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SINTESIS

Los aislamientos de&almonellase han clasificado tradicionalmente por
serotipificacion, la identificacion seroldégica desdantigenos de superficie, el
polisacéarido “O” y la proteina flagelar. La serdigacion ha sido de gran ayuda
para la investigacion de brotes y entender la epmlegia deSalmonella.Sin
embargo, la produccion y el control de los antissierecesarios para llevar a cabo la
misma, requiere de una tarea laboriosa con un gyrasumo de tiempo y recurso
humano. Con el objeto de disminuir los problemasciaslos a la produccion de
antisueros, nos propusimos desarrollar y evaluarm#étodo de identificacion
molecular basado en la combinacion de la reaccioragiena de la polimerasa
(PCR, sigla en inglés) con la hibridacion en linegersa (RLBH, sigla en inglés)
para la determinacion de serovariedadesdkenonella Dada la gran variedad de
antigenos reconocidos, el estudio estuvo delimitddgenfljB, que codifica para el
antigeno de la segunda fase flagelar utilizandosontlas de captura para los
antigenos del complejo H1. Se estudiaron 81 cepasfdrencia d&almonellaque
poseen este tipo de antigenos. Se obtuvo una ddid especifica entre todos los
productos amplificados con sus respectivas sorsigp para el caso de cuatro
serovariedades con antigeno H:1,5; donde posteziterse comprobd la presencia
de polimorfismo en el sitio de union. Los resulwdstuvieron disponibles en 12
horas aproximadamente. EI método demostro ser ifispey reproducible e
independiente de la fase expresada por la baaariel momento del ensayo. De
esta forma, consideramos a la PCR-RLBH como unatnéznta novedosa para la
determinacion de serovariedadesSéémonella.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

EDAC: N-3-dimetilaminopropil-N"etilcarbodiimida albidrato
EDTA: Sal disodica del acido etilén diamino tet«tazn
ETA: Enfermedades transmitidas por alimentos
RLBH: Hibridacion reversa en linea

KW: Kauffmann-White

LPS: Lipopolisacarido

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ONPG: Orto-nitro-fenil-D-galactopirandsido

pb: Pares de bases

PFGE: Electroforesis en gel en campos pulsados
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

RFLP: Polimorfismo en longitud de los fragmentogesriccion
SDS: Dodecil sulfato de sodio

SFF: Solucion fisioldgica formolada

SSPE: Solucion salina Fosfato-EDTA

TAE: Buffer Tris-Acetato-EDTA

Tm: Temperatura de hibridacién

Tris-HCI: Tris (hidroximetil) aminometano clorhidm
TSA: Agar tripticasa soya

TSB: Caldo tripticasa soya

UV: Ultravioleta



[. INTRODUCCION

l. INTRODUCCION

I.1. Introduccion

Las enfermedades transmitidas por los alimento®\BTotras infecciosas
entéricas son una causa importante de morbimaathlid nivel mundial. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima quésde dos millones de

personas mueren cada afio a causa de estas pa¢Ww§®, 2005).

En Argentina, la gastroenteritis aguda es una slafiecciones mas comunes
(Boletin Epidemiologico Periddico del Ministerio &alud, 2006). La severidad de
la enfermedad puede variar desde una simple diaegia complicarse con cuadros
de deshidratacion que conducen a la hospitalizagittiuso la muerte. El género
Salmonellaes una de las principales causas de gastroesteuithana en el mundo
(Herrera-Leoret al, 2004) y se debe al consumo de alimentos contansnaesde
su origen o por falta de higiene durante su maagxih (Herikstacet al., 2002;
Rioset al, 2009). La ingestion de alimentos contaminadosnseentra involucrada
en la mayoria de los casos de salmonelosis hum&@%4). También puede dar
lugar a la infeccién el contacto directo con angsatiomésticos portadores, el

contacto persona-persona y la transmision noso¢g@riam-Cianflone, 2008).

La clasificacion tradicional d&almonellase basa en las identificacion
inmunolégica del lipopolisacarido localizado en peared celular (antigeno
somatico “O”), de la proteina flagelar de fase 1)t de la proteina flagelar de
fase 2 (H2). La complejidad del esquema de sefa#gion requiere la
producciéon y el mantenimiento de alrededor de 2p@stde antisueros distintos
para poder identificar todas las serovariedades. ®® lado, pueden existir
dificultades con la expresion de algun antigenoaem el caso de cepas rugosas,

donde no se manifiesta correctamente el antigerip &§8) como también en las
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cepas inméviles que no expresan el antigeno flagEling, 1986). Para evitar
dichos problemas, se han desarrollado distintogstide métodos moleculares
basados en los genes que codifican para los ani@gswnciados a la serotipificacion
tradicional (Echeitat al, 2002; Herrera-Leoet al, 2004; Luket al, 1993; Limet
al., 2009; Fitzgeral@t al, 2007; Daug&t al, 1998).

|.2. Situacion actual de la salmonelosis

El mayor nimero de casos @&almonella entéricasuele asociarse a la
temporada estival, donde existe una mejor multiplin del microorganismo en los
alimentos sumado a posibles fallas en la cadefiaadé.os nimeros de los casos de
salmonelosis declarados en diferentes paises, sgrvariados y generalmente no
se corresponden con el numero real (Crum-Cianfl@0®8). Esto es, en gran
medida, debido a la mayor o menor atencion que estical a la vigilancia
epidemioldgica. La vigilancia epidemiolégica &almonella se ha establecido
como meétodo para monitorear la incidencia de ladoibn en el hombre y los
animales, ademas de ser una herramienta impogtandeevaluar el impacto de los
programas de inocuidad de alimentos y medio amdieBt objetivo de esta
vigilancia es permitir el establecimiento de medida control apropiadas cuando
se identifican problemas o peligros relacionados keosalud animal o publica
(Flint et al, 2005). Paraddjicamente, los paises con mejoresaionds sanitarias
declaran mayor niumero de casos de salmonelosisaguedlos con medidas mas
deficitarias; esto se debe fundamentalmente, aifesencias en la informacion
epidemiolégica suministrada y en los controlestagns existentes (Herikstaet
al., 2002).

La sub-notificacion sanitaria, reconocida por lospos organismos
encargados de realizar las estadisticas, condugea an Latinoamérica y el Caribe

no se tenga una estimacion sobre el impacto debest®ria en la salud, ni su
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verdadera contribucion a la contaminacion de loseaaitos. La propia OMS estima
gue América Latina y el Caribe tienen un nivel dagifitacion de casos que no
supera el 30% de la casuistica real (WHO, 2007xdr@l997).

El conocimiento de la epidemiologia de la salmasisloconstituye la
principal herramienta para el control sanitarioedéa enfermedad. El estudio de un
brote endémico o epidémico de etiologia bacterii@me por objeto determinar si se
trata de una situacion producida por una misma cep#erentes cepas de una
misma especie. Por otra parte, es necesario estadgéentidad entre cepas aisladas
de los enfermos y del sitio sospechado como fococdetaminacion. La
serotipificacion es la técnica que ha sido empleaddicionalmente para la
identificacion de Salmonellay por su amplia utilizacion permite conocer las
variaciones en la incidencia de las principalesos®iedades, facilitando
enormemente los conocimientos sobre epidemiolodéailyvestigacion de brotes.
Las actividades en la vigilancia d&almonella,dependen de la exactitud en la

determinacion de la serovariedad (Fitzgesdldl, 2007).

En Argentina, los Unicos datos disponibles de EJ@x los proporcionados
en los “Boletines Epidemioldgicos del Ministerio &lud de la Nacion”. De
acuerdo a informes del Sistema Nacional de Vigitaipidemioldgica (SINAVE)
dependiente del Ministerio de Salud de la Naci@psoducen, en promedio por
afo, mas de 400 mil diarreas en nifios menoresaf®$ de edad, e igual cifra en
mayores de esa edad. Si bien no se especificaralsss o el agente etioldgico, la
OMS estima que el 70% de las diarreas son provegamtael consumo de alimentos
0 agua contaminados (Péretzal, 2003). Por ende, en Argentina mas de 280 mil
diarreas en ambas franjas de edad son a causa de ET el Boletin
Epidemiolégico Nacional, publicado en el afio 20&8jnformo6 que en el 73,4% de
los brotes pudo identificarse al agente causahdsiesl 55,3%Salmonellasp y

Escherichia colisp (Michelena, 2008). Como se puede observar gabla 1, a
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través de los afios no se ha logrado disminuirdagbencia de diarreas ni atenuar la

presencia de patégenos coBaimonella.

Tabla 1: Enfermedades de transmision digestivaedéadhacion obligatoria.

Enfermedad

2002 2003 2004 2005 2006
Diarreas < de 5 afios de edad 516.600 476.863 438.63 480.525 439.210
Diarreas > de 5 afios de edad 407.140 414.556 17.45 475.447 455,980
Diarreas sin especificar edad 10.546 8.687 8.465 .8331 14.017
Hepatitis A sin especificar edad 19.359 48.470 8.2 22.773 10.075
Botulismo 17 15 17 5 6
Fiebre tifoidea y paratifoidea 134 128 78 99 92
Intoxicacion alimentaria 3.839 3.794 3.936 6.029 046.
Marea roja 22 0 0 1 2
Sindrome urémico hemolitico 400 183 192 180 268
Triguinosis 977 929 754 391 1127
Coélera 0 0 0 0 0

(Fuente: Boletin Semanal de Notificaciones 20026200

Por otro lado, segun los datos aportados por éerS& de Vigilancia de

Laboratorio (SIVILA), en el afio 2011 se estudiat®@219 muestras provenientes de

pacientes con diarreas, pudiéndose identificageht bacteriano en 4967 de las

mismas. Como se puede observar en la tabla 2, % dé dichos aislamientos

correspondieron 8almonella

Tabla 2: Distribucién de enteropatégenos bactesdne4967) aislados en

el 2011.
. : Serotipificacion tradicional
Microorganismo — -
Total Positivos Porcentaje
Campylobacter 792 16%
E. coli 889 18%
Salmonella 508 10%
Shigella 2758 55%
Otros 20 1%

(Fuente: SIVILA, Notificacion Agrupada - Listado fdensado Afio: 2011, Grupo: Diarreas Bacterianas,

Total Pacientes: 18219).
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[.3. Taxonomia y nomenclatura del géner&almonella

La clasificacion de las salmonelas ha sido objetocdntroversia durante

muchos afos. De acuerdo con la actual nomenclaugg&nerdSalmonellaincluye

solo dos especieS§. entericay S. bongori(Grimont y Weill 2007; Reevest al,

1989). Salmonella entericase divide en seis subespecies, que se distinguen po

algunas caracteristicas bioquimicas y se desigoan(pmeros romanos o hombres.

Estas subespecies son:

Subespecies de Salmonella enterica

Enterica

Salamae

llla

Arizonae

Ilib

Diarizonae

Houtenae

i

Indica

S. bongorifue originalmente designad entericasubesp. V, pero luego se

demostrd que se trataba de una especie distingaleonella Sin embargo, para

simplificar y evitar confusiones, la designacién I@e serovariedad se refiere

comunmente como ‘subespecie V.

Las cepas desalmonellase clasifican en serovariedades segun la gran

diversidad de los antigenos “O” del lipopolisacariLPS) y de los antigenos

proteicos de los flagelos “H” acorde a la clasifiéa de Kauffmann—White. Con el

fin de agilizar la transcripcion de las serovartela Le Minor y Popoff(1987),

propusieron referirse a la serovariedad escribiesmdetra no cursiva e iniciando

con letra mayuscula. De este modSalmonella entericasubesp. enterica

serovariedad Typhimurium se convierteSaimonellaserovariedad Typhimurium o

simplementeSalmonellaTyphimurium. Los seroptipos pertenecientes a laasot
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subespecies son designados por su formula antggd@dmont y Weil] 2007;
Brenneret al, 2000).

I.4. Caracteristicas generales y bioquimicas

El género Salmonellapertenece a la famili&nterobacteriaceaey esta
compuesto por bacilos Gram negativos, no esporsjado capsulados (sal\®.
Typhi, S. Paratyphi C yS. Dublin), normalmente moviles por flagelos periisc
(exceptoS. Gallinarum) aerobios o anaerobios facultati#d.yphi que no produce
gas yS. Paratyphi A que no produce,&l (Ewing, 1986), constituyen excepciones
dentro de este género. Se multiplica a temperaturas/an de 7°C a 45°C y puede
sobrevivir durante meses en sustratos organicosndaivacion se produce a pH
por debajo de 5 y a temperaturas superiores &IUS. &.os desinfectantes comunes,
ya sea basados en principios fendlicos, cloradiedados son eficaces frente a

Salmonella

Las pruebas bioquimicas que se utilizan para ffigatipresuntivamente a
los aislamientos d&almonellason la catalasa (positiva), la oxidasa (negatila),
fermentacion de la glucosa y otros carbohidratos, la produccién usualmente de
gas, la produccion de acido sulfhidrico, la actddlisina decarboxilasa, la
capacidad de crecimiento en agar citrato de Simmam® produccion de indol y la
incapacidad de hidrolizar urea (Tabla 3).

Algunas caracteristicas d8almonella se utilizan para su aislamiento
selectivo; destacandose la resistencia a algudosates como el verde brillante o

verde malaquita y la resistencia al tetrationaab selenito.
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Tabla 3: Caracteres bioquimicos del gérizmbmonella.

Prueba Resultado
Indol 1
Rojo de metilo 100
Voges-Proskauer 0
Citrato (Simmons) 95
H2S 95
Urea 1
Fenilalanina deaminasa 0
Lisina decarboxilasa 98
Arginina decarboxilasa 70
Ornitina decarboxilasa 97
Movilidad (36°C) 95
Gelatinasa 0
Glucosa 96
Lactosa 1
Sacarosa 1
Manitol 100
Dulcitol 96
Adonitol 0
Sorbitol 95
Arabinosa 99
Rafinosa 2
Ramnosa 95
Xilosa 97
Melibiosa 95
ADNasa, 25°C 2
ONPG 2

(Tomado de Farmaeat al,, 1985.



[. INTRODUCCION

I.5. Estructura antigénica

El género Salmonella posee dos clases de antigenos utilizados como
marcadores epidemiolégicos que dan lugar a lamtdistserovariedades. Estos son,
los antigenos somaticos “O” y los antigenos flagsldH” (Grimontet al., 2007;
Brenneret al, 2000).

[.5.1. Antigeno somaticd O”

El antigeno somético “O” es el polisacérido present la zona exterior del
LPS que se encuentra anclado en la membrana exdeinanicroorganismo y
determina la especificidad serol6gica de cada LRSpnstituyendo la base

clasificatoria de&salmonella(Figura 1).

Figura 1: Representacién esquematica de la pataethrcde bacterias Gram

negativas.

P o

st

|
AN g sEREdE

(Tomado deBrock, 2000).
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El polisacarido estd formado por unidades repetstivllamadas
subunidades “O”, compuestas de cuatro a seis argid@pendiendo del antigeno
“O” (Figura 2). Los diferentes antigenos “O” reamlt de variaciones en los
componentes sacaridicos de la subunidad “O” y defi@cion en el tipo de enlace

covalente entre los azUcares de la subunidad (Vetmila 1988).

Figura 2: Estructura quimica del LPSSidyphimurium.

Glovac ac o-[be)\

I I | )

|HepH HepH Glc HGEI| HG'C }— Gal HRha HManV
£, n

)

(P)ETN
n=6
Mr ~ 2000 — |*= Mr ~ 900 — Mr ~ 1800 > | Mr re 4000 ———=
=— LIPID A -l - CORE POLYSACCHARIDE «—— O SIDE CHAIN ——

Re LPS (SL lloz) —
Mr 2900

Ra LPS (TVIlg) -
Mr 4700

Complete LPS (STM 7]
Mr 8700

GleNde, N-scetylglucosamine; P, phoaphate; KDO, 2-keto-3-demoyocthulssanic acid;
P-ETN, phoaphorylethanolamine; HEF, hepbose; GLC, glucoss; GAL, galactasa; RHA,
rhamnose; MAN, mannose; ABE, abequose; O-AC, O-acetyl. Wavy linss, fatty scids.

(Tomado de Shands al, 1980)

La presencia del antigeno somatico se detectaépnicas de aglutinacion en
tubo, portaobjetos o microaglutinacién, visualizds®l como una aglutinaciéon
granular, fina, lenta y dificil de disociar por @gion (Ewing, 1986). Dentro del
género Salmonella se conocen 67 determinantes antigénicos “O” rdcsi
designados por numeros. Se los puede clasificéaatares antigénicos mayores o

de grupo, que definen los serogrupos conocidoactpifes antigénicos menores que
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suelen ir asociados a uno o varios factores antigeémmayores. Esto ha permitido
dividir a las serovariedades @&almonellaen 46 grupos, donde los organismos
aislados mas frecuentemente en humanos estan dodudentro de los
primeros seis grupos. Los miembros de cada gruposeO diferencian en
serovariedades, basandose en determinacionesred@sale los factores antigénicos
menores y en los antigenos flagelares (Popoff, 2001

[.5.2. Antigeno flagelar “H”

Una de las caracteristicas principales Si#monella,cuando se observan
cepas a través de un microscopio electronico, esstema de apéndices muy finos
y helicoidales que le sirven de movilidad. Geneesita se denominan flagelos,
aunque estrictamente, son la porcidon externa dgklb. Mas especificamente son
filamentos flagelares y es donde se encuentraviersidad antigénica que se pone
de manifiesto en la serotipificacion. Estos filatosntienen alrededor de 1on de
longitud y estan formados por alrededor de 20.@®Qisidades de proteina llamada
flagelina, cuyo peso molecular varia entre 51.0087 Y00 KDa (Liet al., 1994;
Joys, 1985).

En la practica, la deteccion de los antigenos ldmge se hace por
aglutinacion en portaobjetos o tubo a partir de suspension de gérmenes moviles.
La aglutinacién es reversible y tiene un aspectoutar (Lindberget al., 1984).

Los antigenos “H” d&almonellase denominan por letras del alfabeto (desde
la "a” hasta la "z") y por nimeros arabigos. lragdiciones del alfabeto hicieron que
sea necesario usar numeros como subindige® (etc.) para designar los antigenos
caracterizados luego del z. Estos antigenos nossbdivisiones del z, por el
contrario, son una entidad separada e incluso hast relacionada con otros

antigenos “H” (Ewing, 1986).

10
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La mayoria de las serovariedades expresa dos foflagelares distintas
denominadas fase 1 (proteina flagelar FIiC) y faséproteina flagelar FIjB)
(Silvermanet al, 1979). Existe una coordinacién para que se sgpselamente un
antigeno a la vez por cada célula bacteriana (Etchiét al., 2003) Las proteinas
flagelinas FIiC y FIjB son idénticas en los primeil amino&cidos y los ultimos 46
aminodcidos, pero los aminoacidos que estan exgaiest el medio son distintos,
resultando en diferentes antigenicidades. Losraislatos monofasicoson aquellos
gue expresan solamente un tipo de flagelo. Estor@aaturalmente para algunas
serovariedades (e[S Enteritidis,S. Typhi, y la mayoria de las serovariedades de la
subespecies llla y 1V), o puede ocurrir por la theion del gen que codifica para
el antigeno de la fase 1 o la fase 2.

Para la fase 1 se han descrito 63 antigenos distmientras que para la
fase 2, 37. Algunos de estos antigenos estan de§inpor un factor solo (ej.
antigenos i, d 6 r) mientras que otros se encugtitnanados por varios factores
(ej. el antigeno e,n,x esta formado por tres detemntes antigénicos: e, n, y X que
aparecen juntos en un antigeno). Los antigenosl#iegs que estan relacionados
inmunolégicamente se conocen con el nombre de @awpl por ejemplo, el
complejo HG incluye todos los tipos que contienkefaetor antigénico g (ej. g,m;
f,g; g,p) mas el antigeno m,t. Los tipos antigésiflagelares que incluyen el
determinante antigénico 1 (ej. 1,2; 1,5; 1,6; AW considerados como complejo
H1 (McQuistonet al.,2004).

Los genes secuenciados que codifican para lasipastélagelares tienen
entre 1488 a 1536 nucleodtidos de longitud, excigs@ecuencias de los antigenos
del complejo Z4 y sus antigenos relacionados geeeti entre 1266 a 1280
nucledtidos. Todas las secuencias se encuentrarcamsgrvadas en sus extremos
5" y 3" mientras que la regidon central es variabée. regiones conservadas forman

la estructura del filamento flagelar y son critig@sa el ensamble del mismo. La

11
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region central, correspondiente a los aminoacid84¢ a 390, codifican la
superficie expuesta y la porcién antigénicament&bbe (Bonifieldet al.,2003)

[.6. Mecanismo de variacion de fase flagelar

Por un proceso llamado variacion de faSa/monellaexpresa en forma
alternada los dos filamentos de proteina flagelatindos, FIjB y FliC. Los
mecanismos moleculares que intervienen en la vaniate fase flagelar, ocurren
por un suceso de inversion en un sito especifitdD&l en el cromosoma (Figura
3). El promotor para la proteina flagelar FljB efitnqueado por los sitios de
recombinaciorhixL y hixR. La recombinashin, junto con las proteinas FIS (factor
para la estimulacion de la inversion) y HU, mediaa reaccion de recombinacion
reversible entre los sitidsx, resultando en la inversion del segmento de ADSI qu
contiene el promotoffjBA. En una orientacién, el promotdfjBA dirige la
transcripcion del operoffijBA y se produce la flagelina FljB. El geijA es
cotranscripto cofiljB y codifica para un inhibidor transcripcional denfliC. En la
orientacion alternativa, el operéfiBA no se expresa y entones ocurre la
transcripcion del gefliC (1) (Bonifieldet al.,2003; Silvermaret al, 1979).

S. entericaalterna la expresioén de estas proteinas en um @ad.C® a 10°
por generacién celular. De hecho la mayoria ddasass deSalmonellavarian, en
grado similar, entre la expresion de los 2 difesrgenes de flagelina. Aunque la
variacion de fase flagelar haya sido postulada camanecanismo por el cual la
bacteria evita temporalmente la inmunidad celdutatavia se desconoce su papel en

la patogénesis d&. entericgBonifield et al.,2003).
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Figura 3: Representacion esquematica de la vanatgofase flagelar e8.

enterica
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(Tomado de Bonifielét al, 2003)

[.7. Métodos de tipificacion

Los métodos de tipificaciéon son fundamentales mrantendimiento de
la epidemiologia y el monitoreo de brotes causadoSalmonella Los sistemas de
tipificacion estan basados en que los aislamiemtacionados clonalmente
comparten algunas caracteristicas, por lo tantedgu ser diferenciados de los
aislamientos divergenteta utilidad de una caracteristica particular igdi¢acion
esta relacionada con su estabilidad dentro de epa ¢ su diversidad dentro de la
especigTenoveret al.,1995).

Los marcadores epidemiolégicos se clasifican erotipicos, que estan
basados en la presencia o ausencia de caractFidiiologicas o metabdlicas
expresadas por los organismos (biotipo, antibiograserovariedades y fagotipos)
(Andersonet al., 1978; Anderson, 1968; Wassermaginal., 1955) y genotipicos,
basados directamente en el estudio del conteniddosieacidos nucleicos del
microorganismo para la identificacion de un clonedimante el andlisis de los
elementos genéticos cromosoémicos y extracromésan(ii@noveeet al.,1995).

13
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[.7.1. Métodos fenotipicos

Biotipado: Se basa en las diferencias metabdlicas y/o pragpesd
fisiolégicas. Ejemplo de ello son los diferentedrgaes de fermentacién que
presentan determinadas cepas de una misma sedadhfiente a ciertos azucares
o alcoholes; y la habilidad para crecer a un plroperatura extremos (Anderson
et al.,1978).

Antibiograma: Este método utiliza los patrones de sensibilidaeststencia
que presentan las cepas frente a distintos andbiaros, pudiendo
establecer diferencias dentro de una misma seredad. La resistencia
a los antimicrobianos puede ser de gran utilidatiaconarcador epidemioldgico
complementario, sobre todo en los casos en quendwysadores epidemiolégicos

tradicionales no aporten suficiente discriminadi@nderson, 1968).

Serotipificacion: Consiste, como ya se ha mencionado anteriormentég
clasificacidon inmunolégica de dos estructuras digigles, el polisacarido O
(antigeno “O”) y la proteina flagelar (antigeno YH"Es la técnica que
tradicionalmente se utiliza en el estudioS#Emonella dado que en ella confluyen
las propiedades de un marcador epidemiolégico: dsEmsibilidad, estabilidad,
reproducibilidad y alto poder discriminatorio. ESgeiema de serotipificacion de
Kauffmann-White para la designacion de serovariega@Salmonellareconoce 46
serogrupos “O” y 114 antigenos “H”, que combinadesultan en mas de 2.500
serovariedades caracterizadas (Ewing, 1986; Griwtoait, 2007).

Fagotipado: La fagotipia es un sistema de marcacion basadolaen

tipificacion de cepas por medio de bacteriofagosrg@man, 1977). La utilizacion

de la fagotipificacion para propdsitos epidemiotdgi se fundamenta en asumir que
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los aislamientos que pertenecen al mismo fagotgwen relacién epidemioldgica
entre si, mientras que los aislamientos de difer&agotipo carecen de esa relacion.
Se han establecido internacionalmente esquemasgigifia para determinadas
serovariedades d&almonella,tales como Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B y
Typhimurium (Wassermanat al., 1955; Gershmaset al., 1983; Baggesest al.,
1997).

[.7.2. Métodos genotipicos

La disponibilidad de nuevas técnicas de Biologialddaar asi como el
conocimiento de las secuencias genéticas, han fidwnel desarrollo de diferentes
meétodos genotipicos para la subtipificacion rapiéaSalmonella Estas técnicas
ofrecen la posibilidad de tipificacién de la cepaiel gendmico, de alli su poder

como herramienta epidemioldgica.

Analisis de plasmidos El analisis del ADN plasmidico es la base de la
mayoria de los estudios epidemiologicos molecul@vieg/er, 1988). Ea mayoria
de los microorganismesun gran numero de caracteristicas fenotipicaanest
relacionadas con la presencia de plasmidos comel seetabolismo de hidratos de
carbono simples, producciébn de bacteriocinas, Egitele enzimas intra o
extracelulares, la resistencia a determinadosiatitibs o la produccion de toxinas
Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosonbamatenario circular
dotados de replicacion autonoma, es decir que mmsoesarios para el crecimiento
normal de la bacteria. Estos pueden tener distitaiosiios y pueden aparecer en
namero variable. La técnica de perfil plasmidicdasa en que los aislamientos de
una misma cepa contienen el mismo numero y tamafmasmidos y con el mismo
patron de restriccion. Ademas, son fenotipicamesitgilares, segun su perfil

antibidtico y su biotipo (Mayer, 1988).
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Andlisis con endonucleasa de restriccion del ADN oemosdémico: Se
puede analizar el genoma bacteriano comparandérdgmentos obtenidos por la
digestion con enzimas de restriccion, sabiendo rdengano, que las cepas del
mismo origen tienen el mismo genoma y, por lo tagtanismo nimero y posicion
de los sitios de reconocimiento de restriccion. étnanalisis con enzimas de
restriccion (REA, sigla en inglés), los fragmentde ADN se comparan
directamente, por medio de una electroforesis amigaal en gel de agarosa. Una
desventaja de esta técnica es que, dependiendoedeima de restriccion usada, los
resultados pueden ser dificiles de reproducir yntkrpretar debido al gran nimero

de fragmentos que con frecuencia se generan (Sgtiaés1989).

Polimorfismo en longitud de los fragmentos de resiccion (RFLP, sigla en
inglés): Consiste en transferir los fragmentos de restmicdi® ADN a membranas de
nylon o nitrocelulosaSouthern Blgty posterior hibridacion con sondas de ADN
especificas y marcadas, seguido de revelado porradiografia. Con este método
se simplifica notablemente la lectura, interpreétacy reproducibilidad, ya que se
reduce considerablemente el nimero de bandas fidadéis (aproximadamente
entre 1 y 15). El polimorfismo esta dado tanto llasrvariaciones en el numero y
tamano de los fragmentos detectados, que reflagwdriaciones tanto del numero
de secuencias homodlogas a la sonda, como a lazkéh de los sitios de
restriccion, que pueden encontrarse tanto en laese@s que son homodlogas a la
sonda como en sitios proximos (Dawjal, 1998; Nairet al,, 2002).

Ribotipificacion: Esta técnica analiza el polimorfismo de los fragtog de
restriccion del ADN mediante la hibridacion con ARMbosomal. Una vez
separados los fragmentos en el gel de agarosdguiroforesis, se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa donde se hibridan con ARdOmico marcado (Snipes
et al, 1993). Este método ha sido empleado en la cariaeicion de

serovariedades dealmonella(Estebaret al, 1993).
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Electroforesis en campos pulsados (PFGE, sigla englés): En base a la
propiedad de ciertas enzimas de restriccion dertponeos sitios de corte en el
genoma bacteriano y producir menor cantidad denfemfos, pero de mayor
tamafo, se ha desarrollado para su separaciéorni@aéde electroforesis en gel en
campospulsados. Esta técnica separa los fragmentos deiA€iNdos en un gel de
agarosa, mediante la accion de campos eléctricumes aplicados a traves de
cuatro pares de electrodos distintos enfrentaddse esi. Esta técnica tiene
limitaciones importantes debido que se requiere abtancion de ADN adecuada,
necesitando periodos de incubacion que van dedas4Otra limitacion es que el
equipamiento es relativamente caro y se requiere ude entrenamiento
especializado (Sambroak al, 1989). Sin embargo, es considerado el método de
referencia para subtipificacion molecular $&monella(Thonget al, 1995; Thong
et al, 1994).

La informacion epidemioldgica, que proviene delliaigae interpretacion de
los patrones de los fragmentos de restriccion, deber en cuenta los eventos de
transformacion genética al azar. Las mutacionetuples y las deleciones de ADN
pueden alterar dichos patrones durante el cursondérote por lo que se han
asignado cuatro categorias de relaciones gengtgisiemiologicas (Tenovet al.,
1995):

Aislamientos indistinguibles: Se denominan asi cuando sus patrones de
restriccion tienen el mismo numero y tamafio de dan&e considera que estos
aislamientos pertenecerian a una misma cepa.

Aislamientos estrechamente relacionadosSe consideran de esta manera
cuando sus patrones difieren en un solo un eveatdrahsformacién genética
(mutacion puntual, insercion o delecion de ADN). Sensidera que estos
aislamientos pertenecerian a una misma cepa.

Aislamientos posiblemente relacionadosSe consideran de esta forma

cuando sus patrones difieren en dos eventos defdramacion genética. Los
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[. INTRODUCCION

aislamientos se consideran posiblemente relaciengdoéticamente pero no tienen
relacién a la cepa del brote.

Aislamientos no relacionados:Se designan aislamientos no relacionados
cuando difieren en tres 0 mas eventos de transédmayenética independientes
(generalmente siete 0 mas bandas de diferenci&) gossideran no relacionados
epidemiolégicamente.

El método de tipificacion ideal es aquel que teaggoder discriminatorio
igual a uno; es decir que dos aislamientos no icelados epidemiolégicamente,
pueden ser diferenciados por la técnica utilizadalel00% de los casos (Hunter y
Gaston, 1988)

1.8. Principio de PCR-RLBH

El método consiste en amplificar por PCR una rego@imorfica del
genoma en estudio y detectar la presencia de ssasede ADN especificas
empleando la hibridacion con sondas complementafiagrante la fase de
amplificacion, como uno de los cebadorgsiniery se encuentra marcado con
biotina en su extremo 5’; el producto amplificadeeda biotinilado. Posteriormente,
se desnaturaliza e hibrida con sondas de oligoatidtes fijadas en una membrana
de nylon y dispuestas paralelas entre si. La détecde la hibridacion se realiza con
un sistema de quimioluminiscencia. La peroxidasa amjugado cataliza la
reaccion resultando una emision de luz azulada gsedetectada por la
autoradiografia de la membrana con un filme seagfibura 4).

La sensibilidad y especificidad del método depeteldas condiciones en
gue se lleven a cabo la PCR y la hibridacion. Esteema ha sido utilizado con
éxito en la diferenciacion interespecie e intraepale las micobacterias que
integran el complejoMycobacterium tuberculosigKamerbeeket al, 1997), la

identificacion de genotipos de papillomavirus huméran den Brulet al, 2002), la
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identificacion de serovariedades Seeptococcus pneumonigeantigenos proteicos
de Streptococcus agalactig&ong et al.,2006; Zhacet al.,2006) y la deteccion de
especies d€andidg Aspergillusy CryptococcugPlayfordet al.,2006) entre otros.

La utilizacion de PCR-RLBH como método de tipifidac flagelar de
Salmonelladesarrollado en el presente trabajo fue basad@l gomolimorfismo
presente en la zona central de los genes que @adifiara los antigenos flagelares.
Los genesfliC y fljB codifican la proteina flagelar de fase-1 y fase-2,
respectivamente y se ubican en dos regiones diéyedel cromosoma. La
comparacion de las secuencias de aminoacidos rdistlatas regiones: mientras
que las secuencias amino- y carboxi-terminal seuarican conservadas, en la
region central se observan las modificaciones msgnes de la diversidad
antigénica (Liet al.,1994; Joys, 1985). Este tipo de secuencias policadrson las
que comunmente se utilizan en la técnica de PCRHRp&a detectar los distintos

polimorfismos dentro de una zona conservada (Kaeedwdt al.,1997).

Dado que existe gran variabilidad entre los dissrdntigenos flagelares de
Salmonella,se buscé un grupo que tuviera una gran homologie esi para
evaluar el poder discriminatorio de la técnica deRFRLBH. Para ello se
selecciono el complejo H1 de la segunda fase ffagermado por los antigenos
H1,2, H1,5, H1,6 y H1,7; algunos de los cuales gerehcian entre si por la

variacion de solo un nucleétido.
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Figura 4: Esquema del proceso de hibridacion ravemdinea.
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(Tomado de Cockerill., 1999)

Considerando el papel primordial que juega laitpdion deSalmonellaen
la vigilancia epidemiolégica y teniendo en cuewgihconvenientes presentes en el
sistema tradicional de serotipificacion, es negesarntar con métodos alternativos
basados en el esquema de Kauffmann-White que briredeiltados confiables. Por
todo esto, mediante el presente estudio nos pmpgsievaluar un método de
tipificacion molecular que permita identificar lascuencias de ADN que codifican

para la sintesis de los antigenos flagelaresati@onella
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1.9. Hipoétesis

El ensayo de PCR-RLBH para la identificacion dedeses que codifican
para los antigenos flagelares &almonella, permite disponer de un método
alternativo, para complementar o sustituir los meés tradicionales de

tipificacion.
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1.10. Objetivos

Objetivo general:

* Disefiar un método de tipificacion molecular®s@monellasp basado en el
polimorfismo del gerfljB, que codifica para los antigenos flagelares dslegp,
combinando una PCR con una posterior hibridaciéarsa en membrana.

Objetivos especificos:

1. Aplicar la amplificacion por PCR del gdt)B, utilizando un unico par de
cebadores, para comprobar la capacidad de detedeifas distintas serovariedades
de la fase 2 d8almonella

2. Evaluar la hibridacion con sondas de ADN espeasfidel gen que codifica
para los antigenos flagelares del complejo H1Sdémonella,como método de

deteccion.

3. Comprobar la especificidad, reproducibilidad y @odiscriminatorio del

método, para la diferenciacion de secuencias cargtan homologia entre si.

4. Detectar mediante secuenciacion el polimorfismdrdete los subfactores

2,5,6y7 del complejo H1.
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II. MATERIALES Y METODOS

La investigacion correspondientésaamplificacion por PCR del géhB fue
realizada en el Servicio Antigenos y Antisuerof2BYANLIS. Para cumplir con el
resto de los objetivos, las experiencias se realizan el Instituto de Biotecnologia,
CICVYA, INTA, Castelar.

Cepas bacterianas:Las cepas de&almonellautilizadas pertenecen a la
coleccion del Servicio Antigenos y Antisueros, INPBNLIS. El panel estudiado
incluyé 64 serovariedades distintas $i@monella abarcando los cuatro antigenos
flagelares del complejo 1 de la fase 2 (Anexo 1).

Medios de cultivo y soluciones:La preparacion y formulacion de las
distintas soluciones y medios de cultivo empleaslto®ncuentran detalladas en el
anexo 2 y 3 respectivamente.

II.1. Serotipificacion

Todas las cepas fueron evaluadas con el métodoicitiaal de
serotipificacion acorde al esquema de Kauffmannt®Vhitilizando antisueros
polivalentes, monovalentes y factores somaticodagefares producidos en el
Servicio de Antigenos y Antisueros, INPB, ANLISyatir de un cultivo en TSA de
18 a 24 h de incubacion, para determinar y confirfes serovariedades

respectivamente.

Deteccion de los antigenos somaticdsa reaccion antigeno-anticuerpo para
la caracterizacion del serogrupo O se llevd a caimiiante la técnica de
aglutinacion en lamina a partir de cultivos de 24rh TSA, incubados a 37°C.
Previamente se verificé si la cepa se encontraldarera lisa o rugosa, para lo cual

se mezclé una ansada de la colonia con solucidmasal 2% en una lamina de
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vidrio (portaobjetos), rotando suavemente durantemih. Luego se observo

cuidadosamente la presencia o ausencia de agldtnaga que la presencia de
grumos confirma que la cepa se encuentra en swafargosa impidiendo realizar la
serotipificacion somatica O. A las cepas que seomngban en forma R se les
realiz6 cultivos sucesivos en medios enriquecidosacagar sangre 5% para revertir
la forma R a la forma S.

Una vez confirmada la lisura de la cepa, se prepasdsuspension con una
turbidez similar a 20 veces el tubo 3 de la esdaldIcFarland en SFF al 0,5%. En
una placa de vidrio se enfrentaron 20 pL de didmspension con 20 pL del
antisuero correspondiente, y luego la placa sedotante 1 min para favorecer la
reaccion antigeno-anticuerpo. La interpretacion lde resultados se realizo
observando mediante una fuente de luz indirectaprésencia o ausencia de
aglutinacion. La lectura de los resultados de tdstimaciones sométicas se realizo
de acuerdo al porcentaje de los microorganismagiagtos (Anexo 4).

Deteccion de los antigenos flagelaresEn la caracterizacién antigénica
flagelar, mediante la técnica de aglutinaciéon drotlas cepas fueron sembradas a
partir de un cultivo en TSA en 6 mL del medio M@ald (Tubo de Craigie). La
siembra fue realizada en el tubo interior, hastaitad del mismo. Al cabo de 18 a
24 h de incubacion a 37°C, el inoculo progresoahakfondo a lo largo del tubo
interior y luego salié hacia la superficie (Figush Se tomdé una ansada del
crecimiento bacteriano observado en la superficee ysembré en 5 mL de TSB
incubado a 37°C por 24 h. Luego se le afadio 5 mIS8F 1% y fue mezclado
usando un vortex para obtener una suspension taaetdormolada homogénea. En
tubos de ensayo de 13x100mm se colocO 1 mL de daession bacteriana
formolada y se agregaron 20 uL del respectivo aertisflagelar (H). Se incubd en
bafio de agua a 50°C durante 1 h y cuidando de iter &5 tubos después de la
incubacion a fin de no disgregar los floculos, beewvé la presencia o ausencia de

floculacion mediante una fuente de luz indirecta.ldéctura de los resultados de las
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aglutinaciones flagelares se realizé de acuergoraientaje de los microorganismos
aglutinados (Anexo 5). En aquellas cepas a lasimjulmente se les determiné
una sola fase flagelar y que no expresan los anifgiagelares de la otra fase, se
realizé una inversion de fase.

Inversién de fase:Para poner en evidencia la fase ausente es niecesar
inmovilizar la fase detectada con un antisuero Hogwa la misma. Para esto se
utilizé un tubo con 6 mL de medio para Craigie pmenente fundido a 40°C, al
cual se le adicion6 25 uL del antisuero flagelarespondiente a la fase expresada,
se homogeniz6é y se dejé solidificar. Luego se ilibda cepa deSalmonella
mediante un ansa de puncion, dentro del tubo amtgrse incub6 a 37°C, durante 24
hs o hasta que se observara crecimiento en la @agena del medio. Se transfirio
el crecimiento de la parte externa del medio a P& la identificacion de las fases
flagelares mediante la técnica de aglutinacionudro tmencionada anteriormente.
Las células que poseian la fase ya identificaddajen inmovilizadas por el suero
flagelar empleado, mientras las que tenian la fesexpresada conservaban su

movilidad.

Figura 5: Modo de siembra para exaltacion de laildad e inversién de
fase (adaptacion del tubo de Craigie).

incubaciéon

tubo abierto

en ambos extremos crecimiento exterior

— del tubo si la cepa
es movil

; la linea de siembra
s no debe exceder el
fondo del tubo
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[1.2. Disefio de sondas y cebadores

Para la realizacion del ensayo se disefiaron lageseias de los cebadores y

de los oligonucleotidos de las sondas de captara, u posterior sintesis.

Cebadores: Los cebadores se disefiaron teniendo en cuentaidastas
secuencias del gdh)B incluidas en el GenBank para las diferentes seredades
de SalmonellaEn el anexo 6, se muestran las férmulas antigénjical nimero de
acceso del GenBank de las secuencias utilizadgsarEde cebadores que hibridan
en regiones conservadas del genom&alkenonellaspp, permitird detectar, en la

region amplificada, el polimorfismo que diferenclas distintas serovariedades.

Se buscé que el tamafio del fragmento amplificadim@@ mayor de 700 pb
para permitir una buena hibridacién con las sortlasaptura (519 pb para los
factores antigénicos del Grupo 1 y de 504 pb para;ee,n,zs; |,w; y Z). Los
cebadores fueron disefiados considerando la sichilite sus temperaturas de
hibridacién (Tm,sigla en inglés de aproximadamente 60°C, y con una longitud
Optima de 20 bases en el programa Primer3 Inpum@8 www.cgi v 0.2). Uno de
los cebadores fue marcado con biotina en el extinpara permitir la deteccion de
la hibridacion mediante quimioluminiscencia (Taldla En la siguiente tabla se

muestran las secuencias y caracteristicas de hasloges.

Tabla 4: Cebadores usados para amplificar eflggn

Primer Secuencia (5™~ 3") Tm (°C) Marca Direccién  Conc. (pmol)
HflIf g aag cag atc aac tct cag acc 58,13 - directo 50
Hfllbr CC gcc ttc aat tgt ctt acc 59,57 biotina reverso 50
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Sondas de captura:Para el disefio de las sondas de captura se wlizo
programa para edicion de alineamientos y analisissecuencia Bioedit 7.0.5.3
(Hall, 1999). La comparacion de las secuencias 08l & aminoacidos, del anexo
6, permitio identificar regiones que serian espeasfpara los diferentes antigenos
flagelares. Como criterio para la construccionagesondas de captura, se considero
que el tamafio de los oligonucledtidos fuera de 1B5abases, con el mayor
polimorfismo en el centro del mismo, y similitudnta en las temperaturas de
hibridacion (Tm, sigla en inglés) como en las ctndsticas termodinamicas de las
posibles secuencias con el objeto de evitar lad@bidn cruzada en otras zonas del
genoma.

Para facilitar la unidon covalente de las sondagrapo carboxilo de la
membrana Biodyne C (Biodyne C; Pall Bio-SupportstEHills, N.Y.), se les
incorpord un grupo amino en el extremo 5” de lasmas. También se buscaron las
condiciones 6ptimas de hibridacién con respecta gemperatura de hibridacion
(Tabla 5).

Tabla 5: Secuencias y caracteristicas de las saledeaptura

Sonda  Blanco Especificidad Tm (°C) GenBank n° Secuencia (5°- 3")

acceso
H1,2 fliB Factor H 1,2 56,71 AY353268 640GGT ACG AAT GGT ACG B55
H1,5 fliB Factor H 1,5 59,3 AY353282 640GGT ACG ACT GGT ACG 655
H1,6 fliB Factor H 1,6 56,7 AY353295 635TA GGT GGT ACG CTT GG50
H1,7 fliB Factor H 1,7 56,7 AY353297 730GGT GCT GAT CTC GAC A45

La especificidad de las secuencias, tanto de |lbsdmres como de las
sondas, fue evaluadain silico utlizando el programa BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), para evitaa hibridacién cruzada con otras

regiones de alta homologia.
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11.3. Desarrollo de PCR-RLBH

Preparacion de la membrana Se activdo una membrana Biodyne C con
EDAC [1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida{Sigma, St. Louis, Mo), al
16% durante 15 min a temperatura ambiente conci@itaCada oligonucleétido
fue diluido para obtener un volumen final de 1&0de una solucién 12,5; 25; 50;
100 y 200 pmol de sonda en NaH£8D0 mM (pH 8,4). Las sondas se dispusieron
de forma paralela entre si mediante la ayuda denimiblotter MN45 (Ocimum
Biosolutions Ltd, India), que consta de dos plagasacrilico, una inferior lisa y
otra superior con 45 ranuras paralelas con orgi@n los extremos por donde se
siembran las muestras. Ambas placas se fijan eitnmediante seis tornillos
plasticos (Figura 6).

La fijacidn covalente de las sondas a la membrarleegd a cabo durante 1
minuto a temperatura ambiente. Los extremos deelalnana fueron marcados con
tinta estilogréafica (Quick Parker) diluida 1/200agua.

Luego se inactivd la membrana con NaOH 100 mM derah min en

agitacion. Finalmente se lavo con de SSPE 2x /(BD% por 5 minutos a 60°C.

Extraccion del ADN: Se recogio una colonia d&galmonellasp a partir de
un cultivo de 18 horas a 37 °C en una placa con.TBgta biomasa fue
resuspendida en 200 pL de agua grado HPLC vy fienteala a 95°C durante 20
minutos y seguidamente fue centrifugada a 7.000 durante 10 min. Diez

microlitros del sobrenadante fueron usados comgltio en la mezcla de PCR.
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Figura 6: Disposicion de las sondas en la membrana.

alraptayataltapiayaltayiapa

Aplicacion de las sondas Las sondas se unen covalentemente a la
usando un mimblotter membrana en un patron de lineas paralelas

(Tomado deSpoligotyping Manual ,ISOGEN LIFE SCIENCE

Amplificacion del fragmento del genfljB: La mezcla de amplificacion
estuvo integrada por 50 pmol de cebadores (Op&olggne, Germany), buffer
Tris-HCI (pH 8;0) 20 mM, KCI 50 mM, MgCI2 1,5mM, drinucledtidos trifosfato
200 uM, y 1U de Taqg polimerasa por mezcla de réacen un volumen final de 50
uL. (Todas las drogas empleadas, salvo los oligentidos, fueron suministradas
por Invitrogen, Carlsbad, CA). La reaccion de afigacion se efectué durante 40
ciclos bajo las condiciones que se muestran eigl@geste tabla:
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Tabla 6: Condiciones de amplificacion

Etapas Temperatura Tiempo Car(l:tiié:ilgg de
Desntiegi%rigllizacién 94°C 5 minutos /
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos

Hibridacién 55°C 30 segundos 40
Extension 72°C 1 minuto
Extension Final 72°C 7 minutos /

Deteccion de los productos de PCRDiez microlitros de los productos de
PCR fueron sometidos a electroforesis horizontagarosa al 2%, durante 75 min
a 90 voltios, con buffer TAE (Tris-Acetato 10mM, ER 1mM).

Para verificar el tamafio de los fragmentos amplifocs se utilizé un
marcador de peso molecular de ADN en el rango @eal@000 pb (CienMarker;
Biodynamics, Bs. As). El gel fue tefiido con bromu® etidio (0,5 pg/mL) y
examinado con luz UV en un transiluminador (DNyAghi; Labnet, EUA) para
visualizar las bandas. El registro fotografico salizd con el sistema de
documentacion digital DOC-6490 provisto de una a@miodak Z 712 IS
(Biodynamics, Bs. As).

Determinacién de las condiciones de hibridaciénSe agregaron 20L de
los productos de PCR biotinilados a 18®x de SSPE/0,1% SDS y luego de una
desnaturalizacion por calentamiento a 94°C durdfteninutos, rapidamente se
colocaron en hielo. Los fragmentos amplificados dispusieron de forma
perpendicular, al sentido en que se fijaron preeiam a la membrana de nylon los

cuatro oligonucleétidos inmovilizados, con ayudardimiblotter (Figura 7).
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La hibridacién se realiz6 a distintas temperatwase 45°C y 55°C para
definir la temperatura Optima de hibridacion. Es¢ollevé a cabo en un horno de

hibridacion (Biometra OV5, Germany) durante 1,5 h.

Figura 7: Esquema de la distribucion y deteccién log productos
amplificados.

Rotar la membrana 90°, e hibnidar Incubar con conjugado-HRP,
los productos marcados con biotina sustrato v exponer al film de rayos X

(Tomado deSpoligotyping Manual, ISOGEN BIOSOLUTIONS

I1.4. Deteccion de la hibridacion

Deteccion de las sefiale®ara verificar la presencia de hibridacion, luego
de dos lavados con SSPE 2x/0,5% SDS a 37°C, la memtse incub6 con el
conjugado streptavidina-peroxidasa (Calbiochem, U$ar 60 min. a 42°C
(diluido 1: 5000 en SSPE 2x/0.5% SDS), se lavowtmes con SSPE 2x/0,5% SDS
por 10 min a 42°C y 2 veces con SSPE 2x por 5 handeteccion se realizd por

quimioluminiscencia mediante la incubacion durarte minuto con ECL
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(Amersham, GE Healthcare Limited, UK), segun lgseedicaciones del fabricante,
seguido de una exposicion al filme (Amersham HyjerECL, GE Healthcare
Limited, UK) a distintos intervalos de tiempo (FiguB). El revelado del filme se

realizo en cuarto oscuro con revelador y fijaddiografico (Kodak, USA).

Lectura e interpretacidon: Se considerd que solo ocurre una deteccion de la
sefal quimioluminiscente cuando se produce unaegtarfhibridacion entre el
oligonucledtido inmovilizado y el producto de PCRwneado. La hibridacion con
alguno de los 4 oligonucleétidos de captura inde@resencia de dicha zona
polimérfica en el gefijB y por tanto la muestra analizada fue asociadetijeno

flagelar correspondiente.

Figura 8: Esquema de la distribucion de los difergoligonucleétidos en la

membrana de nylon.

CONTROLES

o R o
- - -
=y Iz =y

-
N
.H1,2

H15 I
H16 [
H1,7 I

SONDAS

Analisis de los resultados:Se calcularon los valores de sensibilidad,
especificidad y el indice de concordancia Kapparapaada uno de los
oligonucleodtidos de captura. Los resultados fuéngnesados a las tablas de doble

entrada tomando como referencia los resultadoa derbtipificacion (Anexo 7).
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Reutilizacion de las membranasios productos de PCR hibridados fueron
removidos de la membrana para permitir su reutid@aen otra hibridacion. Para
esto, la membrana se lavéd dos veces en 1% SDSCapg0°30 min. c/u seguido de
una incubacion en 20 mM EDTA (pH 8) a temperaturdiante por 15 min. La

membrana se selld con film plastico y se guard&Cahésta su reutilizacion.

I1.5. Secuenciacion

Para verificar la presencia de polimorfismo enelgidn de unién a la sonda,
de aquellas muestras que no hibridaron con susmmmneliente oligonucledtido de
captura, se secuencio el producto de amplificacs@npurificd la banda proveniente
de un gel de agarosa con “illustra DNA and Gel Ba&nhdification Kit” (GE
Healthcare, UK). La secuenciacion se realiz6 ersecxuenciados de 16 capilares
ABI3130xl (Applied Biosystems), utilizado “Big Dyélerminator v3.1"(Cycle
Sequencing Kit), en la Unidad de Gendmica del tustide Biotecnologia, de INTA

Castelar.
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lll. RESULTADOS

[11.1. Analisis de las secuencias para el disefio d&s sondas de captura

En la figura 9 se muestra el alineamiento de lasiesecias de la region
variable del geffljB para las distintas serovariedadesSdémonelladel anexo 6. Se
observaron diferencias de nucleétidos entre lageseias que codifican para cada
antigeno en particular, asi como para las queicadipara distintos antigenos.

Se pudieron identificar regiones especificas pdeaeahciar a cada antigeno
flagelar. El conjunto de las secuencias presengdtoagrado de homologia, por
ejemplo, en la posicion 167 la base nitrogenadaiadeestaba solamente en las
secuencias que codifican para el antigeno 1,2,ake lritosina fue encontrada
Gnicamente en las secuencias codificantes delanttid,5 y la base nitrogenada
timina en las secuencias que codifican para elgamti 1,6. Estas diferencias
puntuales permiten diferenciar las secuencias akfican para los diferentes
antigenos. Considerando la diferencia en la posidi67 antes mencionada y
algunas otras pocas variaciones, se decidié usseciaencia entre los nucleétidos
160 a 175 para las sondas H1,2 y H1,5, mientragpgrela sonda H1,6 se decidi
usar la secuencia entre los nucledtidos 155 a @éBRid a que en la posicion 171 se
observé un polimorfismo de citosina y timina erasg distintas serovariedades de
SalmonellaH1,6. Para la sonda H1,7 se eligio la regién roitdea entre las
posiciones 250 y 265 como 6ptima, con una difeeeraire 3 a 4 nucledtidos con

los otros antigenos.

34



[ll. RESULTADOS

"einided ap SepuUOs Se| ap Selouarmasd sepezi|nn sasejabe)) souslnue sojunsgpesbgeoljoadss sauoifal se| e uspuodsaliod saslb

Seuoz se7 ‘selpuasyg|peIdalep eled £:'G°0°/ upaolg ewelbold |9 uod gljush |gpLE@A uoiBal el ap SeloUBNJas Se| ap oluslweauly ‘6 einbi4

eeeeeonboobiebyohabbyovanaobbabbygeaoeqab eeeqqbbobybbybfooreybyoqanbboen b eeforn B EEBoeanhhs TneduTtes

Ty

n

cExRY =atTh
COAY ETOU
=% euoumod
Iosapnesg
Fhauapaig
cxy muood
2:0F HITIT
1'aizE IT
LT I
9T IT
suood
sue fe
uosduoyy
uosdmoyg
uosduoyg
qfeigy I
qI0WS TAOC
SETAURIUT
T:1:gbnoyg
2 TIU=23TT
uaysuanu
Tanwtydig
¥ AsTuegs
cAv Agqaap
I3qT=pTay
o gaodmau

D e

[y

£ 031 04 04 0 04 041 €4 U0 L0 LD U0 L0 L0 LMD AD MDD MDD MD [ [ - O D
444141 dAAddAAAAAAAAA A

oz 052 0F= nez ooz 06T 08T OLT 02T 08T |

salassalaswwlossaloswsslowsslosawlsswnlaoselaswawlovsalaosaalaossslassalaswanlovaalovweslowsslosaalsswnla

r __H— # RELE 4, L 3 L33 5 e
o e & H® [F i EEEIERL 8 T Tar 8

35
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[11.2. Deteccion de la region amplificada del gefilj B

El tamafio de los fragmentos amplificados fue elipte para todas las cepas
gue expresan los distintos antigenos (519 pb jpardattores antigénicos 1,2; 1,5;
16 y 1,7, y 504 pb para los factores antigénicosxe e,n,zs, L,w; y Z),
comprobado con las bandas visualizadas en la@leetsis en gel de agarosa. En la

figura 10 se muestran los resultados para losi§emis estudiados.

1234567289

1000 pb

500 pb

100 pb

Figura 10. Resultados obtenidos mediante electroforesis ktlegagarosa al 1%. LineaSl,Hilversum (1,2);
linea 2,S. Champaign (1,5); linea &. Dugbe (1,6); linea 4S. Boecker (1,7); linea 55. Il 39:l,zg:€,n,Xx
(e,n,x); linea 6S. Luciana (e,n,z); linea 7,S.Mura (l,w); linea 8S. Vietnam (g); linea 9, marcador de peso
molecular (100 pb CienMarker; Biodynamics).
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[11.3. Determinacion de las condiciones Optimas diibridacion

[11.3.1. Evaluacion de distintas temperaturas

Con el objeto de determinar la temperatura Optinea hibridacion se

evaluaron diferentes temperaturas (45°C, 50°C, $8%°C) para lograr el grado de

astringencia adecuado, minimizando la posibilidae kacciones cruzadas

inespecificas y obteniendo una intensidad de skfiainica apropiada para ser

detectada por autoradiografia.

En la figura 11 se muestran los resultados derlsay®s a 45°C y a 50°C con

las que si bien se alcanz6 una buena respuestaatoa la intensidad de la seial,

se observé una hibridacion inespecifica entre lasstnas provenientes de cepas con

antigeno H 1,5 y el oligonucledétido de captura ® &n distintas concentraciones.

Sonda
Hi2

Sonda
HIl5

Sonda
HIi,6

Sonda
H1,7

45°C

Controles positivos

H1,2 H1,5 H1,6 H1,7
ER N LK
se@es e Sonda
I T T I RN HIi,2
LR R L BN R
R .
Sonda
HIl5
N
LA R 2 J
Sonda
HIi,6
Sonda
H1,7
50°C

H1,2

>

Controles positivos
H1,5 H1,6 H1,7

>

R N
m-wew
SR

Figura 11. Resultados obtenidos en la RLBH a 45°C y 50°Clasrtuatro sondas aplicadas en cantidades entre
12,5y 200 pmoles. Los controles positivos fue®rilversum,S. Landau,S. Typhimurium,S. Paratyphi B para
H1,2; S.Virchow, S.CholeraesuisS. ManhattanS. Mara para H1,55.Dugbe,S. 1l 57: z42:1,6,S.Neumuenster
para H1,6 \5.BoeckerS.Guinea,S.Pomona para H1,7.
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En la figura 12 se muestran los resultados deladaicion llevada a cabo a

55°C donde si bien se logré eliminar la hibridacidespecifica (entre el producto

H1,5 y la sonda H1,2), el nivel de deteccién ennagestras correspondientes al

antigeno H1,2 fue muy tenue. Por esa razén, seiddmajar 1°C la temperatura de

hibridacién con el fin de producir un aumento echdisefal.

Sonda
Hi2

Sonda
HIl5

Sonda
HIi,6

Sonda
H1,7

55°C

Controles positivos

H1,2 H1,5

HI1,6

H1,7

>

sees
“aes
sse
LR B

Figura 12. Resultados obtenidos en la RLBH a 55°C con las@gandas aplicadas en cantidades entre 12,5y 200
pmoles. Los controles positivos fuerdh:Hilversum, S. Landau,S. Typhimurium, S. Paratyphi B para H1,2%5.
ChampaignsS. Infantis, S.Panamas. Thompson para H1,58.Ponna,S.Dugbe,S. 1l 57: z42:1,6,S. Neumuenster

para H1,6 \6.Carrau,S.Boecker,S.GrumpensisS. Pomona para H1,7.

En la figura 13 se muestran los resultados obtsradda hibridacion llevada

a cabo a 54°C, con la que se pudo observar unabowmsidad luminica en las

muestras positivas y no se observaron hibridaciorespecificas entre los distintos

productos de PCR vy los oligonucle6tidos. Tampocods&ectaron reacciones
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cruzadas aun exponiendo la membrana al filme portiempo mucho mas

prolongado que el 6ptimo establecido.

Controles positivos Controles positivos
H1,2 H1,5 H1,6 H1,7 H1,2 H1,5 H1,6 H1,7
LR |_-sawe
Sonda bt Sonda Sasw
HI,2 - HI,2 pr
-
sses
Sonda :: :: Sonda
HIL5 i HIL5
= - e
LL 2 1
Sonda :::: Sonda
HI,6 ety HI,6
L B B |
Sonda Sonda e,
H1,7 H1,7
ool
54°C (60 min) 54°C (18h)

Figura 13. Resultados obtenidos en la RLBH a 54°C con exjiwsidel filme de 60 min y 18 h con las cuatro
sondas aplicadas en cantidades entre 12,5 y 20@gnos controles positivos fuerdd:Hilversum,S.Landau S.
Typhimurium,S. Paratyphi B para H1,&.Chanpaigns.Infantis,S.PanamaS. Thompson para H1,%8.Ponna,S.
Dugbe,S.11 57: z42:1,6 S.Neumuenster para H1,68;Carrau,S. Boecker S.GrumpensisS. Pomona para H1,7.

[11.3.2. Determinacion del tiempo de exposicion

Con los ensayos realizados variando el tiempo dmosision entre la
membrana y el filme, se determind que luego de 4% amin se obtenia una
intensidad de sefial que permitia la adecuada netagdon de los resultados.

111.3.3. Evaluacion de las distintas concentracionede sondas

Para determinar la concentracién Optima de losedticlos a ser utilizados

en la RLBH, se dispusieron en la membranaul5fe cada una de las cuatro sondas
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en diferentes cantidades (12,5; 25; 50; 100 y 2@0I@s). Luego, la membrana se
hibridé a 54°C con los productos de PCR para lcwifas H1,2, H1,5, H1,6 y H1,7.
La figura 14 muestra los resultados obtenidos, d@®observa que con la sonda
H1,2, se obtuvo una sefial optima con 200 pmol, lasnsondas H1,5 y H1,6 se

obtuvieron sefiales 6ptimas con 100 a 200 pmol maignjue para la sonda H1,7 fue

12,5 pmol.
sonda H1,2 sonda H1,5  sonda H1,6 sonda H1,7
pmoles pmoles pmoles pmoles
COoOOWNWNMOOOWNINOOoOOWN N OO O WL
QRELPVIREVNIREYYIREN YA
S. Hilversum (1,2) -
S. Landau (1,2) L
S.Typhimurium (1,2) .
S. Paratyphi B (1,2) LR
S. Champaign (1,5) L B
S. Infantis (1,5) (11l
S. Panama (1,5) [ I I
S. Thompson (1,5) 11 R
Bl S. Poona (1,6)
L L LR S. Dugbe (1,6)
(LA S. 11 57:242:1,6 (1,6)
L L L S. Neumuenster (1,6)

® S. Carrau (1,7)
: S. Boecker (1,7)

S. Grumpensis (1,7)
* S. Pomona (1,7)

Figura 14. Resultados obtenidos en la optimizacion de lasaumaciones de oligonucleétidos en la RLBH
a 54°C con exposicion de filme de 45 min.

Posteriormente se prepar6 una nueva membrana RLB @
concentraciones oOptimas establecidas de oligontittes) para los subsiguientes

ensayos (Figura 15).
[1l.4. Evaluacion de PCR-RLBH
En la tabla 7 se muestran los resultados de lasePhs estudiadas. Se

evaluaron 13 cepas con el factor antigénico H142¢epas con el factor antigénico
H1,5; 13 cepas con el factor antigénico H1,6; J#eeon el factor antigénico H 1,7
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y 2 cepas de cada uno de los siguientes factotggaicos, He,n,x; He,mg HI,w;

y Hzs. Se obtuvo una concordancia total al comparar lesltados obtenidos por el
método de PCR-RLBH con la técnica de serotipifigadradicional para los antigenos
H1,2; H1,6 y H1,7. Para el antigeno H1,5; se oetavi cuatro resultados discordantes
alcanzando una sensibilidad del 88,2%, una espigcii del 100% y un indice de
concordancia Kappa de 0,89 con un grado de acuwasioperfecto. En la tabla 8 se

muestra la correlacién entre ambos métodos.

En todas las cepas ensayadas, se observé la aapbfn del geriljB, que
codifica para los antigenos de la segunda faselfiggealizada con los cebadores
HflIf y Hfllbr.

Luego de optimizar las condiciones en las que ¢$dadikevar a cabo la
RLBH (concentracién de sonda, temperatura de tdbidh y tiempo de exposicion
al filme):

* No se observaron hibridaciones inespecificas elatsedistintas
sondas y los productos amplificados, aun cuandbifésencia entre las secuencias
era de un nucleotido como ocurre entre las sonaaslps factores antigénicos H1,2
y H1,5.

e Para 77 (95%) de las cepas ensayadas se obtuser@les de
hibridacion con sus correspondientes sondas.

* No se evidencio hibridacion con la sonda espec#itat (4,9 %)
muestras correspondientes al factor HE3\ma, S.RiograndeS. 1l 1,40:z:1,5 yS.

Il 58:1,213,208:1,5). Para verificar si el resultado negativo ssbid a factores
inherentes a la hibridacion, o a la presencia denpdismos no contemplados en
las sondas fijadas en la membrana, se secuenpr@diicto de amplificacion ds.

Nima.
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Tabla 7. Resultados de las 81 cepasS#émonellaevaluadas para tipificar la

segunda fase flagelar.

RLBH
Serovariedad (n) Formula Antigénica| PCR 1,2 1,5 16| 1,7
S.Aberdeen (1) 11:0:1,2 + + - - -
S.Hilversum (1) 30:k:1,2 + + - - -
S.Kirkee (1) 17:b:1,2 + + - - -
S.Landau (1) 30:i:1,2 + + - - -
S.Muenchen (1) 6,8:d:1,2:§4 + + - - -
S.Newport (1) 6,8:¢,h:1,2 + + - - -
S.Paratyphi B (3) _K,[5],12:b:1,2 + + - - -
S.Typhimurium (2) 14,[5],12:i:1,2 + + - - -
S.Virchow (1) 6,7,14r:1,2 + + - - -
S.Virginia (1) 8:-:1,2 + + - - -
S.Bahrenfeld (1) 6,14,24:e,h:1)5 + - + - -
S.Barielly (1) 6,7,14y:1,5 + - + - -
S.Blockey (1) 6,8:k:1,5 + - + - -
S.Bovismorbificans (1) 6,8:r,[i]:1,5 + - + - -
S.Champaign (1) 39:k:1,5 + - + - -
S.Choleraesuis (2) 6,7.c:1,5 + - + - -
S.Eastbourne (1) 1,9,12:e,h:15 + + - -
S.Egusi (1) 41:d:1,5 + - + - -
S.Infantis (1) 6,7,14:1,5 + - + - -
S.Javiana (1) DB, 12:1,251,5 + - + - -
S.Leipzig (1) 41:7251,5 + - + - -
S.Lexington (1) 3,10[15][15,34]:2:1,5 + - + - -
S.Manhattan (1) 6,8:d:1,5 + - + - -
S.Mara (1) 39:e,h:1,5 + - + - -
S.Marseille (1) 11:a:1,5 + - + - -
S.Miami (1) 19,12:a:1,5 + - + - -
S.Muenster (1) 3,10[1515,34):e,h:1,5 + - + - -
S.Nima (1) 28:y:1,5 + - - - -
S.Onderstepoort (1) 1,6,14,25:e,h:1,5 + + -
S.Orion (2) 3,10,[15][15,34]:y:1,5 + - + - -
S.Panama (1) 9,12 v:1,5 + - + - -
S.Reading (1) _M,[5],12:e,h:1,5 + - + - -
S.Riogrande (1) 40:b:1,5 + - - - -
S.Thompson (2) 6,7,14:k:1,6 + - + - -
S.Uganda (1) 3,10[15]:1z1,5 + - + - -
S.Utrecht (1) 52:d:1,5 + - + - -
S.Paratyphi A (2) _2,12:a:[1,5] + - + - -
S.1113,22:24:1,5 (1) 13,22:#%:1,5 + - + - -
S.111,40:z:1,5 (1) 1,40:z:1,% + - - - -
S.1158:1,213,256:1,5 (1) 58:l,25,2,5:1,5 + - - - -
S.Anatum (2) 3,10[1§15,34]:e,h:1,6 + - - + -
S.Colombo (1) 38:y:1,6 + - - + -
S.Dugbe (2) 45:d:1,6 + - - + -
S.Inverness (1) 38:k:1,6 + - - + -
S.Kaolak (1) 47:2:1,6 + - - + -
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S.London (1) 3,10[15]:1,v:1,6 + + -
S.Neumuenster (1) 1,4,12,%71,6 + + -
S.Ponna (2) _N3,22:7:1,6:[z4] + + -
S.Treforest (1) _B1:221,6 + + -
S.1157:24,:1,6 (1) 57:3,1,6 + + -
S.Boecker (1) [1],6,14,[25]:1,v:1,7 + - +
S.Bredeney (3) _M12.27-:1,7 + +
S.Carrau (2) 6,14,[24]:y:1,7 + - +
S.Florida (1) [1],6,14,[25]:d:1,7 + - +
S.Grumpensis (2) 13,23:d:1,7 + +
S.Madelia (1) 1,6,14,25:y:1,¥ + - +
S.Pomona (1) 28:y:1,7 + - +
S.Schwarzengrund (1) 1,4,12,27d: 1,7 + - +
S.Strasbourg (1) 9,46:d:1,)7 + +
S.Baildon (1) 9,46:a:e,n, + - -
S.11 39:1,z,5:e,n,x (1) 39:l,zg€,n,x + -
S.Luciana (1) 1l:aie,mg +

S.Surat (1) [1],6,14,[25]:r,[i]:e,nsz +

S.Mura (1) 1,4,12:zlw + -
S.Worthington (1) _113,23:z:l,w + -
S.Cairina (1) 3,10:%:7¢ +

S.Vietnam (1) 41:b:g +

Tabla 8. Resultados de sensibilidad, especificidad y corammi@d entre la

serotipificacion tradicional y la PCR-RLBH

Serotipificacion tradicional

H1,2 H1,5 H1,6 H1,7

PCR-RLBH  + - + - + - + -
+ 13 0 30 O 13 0 13 O

- 0 68 4 47 0 68 0 68
Total 13 68 34 47 13 68 13 68
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En la siguiente figura se muestran los resultadodadRLBH luego de

determinar las condiciones optimas para el método.

I11.5. Reutilizacién de la membrana

NN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN AN A AN AN AN A N S N S N S S S S S S

O R e R R e e

NNNNNNNNODODODODOOOOOUIUVTUTUVINUVTUTUINNNNNNNN

e e e o o NN N NN N NN N N NN o o o

—
—

DHLLLLLLLLHHLLHH LY

VOHLLLLLLLO KLY

. Hilversum

Landau
Typhimurium
Paratyphi B
Aberdeen
Kirkee
Muenchen
Newport
Champaign
Infantis
Panama
Thompson
Blockey
Choleraesuis
Javiana
Leipzip
Poona
Dugbe
57:242:1,6
Neumuenster
Anatum
Inverness
London
Kaolak
Carrau
Boecker
Grumpensis
Pomona
Florida
Strasbourg
Madelia

. Bredeney

Figura 15. Resultados de la RLBH obtenidos en las condicialeekibridacion optimizadas con 200 pmoles
de sonda H1,2; 150 pmloes de sonda H1,5 y H1,&,% fimoles de sonda H1,7 llevada a cabo a 54°C con
exposicién de filme de 45 min.

Los resultados de la remocion de los productos @R I la rehibridacion

con nuevas muestras permitieron demostrar que tabma@ma puede ser reutilizada

al menos 10 veces sin registrar pérdida signifieadie sefial con las concentraciones

de sondas consideradas Optimas ni aparicion de dédondo (Figura 16).
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Controles positivos Controles positivos
H1,2 HI1,5 H1,6 H1,7 H1,2 HI1,5 H1,6 H1,7
ase
Sonda a Sonda . ::
HI,2 sas HI?2 i
-=e
-=n oo
Sonda z: Sonda g - ? :
HI5 .- HI5
’ - ’ > Y,
-e °
Sonda Sonda ::E s
Hl,6 Hi,6 e w
——_—
Sonda Sonda
H1,7 Hl,7 .

Revelado de membrana usada una vez Revelado de membrana reutilizada 10 veces

Figura 16. Resultados obtenidos del revelado de la RLBH aanémbrana utilizada por primera vez y luego
de reutilizarla por 10 veces con las cuatro sorafdigadas en cantidades entre 12,5 y 200 pmoles. Lo
controles positivos fuero8. Hilversum, S. Landau,S. Typhimurium, para H1,2S. Infantis, S. Panamas.
Thompson para H1,55.Ponna,S.Dugbe,S.11 57: z42:1,6, para H1,6 8. Carrau,S.Boecker S.Grumpensis,
para H1,7.

[11.6. Secuenciacién de las muestras negativas peB'CR-RLBH

En la Unidad de Genomica del Instituto de Bioteog@, INTA, Castelar, se
realizo la secuenciacion de la muestra correspotelia la cep&. Nima que no

hibridé con la sonda H1,5.

En la figura 17 se comparan las secuencias de derrevariable que
codifican para los antigenos flagelares del coropgij y la secuencia obtenida 8e
Nima. Los resultados permitieron demostrar polimsarbs dentro de la region
correspondiente al sitio de captura de la sondafidda. En ambas muestras se
observaron diferencias en los nucleétidos de lakjpmes 645 (AG—ACA) y 655
(GCT—CCT); esta ultima causa la sustitucion del aminaaathnina (Ala) por

prolina (Pro) en el antigeno.
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540...-+...550..+:4...560---+--.570---+---580
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Figura 17. Comparacion de la region variable del g#B entre las secuencias nucleotidicas de las
serovariedades estudiadas y la obtenida por laeeei@cion de las serovariedades H1,5 de las msestra
negativas en la hibridacion. Las zonas sombreamtassponden al sitio especifico de las sondas jpieiza
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IV. DISCUSION

La salmonelosis constituye un grave problema dedsaliblica a nivel
mundial, por ser su agente causal responsable awyaria de los casos de ETA
(Flint et al.,2005).

La informacion de los aislamientos de las distinsgsovariedades de
Salmonella proporcionada por los laboratorios de Salud Pabke usa para
monitorear la incidencia de salmonelosis en humandgtectar posibles brotes,
siendo la exactitud de la identificacion de la sardad de suma importancia para

la vigilancia.

La identificacidén de las distintas serovariedadsté basada en el esquema de
KW, que tiene en cuenta mediante reacciones ddirmagtion, la presencia del
antigeno somatico “O”, la proteina flagelar de faggil) y la proteina flagelar de
fase 2 (H2) (Ewing, 1986; Grimoet al.,2007). La técnica es simple pero presenta
ciertas desventajas. Es necesario contar con ardsde alta calidad y con cepas de
referencia para evaluar y controlar dichos antssiePor otro lado puede haber
dificultades con la expresion de algun antigencseaen el caso de cepas rugosas
donde no se manifiesta correctamente el antigerip &8) como también en las
cepas inméviles que no expresan el antigeno flagglen todas aquellas cepas
donde no se observa alguna de sus fases de foretaamth. Ante esta Ultima
situacion, se deben llevar a cabo las inversioreedade que resultan ser muy

laboriosas y requieren personal muy calificado.

Estas dificultades junto con el tiempo que se danpara la obtencion del
resultado final, han motivado el desarrollo de mé$o alternativos al uso de
antisueros para identificar las distintas serodaides deSalmonella Se han
probado técnicas moleculares, tales como la efectsis de campo pulsado
(PFGE), que se basa en el establecimiento y la a@oidn de patrones de bandas

que no siempre se correlacionan con los resultadtenidos en la serotipificacion
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V. DISCUSION

tradicional y ademas no puede ser adaptado fadiémeara su aplicacion en el
laboratorio clinico de la microbiologia.

En un estudio realizado en 1998 por Dauga y cel.ca@mpararon los
resultados obtenidos por el analisis de restricd®hos productos de amplificacion
de los genes flagelares 8almonellay el método convencional de serotipificacién.
Se obtuvieron una gran variedad de patrones, cadade ellos generalmente
asociado a mas de un antigeno flagelar. Este tgardhlisis, si bien agrega
informacion sobre los antigenos, no se emparemtetaxmente con la obtenida por la
aglutinacion flagelar.

Burr y col., (1998) emplearon las técnicas de PGRabtla en consenso
intergénico repetitivo de enterobacterias (ERIC-PGRde PCR conprimers
arbitrarios (AP-PCR) para evaluar la capacidad dginduir o de identificar
serovariedades y subtipos. Los resultados con amgbsdos, fueron patrones de
bandas complejos que si bien discriminaron aislatog no se correlacionaron con

las serovariedades.

La PCR mudltiple es otro de los métodos desarrofiadmuestra resultados
alentadores (Echeitt al, 2002; Herrera-Leort al, 2004). Estos ensayos han sido
utilizados en la identificacion de los genes qudifaan para los antigenos de la
primera y segunda fase flagelar correspondientas serovariedades mas comunes,

generando productos de amplificacion que se carregm con cada antigeno.

Recientemente, se ha desarrollado un nuevo sisiengeteccion, sobre la
plataforma Bio-Plex, basado en la hibridacion dgroducto de PCR biotinilado y
un grupo de particulas copuladas con sondas esscitle captura para
determinados serogrupos 8Salmonella Este ensayo emplea la tecnologia Luminex

a través de la cual se pueden realizar andlisispi®dl y detectar seis serogrupos O.
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Con su aplicacién se han alcanzado valores de iésjual superiores al 90,0%
para la identificacion y aunque existen algunosiltados discordantes, constituye
una alternativa para la deteccion rapida de sepogrdeSalmonellaSin embargo,

es una técnica muy costosa y su utilizacion quedaimgida a los laboratorios de

referencia (Fitzgeraldt al, 2007).

La introduccion de métodos genotipicos abre nu@essbilidades para los
estudios de tipificacion dg8almonellaLos mismos tienen la ventaja de ser rapidos y
especificos. Estas técnicas han sido desarrolladés la necesidad de dar un
resultado rapido y seguro, pero para lograr ladealbn de las mismas, deben
analizarse controles de cepas positivos y negaémogarios laboratorios y comparar

los resultados con el método convencional.

El conocimiento de las secuencias nucleotidicatoslalelos flagelares de
Salmonella han permitido desarrollar métodos genotipicos dentificacion
polimorfica sero-especifica. El alto grado de hag@ presente en las regiones
conservadas del g€ftjB permitio disefiar un Gnico par de cebadores padem
amplificar todos los alelos especificos de la sdgufase flagelarfl{B>? fljB*,
fliB® fjB~’ fljB", fljB*"* fjB®*™*y fljB®). El polimorfismo de los genes
flagelares desalmonella atribuida a la variabilidad dentro de su regidielina, ya
ha sido demostrada (Daugial., 1998). El analisis comparativo de estas secasnci
variables internas ha permitido identificar reg®neicas en grupos y tipos de
antigenos flagelares especificos. Aun queda p@rmetar si estas diferencias son
simples marcadores para un antigeno particular sosi responsables de las
diferencias antigénicas detectadas en la seratigifin. Cualquiera sea el caso,
estas diferencias en la secuencia permiten ungifidacion molecular de los alelos
que codifican para los diversos antigenos flageldtetas secuencias Unicas fueron
el blanco para el desarrollo de las sondas espagifpara las secuencias que

codifican para cada antigeno en particular.
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Evaluacion del ensayo de identificacion de los gengue codifican para

los antigenos flagelares.

En este estudio, el método de PCR-RLBH fue adappada genotipificar
Salmonella Dado que se conocen mas de 100 antigenos flagethstintos de
Salmonella el estudio estuvo limitado a un blanco gendmigen(fliB) de 4
antigenos diferentes del complejo H1 de la seguada flagelar en donde se
observa un elevado grado de homologia. Los gereesaglifican para los antigenos
flagelares 1,2, 1,5, y 1,6 del complejo se encaentelacionados en mas de 96,2%
(Daugaet al., 1998).

Se realizaron las pruebas para alcanzar las conégi 6ptimas en la
reacciones de PCR e hibridacién, en las cualesrgdujgera un alineamiento
altamente especifico entre las sondas y los produamplificados. Esta
estandardizacion de la reaccion de hibridacion litécila identificacion de
secuencias con tan solo un nucleotido de diferemomo en el caso de H:1,2 y
H:1,5. Ademas, cuando se obtuvo producto de arogdibn, sélo se observé la
hibridacién con la sonda complementaria a la setaertstas pruebas iniciales
demostraron resultados optimistas y crearon la pasa una investigacion mas
amplia de la identificacion sero-especifica por imede PCR-RLBH. Los dos
cebadores fueron disefiados considerando secudran® conservadas para poder
identificar entre ellos el polimorfismo del géiB, que se refleja en los distintos
antigenos de la segunda fase. Se comprob¢ la éeadeiamplificacion esperada en
la totalidad de las cepas ensayadas. Con respéasorasultados de hibridacion se
observaron reacciones inespecificas a temperabajas (45-50°C) y muy intensas
entre la sonda especifica para H:1,5 y las cepasmtigeno H:1,2. Estas reacciones
inespecificas pudieron eliminarse en condiciones as&ingentes cuando el ensayo
se realiz0 a temperaturas mayores, concluyendo aqugi°C se obtenia una

intensidad de sefal apropiada.
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Una vez determinada las condiciones 6ptimas deédnida, se probd un
panel de 81 cepas para determinar la sensibilidagpgcificidad del ensayo. Los
resultados mostraron una concordancia total enae PCR-RLBH vy la
serotipificacion obteniéndose una hibridacion e#pacentre todos los productos
amplificados y sus respectivas sondas, salvo gdatase de cuatro serovariedades
con antigeno H:1,5. Para estas muestras, si bieobsg/o un producto de
amplificacion, no se observoé hibridacion con ladsoespecifica. El resultado de la
secuenciacion de una de las mismas demostro leeecia de polimorfismos dentro
de las secuencias de nucleétidos que codificanglaatigeno H:1,5. Esto deberia
ser considerado para la sintesis de nuevas soadass@r incluidas en una nueva

membrana.

Ventajas del uso de PCR-RLBH.

Ademas de demostrar la capacidad de discriminae esgicuencias de solo
un nucleotido de diferencia, la técnica de PCR-RLBblporciona varias ventajas.
Una de ellas es la reproducibilidad de la técnasatda en la homogeneidad de los
oligonucledtidos sintetizados vy la reutilizacionldenembrana sin modificacion de

los resultados.

Otra ventaja de esta técnica fue la sensibilidaggncionada por la PCR. En
todas las serovariedades S@monellaensayadas se observé la amplificacion de la

fraccion del geril B.

Por otro lado, el ensayo de hibridacion permiti@éteccion molecular de
grupos H deSalmonella en serovariedades que no manifiestan dicho amtige
flagelar. Se obtuvieron resultados positivos pargea del antigeno H:1,5 en dos
cepas dé&. Paratyphi A (12,12:a:[1,5]) en las que el antigeno se encuemtfarma
muy excepcional en los aislamientos, y se habigéenado resultados negativos con
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la serotipificacion. Estos resultados revelan uestaja de este método molecular al
aportado por el uso de antisueros ya que propadem una informacién adicional

de la serovariedad en cepas que no invierten @seprsus fases flagelares.

La técnica puede completarse en un dia y mediorat®jb. El tiempo
necesario para llevar a cabo una PCR es de 4 moiestras que para la hibridaciéon
y deteccion son necesarias 7 horas. La utilizadénminiblotter para fijar las
sondas y distribuir las muestras uniformementeesldomembrana, permite procesar
una gran cantidad muestras con las distintas soedpscificas. En una sola
hibridacién se pueden ensayar simultaneamente 43tnas con un maximo de 43
sondas distintas. Ademas, el uso de un sustratday no precipitante como el
ECL, admite la remocion de las muestras en la mamahrsin afectar a los
oligonucedtidos fijados, permitiendo su reutilizacpor un minimo de 10 veces sin
pérdida significativa de sefial entre las experanci

Por otra parte, debido a que la técnica una veanéstizada es robusta,
cumple con los requisitos para poder ser adaptada #ormato comercial, de

utilizacién en laboratorios de referencia.

Para incrementar el espectro de identificacion ejgag deSalmonellase

continuara con las siguientes actividades:

» Disefar e incorporar una segunda sonda H1,5 panaitpedetectar

todas aquellas serovariedades que presentan mgrbtmo encontrado.

» Disefar oligonucleétidos de captura para ampliarraigo de
identificaciébn de cepas, en particular para agseflae portan los antigenos de
mayor prevalencia de la segunda fase flagelar (kKleie,n,zs, Hlw y Hz),
comprobar la especificidad, sensibilidad y condie® de hibridacion para que

puedan ser incorporadas a la membrana.
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* Continuar evaluando secuencias que codifican pasaahtigenos
flagelares del complejo 1 con el objeto de buseanariedades que presenten zonas
polimorficas en el sitio de unién a la sonda, ezalia secuenciacion de los mismos

y desarrollar la hibridacion necesaria para poeézalarlos.

» Desarrollar cebadores y sondas especificas panarin@era fase
flagelar y determinar la factibilidad de ser incmngdas en una misma membrana de
hibridacion.

Tomando en consideracion los resultados obtenid@ske trabajo, en el que
se utilizé por primera vez este método para ldicggion molecular d&Salmonella
asi como las posibilidades que brinda esta té@nceuanto a rapidez, facilidad de
ejecucion y confiabilidad de los resultados, comsichos que en un futuro, estos
tipos de métodos pueden convertirse en una heménee gran valor para la
determinacion de serovariedades Smonellapudiendo complementar y hasta
reemplazar los métodos tradicionales de serotguitm. Las actividades
desarrolladas en el presente trabajo permitieramptiucon los objetivos propuestos

y demostrar la hipotesis planteada.
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V. CONCLUSIONES

1. El método disefiado para la deteccion de los gemesodifican para los
antigenos flagelares dgalmonellapor PCR-RLBH permitié detectar 4 secuencias
diferentes de alta homologia entre si, demostramdoconcordancia total cuando se
lo compard con la técnica de referencia (serotiadion).

2. La PCR-RLBH es especifica ya que no se obseaadiivédad cruzada con

otras secuencias correspondientes a antigenoreldos.

3. Es un meétodo simple, sensible y rapido comparddcoavencional,
reduciendo el diagnostico de varios dias (semanda eayoria de los casos) a 12
horas ya que no es necesario esperar para el @atinde la bacteria, para la

exaltacion de la movilidad e inversion de fase.

4. Se demostro6 el polimorfismo en la secuencia deruaia sonda H1,5; en

una de las cepas que no hibridarBnNima), mediante la secuenciacion del g

5. Es la primera vez que se disefia un método de emstasteristicas para la
tipificacion molecular d&almonellaja cual puede complementar y hasta reemplazar
a las técnicas de referencia empleadas hasta estoruntribuyendo con el estudio
de la epidemiologia de las ETA.

Conclusion general: El trabajo desarrollado pedmitemostrar la hipotesis
planteada cumplimentando con los objetivos propsesta que el método permite
la identificacion de las secuencias del dgB que codifican para los distintos
antigenos flagelares del complejo H1 $&monella,sin requerir la inversion de

fase, pudiendo detectar ademas la presencia de geaao se expresan.
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ANEXOS

Anexo 1.

Tabla de férmulas antigénicas de las serovariedadespleadas en el ensayo

Antigeno flagelar

Serovariedad Antigeno somatico “O Fase 1 Fase 2
Aberdeen 11 i 1,2
Anatum 3,10[1H15,34] e,h 1,6
Bahrenfeld 6,14,24 e,h 1,5
Barielly 6,7,14 y 15
Blockey 6,8 k 15
Bovismorbificans 6,8 r,[i] 15
Bredeney _1,12,27 l,v 1,7
Carrau 6,14,[24] y 1,7
Champaign 39 k 15
Choleraesuis 6,7 o 1,5
Colombo 38 y 1,6
Dugbe 45 d 1,6
Eastbourne 1,9,12 e,h 1,5
Egusi 41 d 15
Enteritidis 19,12 [fl,.9,m,[p] [1,7]
Florida [1],6,14,[25] d 1,7
Grumpensis 13,23 d 1,7
Guinea 1,44 Z10 1,7
Hilversum 30 k 1,2
1] 1,40 z 1,5
1] 58 1,213,228 1,5

1] 57 z42 1,6
1] 47 a 1,7
1] 13,22 z29 1,5
Infantis 6,7,14 r 1,5
Inverness 38 k 1,6
Javiana 1,12 1,228 1,5
Kaolak a7 z 1,6
Kirkee 17 b 1,2
Landau 30 i 1,2
Leipzig 41 Zo 15
Lexington 3,10[15][15,34] 3 15
Lomita 6,7 e,h 1,5
London 3,10[15] RY 1,6
Madelia 1,6,14,25 y 1,7
Manhattan 6,8 d 1,5
Mara 39 e,h 1,5
Marseille 11 a 1,5
Miami 19,12 a 1,5
Muenchen 6,8 d 1,2
Muenster 3,10[1/15,34] e,h 15
Neumuenster 1,4,12,27 k 1,6
Newport 6,8 eh 1,2
Nima 28 y 15
Onderstepoort 1,6,14,25 e,h 15
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Orion

Panama
Paratyphi A
Paratyphi B
Pomona

Poona

Reading
Riogrande
Schwarzengrund
Strasbourg
Thompson
Treforest
Typhimurium
Typhimurium CO
Uganda

Utrecht

Virchow

Virginia

Wichita

3,10,[15][15,34]
D12
12,12
_14,[5],12
28
113,22
_14,[5],12
40
_A412.27
9,46
6,7,14
151
14,[5],12
14,12
3,10[15]
52
6,7.14
8
113,23

15
15
[1,5]
12
17
1,6]
15
15
1,7
17
15
16
1,2
1,2
15
15
1,2
12
1,6
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Anexo 2.

Soluciones de trabajo

SFF 1%: NaCl 8,5 g/L; formalina 1% v/v.

Solucion salina 2%:NaCl 20g/L.

SFF 0,5%: NaCl 8,5 g/L; formalina 0,5% v/v.

Buffer SSPE 20x :Na2HPO4. 2 H20 0,1 M; NaCl 1,8 M; EDTA 10mM; pHt7,
SDS(dodecil sulfato de sodio) 10% (en agua).

EDAC: [1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida] 16¥%en agua).

Solucién de hibridacion: Buffer SSPE 2x / 0,1% SDS.

Soluciones de lavadosBuffer SSPE 2x / 0,5% SDS y Buffer SSPE 2x.

Buffer TAE 50x: Trizma Base 2M; acido acético 0,65 mM; EDTA 0,1M.

Anexo 3.

Preparacion de medios de cultivo

TSB: Tryptic Soy Brot{DIFCO Laboratorios) 30 g/L.

TSA: Tryptic (Trypticase) Soy AgdDIFCO Laboratorios) 40 g/L.
Medio semisolido de CragieCaldo nutritivo 1L; agar 49; KN£Lg.
Agar Sangre 5%: TSA; sangre de caballo 5% v/v.
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Anexo 4.
Tabla de lectura de resultados para aglutinacion efdmina

Observacion Resultado
No hay aglutinacion y el liquido es claro, turtdmo cambia Negativo
Aglutinacion leve y el liquido esta nublado Trazas
-25% de las células han aglutinado y el liquidoeco 1+
-50% de las células han aglutinado y el liquida est o4
moderadamente nublado
-75% de las células han aglutinado y el liquida &stemente 34
nublado
-100% de las células han aglutinado y el liquidé ekro 4+
Anexo 5.
Tabla de lectura de resultados para aglutinacion etubo
Observacion Resultado
Se forma una aglutinacién flocular, que puede kajéondo del
Completa
tubo quedando el sobrenadante claro
Se forman algunos floculos, pero el sobrenadardeeap turbio. | Parcial
No hay aglutinacion visible, el sobrenadante pesuarturbio. Negativa
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Anexo 6.

Tabla X. Férmulas antigénicas desalmonellay secuencia de genes.

Serovariedad

Formula Antigénica

Alelo secuenciado

° adteso GenBank

Heidelberg
Derby
Stanley
Typhimurium
Muenchen
Litchfield
Rough:r:1,5

Infantis

Bovismorbificans

Thompson
Agama

Poona

b
Bredeney
Beaudesert
Nola
Pomona
Give
Kambole
Eingedi

b

b
Singapore
Chester
Brandenburg
Braenderup
Ohio

1,4,512:r:1,2
1,4,5,12:f,0:[1,2]
4,5,12:d:1,2
1,4,512::1,2
6,8:d:1,2
6,8:1,v:1,2
Rough:r:1,5
6,7,14:r:1,5
6,8:r:1,5
6,7,14:k:1,5
4,12::1,6
1,13,22:z:1,6
16:z6:1,6
17:e,n,X,325.1,6
42:e,n,x:1,6
40:z39:1,6
1,4,12,27:1,v:1,7
1,6,14,25:e,h:1,7
6,8:e,h:1,7
28:y:1,7
3,10:,v:1,7
6,7:d:1,2,7
6,7:f,9,t.1,2,7
6,7:1,v:1,5,7
48:1,w:1,5,7:250
6,7:k:e,n,x
1,4,5,12:e,h:e,n,x
1,4,5,12,27:l,v.e,ixz
6,7,14:e,h.e,,z
6,7:b:l,w

fligt2
fligt2
fligt2
fligt2
fligt2
fligt2
fliBt®
fliB®
fliB®
fliB®
fliB®
flig*®
flig*®
fligt®
fligt®
fligt®
fliBY’
fliBY’
fliB*’
fliB*’
fliB*’
flj gl27
flj gl27
flj BLs7
fi BgL57
flj e
flj e
fi gen215
fi gen215
fliB""

AY353265
AY353266
AY353267
AY353268
AY353269
AY353271
AY353280
AY353282
AY353283
AY353285
AY353294
AY353295
AY353529
AY353530
AY353528
AY353531
AY353296
AY353297
AY353298
AY353299
AY353300
AY353275
AY353276
AY353273
AY353274
AY353305
AY353307
AY353323
AY353324
AY353331
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Gloucester
b

b

Bere

Weltevreden

1,4,12,27:i:l,w
61:i:z
48:i:z
47:24,223:26
3,10:r:z6

fljB""
fljB?
fljB?
fliB=®
fliB=®

AY353332
AY353335
AY353336
AY353352
AY353353
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Anexo 7.

Tabla de doble entrada para la evaluacion de los seltados:

Método de Referencia

Método en Estudio + - Total
+ A C A+C
- D B D+B

Total A+D C+B N

* A: positivos verdaderos, resultados positivosgrabos métodos

* B: negativos verdaderos, resultados negativospiios métodos

» C: falsos positivos, resultados positivos pamétodo en estudio y negativos por el
método de referencia

« D: falsos negativos, resultados negativos ponétiodo en estudio y positivos por

el método de referencia

Formulas utilizadas para el célculo de la sensibdiad, la especificidad y la

concordancia:

Sensibilidad = A(positivos verdaderos) x 100 / Total (+)
Especificidad = B(negativos verdaderos ) x 100 / Total (-)
Concordancia Kappa=_Po-Pe
1-Pe

Siendo Po la proporcién de acuerdos observados g Beoporcion de acuerdos
esperados.
Calculo dePo=A + B

N
Célculo dePe=_(A+D) (A+C) + (C+B) (D+B)

N
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kappa grado de acuerdo

< 0,00 sin acuerdo
>0,00 - 0,20 insignificante
0,21-0,40 discreto (bajo)
>0,41 - 0,60 moderado
0,61 - 0,80 sustancial (bueno)
0,81-1,00 casi perfecto (muy bueno
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