).

' Serotipo Cepa # Accesion GenBank Region ext.ra.llda del Genoma
Especie (posicion en pb)

Enterobacter cloacae ) ATCC 13047 NC_014121.1 1439040:1439426
subsp. cloacae

Salmonella e.nter/ca Enteritidis SE74 CP050723.1 2734804-2735182
subsp. enterica

Salmonella e‘nter/ca Gallinarum 9184 CP019035.1 2949564-2949745
subsp. enterica

Salmonella e.nter/ca Gallinarum 287/91 AM933173.1 1220990-1221171
subsp. enterica

Salmonella e.nter/ca Typhimurium LT2 NC_003197.2 2846698:2847079
subsp. enterica

Salmonella e‘nter/ca Stanleyville ARB61 CP017723.1 2030975:2031341
subsp. enterica

Salmonella e‘nter/ca Dublin _ LK931502.1 1013219:1013584
subsp. enterica

I it 1

Salmonella e.nterlca pullorum QJ-2D-Sal CP022963.1 2871478-2871659
subsp. enterica

Salmonella e.nterlca pullorum ATCC 9120 CP012347.1 2686037-2686218
subsp. enterica

salmonella enterica Typhi CMCST_CEPR_1 CP053702.1 1927865-1927980
subsp. enterica

Salmonella e.nterlca Infantis CVM_N1751509 CP052817.1 2560609-2560724
subsp. enterica

Salmonella e.nterlca Anatum 5al-5091 CP045518.1 3991839-3992217
subsp. enterica
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