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Resumen

Las técnicas moleculares empleadas para el analisis de ADN cromosomal como el RFLP IS200 han
demostrado ser eficientes para resolver relaciones filogenéticas y epidemioldgicas entre las cepas de Salmonella
spp., aisladas de aves y humanos. El presente estudio tuvo como objetivo determinar si la IS200 estaba
presente en las cepas de Salmonella aisladas de aves de corral y de humanos para establecer una posible
cadena de transmision entre ambos. El analisis filogenético de las cepas de Salmonella mostro 13 perfiles de
IS200 que exhibieron de 1 a 11 copias de la secuencia de insercion, localizadas en un rango entre 13 y
1.71kb. El trabajo permiti6 concluir que IS200 es un marcador molecular eficiente, sensible y especifico, util
para realizar estudios epidemioldgicos ya que discrimind entre cepas de diferentes origenes y comprobod que
existe una relacion clonal entre las cepas aviares y humanas. Los resultados obtenidos muestran la necesidad
de implementar medidas sanitarias que conlleven a que en la produccién se minimicen las condiciones que
favorezcan la propagacion de Salmonella entre las aves.
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Abstract

Molecular techniques, used for the genomic DNA analysis, as IS200 RFLP has shown to be efficient to
solve phylogenetic and epidemiologic relationship between Salmonella spp., strains, isolated from poultry and
human. Present study had the aim to determine whether the IS200 sequence was present in the Salmonella
spp., strains isolated from both origins, to establish a possible transmition chain between both. Phylogenetic
analysis of Salmonella strains showed 13 IS200 profiles that exhibit between 1 and 11 copies of the insertion
sequence, located in a range size between 13 and 1.7kb. This work allowed to conclude that IS200 is an
efficient, sensible and specific molecular marker, useful to epidemiological studies because it capacity of
discriminating between different origin strains and showed the existence of a relationship between this strains.
The results obtained in this work showed the necessity of implementing sanitary rules to minimize the propagation
of Salmonella spp., in the poultry production.
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Introduccion

Salmonella spp. es uno de los miembros mas com-
plejos de la familia Enterobacteriaceae con aproxi-
madamente 2400 serotipos descritos hasta la fecha.
Actualmente el género se clasifica en dos especies:
S. enterica 'y S. bongori.

En los ultimos afios se han introducido métodos
moleculares de analisis cuyo poder de resolucion ha
aumentado la posibilidad de diferenciar entre las ce-
pas bacterianas y ha permitido llevar a cabo estudios
epidemioldgicos mas precisos. La comparacion de
cepas para establecer su identidad se basa en el he-
cho de que las cepas relacionadas epidemiologica-
mente provienen de la expansion clonal de un precur-
sor unico. Se entiende por clon una cepa que ha sido
aislada independientemente de la fuente, en diferen-
tes localizaciones o quizas en diferentes tiempos, pero
que muestra caracteres fenotipicos y genotipicos
significativamente parecidos, de manera que la expli-
cacion mas logica para esta similitud es el origen co-
mun (1).

Las técnicas moleculares para el andlisis de ADN
cromosomal como el RFLP IS200 han demostrado
ser un método eficiente para resolver relaciones
filogenéticas y epidemioldgicas entre cepas de
Salmonella spp., aisladas de aves y humanos. En
esta técnica la cantidad de copias de la secuencia de
insercién (IS) IS200 varia en el genoma de
Salmonella spp., entre 1 y 25 copias, la [S200 produ-
ce diferentes patrones para los distintos aislamientos
de acuerdo a la talla molecular y al nimero de ban-
das del elemento genético; de esta manera se puede
determinar si dichos microorganismos tienen un ori-
gen clonal comun (2-5).

El presente estudio tuvo como objetivo determinar
si la IS200 estaba presente en las cepas de
Salmonella spp., aisladas de aves de corral y de hu-
manos, con el interés de establecer una posible cade-

na de transmisidn entre aves y humanos.

www.unicolmayor.edu.co/revistanova

Materiales y métodos

Cepas: entre 1997 y 1998 se recolectaron al azar
260 muestras de materia fecal de pacientes pediatricos
con episodios esporadicos EDA en diferentes clinicas
de Bogota. Se recolectaron también muestras de
hisopados cloacales, visceras (higado, ovario e
intestino) y huevos provenientes de explotaciones
aviares pertenecientes a zonas de los departamentos
de Cundinamarca, Santander, Huila, Boyaca, Meta y
Magdalena. Adicionalmente se recolectaron cepas de
brotes esporadicos de salmonelosis aviar producidos
en Fusagasuga y Bucaramanga en plantas avicolas
tecnificadas (Tabla 1).

La identificaciéon bioquimica y seroldgica de
Salmonella spp., se realiz6 de acuerdo a pruebas de
laboratorio estandarizadas previamente. Las pruebas
de sensibilidad a los antimicrobianos se realizaron por
el método de difusion de Bauer & Kirby (6). Los
antimicrobianos evaluados fueron trimetoprim-
sulfametoxazol (TMP-SXT) [25ug], norfloxacina (nor
) [10pg], ampicilina (amp) [10pg], imipenem (imp)
[10ug], cloranfenicol (cm ) [30pug] y gentamicina (cn)
[10ug] (Oxoid).

Extraccion de ADN Plasmidico: La extraccion
de ADN extracromosomal se llevo a cabo a través
de la técnica de lisis alcalina descrita por Sambroock
etal, (7).

Extraccion de ADN cromosomal: Se utiliz6 la téc-
nica descrita por Ausbel ef al., (8).

Analisis de restriccion enzimatica: Una vez ob-
tenido el ADN cromosomal se llevo a cabo la diges-
tion del mismo con la enzima EcoRI segiin experien-
cias previamente descritas (9, 10). La huella genémica
producida por la digestion del ADN cromosomal de
las cepas de Salmonella spp. fue transferida a una
membrana de nylon HybondTM-N+ (Amersham) se-
gun el método descrito por Sambroock et al., (7).

Preparacion de la sonda: La sonda fue obtenida
de la cepa de E.coli DH5a que contenia el plasmido
plZ46 (gentilmente donada por el Dr. Rubino Salvatore
de la Universita Degli Studi Di Sassari, talia).
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Marcaje de la sonda 1S200: Para el marcaje de
la sonda se utiliz6 un sistema no radioactivo en el cual
se empled digoxigenina (DIG). La DIG esta unida a
dUTP por un enlace (debil) ester-alcalino o un
esteroide. El marcaje de la sonda se realizoé por PCR
con el Kit PCR ELISA DIG-LABELLING
(Boehringer Mannheim), para amplificar el monémero
de IS200. El volumen final de la mezcla utilizada para
la reaccion fue 50ul (10X tampon de PCR con MgCl,
DIG, 5ul de 1.25mM dNTPs y 0.35mM DIG-dUTP,
pH 7.5 £ 0.2), 4ml de cada iniciador (M13mp18 di-
recto y M13 reverso), 0.5ml de Taq DIG y 1ml del
plasmido modificado. Una vez marcada la sonda
IS200-DIG se continud el trabajo para generar los
RFLP del ADN cromosomal de las cepas de
Salmonella spp., en estudio, utilizando como control
positivo la secuencia de insercion IS200 sin marcar y
como control negativo la cepa de E.coli ATCC 25922.

Interpretacion del andlisis de restriccion: Los
patrones fueron considerados diferentes, cuando al
menos se detecté una banda polimoérfica de ADN. La
relacion entre las muestras de ADN fue estimada uti-

lizando el coeficiente de Jaccard (11-13).

a

S=(n+b+c} )

Donde: a es el nimero de bandas de ADN com-
partidas entre las cepas 1 y 2, b es el nimero de ban-
das de ADN presentes en 1 pero no en 2 y ¢ es el
numero de bandas de ADN presentes en 2 pero no
en l.

Resultados cercanos a 0 indicaron la presencia
de patrones de RFLP diferentes (13). Para estable-
cer la distancia genética segiin el RFLP entre las 55
cepas de Salmonella spp., estudiadas por esta téc-
nica, se construyeron los dendrogramas utilizando una
matriz de 0 (ausencia de bandas) y 1 (presencia de
bandas) que fue procesada con el programa de com-
putacion “Statistica 5.1” de StatSoft, Inc. USA. 1997.

Figura 1. RFLP IS200 de cepas de Salmonella. Distribucion de
la secuencia de insercion IS 200 en algunos de los
aislamientos de Salmonella spp. (ADN digerido con EcoRl).
Se observa Linea 1: marcador de talla molecular IHind 111,
Linea 2: cepa SE 22H; Linea 3: cepa 339 A; Linea 4: cepa 396 A;
Linea 6: cepa 125H; Linea 7: cepa 285 A; Linea 8: cepa 935 Ay
Linea 9: cepa 75 H

Resultados

De las diferentes muestras recolectadas en el campo
y en los hospitales se aislaron 55 bacterias con
caracteristicas bioquimicas correspondientes al género
de Salmonella spp., 26 cepas se aislaron a partir de
muestras humanas y 29 aviares. Después de realizar la
identificacion serologica de los aislamientos, se determind
que todas las cepas tanto de humanos como de aves
correspondieron a Salmonella enterica Tabla 1.

E147.27% de las cepas fueron S. enterica subespecie
enterica serovariedad enteritidis, 7.27% S. enterica
subespecie enterica serovariedad typhi, 3.63% S.
enterica subespecie enterica, serovariedad typhimurium,

1.81% para los serotipos S. enterica subespecie enterica
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Figura 2. Dendrograma de algunas cepas de Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad enteritidis de origen humano y aviar.

Grupos G1, G2y G3.

serovariedad gallinarum y S. enterica subespecie
enterica serovariedad serembam, el 38.18% restante de
las cepas no fueron serotipificables.

De otro lado el 61.51% de las cepas de Salmonella
aisladas de humanos no fueron serotipificables, el
15.38% se clasificaron como S. enterica subespecie
enterica serovariedad enteritidis, 11.54% S. enterica
subespecie enterica serovariedad typhi, 7.89% S.
enterica subespecie enterica serovariedad typhimurium
y el 3.84% restante como S. enterica subespecie
enterica serovariedad serembam. Con respecto a las
cepas de Salmonella aviares el 75.86% se clasificaron
como S. enterica subespecie enterica serovariedad
enteritidis, 3.45% S. enterica subespecie enterica

serovariedad typhimurium, 3.45% Salmonella enterica

subespecie enterica serovariedad gallinarum y el
17.24% de las cepas de Salmonella enterica se
clasificaron como no serotipificables Tabla 1 .

El comportamiento de la poblacion de Salmonella
spp., demostréo que todas las cepas presentaron
sensibilidad del 100% frente al imipenem (imp), mientras
que el mayor porcentaje de resistencia (7.27%), se
presento contra trimetoprim sulfametoxazol (TMP-SXT)
y gentamicina (datos no mostrados).

Es importante resaltar que s6lo 3 cepas mostraron
resistencia a 2 antibidticos simultaneamente. Ademas,
se observo que la resistencia antimicrobiana
presentada por las cepas humanas fue mayor que la
evidenciada por las cepas aviares. De las 9 cepas

distribuidas entre humanas y aviares que presentaron
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resistencia a los antibioticos, 4 presentaron un plasmido
de talla molecular aproximada a 2.15kb

Las 4 cepas con plasmido resultaron resistentes a
TMP-SXT, para verificar la responsabilidad de estos
plasmidos frente a la resistencia a TMP-SXT fueron
transformados en una cepa de E.coli sensible al anti-
bidtico segun describen Poutou et al., (14) (datos no
mostrados) y se observo que una vez re-extraidos
mostraron la misma talla molecular (2.15kb) y que
permitia el crecimiento de la E.coli transformada en
agar suplementado con TMP-SXT (50pug/ml), de esta
manera se comprobo que la resistencia a dicho anti-
bidtico era mediada por el plasmido aislado, a dife-
rencia de la resistencia a los otros antibioticos de este
estudio.

El analisis del ADN gendmico con la enzima EcoRI
mostré que todas las cepas tanto humanas como
aviares contenian de 1 a 11 copias de IS200 Figura 1,
localizadas en un rango entre 13.013kb y 1.11kb.

Una banda de hibridacion de ~2.5kb se presentd
en todas las cepas a excepcion de la cepa 173 H; sin
importar el origen geografico, el serotipo, ni la proce-
dencia de los aislamientos.

Las cepas de Salmonella enteritidis fueron clasi-
ficadas en tres grupos (G1, G2 y G3), que al mismo
tiempo fueron subdivididos en A, B 6 C: el grupo G1-
A (cepas 3N, 27 A, 942 A, 943 A, 1998 A y 160H)
poseia un perfil caracteristico de dos bandas (2.849 y
2.502kb), el grupo G1-B (cepa 30 A) presentd una
banda adicional de 1.147kb. El grupo G2 (15 aisla-
mientos) resultd ser el patron mas representado con
3 subgrupos, G2-A con 5 bandas comunes (2.50, 2.84,
5.27,6.011 y 7.79kb), el G2-B (cepas 11 A, 14 A, 28
A,907 A, 926 Ay 13 A) conformado unicamente por
cepas aviares present6 una banda adicional de 1.86kb,
el grupo G2-C (cepa 13 Ay 2 H) carecia de la banda
de 7.79kb. El grupo G3 estuvo conformado por 4 ce-
pas de origen aviar de distintas regiones de Colombia
con un perfil de RFLP IS200 conformado por 4 ban-
das adicionales con tallas moleculares de 10.10, 11.18,
12.68 y 13.10kb. En la figura 2 se pueden observar

algunos de los miembros de los diferentes grupos ge-

nerados en el analisis.

Discusion

Este es uno de los primeros trabajos que se lleva a
cabo en Colombia sobre epidemiologia molecular de
Salmonella spp., utilizando como marcador la secuen-
cia de insercion [S200. En el mundo el numero de
casos de salmonelosis ha aumentado significa-
tivamente desde hace dos décadas (15, 16). Aunque
diferentes serotipos y fagotipos de Salmonella spp.,
se han visto involucrados en casos de salmonelosis,
el incremento se ha asociado a salmonelosis zoonoticas
donde los mayores reservorios han sido los animales
de granja (17, 18) por contaminacion de los alimen-
tos, pollos y productos carnicos. Por estos motivos es
necesario se ha hecho necesaria la comparacion de
las cepas de Salmonella spp., aisladas de huevos,
carne de pollo y los casos aislamientos de humanos
para confirmar si tienen un origen clonal comun.

Las técnicas utilizadas para subtipificar y realizar
estudios de epidemiologia de Salmonella incluyen la
serotipificacion, el analisis de la resistencia a
antibioticos, la fagotipificacion (19), el analisis de los
patrones de restriccion del ADN vy el analisis de los
perfiles plasmidicos (20-23). En los ultimos afios la
epidemiologia molecular se ha convertido en el méto-
do mas exacto para establecer relaciones filogenéticas
entre cepas, debido a que esta determinado por genes
cromosOmicos cuya presencia/ausencia no se ve
afectada por condiciones ambientales ni por la pre-
sion selectiva de los elementos extracromosomales.

En el presente estudio, entre las Salmonellas
tipificables no se encontrd ninguna relacion entre el origen
y el serotipo. S. enterica subespecie enterica
serovariedad enteritidis fue el mas representado con
47.27% seguido de S. enterica subespecie enterica
serovariedad #yphi con 7.27%. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Gonzalez y col. en Espafia
(24) con un porcentaje de 52% y 13% respectivamente,
pero que difieren de los encontrados en Estados Unidos
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y en otros paises europeos en los que el serotipo mas
prevalente fue typhimurium (25, 26).

El analisis de las cepas de S. enteritidis con la
enzima de restriccion EcoRl mostro diferencias
interserotipicas evidenciadas por el numero de copias
de IS200 (de 2 a 9 copias), aunque algunos estudios
previos habian reportaron que la secuencia de inser-
cion IS200 no debia ser utilizada para distinguir la
relacion clonal entre cepas de S. enteritidis, debido
al bajo niimero de copias de (2 a 3 bandas) (27, 28,
4); es importante aclarar que en estos trabajos se uti-
liz6 la enzima Pst | para generar la huella genémica
del ADN de las cepas de Salmonella.

Este estudio muestra que la enzima EcoRI pre-
senta mayor poder discriminatorio para el analisis de
cepas pertenecientes a S. enteritidis. Con respecto
a las cepas de S. enteritidis de origen humano (aisla-
mientos 2H, 160H, 97H y 105H) IS200 separ¢ las
cepas aisladas en los grupos G1, G2 A y G2B, mos-
trando que las cepas a pesar de ser fenotipicamente
iguales eran diferentes genotipicamente, lo normal-
mente haria mas dificil tanto el tratamiento de la
salmonelosis como el control sobre la diseminacion
de la infeccion.

Los aislamientos de S. enteritidis de origen hu-
mano y aviar fueron caracterizados molecularmente
como idénticos por RFLP IS200, sugiriendo que existe
una relacidn filogenética entre los mismos, lo que com-
prueba la existencia de una cadena de transmision,
por lo que es necesario implementar medidas de con-
trol sanitario en las granjas avicolas para prevenir
brotes de salmonelosis humana.

Sin embargo, las infecciones aviares no son faci-
les de erradicar debido a las condiciones que normal-
mente se manejan en la mayoria de las granjas; haci-
namiento, malas condiciones higiénicas, empleo de
incubadoras con aves enfermas, lo que genera la di-
seminacién horizontal (ave-ave) y vertical
transovarica (ave-huevo) (29).

En cuanto a las cepas de S. enteritidis aviar se

recolectaron cepas de 2 brotes de Sa/monella en gran-

jas avicolas de Cundinamarca y Santander; los aisla-
mientos de Santander (277A, 285A, 339A, y 396A)
muestran que el brote fue producido por dos
serovariedades: S. typhimurium y S. enteritidis, pero
dentro de esta ultima serovariedad se presentaron dos
perfiles de RFLP IS200 (Figura 2), lo que sugiere la
participacion de 2 cepas distintas en dicho brote. Este
hallazgo comprobd que la epidemiologia molecular es
un método eficaz para determinar si un brote es pro-
ducido por una sola cepa o no, y de esta manera,
implementar medidas de control y prevencion de la
dispersion del brote.

En el brote de salmonelosis en Cundinamarca se
aislaron 6 cepas (907, 926, 935,942, 943 y 1998) que
se identificaron como S. enteritidis pero se
clasificaron en dos grupos de RFLP diferentes Figura
2. El resto de las cepas de S. enteritidis de origen
aviar pertenecieron a casos esporadicos no
relacionados y aislamientos de diferentes regiones del
pais de salmonelosis aviar pero que son importantes
debido a la escasa informacion que se tiene acerca
de estos, aunque constituyen la mayoria de los casos
de salmonelosis en nuestro pais. Estas cepas se
encuentran dentro de los mismos grupos de RFLP
IS200 de las cepas de los brotes humanos, sugiriendo
que si existen las condiciones para que se favorezca
la diseminacioén y que como consecuencia de ello se
podrian presentar nuevos brotes de salmonelosis
humana.

Por ultimo es importante resaltar que no se encon-
tré relacion epidemioldgica alguna entre las zonas
avicolas y los patrones de RFLP 15200, lo que de-
muestra que no existen infecciones causadas por
Salmonella localizadas en una determinada region del
pais, sugiriendo la recirculacion de las cepas epidé-
micas en Colombia quizas debido a la posible utiliza-
cion de pies de cria infectados.

Los 3 grupos de Salmonella enteritidis estableci-
dos en este estudio, no muestran una variedad
intraserotipica lo suficientemente grande para inferir

que pertenecen a 3 lineas clonales diferentes, sino
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que las cepas que estan circulando tanto en humanos
como en aves se encuentran estrechamente relacio-
nados, lo que permitira en el futuro el desarrollo de
técnicas mejores para el control de la salmonelosis
en el pais.

Es importante resaltar que a pesar de que las ce-
pas aisladas de aves son una fuente de contamina-
cion para los humanos, no son la inica via de disemi-
nacion de este microorganismo porque en las cepas
de origen humano se aislaron grupos y serovariedades
que no estaban presentes en las aves.

En cuanto a la resistencia antimicrobiana a los seis
antibidticos, se encontrd que la mayor parte (83,64%)
eran sensibles a todos ellos, un 10.9% era resistente
a un solo antibidtico y solamente 3 (5.45 %) cepas
fueron resistentes a 2 antibidticos. En contraste en
un estudio de Hermans et al., en Bangladesh (30),
quienes hallaron una resistencia del 96% en las que
67% eran multirresistentes.

En este estudio no puede hablarse de alta resis-
tencia a un antibidtico determinado, ni de una corre-
lacion entre serotipo y perfil de resistencia. De todas
formas la resistencia antibiotica se consider6 de poco
valor epidemiolégico por el bajo nimero de cepas re-
sistentes analizadas. Es importante destacar la resis-
tencia de las cepas aviares (10.34%) ya que el uso
indebido de antibioticos en medicina veterinaria tien-
de a generar un incremento en la resistencia
antimicrobiana de bacterias patogénicas para huma-
nos, convirtiéndose en un grave problema de salud
publica, teniendo en cuenta la naturaleza zoondtica
de Salmonella.

Aunque el perfil de plasmidos ha sido previamente
utilizado para la epidemiologia molecular de
Salmonella y de otros microorganismos (31, 14), en
este estudio fue imposible establecer alguna correla-
cion epidemiologica usando dicha estrategia debido a
que la mayoria de las cepas recolectadas no poseian
plasmidos o s6lo uno, como ocurrié también en un
estudio realizado por Martinelli y Altwegg (32), de

esta forma el analisis de las cepas de Salmonella por

medio del perfil plasmidico en este estudio mostré un
potencial de discriminacién limitado por una tasa de
aparicion plasmidica relativamente baja. En contras-
te con este trabajo, un estudio de Vatopoulos (33) uti-
liz6 el andlisis plasmidico para diferenciar 21 cepas
de S.enteritidis en 5 grupos distintos.

Aunque los métodos de tipificacién como
serotipificacion, biotipificacidn, perfiles plasmidicos y
resistencia antimicrobiana son utilizados para
subtipificar cepas de Salmonella, investigaciones
entre cepas de Salmonella aisladas de casos
epidemioldgicamente relacionados llegan a ser del
mismo serotipo. Sin embargo, al realizar pruebas adi-
cionales como sensibilidad a antibioticos y contenido
plasmidico son limitados para establecer relaciones
epidemiolodgicas entre subgrupos (31). Por lo tanto,
estos marcadores fenotipicos deben ser asociados a
marcadores moleculares como el RFLP-IS200, que
es una herramienta util para estudios epidemioldgicos
y caracterizacion de aislamientos humanos y aviares,
porque proporciona un medio altamente seguro para
evaluar la diseminacion de las infecciones por
Salmonella spp., ya que es posible investigar como
una cepa se mueve a través del tiempo entre diferen-
tes regiones o dentro del mismo brote.

Esta investigacion muestra que los marcadores
fenotipicos y genotipicos deben ser utilizados no tni-
camente para determinar si los aislamientos son de
un mismo clon, si no también para caracterizar cepas
para de esta forma identificar reservorios y/o fuentes
de contaminacion que permiten determinar el origen
de la infeccion. De esta forma se logré demostrar,
que IS200 es un marcador molecular eficiente y sen-
sible para estudios epidemiologicos porque discrimi-
na entre cepas de diferentes origenes y facilita el es-
tablecimiento de cierto grado de relacion entre cepas
aisladas de un origen determinado.

Esta investigacion evidencié la necesidad de
implementar estudios de epidemiologia molecular
como el RFLP IS200, en comunidades hospitalarias

y poblaciones avicolas para conocer la historia natural
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de la enfermedad y el seguimiento de las

enfermedades infecciosas como también para

prevenir futuros casos esporadicos y brotes de

salmonelosis que perjudican la salud publica y que

tienen graves consecuencias econdmicas en la

industria avicola.
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