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Resumen

Las especies del género Salmonella son importantes patdgenos zoonoticos que ocasionan grandes
pérdidas econdmicas y problemas sanitarios en todo el mundo. Dentro de estas se encuentra
Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Gallinarum biotipo Gallinarum y biotipo Pullorum.
Las enfermedades causadas por este serotipo son responsables de una elevada mortalidad en aves
de corral generando dafios econdmicos para los avicultores. Ademas, es de importancia
epidemioldgica y de reporte obligatorio por los servicios nacionales de salud veterinaria. En el
presente estudio se llevé a cabo la estandarizacion de la PCR Punto Final y Tiempo Real (QPCR)
para la deteccion de Salmonella Gallinarum/Pullorum en muestras de cultivo bacteriano y de
tejidos bioldgicos provenientes de aves de corral con sintomatologia sospechosa y previamente
confirmadas como positivas. Para la PCR Punto Final se obtuvo una repetibilidad, especificidad y
sensibilidad del 100%, y un valor Kappa de 0.98 para la reproducibilidad. Mientras que, para la
PCR Tiempo Real se obtuvo una eficiencia del 103% y valores del coeficiente de variacion
menores al 6% para la repetibilidad y reproducibilidad. EI limite de deteccion de ADN genémico
fue de 6.4 pg/uL y el del nimero de células viables de 3x10? UFC/mL para la PCR Punto Final y
de 10 copias de ADN por reaccién para la gq°PCR. Mediante la secuenciacion y analisis de los
productos de PCR, el arbol filogenético obtenido posiciond a las cepas estudiadas junto con las del
serotipo S. Gallinarum, corroborando su identidad. Ademas, se demostré la aplicabilidad de la
técnica mediante la amplificacion de muestras de tejido bioldgico. Por lo tanto, se logra optimizar
una técnica molecular que permite una deteccién rapida, confiable y sensible de Salmonella
Gallinarum/Pullorum, lo cual reducira el tiempo de espera para tomar accion en casos de sospecha

clinica y posibles brotes.



Agradecimiento

En primera instancia, a mi tutora Master Eunice Viquez Ruiz por su constante apoyo,

confianza y dedicacién durante el desarrollo de mi tesis.

A mis asesores Master Rodolfo Umafa Castro y a el Dr. Elias Barquero Calvo por las
recomendaciones, guia, confianza y el constante aporte de sus conocimientos para la conclusion

exitosa de este trabajo.

A el Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) por haberme brindado la oportunidad
de trabajar en sus instalaciones y al personal del Laboratorio de Bacteriologia por su completa
disponibilidad y compromiso durante todo el proceso.

A Master Carolina Sancho Blanco por sus recomendaciones y soporte técnico en las
secuenciaciones Sanger de las cepas bacterianas de este estudio al igual que, al Dr. Frank Solano
Campos por su colaboracién con los analisis de PCR tiempo real.

A el Personal de la Escuela de Ciencia Bioldgicas que de manera directa o indirecta han

formado parte de este proceso y han contribuido en mi formacion profesional.
A la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad Nacional por el fondo econdmico

brindado a través del Fondo para el Fortalecimiento de las Capacidades Estudiantiles en
Investigacion (FOCAES).



Dedicatoria

A mis padres, hermanos y mi novio por darme su apoyo, motivacion y por siempre creer

en mi. La conclusién exitosa de este proyecto y de mi carrera profesional ha sido gracias a ellos.



Indice

Miembros del tribunal ... s I
RESUMIBN. ...ttt e e b e e et e Rt et e b e e e ne e e be e s e e e ne e s nreenree s I
F N |10 [=Tod o 0T [ oo OSSPSR i
DT [ oF: 1]  I- H SRS PR PRPRPO v
7o o= \Y
INAICE A8 CUAAIOS .......cvvceee ettt ettt es sttt s st es e ans et VIi
[LTo ToT= s LI 16TV = TR VIII
ADIEVIAtUras 0 @CIrONIMOS ........ciiiiiieieieriese st se e se e et e e testestesteaseeseeseeseeseessessesseseeaseaneeneenes IX
I Lo oo L1 od o] o ISP PP PROR PRSPPI 1
N g1 (Tt=To [T (=TSR 1

1.2, JUSEITICACION ...ttt ne s 5

1.3. Planteamiento del problema............ccccoveiiiii i 6

1.4, ODJELIVOS ...ttt bbb bbbttt 6

1.4.1. ODJELIVO GENETAL......coeciiiiieciieie et sraenae s 6

1.4.2. ODbjJetiVOS BSPECITICOS ....evvevieeieciiesie e e ettt sae e e nne s 7

p Y oo I (=T T PSSR 7
2.1. Generalidades de Salmonella y la Salmonelosis............ccccevveveiiieiiece e 7

2.1.1 EStructura antigeniCa...........evruerueeeiesiesieeee ettt 8

2.1.2 Patogenicidad y sintomas de la tifosis aviar y la pulorosis............ccccceevevvenenne. 9

2.1.3 TrAAMIBNTO ....evevieiieieie ettt bbbt 10

2.1.4 Técnicas de diagnOStICO ..........ooueeierieieise e e 11

2.1.5 Control y prevencion de la Salmonelosis...........c.ccoevviieieecc e, 13

2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ......ccoviveriiieiie e 14

2.2.1 Optimizacion de la PCR y secuenciacion de ADN...........ccccoeovrnirninniennnn. 16

I Y T ol o I\ 1=1 (0T (o] (oo o J PSSR 18
3.1. CUILIVO DACTEIIANO ..ottt e e aesnaenreenee e 18



3.2. Extraccion de ADN DACLEIIAN0 . ...vveeeeeeeee e 18

3.3. Cuantificacion del ADN eXEraitlO ........cccoeiverieieeriereriesisieeee e 19

3.4. Optimizacién de la PCR Punto Final y [a gPCR........ccoooiiiiiiceeeee e, 19

3.4.1. Secuenciacion del producto de PCR y anélisis bioinformatico ...................... 22

3.4.2. Estudio de especificidad y sensibilidad diagnéstica de la PCR..................... 23

3.4.3. Estudio del limite de deteccion (sensibilidad analitica)............c.ccccceeveiieennen, 23

3.4.4. Andlisis de repetibilidad y reproducibilidad.............c.cccovveviiiiiieniiiecee, 24

3.4.5 ANALISIS ESTAUISICO......eviieiecii e 25

3.4.6 Deteccion de S. Gallinarum/Pullorum en tejidos biol0gicos ...........cccvevvvneee. 26

4. RESUITAAOS Y TISCUSION ... .eeiieiieiiieieeie st e sie et e ste et e et e e s e s reesteeneeaseesaeaneenneenreanee e 27
4.1 Optimizacion de la PCR Punto Final y 1[a PCR..........ccoeiiiiiiiceceecceeeee 27

4.2 Anélisis bioinformatico de la SECUBNCIACION...........oceieiiriiiiiee s 30

4.3 Estudio de especificidad y sensibilidad diagnostica de laPCR............c.cccccvevnene. 31

4.4 Limite de deteccion (sensibilidad analitica) ..........cccoccevvveveiieiieie e 31

4.5. Analisis de reproducibilidad y repetibilidad.............ccccoeveiieiiienic e 33

4.6 Deteccion de S. Gallinarum/Pullorum en tejidos bioldgicos ...........cocevviernininnnn, 35

D, CONCIUSIONES ...ttt bbbttt bbbt bt et e bt e e be st e besbenbesbeeneaneas 36
T eTot o] 0T gl FoTod o] USSR 37
A R (=] 10T T C PSSP 39
B AANIEXOS ...ttt E Rt e e R e e e Rt R e e R et e R e e e R et e Re e nnr e neennneere e 50

VI



Indice de cuadros

Cuadro 1. Secuencias de los cebadores fInB (Forward y REVEISE) .......ccoverieviiieiinieeie e 20

Cuadro 2. Volumenes y concentracion para la mezcla de reaccién de ambas técnicas de PCR . 20

Cuadro 3. Tabla de CONtINGENCIA 2X2 ......cuviiiiiieieee et nae s 25
Cuadro 4. Interpretacion de 10s valores de Kappa.........ocooeereieinieneneene e 26
Cuadro 5. Resultados de la tabla de contingenCia 2X2 ..........cccooiiiiiniiinicee e 34
Cuadro 6. Ensayo intra-laboratorio de 1a gPCR .........ccoiiiiiiiee 34
Cuadro 7. Ensayo inter-laboratorio de 1a gPCR .........ccoiiiiiiii e 35

Vil



Indice de figuras

Figura 1. Electroforesis capilar para la determinacion de la temperatura de hibridacion empleando
la cepa de S. Gallinarum (Vacunal SG 9R).......ccvoiiiiiiiic e 28

Figura 2. Curvas de amplificacion de las diluciones seriadas del ADN de la cepa vacunal SG 9R

Figura 3. Arbol filogenético basado en el método de maxima verosimilitud (ML) de los

fragmentos del gen fINB. .........oo i 30
Figura 4. Electroforesis capilar para la determinacion de la especificidad y sensibilidad.. ........ 31

Figura 5. Electroforesis capilar para la determinacion del limite de deteccion de células

bacterianas viablesS Y ADN QENOMICO........cociiiiiiirieiee e 32
Figura 6. Curva de amplificacion para el limite de deteccion mediante gPCR ...........cccccveevenees 33
Figura 7. Electroforesis capilar de las muestras de tejido biol0giCo. ........c.covevviveiieieciieiienns 36

VI



ADN
Ct

DS
EDTA
mL

ng

pb
PCR
PY
gPCR

TBE

UNA

°C

% CV

Abreviaturas o acrénimos

Acido Desoxirribonucleico

Ciclo umbral del inglés Cycle Threshhold
Desviacion Estandar

Acido etilendiaminotetraacético
Mililitros

Nanogramos

Pares de Bases

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Picogramos

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real
Tris-Borato-EDTA

Universidad Nacional de Costa Rica
Microlitros

Micromolar

Grados Celsius

Porcentaje del Coeficiente de Variacion



1. Introduccion

Las especies 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 mas de 2,579 serovariedades, dentro de las cuales
se puede encontrar a Salmonella enterica subsp. enterica serotipo Gallinarum. Este tltimo 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 (Dalai et al. 2015). Estos biotipos
son responsables de producir la enfermedad sistémica conocida como tifosis aviar en el caso de S.
Gallinarum y pulorosis al tratarse de S. Pullorum, las cuales son exclusivas en aves, especialmente
en gallinas de corral. Esto se debe a que dichos patdgenos 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 y Freitas-Neto, 2011).
La deteccion del patégeno se realiza principalmente mediante técnicas microbioldgicas, sin
embargo, en la Gltima década se han realizado esfuerzos en cuanto a la basqueda 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). Dichas técnicas han tenido gran éxito en la identificacion de esta y muchas otras
bacterias, logrando reducir en gran medida el tiempo para la obtencién de resultados. Debido a que
las pruebas microbioldgicas para la deteccion de Salmonella Gallinarum/Pullorum son laboriosas
y pueden tardar incluso semanas en concluirse, el objetivo del presente trabajo es evaluar la técnica
de PCR para la deteccion de dicho serotipo en aislamientos bacterianos y tejidos biologicos
obtenidos de aves de corral con el fin de mejorar el diagnostico de la enfermedad generada por

dicha bacteria en Costa Rica.

1.1. Antecedentes

En muchos paises de Asia y Suramérica la tifosis aviar y la pulorosis ain se consideran

enfermedades endémicas. En la India, estudios realizados por Arora et al. (2015) reportaron una



mortalidad de aves de corral con dichas enfermedades del 71.55% en el transcurso de 3 afios. De

igual manera, en Etiopia al oriente de Africa, Tadele et al. (2014) reportaron 31.9% de prevalencia

tanto en aves exoticas como domesticas. Por otro lado, Celis-Estupifian et al. (2017) también
reportaron brotes de las enfermedades en diferentes regiones de Brasil. Debido a esto en dichos
paises actualmente se encuentra en ejecucién la implementacion de programas de vacunacion y de

control general de las enfermedades.

Existen ciertos factores que juegan un papel importante en la transmisién y persistencia de
las enfermedades mencionadas, siendo uno de estos la edad del hospedero. Los autores Rahman et
al. (2004), lograron identificar una prevalencia por Salmonella Pullorum de 53.25% en gallinas
adultas, un 14.16% en las que se encontraban incubando sus huevos, un 16.10% en la que estaban
en etapa de desarrollo y un 16.10% en las gallinas menores a 1 afio, demostrando la existencia de
una relacion entre la edad y la capacidad de supervivencia ante la enfermedad. Otro factor para
tomar en cuenta es la raza del individuo; en relacion con esto, Bumsteada y Barrowa (1993),
lograron demostrar la importancia de realizar una seleccién de razas para disminuir los brotes de
S. Gallinarum y S. Pullorum. Los autores infectaron a 367 gallinas cominmente empleadas para
la venta de huevos con ambos biotipos y realizaron observaciones durante 3 semanas luego de la
inoculacion, logrando evidenciar una disminucién en la sensibilidad a la enfermedad en las

diferentes variedades de gallinas.

Por otro lado, para el estudio, identificacion, confirmacién y seguimiento de esta
enfermedad es necesario el diagnostico de la misma por diferentes metodologias. Se ha reportado
la eficiencia de una gran cantidad de técnicas para la deteccion de S. Gallinarum/Pullorum. Las
més empleadas son las técnicas seroldgicas, las microbioldgicas y las bioquimicas (Rubio et al.,
2017). Sin embargo, en la ultima década se ha evidenciado que la mayoria de los laboratorios
prefieren emplear técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
la deteccion de diferentes microorganismos (Navarro et al., 2015). Dicha técnica se ha logrado
optimizar para la deteccion de patégenos especificos, lo cual facilita la obtencion de resultados
rapidos y exactos. Segun Bustin (2017) es posible disminuir el tiempo para obtener resultados por
gPCR realizando modificaciones en la concentracion de los reactivos y en la temperatura durante
las diferentes etapas de la amplificacion sin afectar la especificidad y sensibilidad de la prueba.
Dentro de sus recomendaciones estan el uso de amplicones de 100 pb, incrementar la cantidad de



Guanina-Citosina a un 60 % en los cebadores y emplear una temperatura de extension superior a
65 °C.

De manera similar, Xiong et al. (2016) emplearon la técnica de PCR Punto Final para la
identificacion de Salmonella Gallinarum/Pullorum proveniente de muestras de gallinas en una
granja en Jiangu, China. Dicho autor utiliz6 el cebador flhB, correspondiente a una proteina de
membrana altamente conservada en el sistema de secrecion flagelar de bacterias, con el cual
obtuvo productos de 182 pb para S. Gallinarum y S. Pullorum, el proceso tardé tan solo 3 horas en
concluirse. Mientras que, una prueba microbioldgica tradicional puede tardar un minimo de 4 a 6
dias (Gwida y Al-Ashmawy, 2014). Sin embargo, con dicho cebador no se logro diferenciar entre
ambos biotipos. En relacidn con esto, existen estudios recientes enfocados en la distincién entre
biotipos, tal es el caso de las amplificaciones realizadas por Xiong et al. (2018) empleando
cebadores dirigidos a regiones variables de un gen presente en los serotipos de S. enterica (el gen
ratA) y un gen presente Unicamente en ambos biotipos de S. Gallinarum (el gen 1137 _08605) los
cuales fueron obtenidos al comparar el genoma completo de estos. Con dichos cebadores se

lograron obtener secuencias de 290 pb y 571 pb para S. Gallinarum y de 290 pb para S. Pullorum.

Por otro lado, en lo que respecta al tratamiento de la enfermedad, debido a la generacion
de resistencia a antibioticos por parte de este patdgeno, se ha recomendado sustituir dichos
farmacos por vacunas, ya sean vivas o inactivadas (Barrow y Freitas-Neto, 2011). En relacién con
esto, Laniewski et al. (2014) demostraron la eficiencia de las vacunas vivas para la proteccion de
gallinas de la raza Leghorn contra S. Gallinarum. En dicho estudio, se eliminé el gen fur del
patdgeno, encargado de regular la captacién férrica y con una dosis administrada de manera
intramuscular, se logré un 100% de supervivencia en las gallinas inyectadas con la vacuna viva
atenuada, mientras que solo un 38% de las que no fueron vacunadas lograron sobrevivir a la
enfermedad. Por lo tanto, se demostro la capacidad de proteccidn que presentan las vacunas, asi
como la importancia de una adecuada administracién de las mismas. A pesar del éxito que se ha
obtenido en la formulacion de nuevas vacunas contra dicho patdgeno, en la mayoria de los paises
aun se emplea la vacuna viva SG 9R, desarrollada en 1950, que ha demostrado resultados

persistentes y positivos luego de mas de 60 afios de uso en aves de corral (Wigley, 2017).



Respecto al uso de vacunas y diferentes medidas de prevencidn, la aplicacion de programas
de vigilancia y control de enfermedades tanto en humanos como en animales han demostrado un
gran éxito en varios paises. Tal es el ejemplo de Estados Unidos, donde se implementé el Plan
Nacional de Mejora Avicola (NPIP, por sus siglas en inglés) dirigido principalmente a la
erradicacion de S. Gallinarum y S. Pullorum en gallinas. Con este programa, en el afio 1960 se
logro la eliminacidn de las enfermedades causadas por estos patogenos (Andino y Hanning, 2015).
Para esto se implementaron practicas rigurosas de bioseguridad y monitoreo constante de aves en
granjas que se dedicaban a la comercializacion de huevos y carne de pollo. Ademas, con el fin de
complementar el plan anterior, se inici6 un programa de vacunacion en el afio 1956. La vacuna fue
creada empleando la cepa viva 9R de S. Gallinarum, la cual contiene una estructura de
lipopolisacaridos semi-rugosa modificada y por lo tanto logra reducir la virulencia del patdgeno
(Wigley, 2017). Cabe mencionar que, el programa NPIP también se ha enfocado en la erradicacion
de otras enfermedades relacionadas con aves tales como Salmonella enterica serotipo Enteritidis,

Mycoplasma synoviae y Mycoplasma gallisepticum (Derksen et al., 2018).

En el caso de Costa Rica, segun los ultimos reportes de la OIE (Organizacion Mundial de
Salud Animal) la prevalencia de la enfermedad en el pais ain es latente. Es por esto que, el Servicio
Nacional de Salud Animal (SENASA) implement6 en el 2009 el Programa Nacional de Salud
Aviar para Salmonella, y a raiz de dicho programa generdé en el 2013 el Plan de control de
Salmonelosis aviar en granjas de postura comercial en los distritos de Turrucares y Piedras Negras
(SENASA, 2013b). Este programa se formulé debido a brotes reportados en varias granjas de
Turrucares, Alajuela y Piedras Negras, San José. Dentro de las actividades de control de este plan
se encuentran: la definicion del Area Afectada y el Area de Control, la inspeccion, el diagndstico
y la atencion a denuncias, los rastreos, cuarentena, medidas de bioseguridad y en caso necesario,
el sacrificio de las aves. Cabe mencionar que, en Costa Rica so6lo se han aprobado vacunas vivas
0 inactivadas de S. Enteritidis para tratar dicha enfermedad, debido a su capacidad de generar
proteccion cruzada, sin embargo, el SENASA no autoriza el uso de vacunas vivas derivadas de S.
Gallinarum en aves reproductoras por la posibilidad que esta presenta de revertirse a un estado de
virulencia (SENASA, 2013a).



1.2. Justificacién

La tifosis aviar y la pulorosis tiene como consecuencia una elevada tasa de mortalidad en
aves de corral, ocasionando grandes pérdidas econdmicas para los avicultores a nivel mundial.
Con excepcion de Estados Unidos, Canada, Australia, Japon y varios paises de Europa del Este
(Shivaprasad y Barrow, 2008), en varios paises de América Latina, Africa y Asia ain no se ha
logrado su erradicacion, por lo que aun se considera un problema persistente. No obstante, debido
a que dichas enfermedades no presentan gran relevancia para la salud publica humana, los
esfuerzos para generar protocolos de control y mejorar técnicas para su diagndstico han sido

escasos (Terzolo, 2012).

Actualmente, las técnicas mas utilizadas para diagnosticar dichas enfermedades se basan
en cultivos tradicionales de la bacteria en medios selectivos, caracterizaciones bioquimicas
convencionales o pruebas serologicas (Rubio et. al, 2017). A pesar de que dichas técnicas son muy
confiables, también son muy laboriosas e incluso puede requerir de varios dias para obtener un
resultado. Lo anterior no solo incrementa las pérdidas econdmicas de los productores, sino que
prolonga el tiempo para la toma de decisiones lo cual podria ocasionar la propagacién de la
enfermedad a otras granjas. Debido a esto, en algunos paises se ha intentado emplear técnicas mas
eficientes como la PCR Punto Final y gPCR (Terzolo, 2011). Estas ultimas permiten diferenciar
al patogeno a nivel de biotipo, lo cual es imposible de lograr con técnicas de cultivo o la
serotipificacion debido a la gran similitud entre ambos (Batista et. al, 2013). Lo anterior permite

tomar decisiones adecuadas para el mejor manejo de cada enfermedad.

Por otro lado, en Costa Rica la avicultura juega un papel muy importante en la economia
del pais al contribuir con un 13.5% en la produccién pecuaria y, por lo tanto, generar miles de
empleos a nivel nacional, esto, segin el informe de la Secretaria Ejecutiva de Planificacion
Sectorial Agropecuaria (2018). Debido a la importancia que presenta dicho sector en el desarrollo
del pais, el Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) cuenta con un programa para la
generacion de protocolos, vigilancia, diagnéstico 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 por medio de técnicas microbioldgicas,



inmunoldgicas o bioquimicas (SENASA, 2013a), las cuales tienen sus limitaciones en tiempos de
obtencion de resultados, eficiencia, sensibilidad y especificidad. Cabe mencionar que, mediante el
Decreto Ejecutivo No. 34669-MAG (2008) se establece como enfermedad de declaracion
obligatoria en Costa Rica a S. Enteritidis, S. Gallinarum y S. Pullorum,

En ese contexto, con el presente trabajo se pretende fortalecer el diagnostico de la
enfermedad mediante la optimizacion de técnicas moleculares rapidas y confiables, tales como la
PCR Punto Final y lagPCR, empleando para esto cepas bacterianas de S. Gallinarumy S. Pullorum
aisladas de aves de corral y cepas bacterianas de control, ademas de tejidos infectados de aves
sospechosas. Lo anterior aportaria una herramienta Gtil al Programa Nacional de Salud Aviar del
SENASA, para la pronta identificacion del patogeno lo que permitiria disminuir el tiempo de

espera para tomar accion en casos de sospecha clinica y posibles brotes.

1.3. Planteamiento del problema

Los brotes recurrentes de tifosis aviar y pulorosis causan pérdidas econémicas a los
avicultores del pais y los métodos empleados actualmente para la deteccion de Salmonella
Gallinarum/Pullorum, bacterias causantes de dichas enfermedades, son laboriosos y pueden tardar
incluso semanas en concluirse, alargando el tiempo para la toma de decisiones. Debido a lo anterior
se genera la siguiente pregunta; ;Qué tan eficiente es la técnica de PCR para detectar S.
Gallinarum/Pullorum en muestras de aislamientos bacterianos y tejidos bioldgicos obtenidos de

aves de corral?

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general
Evaluar la técnica de PCR para la deteccion del serotipo Salmonella Gallinarum en

aislamientos bacterianos y tejidos biolégicos obtenidos de aves de corral con el fin de mejorar el
diagndstico de las enfermedades generadas por dicho serotipo en Costa Rica.



1.4.2. Objetivos especificos

Optimizar la técnica de PCR Punto Final y Tiempo Real para la deteccién de S. Gallinarum

en aislamientos bacterianos obtenidos de 6rganos de aves de corral.

- Identificar el serotipo S. Gallinarum a través de la secuenciacion de amplificaciones

positivas obtenidas mediante PCR.

- Evaluar la aplicabilidad de ambas técnicas de PCR optimizadas para la deteccion de S.

Gallinarum en muestras de tejidos bioldgicos de aves de corral.

2. Marco teodrico

2.1. Generalidades de Salmonella y la Salmonelosis

Las bacterias pertenecientes al género Salmonella son anaerobias facultativas, con forma
de bacilo y Gram negativas. Ademas, poseen una longitud de 2 a 5 micrometros y un ancho de 0.5
a 1.5 micrometros, presentandose en la mayoria flagelos peritricos (Andino y Hanning, 2015). En
términos generales, las especies y subespecies de bacterias se dividen en serotipos y biotipos,
basandose el primero en los antigenos presentes en la pared celular y el segundo en diferencias

fisiolégicas o bioguimicas entre microorganismos (Parker et al., 2019).

En cuanto a la clasificacién del género Salmonella, el esquema de Kauffman-White,
propuesto en 1964, lo divide en dos especies; S. enterica y S. bongori. La primera, se divide a su
vez en 6 subespecies que se clasifican en nimeros romanos y un nombre, mientras que la segunda
especie esta compuesta por 20 serotipos (Ryan et al,, 2017). Dicho esquema o clasificacion se basa
en los antigenos de la pared celular bacteriana y permite la identificacion a nivel de especie,

subespecie y serotipo. Ambas especies son capaces de causar salmonelosis, entendiéndose esto



segun la definicion por Freitas et al. (2010), como cualquier infeccion sintomatica causada por
bacterias pertenecientes al género Salmonella y que en su mayoria esta asociada con la ingesta de
alimentos de origen animal contaminados con el patégeno. Dicha infeccidon no se restringe a
alimentos, si no también se puede adquirir a través del contacto directo o indirecto con animales

portadores.

La especie S. enterica subsp. enterica alberga el mayor porcentaje de serotipos (59%) del
género Salmonella y es responsable del 99% de las infecciones reportadas en humanos y animales
de sangre caliente. Las deméas subespecies de S. enterica son: salamae, enterica, arizonae,
houtenae e indica y se han aislado principalmente del medio ambiente, animales de sangre fria 'y
en pocas ocasiones de seres humanos (Ryan et al,, 2017). Segin Coburn et al. (2007) S. enterica
es la responsable de tres padecimientos principales: fiebre entérica conocida como tifoidea,
enterocolitis o diarrea y bacteriemia. Por otro lado, cada serotipo interactia con su huésped de
manera especifica, generando en cada uno una reaccion diferente ante la infeccion. Tal es de caso
de los serotipos Typhimurium y Choleraesuis los cuales a pesar de que son capaces de infectar
tanto a humanos como a animales, en cada uno de estos hospederos la enfermedad se manifiesta
con diferentes sintomas. De igual manera, existen serotipos muy adaptados a su hospedero como
Salmonella Typhi, que se restringe unicamente a humanos ocasionando la enfermedad conocida
como fiebre tifoidea y S. Gallinarum y S. Pullorum en aves, siendo estos ultimos responsables de

la tifosis aviar y la pulorosis respectivamente (Andino y Hanning, 2015).

2.1.1 Estructura antigénica

La estructura antigénica de Salmonella spp. es semejante a la de otras bacterias
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Esta se encuentra conformada principalmente por
el antigeno somatico “O” y el flagelar “H”. El primero es un lipopolisacarido presente en la pared
celular del patdgeno y se dividen en dos clases: los mayores y los menores, siendo la clase mayor
la que permite realizar distinciones entre diferentes serotipos (Parra et al., 2002). El serotipo S.
Gallinarum presenta la formula antigénica 1,9,12 y por lo tanto es clasificada dentro del grupo D,
mientras que la formula de S. Thyphimurium es 4,12 y pertenece al grupo B (Arora, et al., 2015).

Por otro lado, el antigeno Flagelar “H” es proteico y se encuentra conformado por flagelina.

Se divide en dos fases, la fase 1 (H1) y la fase 2 (H2), las cuales corresponden a diferentes estados
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de motilidad y permiten diferenciar entre especies. Las especies que presentan Unicamente la
primera fase (H1) se consideran monofasicas mientras que las que poseen ambas fases (H1y H2)
se conocen como difésicas (Parra et al., 2002). A pesar de que Salmonella spp. presenta motilidad
e incluso es capaz de alternar entre fases ante algan estimulo ambiental existen excepciones como
S. Gallinarum y S. Pullorum. Estas ultimas presentan los genes estructurales para la codificacién

de flagelina, sin embargo, no son capaces de formar los flagelos (Xiong et al., 2016).

2.1.2 Patogenicidad y sintomas de la tifosis aviar y la pulorosis.

La transmision y patogenicidad de las diferentes enfermedades ocasionadas por Salmonella
spp. siguen un patrén muy similar entre serotipos, incluyendo a S. Gallinarum. La infeccion inicial
se da por la ingesta de alimentos contaminados o por el contacto directo o indirecto con animales
portadores de la enfermedad. También es posible la transmision por la presencia del patégeno en
el ambiente. El nicho preferido del patdgeno es el intestino del hospedero y es por tal motivo que,
la colonizacidn inicial se da en el tracto gastrointestinal y al ser esta una infeccion septicémica,
logra distribuirse facilmente por el sistema linfatico y la sangre al resto del cuerpo (Huberman y
Terzolo, 2014).

En primera instancia, se da la penetracion de la bacteria en la célula huésped, dicha célula
puede ser un macrofago o una célula dendritica, posterior a esto, una vez dentro de la célula se da
la proliferacion de la bacteria y en muchos casos, la colonizacion de otros 6rganos como los
pulmones, higado, bazo e incluso el sistema reproductivo. Segun Foley et al. (2013) la capacidad
de supervivencia y proliferacion de Salmonella spp. dentro de un organismo especifico como las
aves esta en directa relacion con el entorno o ambiente que proporciona el huésped, como su pH'y
la temperatura del medio, incluyendo también el sistema inmune de este, los organismos

comensales que podrian actuar como defensa ante la infeccion y la genética del patégeno.

En el caso de la tifosis aviar y la pulorosis, como se menciond anteriormente es causada
por S. enterica serotipo Gallinarum biotipo Gallinarum y biotipo Pullorum, respectivamente. Estas
se clasifican en el esquema de Kauffman-White como perteneciente al serogrupo D, junto con
Salmonella Enteritidis (OIE Terrestrial Manual, 2018b). Entre los sintomas méas observados se
encuentran; la pérdida de apetito y peso, la deshidratacion, la debilidad, la diarrea y a nivel

sistémico la congestion e inflamacion del higado, rifiones y bazo. La mortalidad puede ser de hasta
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un 100% y por lo general ocurre dentro de 4 a 10 dias luego de la exposicion inicial (Shivaprasad
y Barrow, 2008).

Ambas enfermedades pueden ser transmitidas de manera horizontal a otras aves o vertical
a la progenie. La mayor incidencia se da en aves de corral, especialmente en gallinas adultas.
Aunque los casos clinicos en aves silvestres no son recurrentes, existen reportes de la enfermedad
en especies acuaticas, incluidas varias aves marinas (Shivaprasad y Barrow, 2008). A pesar de la
gran semejanza entre los biotipos de S. Gallinarum, los sintomas generados por cada uno son
diferentes. En el caso de S. Pullorum la infeccidn ocurre principalmente en aves jovenes y la

mortalidad es menor que la causada por el S. Gallinarum (Barrow y Freitas-Neto, 2011).

2.1.3 Tratamiento

Los tratamientos mas comunmente empleados para las enfermedades aviares son los
antibidticos y de manera preventiva, las vacunas. Los primeros presentan la ventaja de ser de facil
acceso al publico, ya que, suelen encontrarse en veterinarias o farmacias, tienen un menor costo y
son mas faciles de administrar que las vacunas. Sin embargo, uno de los mayores retos que presenta
este tipo de tratamiento es el incremento de la resistencia bacteriana ante los antimicrobianos. Este
fendmeno se debe a un proceso de seleccion en el cual las bacterias que son sensibles al antibidtico
son eliminadas mientras que las que presentan algun nivel de resistencia o lo adquieren a través de

mutaciones, persisten y proliferan dentro del organismo (Zaman et al., 2017).

Entre los antibioticos mas utilizados para el tratamiento de la tifosis aviar y la pulorosis se
encuentran la neomicina, gentamicina, cloranfenicol y la ampicilina. No obstante, debido a la
resistencia antimicrobiana, existe la posibilidad de que los organismos infectados que hayan sido
tratados con antibi6ticos y logren sobrevivir se conviertan en portadores asintomaticos de la
enfermedad y, por lo tanto, sean capaces de contagiar a otros. Debido a lo anterior, la mayoria de
los paises recurren a la prevencion y erradicacion del patégeno y no al tratamiento de este
(Shivaprasad, 2000).

Por otro lado, las vacunas se emplean como un método de prevencion ante las
enfermedades aviares mencionadas. Actualmente se utilizan para dicho fin las vacunas vivas

atenuadas (Lee et al., 2005). Estas son elaboradas con el patdgeno completo, junto con sus factores
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patogénicos y, por lo tanto, son capaces de efectuar una infeccidn real creando una respuesta
inmune mas fuerte y eliminando asi la necesidad de aplicar una segunda dosis para que continten
siendo efectivas en el organismo. Presentan ciertas ventajas como un bajo costo y fécil produccion,

proteccion a largo plazo y la estimulacion del sistema inmune innato (Tahamtan, 2017).

Para prevenir la tifosis aviar en la mayoria de los paises se utiliza la vacuna viva atenuada
de la cepa 9 de S. Gallinarum (SG 9R). Esta es administrada mediante una inyeccion subcutanea
en aves sanas a partir de las 4 semanas de edad y es capaz de reducir la mortalidad entre 0% a 5%.
Mientras que, la duracién de la inmunidad va desde 21 dias hasta aproximadamente 61 dias de

edad y depende del fabricante de la vacuna y la susceptibilidad de las aves (Lee et al., 2005).

2.1.4 Técnicas de diagndstico

Existe una amplia variedad de técnicas de diagnostico, entre ellas los métodos
microbioldgicos como los medios de cultivos artificiales, asi como bioquimicos, seroldgicos y
moleculares como la PCR. En el caso de los medios de cultivo, estos permiten el crecimiento de
una gran variedad de microorganismos al proporcionar los nutrientes y ambiente necesario para
que se lleve a cabo la proliferacion de estos, ademas tienen un costo relativamente bajo. Sin
embargo, cabe mencionar que la identificacion del patdgeno en este caso requiere de personal
altamente capacitado en el &rea. Es comin que en la mayoria de los laboratorios las técnicas
microbioldgicas se consideren como las de referencia o estandar para la confirmacion de la
enfermedad (Varadi et al., 2017).

Los medios de cultivo también permiten llevar a cabo analisis de virulencia, del potencial
invasivo del microorganismo, asi como estudios de resistencia a antibioticos. Se suelen dividir en
diferenciales y selectivos, ambos basandose en las necesidades metabolicas de los
microorganismos para promover o inhibir su crecimiento (Olmos et al., 2010). Sin embargo, estos
no poseen la capacidad de discernir entre biotipos, como los pertenecientes a los diferentes
serotipos de Salmonella spp. (OIE Terrestrial Manual, 2018b). Los que mas se emplean para la
deteccion de este patdgeno son el agar MacConkey, Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), agar

Verde Brillante y el agar Bismuto Sulfito (Pifieros y Rodriguez, 2010).
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El agar MacConkey permite la identificacion de bacilos gramnegativos fermentadores y no
fermentadores de lactosa e inhibe el crecimiento de bacterias no entéricas (Olmos et al., 2010). Al
emplear este medio para la identificacién de Salmonella spp., se observan colonias incoloras ya
que estas no son capaces de fermentar lactosa (Pifieros y Rodriguez, 2010). El agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD) se utiliza para el crecimiento de bacterias entéricas Gram negativas y por lo
tanto es ideal para el aislamiento de Salmonella spp. Este, ademas, permite diferenciar a las
colonias del serotipo S. Gallinarum ya que estas se observan translucidas u opacas y sin un punto
negro en el centro (OIE Terrestrial Manual, 2018b). En cuanto al agar Verde Brillante, este inhibe
el crecimiento de coliformes y ciertas cepas de Proteus. Las colonias de Salmonella spp. obtenidas
con este medio son translucidas o rojo palido y de 1 a 3mm en diametro. Por ultimo, el agar
Bismuto Sulfito inhibe el crecimiento de organismos comensales y se utiliza principalmente para
el aislamiento de Salmonella Typhi, obteniendo colonias de color gris, café o0 negro que pueden

Ilegar a presentar un brillo metélico (Pifieros y Rodriguez, 2010).

Por otro lado, las pruebas bioquimicas se basan en la caracterizacion metabdlica de las
bacterias mediante reacciones enzimaticas en medios cromogénicos (Olmos et al., 2010). Esta
técnica de diagndstico suele ser muy especifica y permite, en el caso de Salmonella spp., la
distincion de S. Gallinarum a nivel de biotipo. Esto se debe a que el biotipo S. Pullorum no
fermenta dulcitol, pero es capaz de descarboxilar ornitina, lo contrario ocurre para el biotipo S.
Gallinarum (Shivaprasad y Barrow, 2008). Las pruebas més comunes para la identificacion de
Salmonella spp. son la de Indol, la de oxidasa, la de catalasa y la de movilidad (Pifieros y
Rodriguez, 2010).

En relacion con lo anterior, se han fabricado equipos automatizados como el Vitek 2
(bioMérieux), que en unas pocas horas permiten la identificacion del microorganismo aislado
basandose en reacciones quimicas. Este equipo tiene como principio basico realizar una lectura
del in6culo o muestra mediante el uso de un fluorimetro y un fotdmetro los cuales registran
turbidez, fluorescencia y varias sefiales colorimétricas generadas por reacciones bioguimicas o por
el crecimiento de la bacteria. Esto permite realizar una identificacion del microorganismo al igual

que llevar a cabo pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (Varadi et al., 2017).
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Las pruebas seroldgicas por su parte se basan en la reaccion entre un antigeno especifico
con un anticuerpo y se dividen en 2 categorias; las directas y las indirectas. En el primer caso, se
puede detectar la presencia del patégeno o algiin componente de este. Por otro lado, las indirectas
buscan conocer si existe o existia alguna vez el patégeno en el individuo mediante la presencia de
anticuerpos especificos generados por el sistema inmune ante la enfermedad. ElI inmunoensayo
enzimatico es el mas empleado en los laboratorios clinicos, por ejemplo, la técnica de diagndstico
ELISA se basa en la generacién de coloracion cuando el sustrato es degradado de manera

enzimatica y permite la medicién de manera visual o fotométrica (Law et al., 2015).

Otra técnica aplicada a la identificacion de Salmonella spp. es la PCR. El descubrimiento
y aplicacion de la PCR en el afio 1985 por Kary Mullis se considera uno de los avances mas grandes
en la biologia molecular, teniendo aplicaciones muy importantes en la deteccion y caracterizacion
de una amplia variedad de microorganismos (Lorenz, 2012). Dicha técnica es cominmente
utilizada en diversos campos de estudio como en el diagnoéstico etioldgico, para el control del
tratamiento con antimicrobianos y la caracterizacion genética de agentes infecciosos (Costa, 2004).
Presenta, ademas, ciertas ventajas en comparacion con métodos tradicionales como los medios de

cultivo, por ejemplo, una elevada sensibilidad y especificidad.

2.1.5 Control y prevencion de la Salmonelosis

En relacion con los tratamientos mencionados, estos han sido empleados en diferentes
programas de control, vigilancia y erradicacion, incrementando el éxito de estos en el manejo de
varias enfermedades alrededor del mundo. Segun, Miller et al. (2009) el término erradicacion
significa la ausencia de cualquier reporte de un caso humano o animal con la enfermedad, al igual
que, laausencia de cualquier reservorio del patdgeno en el medio ambiente. Por otro lado, el mismo
autor denota una diferencia en el concepto de control; los niveles de control de una enfermedad
son capaces de variar, sin embargo, la erradicacion solo presenta un nivel, la existencia o no del

patdgeno y es también, considerada como un acontecimiento a nivel mundial.

Las técnicas de prevencion contra la Salmonelosis han demostrado resultados positivos en
el control de la enfermedad. Algunas de estas son el acceso a agua potable, la manipulacién
adecuada de alimentos, la pasteurizacion de productos lacteos y la implementacion de medidas de

higiene personal (Eng et al., 2015). Lo anterior esta relacionado con el manejo adecuado de los
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productos derivados de aves de corral, debido a que estos suelen ser un foco importante de
transmision. En relacion con esto, existen ciertos criterios que se deben seguir para la prevencién
de la tifosis aviar y la pulorosis en granjas como: la obtencion de aves de fuentes libres de S.
Gallinarum/Pullorum, el entorno en el cual se encuentran las aves debe ser facil de limpiar y
desinfectar, poder garantizar que los alimentos estan libres de S. Gallinarum/Pullorum vy la
implementacion de un programa de bioseguridad que minimiza la introduccion del patégeno a

través de fuentes externas (Shivaprasad, 2000).

De igual manera, otro método de prevencion importante es la vacunacion de las aves. La
elaboracion de la vacuna contra S. Gallinarum a partir de la cepa 9R entre los afios 1995 y 2001
junto con el plan NPIP permitio la erradicacion exitosa del patégeno (Andino y Hanning, 2015).
Actualmente, en el mercado existen tanto vacunas inactivadas como vivas empleando dicha cepa,
sin embargo, la vacuna viva presenta mayor éxito para la prevencion de la tifosis aviar debido a su

capacidad para controlar la colonizacion intestinal por la bacteria (Lee et al., 2005).

Con el fin de elaborar un plan de control exitoso se debe considerar la densidad de la
poblacion y de los posibles vectores para el patogeno, la geografia del lugar, diversas variables
ambientales y ciertos criterios operacionales que permitan lograr una adecuada contencién de la
enfermedad (Miller et. al, 2009).

2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se basa en la amplificacion de segmentos especificos de ADN empleando una
enzima conocida como ADN Polimerasa y consta de 3 pasos: la desnaturalizacion, el alineamiento
y la extension. Dicha enzima se encarga de sintetizar una secuencia complementaria de ADN con
el fin de obtener multiples copias de este (Navarro et. al, 2015). Se deben de considerar ciertos
componentes para que se lleve a cabo la reaccidn, tales como: el ADN molde, 2 pares de cebadores,
los nucledtidos y un buffer, estos deben ser administrados en la mezcla inicial y la concentracion
varia segun la calidad y cantidad de ADN que se obtuvo luego de la extraccion. Ademas, es
necesario el uso de un termociclador, el cual permite realizar cambios en la temperatura durante
cada ciclo de amplificacion y asi lograr obtener un producto mas especifico y un mayor nimero

de copias (Rahman et al., 2013).
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Sin embargo, el método anterior ha sido sometido a una gran cantidad de variaciones a lo
largo de la historia, las cuales han permitido su adaptacion a pruebas o analisis especificos.
Algunas de estas variaciones son: la PCR multiplex, la PCR anidada, la PCR asimetrica, la PCR
inversa, la gPCR, entre otras (Rahman et al., 2013). El presente estudio se centrara en dos de estas
modificaciones; la PCR punto final y la PCR tiempo real. Esta ultima presenta dos ventajas
principales al compararla con la PCR punto final, una de estas es que se logra cuantificar el ADN
inicial y el producto de la amplificacion durante todo el proceso empleado fluorocromos, lo cual
permite obtener resultados tanto cuantitativos como cualitativos y la otra que, se reduce la
posibilidad de contaminacion del producto una vez finalizada la amplificacién ya que no es

necesaria la manipulacion de este para poder visualizar los resultados (Navarro et. al, 2015).

En la gPCR se logran identificar tres fases durante el proceso: la exponencial, la lineal y
plateau. La fase exponencial hace referencia al comienzo de la reaccién en donde el ADN diana
se duplica en cada ciclo, por lo tanto, es el punto de maxima eficiencia. En la segunda fase se da
una disminucion en la eficiencia y rapidez de la reaccion al haberse utilizado la mayoria de los
componentes iniciales de la PCR y en la Gltima fase se detiene por completo la reaccion debido al
agotamiento de tales componentes (Fraga et al., 2014). Para realizar dichas cuantificaciones es
necesario el uso de un termociclador especializado compuesto por una fuente de luz de excitacion
como una lampara o un laser, un fluorémetro o detector de fluorescencia y un programa capaz de
formular una curva de amplificacion segun los datos de fluorescencia registrados (Navarro et al.,
2015).

En relacion con la técnica anterior, esta se puede clasificar segun el tipo de agente o
fluorocromo empleado y la especificidad de la reaccion. Se pueden utilizar fluorocromos
intercalantes como SYBRGreen® o EvaGreen® que permiten la deteccion de amplificaciones
especificas y no especificas (Navarro et al., 2015). El principio de estos agentes reside en un
incremento en la emision de fluorescencia al unirse con ADN de doble hebra, esto es detectado
por un termociclador y traducido en una amplificacion del ADN. La desventaja que presentan estos
agentes es la dificultad en lograr una deteccion de segmentos especificos de ADN ya que la unién
se da a cualquier ADN de doble hebra. Sin embargo, contintia siendo uno de los mas empleado en
los laboratorios moleculares debido a su bajo costo y su seguridad en comparacion con el uso de

agentes como Bromuro de Etidio (Fraga et al., 2014).
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Por otro lado, también existen otros fluorocromos los cuales se encuentran unidos en cada
extremo de un oligonucledtido o sonda; un donador en el 3’ y un aceptor en el 5°. El proceso se
basa en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET por sus siglas en
inglés). Cuando dicho oligonucledtido se encuentra unido al ADN diana y los fluorocromos en
proximidad uno del otro no se llevara a cabo dicha transferencia y por ende no se emitira
fluorescencia. Sin embargo, una vez que se da la amplificacion, la ADN polimerasa hidroliza el
extremo 5’ de la sonda causando la separacion de ambos fluorocromos y permitiendo asi que el
detector capte la fluorescencia emitida por el donador. Lo anterior permite la deteccion de
productos especificos (Costa, 2004). Tanto la PCR Punto Final como la gPCR han sido empleadas
en la deteccion de Salmonella spp., logrando la identificacion de la bacteria a nivel de biotipo,
diferenciando, por ejemplo, entre S. Gallinarum y S. Pullorum con el uso de cebadores especificos
para cada uno (Batista et al., 2013; Rubio et. al, 2017).

2.2.1 Optimizacion de la PCR y secuenciacion de ADN

Ambos métodos de PCR mencionados deben ser optimizados para incrementar su
eficiencia durante el proceso. Para tal efecto, se pueden variar los diferentes compuestos
empleados durante la reaccion o modificar las condiciones de temperatura y tiempo en el
termociclador. Un claro ejemplo de esto es la formulacién de cebadores especificos, que logren
amplificar de la mejor manera el producto esperado. Uno de los cebadores debe de estar orientado
en la direccion 5°-> 3’ o en el sentido de la amplificacion y el otro debe ser el antisentido o 3 ->
5’ (Lorenz, 2012). Tal componente es esencial en el proceso de amplificacion, ya que un disefio
erroneo de estos podria generar amplificaciones inespecificas o uniones entre los cebadores,
conocidas como dimeros de cebadores que resulta en una reaccién ineficiente o en un fallo

completo del proceso (Raymaekers et al., 2009).

En lo que respecta a la qPCR, el andlisis mediante la curva estandar es critica para la
estandarizacion del proceso, con esta es posible calcular la eficiencia de la reaccion. La
construccion de dicha curva se basa en graficar los ciclos de amplificacion (Ct) contra el logaritmo
de la concentracion inicial de ADN y a partir de esto, se formula una regresion lineal entre ambos
para obtener la curva de mejor ajuste, al igual que, el valor del coeficiente de correlacion (R?) el

cual indica que tanto se dispersan los datos de una linea central (Kang, 2019). Dicho lo anterior,
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Raymaekers et al. (2009) recomiendan realizar las amplificaciones por triplicado y analizar la

curva estandar al menos 10 veces en dias diferentes para obtener asi datos méas confiables.

Al igual que los componentes de la mezcla, el equipo utilizado también juega un papel muy
importante en el proceso. El uso de termocicladores mas avanzados que requieren un menor
volumen de reaccion permite reducir el tiempo de amplificacion e incluso analizar un mayor
nimero de muestras de manera simultanea. En relacién con lo anterior, la idea principal de
optimizar una técnica es reducir el tiempo y costo de trabajo sin poner en riesgo la especificidad o
la sensibilidad de la prueba (Bustin, 2017). Cabe destacar que, la técnica de PCR se encuentra
estrechamente relacionada con la secuenciacion de ADN, ya que esta permite obtener informacion
valiosa respecto al producto de PCR obtenido, por ejemplo, corroborar la identificacion de una
especie mediante su secuencia de ADN, confirmar la especificidad de la amplificacién o identificar
variaciones en la secuencia de ADN como polimorfismos o translocaciones, por lo tanto se

recomienda realizarla durante la optimizacion de la técnica (Bevan et al., 1992).

Segun la OIE algunos de los parametros que se deben evaluar para la adecuada
optimizacion o estandarizacion de una técnica de PCR son: la especificidad, la sensibilidad, la
repetibilidad y la reproducibilidad. El estudio de la especificidad se basa en analizar muestras de
animales de referencia para los cuales se conoce con certeza que no estan infectados por lo que
daran un valor negativo en la prueba, mientras que, para la sensibilidad se utilizan animales de
referencia que si se encuentran infectados. Por lo tanto, la especificidad y la sensibilidad permiten
conocer los valores predictivos de los resultados, con los cuales es posible calcular lo tasa de

positivos y negativos al realizar la prueba (OIE Terrestrial Manual, 2018c).

La repetibilidad y la reproducibilidad tienen como fin evaluar la concordancia entre los
resultados de la misma prueba. En el primer caso se comparan los resultados de las réplicas de una
muestra empleando los mismos equipos y condiciones de laboratorio, conociendo de esta manera
que tanta variacion existe dentro de un mismo ensayo. Mientras que, para analizar la
reproducibilidad de la prueba, esta se lleva a cabo en un laboratorio diferente empleando los
mismos reactivos, protocolos y controles iniciales, permitiendo de esta manera conocer la

precision del ensayo al realizarse bajo condiciones diferentes (OIE Terrestrial Manual, 2018c).
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3. Marco Metodoldgico

En el presente trabajo se estandarizé la técnica de PCR Punto Final y qPCR para la
deteccion del serotipo S. Gallinarum empleando muestras provenientes de cepas bacterianas y
tejidos bioldgicos obtenidos a partir de aves de corral brindadas por el Laboratorio de Bacteriologia
del SENASA. Los productos de PCR obtenidos en el proceso de optimizacién fueron confirmados
mediante secuenciacion y un posterior analisis bioinformatico, garantizando de esta manera una
deteccion confiable del patogeno. El proyecto se llevo a cabo en el Area de Bacteriologia del
SENASA, ubicado en el campus Benjamin Nufiez de la Universidad Nacional de Costa Rica, en
el Laboratorio de Andlisis Genémicos (LAGEN) y el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas

(LBP), ambos ubicados en el campus Omar Dengo de la Universidad Nacional.

3.1. Cultivo bacteriano

A partir de un cepario de Salmonella Gallinarum/Pullorum perteneciente al Laboratorio de
Bacteriologia del SENASA se cultivaron 4 muestras provenientes de un brote reportado en el 2013,
8 cepas ATCC y 2 cepas vacunales (Anexo 1) en medio Tripticasa Soya a 37 °C durante 24 horas.
Se realizaron analisis de control de calidad para cada uno de los cultivos. Este consistio en un
rayado en placa con medio Tripticasa Soya de todas las muestras junto con las cepas 7 y 8 como
referencia (Anexol). Estas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, se observo la
morfologia y coloracion de las colonias comparandolas con las de referencia con el fin de
garantizar el crecimiento de una Unica cepa bacteriana y descartar de esta manera la posible

contaminacion con otros microorganismos.

3.2. Extracciéon de ADN bacteriano

Se realizaron extracciones de ADN para cada una de las cepas empleando el kit de
extraccion DNeasy® Blood and Tissue (Qiagen, Alemania) y siguiendo el protocolo brindado por

el fabricante. Una vez finalizado el proceso, las extracciones fueron almacenadas a -20 °C para su

posterior uso.
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3.3. Cuantificacion del ADN extraido

El ADN genomico bacteriano se cuantificé mediante fluorescencia con el equipo Qubit 3.0
(Invitrogen de Life Technologies). Para calcular la cantidad de reactivo necesario para la
cuantificacion de cada muestra se siguid el protocolo brindado por el mismo equipo. El kit
empleado para las mediciones fue el Qubit dSDNA HS (High Sensitivity) el cual es especifico para
la deteccion de ADN de doble hebra. Se procedi6 a escoger las réplicas con una mayor
concentracion de ADN para las amplificaciones. La pureza de las extracciones fue evaluada

mediante un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific).

Ademas, para confirmar la presencia e integridad del ADN gendmico, este se visualizd
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% con buffer TBE (Tris-Borato) 0.5X junto con
el marcador de peso molecular (MPM) GeneRuler de 1Kb (Thermo Scientific). Lo anterior se

revel6 y documentd en un transiluminador (Uvitec UVIdoc HD2 Gel Documentation System).

3.4. Optimizacién de la PCR Punto Final y la gPCR

El proceso de optimizacion se llevd acabo inicialmente con la PCR Punto Final y los
resultados obtenidos a partir de esta se utilizaron como referencia para optimizar la qPCR. Se
emplearon los cebadores propuestos por Xiong et al., (2016) para la optimizacion de ambas
técnicas (Cuadro 1). Siendo la region bacteriana amplificada, un fragmento del gen que codifica
la proteina biosintética flagelar (Flagellar biosynthetic protein, FIhB). Esta corresponde a una
proteina de membrana altamente conservada en el sistema de secrecion flagelar de bacterias. A
pesar de que S. Gallinarum no es capaz de formar flagelos presenta los genes estructurales para la

codificacion de flagelina y, por lo tanto, es posible emplear dichos cebadores para su deteccion.
Como control positivo se utilizé la cepa Vacunal SG 9R de S. Gallinarum (Nobilis®, Intervet

International).
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Cuadro 1. Secuencias de los cebadores flhB (Forward y Reverse)

Producto (S. Gallinarum/ otros

Cebador Secuencia 57-> 3 serotipos de Salmonella spp.)
flhB-F TTC GCG ACG AAT TTA AAG AGA GCG AAG
182 pb/ 379pb
flnB-R CAG CGT TTA AGC TGC CAG ACC CAG GCC

Se utilizo6 el Master Mix GoTag® G2 Hot Start Green (Thermo Fisher Scientific, USA) y

EvaGreen® (Qiagen, Alemania) para la PCR Punto Final y gPCR respectivamente. Se empleo el
equipo Mastercycler® Nexus Gradient (Eppendorf, Alemania) para la optimizacién con PCR

punto final y el equipo QuantStudio™ Flex 6 (Applied Biosystems) para la qPCR. EI volumen
final de reaccion fue de 25 uL (Cuadro 2).

Cuadro 2. Volimenes y concentracion para la mezcla de reaccion de ambas técnicas de PCR

Concentracion Volumen por reaccién

Reactivo Concentracion final

inicial (muestra)

" Start Green 0 EvaGreen® 2 1250 4L 1X
Cebador fInB (Forward) 30 uM 0.33 uL 0.4 uM
Cebador fInB (Reverse) 30 uM 0.33 uL 0.4 uM

Agua grado PCR 9.84 uL
ADN genomico 2.00 uL

Cabe mencionar que, para optimizar esta técnica las modificaciones se basaron en lo
establecido por Xiong et al., (2016) para la amplificacion de S. Gallinarum/Pullorum con los
cebadores anteriormente mencionados. Por lo tanto, el perfil térmico utilizado como base para la
PCR punto final consistié en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguido de
30 ciclos a 95 °C durante 4 segundos, 59 °C por 45 segundos, 72 °C por 1 minuto y una extension
final a 72°C durante 10 minutos. Mientras que, en la programacién para la qPCR se eliminaron

ambos pasos de “extension”.

Con el fin de determinar la temperatura de hibridacion ideal para los cebadores se emple6

la Ecuacion 1 (Igbal et al., 2020) para calcular la temperatura de fusion y se restaron 5 °C al

20



resultado obtenido. Este dato, junto con el del articulo de referencia fueron la base para generar un
gradiente de temperatura a lo largo del bloque durante la etapa de hibridacion. Se utiliz6 la muestra
control (cepa vacunal SG 9R) y se evaluaron temperaturas desde 56 °C hasta 68.4 °C, por lo tanto,
cada una de las réplicas fue sometidas a diferentes temperaturas de hibridacion.

_ (yG+zC-16.4) ;2
Tm=64.9+41 —"——o (Ecuacion 1)
En donde w,x,y y z corresponden al nimero de los oligonucleotidos A, T, Gy C que

conforman el cebador, respectivamente.

Por otro lado, se realiz6 una evaluacion de la eficiencia (E) de la reaccion mediante qPCR
Ilevando a cabo un anélisis de la curva estandar. Para esto, se realizaron 4 diluciones seriadas 1:5
de la muestra control, partiendo con una concentracion inicial de 20 ng/uL. Por lo tanto, la curva
se construy6 con un total de 5 puntos, cada uno por triplicado. A partir de la pendiente generada
con dicha curva se determiné la eficiencia de la reaccion empleando la siguiente ecuacion
(Nurjanah et al., 2018):

E = {(10Vpendientey _11 x100 (Ecuacion 2)

La especificidad de los cebadores se evallio mediante una curva de disociacion utilizando
la cepa control de S. Gallinarum y la cepa ATCC 13076 de Salmonella Enteritidis.

Para la visualizacion de los resultados de la PCR punto final se realiz6é una electroforesis
capilar con el equipo Qiaxcel Advanced (Qiagen) utilizando el cartucho QIAxcel DNA High
Resolution, el marcador de peso molecular de 25-500 pb (numero de catadlogo 929560), el
marcador de alineamiento 15 bp/600 bp (QX Alignment Marker, nimero de catadlogo 929530), el
método de inyeccion OMB800 el cual brinda una resolucion con diferencias de 3-5 pb y el resultado

final se obtuvo con el QIAxcel ScreenGel Software v1.5.
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3.4.1. Secuenciacion del producto de PCR y analisis bioinformatico

Con el fin de confirmar la identidad de las amplificaciones de una region parcial del gen
fInB y a su vez la especificidad de la técnica se realizo una secuenciacion de los productos positivos
de la PCR punto final de los siguientes aislados: cepa 2, cepa 4, cepa 5, cepa 6, cepa 9, cepa 10y
cepall. Para ello, primero se realiz6 una purificacion de los productos de PCR mediante una
precipitacion con isopropanol para luego ser enviadas para su secuenciacion en el LAGEN de la
Escuela de Ciencias Bioldgicas de la UNA en donde se utilizo el equipo Analizador Genético ABI

3500 (Applied Biosystems) para una secuenciacion Sanger en dos direcciones.

Para el analisis de posicionamiento taxondémico las secuencias obtenidas se editaron en el
programa Geneious version R9 (Biomatters) por medio de edicion manual. Para reconocer
preliminarmente su identidad taxonémica a nivel de género, las secuencias fueron evaluadas en el
programa en linea BLASTnN (Chen et al., 2015), mediante parametros por defecto y disponible en
National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)
(Anexo 5). Se realiz6 un alineamiento multiple con el programa MAFFT v7.308 (Katoh y
Standley, 2013) empleando el método iterativo de refinamiento G-INS-i (LPAM/k= 2), luego una
seleccion de blogues conservados mediante los parametros por defecto del programa en linea
Gblocks (Castresana, 2000). Para el blogque obtenido de las secuencias de la region génica Flagellar
biosynthetic protein (FIhB) (181 posiciones informativas), se determind el modelo de sustitucion
nucleotidica con el programa ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) arrojando que el mejor
modelo ajustado a la matriz fue el K2P. Seguidamente, con la plataforma en linea 1Q-TREE
(http://igtree.cibiv.univie.ac.at) (Nguyen et al., 2015; Trifinopoulos et al., 2016) se obtienen las
inferencias topologicas de posicionamiento taxondmico por maxima verosimilitud con el uso de
un algoritmo estocastico. Los pardmetros empleados para la inferencia filogenética fueron el uso
de heterogeneidad de tasa libre, calculo de soporte de los nodos derivado del método bootstrap
UFboot con 5000 permutaciones (Minh et al., 2013), con un maximo de 5000 iteraciones y un test
de rama Unica (SH-aLRT) con 5000 réplicas. Finalmente, los arboles obtenidos se visualizaron y

editaron con el programa FigTree v1.4 (Rambaut 2009).
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3.4.2. Estudio de especificidad y sensibilidad diagnostica de la PCR

La especificidad y sensibilidad se evaluaron mediante la amplificacion por PCR punto final
de cepas tanto de Salmonella spp. como de otros géneros. Se utilizaron todas las cepas presentes
en el Anexo 1 por duplicado, por lo tanto, se validaron un total de 28 reacciones de PCR. La cepa
Vacunal SG 9R de S. Gallinarum se emple6 como control positivo. Para calcular ambos

parametros, se aplicaron las Ecuaciones 3 y 4 (Trevethan, 2017).

Verdaderos positivos

Especificidad= X100 (Ecuacion 3)

Verdaderos positivos +verdaderos negativos

o1 Verdad ti .,
Sensibilidad= SR I X100 (Ecuacion 4)
Verdaderos negativostfalsos positivos

En dichas ecuaciones se definié como verdaderos positivos a la visualizacion de una banda
(amplificacion) en el gel de agarosa de 182 pb donde se encuentra el patdégeno de interés (S.
Gallinarum), mientras que, los verdaderos negativos como la ausencia de bandas de 182 pb en
donde se encuentran las bacterias diferentes a S. Gallinarum y los falsos positivos cuando se

visualizé una banda donde no se encontraba dicho patdgeno.

3.4.3. Estudio del limite de deteccidn (sensibilidad analitica)

Para determinar el menor nimero de células que pueden ser detectadas mediante PCR
punto final, la cepa vacunal SG 9R fue ajustada a una concentracion aproximada de 1.5x108
UFC/mL correspondiente al patron 0,5 de McFarland y a partir de dicha suspension se realizaron
diluciones seriadas 1:10 desde 107 hasta 10 en caldo Tripticasa Soya. Luego se sembraron
0.01mL de cada dilucion por triplicado en diferentes placas Petri con medio Tripticasa Soya y se

incubaron durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente se realizé un recuento en placa de las unidades

23



formadoras de colonias (UFC) y un analisis por PCR punto final a partir de las colonias obtenidas

en cada una de las placas (Anexo 8).

De manera similar, se evalu6 la concentracion mas baja de ADN gendmico con el cual ain
se puede detectar S. Gallinarum mediante PCR punto final. Para ello se realizaron diluciones
seriadas 1:5 del ADN de la cepa vacunal SG 9R, partiendo de una concentracion de 20 ng/uL hasta
1.28 pg/uL y amplificando cada una de las diluciones mediante PCR punto final. Utilizando los
resultados de este analisis como guia, se realizaron diluciones seriadas 1:10 desde 10 hasta 10"
de la misma cepa con el fin determinar el limite de deteccién mediante gPCR. Se amplificaron
Unicamente las diluciones de 107, 10%, 10° y 1071°. En este caso el valor de Ct establecido como

corte para considerar el resultado como positivo fue de 35 (OIE Terrestrial Manual, 2018a).

3.4.4. Analisis de repetibilidad y reproducibilidad

Ambas técnicas (PCR punto final y qPCR) fueron validadas mediante una prueba de
repetibilidad (analisis intralaboratorio) realizada en el Laboratorio de Bacteriologia del SENASA
utilizando los mismos materiales y condiciones de laboratorio durante cada ensayo. Para la PCR
punto final se realiz6 un ensayo utilizando 3 muestras positivas (cepa 1, cepa 5y cepa 11) y 2
negativas para S. Gallinarum (cepa 8 y 9), en este caso se emplearon 10 replicas de cada una de
las muestras y se analizé la concordancia entre los resultados de las réplicas. Mientras que, para la
gPCR se llevo a cabo la amplificacion de 5 diluciones 1:5 de la cepa vacunal SG 9R la cual se

encontraba a una concentracion inicial de 20 ng/uL.

Por otro lado, la reproducibilidad (analisis interlaboratorio) de ambas técnicas se analiz
realizando comparaciones entre 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 vy el
LAGEN. Mientras que, para la gPCR se compararon resultados entre el Laboratorio de
Bacteriologia del SENASA vy el LBP de la UNA. Los termocicladores utilizados en SENASA
fueron el Mastercycler® Nexus Gradient (Eppendorf, Alemania) y el QuantStudio™ Flex 6

(Applied Biosystems) para la PCR Punto Final y la gPCR respectivamente. En el LAGEN la PCR
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Punto Final se llevd a cabo con el equipo ProFlex™ PCR System (Applied Biosystems, USA) y
en el LBP con el LightCycler® 96 Instrument (Roche) para la qPCR.

3.4.5 Andlisis estadistico

Para determinar la reproducibilidad de la técnica de PCR punto final se elabor6 una tabla
de contingencia 2X2 (Cuadro 3) comparando los resultados del SENASA (Laboratorio 1) con los
del LAGEN (Laboratorio 2). Con los datos obtenidos de la tabla se calcul6 el indice de Kappa
(Ecuacion 5) y se realizé la prueba de Mc Nemar (Ecuacién 6).

Cuadro 3. Tabla de contingencia 2X2

Variable 2
Positivo Negativo Total
Positivo Verdadero Positivo  Falso Positivo (FP) bl
(VP)
Variable 1
Negativo Falso Negativo Verdadero Negativo b2
(FN) (VN)
Total al a2 N

_ N(VP+VN)-(al*b1+a2*b2)

K 3
N2-(al*bl+a2*b2)

(Ecuacion 5)

_ (FP-FN)

XZ
Me = FprEN

(Ecuacion 6)

Se determino si los datos son estadisticamente similares mediante la comparacion del
resultado de la prueba de Mc Nemar con un valor tabular de Chi Cuadrado de XZchi= 3.84,
utilizando como criterio de decision un nivel de significancia de 0.05 y un grado de libertad (Diaz

etal., 2017). Para lo anterior se establecieron las siguientes hipdtesis:

Hipotesis Nula (Ho): No existen diferencias estadisticamente significativas entre los

resultados del Laboratorio 1y el Laboratorio 2.
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Hipotesis Alternativa (H1): Existen diferencias estadisticamente significativas entre los

resultados del Laboratorio 1y el Laboratorio 2.

Por ultimo, para determinar el grado de concordancia entre los diferentes dias, se compard

el indice de Kappa con los valores del Cuadro 4.

Cuadro 4. Interpretacion de los valores de Kappa (Diaz et al., 2017)

Valor de Kappa Grado de concordancia
<0 Malo
0-0.20 Bajo
0.21- 0.40 Aceptable
0.41- 0.60 Moderado
0.61- 0.80 Substancial
0.81-1.00 Excelente

La repetibilidad de la prueba mediante gPCR se obtuvo calculando el valor de la desviacion
estdndar (DS) y el porcentaje del coeficiente de variacion (% CV) para las siguientes
concentraciones por triplicado: 20 ng/uL, 4 ng/uL, 0.8 ng/uL, 0.16 ng/uL, 0.032 ng/uL y 0.0064
ng/uL de la cepa control (SG 9R) en una misma corrida 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 % CV obtenidos en diferentes laboratorios utilizando las

concentraciones mencionadas.

3.4.6 Deteccidn de S. Gallinarum/Pullorum en tejidos bioldgicos

Con el fin de evaluar la aplicabilidad de la técnica de PCR para detectar S.
Gallinarum/Pullorum directamente en muestras de tejido bioldgico, es decir, sin requerir de un
aislamiento y obtencion de un cultivo puro, se realizé una extracciébn de ADN gendmico de
muestras congeladas de higado (D5242-18) y medula dsea (D1748-18) los cuales fueron
previamente confirmados como positivos para S. Gallinarum/Pullorum mediante cultivo
bacteriano, pruebas serolégicas y bioquimicas. Se empled el kit de extraccion DNeasy® Blood

and Tissue (Qiagen, Alemania) y se siguid el protocolo brindado por este. EI ADN extraido se

amplific6 mediante PCR punto final junto con los cebadores y el control positivo previamente
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mencionados. Ademas, debido a que las muestras de tejido habian permanecido congeladas por un
periodo de tiempo prolongado, con el fin de confirmar la presencia de colonias se llevo a cabo un
cultivo en placas con medio XLD durante 24 horas a 37 °C para cada una de las muestras. Todas
las muestras de tejido biolégico fueron proporcionadas por el Laboratorio de Bacteriologia del
SENASA.

4. Resultados y discusion

4.1 Optimizacién de la PCR Punto Final y la gPCR

Los analisis iniciales de control de calidad (Anexo 3) indicaron que no hubo contaminacion
con otras bacterias y, por lo tanto, fue posible emplear dichas cepas en el estudio. Ademas, al
realizar la evaluacion del ADN extraido no se observo degradacion de este y las bandas obtenidas
son de un alto peso molecular (Anexo 4) lo cual indica que se logr6 extraer ADN gendmico. Al
analizar la pureza de las extracciones (Anexo 2) mediante la relacion de absorbancia 260/280
(A2601280) Se obtuvieron valores cercanos a 1.8 indicando una baja contaminacion con proteinas. En
la relacion de Azeor230 Se obtuvieron valores por debajo de 1.8 lo cual podria deberse a una posible
contaminacion 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. Sin
embargo, la PCR no fue inhibida por los contaminantes presentes en las extracciones y fue posible

amplificar cada una de las muestras bajo estudio.

El valor obtenido para la temperatura de hibridacion a partir de la Ecuacion 1 fue de 57 °C
y al emplear el gradiente de temperatura se observé una amplificacion positiva desde 56 °C hasta
68.4 °C (Figura 1, A). Sin embargo, en la tabla de resultados se evidencio una mayor concentracion
de la secuencia de interés (182 pb) y menos secuencias inespecificas como las de 190 pb al emplear
una temperatura de 59 °C (Figura 1, B) por lo tanto, se opt6 por utilizar esta temperatura durante
la etapa de hibridacion con el fin de mantener una alta especificidad durante las pruebas. Segun

Roux (2009) la temperatura de hibridacion puede verse afectada por multiples factores, tales como
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el buffer, la concentracion del cebador o el ADN utilizado durante la reaccion, por lo tanto,
cualquier calculo empleado para obtener dicha temperatura debe considerarse como una

aproximacion.

Para la etapa de hibridacion se ha establecido un rango estandar entre 52 °C a 58 °C, el cual
se puede aplicar a cualquier protocolo de PCR como base para su optimizacion. Sin embargo,
segun el nivel de especificidad que se desea, este valor podria incrementar (Lorenz, 2012). Los
resultados del ensayo demostraron que la temperatura seleccionada fue Optima para permitir una
unién adecuada de los cebadores sin generar durante el proceso productos inespecificos que

podrian alterar la eficiencia de la reaccion.

MPM 1 2 3 4 5 6 7/ 8 9 10 11 12
) —
00
0
K]
% %0
7}
E: 0 182 pb
L 150
10
15}
. 0
5=
Sample Header
Position: A5 Run Date: 11/29/2019 11:36:00 AM
Started unchecked: Yes Plate ID:
Result Table
Size Size
# [bp] Conc. [ng/pl] # [bp] Conc. [ng/pl]
1 15 n/a 2 182 5.91
3 190 2.00 4 600 n/a
Total 7.91

Figura 1. Electroforesis capilar para la determinacion de la temperatura de hibridacion empleando
la cepa de S. Gallinarum (Vacunal SG 9R). Del carril 1 al 12, 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 y 68.4 °C, respectivamente (A);
Tabla de resultado de la electroforesis capilar (B).

La eficiencia obtenida a partir de la curva estandar y la Ecuacion 2 fue de E= 103 %, con
un R? de 0.998. Los valores de Ct se mantuvieron entre 13.633y 22.614. Por lo tanto, este resultado

demuestra que el producto de la amplificacion se duplica en cada uno de los ciclos hasta completar
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los 40 ciclos (Figura 2, A'y B). Segun Nurjanah et al. (2018) el porcentaje de eficiencia aceptable
para una gPCR se debe encontrar entre 90 % y 110 % con una pendiente de -3.6 a -3.1. En el
presente estudio se report6 una elevada eficiencia con un coeficiente de regresion (R?) cercano a
1.0, lo cual demuestra una elevada correlacion entre los valores de Ct y la cantidad de ADN
(Alvarez et al., 2018).

Este resultado demuestra que durante la etapa exponencial de la reaccion existe una
duplicacion del ADN molde luego de cada ciclo permitiendo asi obtener una elevada eficiencia.
Dichos resultados son comparables con los obtenidos por Heymans et al. (2018), los cuales
reportaron una eficiencia de 103.8% para la deteccion de Salmonella Typhimurium y Salmonella

Enteritidis mediante qPCR.

En cuanto a la curva de disociacion que se obtuvo para los diferentes serotipos de
Salmonella spp. se observd un Gnico pico con temperaturas diferentes para cada uno de los

productos de PCR (182 pb y 379 pb) por lo tanto, no se formaron dimeros de cebadores y estos

fueron altamente especificos para la secuencia de interés (Figura 2, C).

A

R=0.998 m=-3.250
b=17.749 E= 103.092%

Concentracion (ng/pL)

2}

379pb

d(RFU)/AT)
o
Vo
-]
s

Temperatura (°C)

Figura 2. Curvas de amplificacion de las diluciones seriadas del ADN de la cepa vacunal SG 9R (A), curva estandar
(B) y curvas de disociacién obtenida mediante gPCR para S. Gallinarum (182 pb) y S. Enteritidis (379 pb) (C).
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4.2 Analisis bioinformatico de la secuenciacién

El posicionamiento taxondmico de las muestras secuenciadas se comprobd mediante un
arbol filogenético (Figura 3). Las cepas de S. Gallinarum/Pullorum se agruparon junto con cepas
de la 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 81.1/64. Los resultados
permitieron corroborar la identidad de las cepas bajo estudio, por lo tanto, se establece una buena
especificidad de los cebadores para amplificar el gen de interés. Liu et al. (2017) observo una
agrupacion similar entre los diferentes serotipos de Salmonella spp. al analizar los genes de
flagelina. En dicho estudio los serotipos S. Gallinarum, S. enteritidis, S. Typhi, S. Stanleyville, S.
Dublin y S. Typhimurium se posicionaron en un mismo cluster 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.
Se debe considerar que, los cebadores utilizados en el presente estudio amplifican un fragmento
muy pequefio (182 pb) de Salmonella spp. afectando la capacidad de resolucion para diferenciar
entre los diferentes serotipos de la especie debido a un bajo numero de posiciones informativas
obtenidas.

Cepa 11 Salmonella Pullorum ATCC13036
(CP012347.1) Salmonella Pullorum
(CP022963.1) Salmonella Pullorum
(AM933173.1) Salmonella Gallinarum
(CP019035.1) Salmonella Gallinarum Cluster Gallinarum/Pullorum
Cepa 4 Salmonella Gallinarum

Cepa 5 Salmonella Gallinarum SG9R

81.1/64 ’ i
- Cepa 5 Salmonella Gallinarum SG9R

b C'epa 2 Salmonella Gallinarum
(CP017723.1) Salmonella Stanleyville
(LK931502.1) Salmonella Dublin
(CP052817.1) Salmonella Infantis
(CP045518.1) Salmonella Anatum

ML: K2P
GEN flhB

Cepa 9 Salmonella Enteritidis ATCC13076 Cluster Salmonella spp.
Cepa 6 Salmonella Enteritidis

(CP053702.1) Salmonella Typhi
(NC_003197.2) Salmonella Typhimurium
(CP050723.1) Salmonella Enteritidis

Cepa 10 Salmonella Typhimurium ATCC14028
(NC_014121.1) Enterobacter cloacae

Qutgroup

Figura 3. Arbol filogenético basado en el método de maxima verosimilitud (ML) de los fragmentos del
gen fIhB. 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 accesion GenBank utilizado para el

analisis. La especie Enterobacter cloacae se utiliz6 como grupo externo.
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4.3 Estudio de especificidad y sensibilidad diagnostica de la PCR

Se obtuvo una especificidad y una sensibilidad del 100 % para la PCR punto final (Figura
4) al emplear las ecuaciones 3y 4 respectivamente. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Lavalett et al. (2009) durante la validacién de una PCR multiple. 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 deteccidn 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. y utilizando el mismo cebador (flhB) y técnica de PCR.
Segun la OIE Terrestrial Manual (2018c) el valor de dichos pardmetros debe ser cercano al 99 %
si se utilizan un namero de muestras igual o menor a 15. Por lo tanto, con los resultados obtenidos
en el presente estudio se demuestra 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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40 - 379 pb
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Figura 4. Electroforesis capilar para la determinacién de la especificidad y sensibilidad.; de izquierda a derecha:
(M) 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 grado PCR).

4.4 Limite de deteccion (sensibilidad analitica)

Se logré observar la formacion de colonias hasta la dilucion 10 (Anexo 6) y al realizar la
PCR punto final de cada dilucidn se obtiene un limite de deteccion para células bacterianas viables

de 3x102 UFC/mL (Figura 5, izquierda). Esto concuerda con el reportado por Xiong et al. (2018)
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para la deteccién de S. Gallinarum/Pullorum. En dicho estudio, se obtuvo un limite de deteccion

de 1x102 UFC/mL empleando cebadores dirigidos al gen ratA.

En cuanto al limite de deteccion para el ADN genémico mediante PCR punto final este
fue de 6.4 pg/ uL (Figura 5, derecha) el cual se aproxima al obtenido por Xiong et al. (2016),
quienes reportaron un valor de 5.85 pg/uL empleando el mismo cebador. Los anélisis del limite
de deteccion para células o ADN permiten valorar la capacidad que tiene la técnica de PCR en
detectar concentraciones muy bajas del analito, contribuyendo en una deteccion mas precisa en

muestras con una baja carga del patdgeno.
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Figura 5. Electroforesis capilar para la determinacién del limite de deteccién de células bacterianas viables y
ADN genémico. Izquierda: (1) 1x10° UFC/mL; (2) 1x10* UFC/mL; (3) 2x10° UFC/mL; (4) 3x10%> UFC/mL; (5)
1x10% UFC/mL; (N) Control Negativo (agua grado PCR). Derecha: (1) 20ng/uL; (2) 4ng/uL; (3) 800 pg/uL; (4)

160 pg/uL; (5) 32 pg/uL; (6) 6.4 pg/uL; (7) 1.28 pg/uL; (N) Control negativo (agua grado PCR)

El limite de deteccion obtenido para la gPCR 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 reaccion (Figura 6). De
igual manera, autores como Braun y Methner (2011) obtuvieron el mismo nimero de copias de
ADN al validar la qPCR para la deteccidon de Salmonella spp. y afirman que este valor cumple con

los estandares internacionales segun 1SO 6579:2002 Anexo D.
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Figura 6. Curva de amplificacion para el limite de deteccion mediante gPCR de las diluciones
seriadas de 107, 10®, 10° y 102° del ADN gendémico de la cepa vacunal SG 9R.

4.5. Analisis de reproducibilidad y repetibilidad

Se obtuvo un 100 % de repetibilidad para la PCR punto final al comparar las réplicas dentro
del mismo ensayo. Estudios como los de Diaz de la Osa et al. (2015) reportan el mismo resultado
durante la estandarizacion de una PCR punto final para la deteccion de potyvirus. Para el analisis
de reproducibilidad del presente trabajo se obtuvo un valor de Kappa de K= 0.98 lo cual

corresponde a un grado de concordancia “excelente” (cuadro 5).

Al aplicar la prueba estadistica de Mc Nemar se obtuvo un X?uc= 1.00 y al realizar la
comparacion con el valor Chi Xcni = 3.84 se obtiene que X2mc<Xchi por lo tanto, se acepta la
hipotesis Nula (Ho) y se establece que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
los resultados del Laboratorio 1y el Laboratorio 2. Autores como Lavalett et al. (2009) obtuvieron
un valor de K= 0.95 para la deteccion de Salmonella enterica, con el cual establecieron que los
resultados de la prueba son reproducibles. Dicho valor es cercano al obtenido en el presente
estudio, por lo tanto, es posible afirmar la reproducibilidad de la PCR punto final.

33



Cuadro 5. Resultados de la tabla de contingencia 2X2

Laboratorio 2 Total
59 0 59
Laboratorio 1
1 40 41
Total 60 40 100

Para la gPCR 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 (Cuadro 6). De igual manera, los resultados obtenidos para el analisis inter-
laboratorio se mantuvieron entre 0.285 a 1.088 para la DS y 1.225 a 5.904 en el caso del % CV,
demostrando una alta reproducibilidad de la prueba al realizar la comparaciéon entre ambos
laboratorios (Cuadro 7). Debido a que el coeficiente de variacion (CV) corresponde a la dispersion
de los datos con respecto a la media calculada (Kralik y Ricchi, 2017) es posible emplearlo para
evaluar la repetibilidad y reproducibilidad de un ensayo, ya que entre mas bajo sea el % CV menor

sera la variabilidad entre los datos.

Dicho lo anterior, los coeficientes de variacion obtenidos tanto intra-laboratorio como
inter-laboratorio para la qPCR concuerdan con los de otros autores (Ebentier et al., 2013; Garcia,
2019). Estos reportaron valores de CV menores al 6 % los cuales indican una elevada repetibilidad
y reproducibilidad de la prueba, reflejando la robustez y la fiabilidad de esta para producir el

mismo resultado en diferentes ensayos.

Cuadro 6. Ensayo intra-laboratorio de la gPCR

Muestra (ng/uL)  Promedio Ct (n=3) 2 DSP 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 estdndar de la media para las 3 réplicas (n=3).
by ¢ desviacion Estandar y porcentaje del Coeficiente de Variacion.
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Cuadro 7. Ensayo inter-laboratorio de la gPCR

Muestra Promedio Ct?

(ng/pL) SENASA LBP bs? cv ey

20 13.680 + 0.156 14.407 + 0.020 0.514 3.657

4 15.373 £ 0.161 16.400 £ 0.050 0.726 4571

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).
by ¢ desviacion Estandar y porcentaje del Coeficiente de Variacion.

4.6 Deteccién de S. Gallinarum/Pullorum en tejidos bioldgicos

En los cultivos de los tejidos positivos para S. Gallinarum/Pullorum se observaron muy
pocas colonias del patdégeno de interés. En el caso del cultivo correspondiente a la médula dsea no
se obtuvo ninguna colonia (Anexo 7). Ademas, se evidenci6 el crecimiento de E. coli en dos de
las placas. A pesar de la baja presencia de S. Gallinarum en los cultivos en placa y el crecimiento
de otros patdgenos, al realizar la PCR punto final directamente de los tejidos bioldgicos se lograron

obtener bandas positivas para cada uno de los tejidos bajo estudio (Figura 8).

El crecimiento reducido de las colonias se puede deber a que las muestras fueron
almacenadas durante un periodo de tiempo prolongado (1 afio) y, ademas, fueron sometidas a
procesos de congelacion y descongelacion 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 congelacion o al producir un choque
osmotico cuando se descongela (Pegg, 2015). Sin embargo, los resultados de la PCR demostraron
gue no es necesario realizar una incubacion previa en un medio nutritivo tal como Tripticasa soya
o llevar a cabo un aislamiento del patégeno para lograr amplificar la secuencia de interés. Tal
resultado es de suma importancia para el diagnostico rapido, previo al aislamiento y cultivo del

patdgeno, en muestras obtenidas directamente de campo.
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Figura 7. Electroforesis capilar de las muestras de tejido bioldgico. (1) Control positivo
(cepa SG 9R); (2 y 3) Higado; (4 y 5) Médula 6sea; (N) control negativo (agua grado
PCR)

5. Conclusiones

En el presente trabajo se optimizaron dos méetodos sensibles, seguros y precisos de PCR
para la deteccion de S. Gallinarum/Pullorum en aislamientos bacterianos obtenidos a partir de aves

de corral.

Las técnicas empleadas permiten una deteccion mas rapida de S. Gallinarum/Pullorum al
compararlas con las pruebas microbiol6gicas tradicionales, lo cual aporta una herramienta Gtil para

disminuir el tiempo de espera para tomar accion en casos de sospecha clinica y posibles brotes.
Mediante la secuenciacion y posterior analisis filogenético de los productos de PCR se

corrobora la amplificacion exitosa del gen flhB correspondiente a S. Gallinarum/Pullorum,

comprobando la especificidad de la técnica con los cebadores empleados.
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La PCR punto final tuvo un limite de deteccion de células viables de 3x10?> UFC/mL y 6.4
pg/uL de ADN. Mientras que, la qPCR logré detectar 10 copias de ADN por reaccién. Por lo tanto,

ambas técnicas son capaces de detectar concentraciones muy bajas de S. Gallinarum/Pullorum.

El cambio en las condiciones y en equipos de laboratorio no afecta los resultados de las técnicas
de PCR ejecutadas, por lo tanto, se demuestra la consistencia del método en producir los mismos

resultados.

Aun en presencia de otros patdgenos en las muestras de tejidos biologicos es posible detectar

S. Gallinarum/Pullorum, demostrando asi la selectividad y aplicabilidad de la prueba.

6. Recomendaciones

Evaluar otros métodos de extraccion que no se basen en columnas con el fin de disminuir
la contaminacién por alcoholes u otras sustancias como la guanidina, o llevar a cabo un paso

adicional de purificacion del ADN extraido que elimine estos contaminantes.

Utilizar un mayor numero de muestras de tejido biolégico o mayor variedad de serotipos
de S. Gallinarum que hayan sido reportados en aves de corral para asi lograr definir con mayor
exactitud la exclusividad y selectividad de la prueba.

En caso de nuevos brotes de S. Gallinarum/Pullorum almacenar muestras de tejido
bioldgico para poder incorporarlos en el analisis de aplicabilidad de la PCR. Procurar un
almacenamiento de estos a -80 °C junto con un agente crioprotector para lograr preservar el ADN

durante mayor tiempo y evitar su posible degradacion.
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Emplear 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 este conocimiento para

contribuir en el control y prevencion de las enfermedades que estos ocasionan.

Llevar a cabo mas estudios que promuevan el uso de técnicas moleculares novedosas y
alternativas tales como la Secuenciacion de Proxima Generacion (NGS), el Andlisis de Alta
Resolucion de la Temperatura de Fusion (HRM) o la epidemiologia molecular que se puedan
emplear en el diagndstico de brotes masivos, aportando informacion relevante para la vigilancia

de diversas enfermedades.
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8. Anexos

Anexo 1. Especificaciones de las muestras empleadas en el estudio

Numero de cepa Muestra Especie Fuente
1 D1141-13 Salmonella Gallinarum SENASA
2 D2165-13 Salmonella Gallinarum SENASA
3 D3279-13 Salmonella Gallinarum SENASA
4 D2158-13 Salmonella Gallinarum SENASA
5 Vacunal SG 9R Salmonella Gallinarum SENASA
6 Vacunal AVIPRO Salmonella Enteritidis SENASA
7 ATCC® 10708™ Salmonella Choleraesuis SENASA
8 ATCC® 35640™ Salmonella Abaetetuba SENASA
9 ATCC® 13076™ Salmonella Enteritidis SENASA
Escuela de Medicina
10 ATCC® 14028™ Salmonella Typhimurium
Veterinaria UNA
Escuela de Medicina
11 ATCC® 13036™ Salmonella Pullorum
Veterinaria UNA
12 ATCC® 25923™ Staphylococcus aureus SENASA
13 ATCC® 25922™ Escherichia coli SENASA
Escuela de Medicina
14 ATCC® 12945™ Pasteurella multocida

Veterinaria UNA
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Anexo 2. Datos de concentracion y pureza del ADN extraido

Concentracion del ADN

Muestra A260/280 A260/230
(ng/uL)
293 37.8 1.60 0.41
534 21.4 151 0.53
535 21.6 1.67 0.47
536 37.6 1.57 0.59
SG 9R 20.0 1.98 1.46
Salmonella Pullorum 14.0 1.66 0.45
Salmonella Enteritidis 46.8 1.88 0.88
Salmonella Enteritidis

23.6 1.72 0.62

(Cepa vacunal)
Salmonella Abaetetuta 38.1 1.62 0.70

Salmonella
) 31.7 1.59 0.71
Choleraesuis
Salmonella

o 43.2 2.04 1.72

Typhimurium
Pasteurella multocida 14.9 1.86 0.83
Escherichia coli 26.1 1.77 0.20

Staphylococcus
37.3 1.36 0.55

aureus
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Anexo 3. Prueba de control de calidad en placas Petri con medio tripticasa soya

realizado para todas las cepas bajo estudio

= -—b
e e e g ¢ g g S

Anexo 4. Electroforesis en el de agarosa 1% para determinar la integridad del ADN
extraido. De izquierda a derecha: (M) Marcador Molecular 1kb; ADN de S. Gallinarum
cepal, 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; (N) Control Negativo (agua grado PCR).
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Anexo 5. Informacion de las secuencias utilizadas para el analisis bioinformatico del fragmento del gen flhB

(182 pb).
] Region extraida del
] . # Accesion L
Especie Serotipo Cepa Genoma (posicién
GenBank
en pb)
Enterobacter cloacae subsp.
- ATCC 13047 NC_014121.1 1439040:1439426
cloacae
Salmonella enterica subsp. o
) Enteritidis SE74 CP050723.1 2734804-2735182
enterica
Salmonella enterica subsp. ]
] Gallinarum 9184 CP019035.1 2949564-2949745
enterica
Salmonella enterica subsp. ]
) Gallinarum 287/91 AM933173.1 1220990-1221171
enterica
Salmonella enterica subsp. o
_ Typhimurium LT2 NC_003197.2  2846698:2847079
enterica
Salmonella enterica subsp. ]
) Stanleyville ARB61 CP017723.1 2030975:2031341
enterica
Salmonella enterica subsp.
. Dublin - LK931502.1 1013219:1013584
enterica
Salmonella enterica subsp.
) Pullorum QJ-2D-Sal CP022963.1 2871478-2871659
enterica
Salmonella enterica subsp.
) Pullorum ATCC 9120 CP012347.1 2686037-2686218
enterica
Salmonella enterica subsp. .
] Typhi CMCST_CEPR_1 CP053702.1 1927865-1927980
enterica
Salmonella enterica subsp. Infantis
] CVM_N1751509 CP052817.1 2560609-2560724
enterica
Salmonella enterica subsp. I
Anatum Sal-5091 CP045518.1  3991839-3992217

enterica

- Muestras sin informacion
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Anexo 6. Placas Petri con medio Tripticasa soya Y las respectivas diluciones
por triplicado de 10! hasta 108 de la cepa control (SG9R)

gy

——-:

Anexo 7. Cultivo de las muestras de tejido y las colonias obtenidas de

S. Gallinarum (sefialadas por un circulo). Médula ¢sea (A), Higado (B
y C) y control positivo cepa SG9R.
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Extraccion de ADN (0.01 mL x dilucién)

v PCR punto final

Anexo 8. Esquema correspondiente a la metodologia empleada para calcular el limite de
deteccion para células bacterianas viables.
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