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RESUMEN

El objetivo de esta investigacién fue caracterizar cepas de Salmonella enteritidis usadas en
el control de roedores. Para ello se considerd, Salmonella enterica, subespecie enterica,
serotipo enteritidis, variedad Danysz, lisina negativa, fagotipo 6a (componente activo del
rodenticida Biorat®); Salmonella entérica, subespecie entérica, serotipo enteritidis 7/30,
grupo D (Mongolia); de Salmonella entérica, serotipo enteritidis (cepa de referencia) y de
las cepas de Salmonella enteritidis que provocaron brotes de salmonelosis humana en
Cuba. A todas las cepas se les realiz6 comprobacién bioquimica y seroldgica, prueba de
susceptibilidad antimicrobiana, perfil plasmidico y RAPD-PCR. Todas las cepas
analizadas fueron caracterizadas bioquimicamente como lisina decarboxilasa negativa.
Se observo que las cepas para el control de roedores mostraron alta susceptibilidad frente
a los antimicrobianos de eleccién. Las cepas del brote presentaron un plasmido de 38
Md, mientras que las cepas utilizadas para el control de roedores presentaron plasmidos
con una talla 3,0; 4,0 y 59 Md. El RAPD mostré diferencias con las cepas que causaron
brotes en humanos. Las cepas de Salmonella enteritidis usadas en el control de roedores
son genéticamente diferentes a las cepas que provocaron brotes en humanos. Se
confirmé que Salmonella enteritidis como componente activo del Rodenticida Biorat®,
no caus6 salmonelosis en Cuba.
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ABSTRACT

The objective of this research was to characterize strains of Salmonella enteritidis used in
rodent control. To do this, Salmonella enterica subspecies enterica serotype enteritidis,
variety Danysz, lysine negative phage type the 6th (Biorat® rodenticide active
component) was considered; Salmonella enterica subspecies enterica serotype enteritidis
7/30, group D (Mongolia); Salmonella enterica, serotype enteritidis (reference strain) and
Salmonella enteritidis strains that caused outbreaks of human salmonellosis in Cuba. All of
the strains underwent biochemical and serological testing, antimicrobial susceptibility
testing, plasmid profile and RAPD-PCR. All strains tested were characterized
biochemically as negative lysine decarboxylase. It was noted that strains to control rodents
showed high susceptibility to the chosen antimicrobial. Outbreak strains showed a 38 Md

' Laboratorios Biolégico Farmacéuticos (LABIOFAM). Sucursal Matanzas, Cuba.

? Centro Provincial de Higiene, Epidemiologfa y Microbiologia de Villa Clara, Cuba.
* Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK).

¢ Laboratorios Biolégico Farmacéuticos (LABIOFAM). La Habana, Cuba.




Rosa Maria Gonzéales Hernandez, et.al.

plasmid, while strains used for rodent control had plasmids with a size 3.0; 4.0 and 59 Md.
The RAPD showed differences with strains that caused outbreaks in humans. Salmonella
enteritidis strains used in rodent control are genetically different from the strains that
caused outbreaks in humans. Salmonella enteritidis was confirmed that as the active
component of Biorat® Rodenticide, did not cause salmonellosis in Cuba.

Key words: biorat, fagotipo, rodents, Salmonella enteritidis, serotipo.
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INTRODUCCION

Salmonelosis es una zoonosis que es causa importante de infecciones en el ser humano.
Esta es producida por el género salmonella el que incluye a méas de 2400 serotipos los
cuales estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y con gran potencia para causar
enfermedades intestinales. Otros serotipos se han descritos dentro de este género hasta
llegar en la actualidad a méas de 2400 (Ward, Desa & Rowe, 1987; Sangweilu, Manges,
Hen, Ferric & Lee, 1999; Valdés, 2001). Es importante destacar que casi todas las cepas
de Salmonella son patégenas para el hombre (Shangkuan, 1986; Ward et al, 1987;
Paungt, Vanoff, Wan & Finlay, 1997).

Las infecciones por este microorganismo han aumentado considerablemente en los
ultimos diez anos, lo que hace imprescindible implementar nuevas medidas de
prevencién y control de la enfermedad (Laboratorios Biolégico Farmacéuticos,
LABIOFAM, 1995; Laconchaetal., 1998).

En los estudios epidemioldgicos es esencial caracterizar las cepas que lo producen usando
métodos de tipaje por biologia molecular como estudios del perfil plasmidico, RAPD
(Welsh & MacClelland, 1990; Willians, Kubelyk, Livak, Rafalski &Tingey, 1990), la
fagotipificaciéon ha sido el método que la mayoria usé desde 1950 para subdividir las
cepas, incluso el serotipo. Salmonella enteritidis estd asociado a las infecciones
alimentarias especificamente los fagotipos. Por otro lado, los roedores son la causa
principal de contaminacién de las aves de corral y contaminacién de los cereales de los
que estos animales se alimentan, porque los roedores estan en el contacto con todo los
ambientes de la granja. Ademas, los roedores son reservorios naturales de Salmonella
enteritidis y Salmonella typhimurium y responsable por extender esta enfermedad al
hombre. El paso de Salmonella a través de los roedores aumenta su virulencia para las
aves de corral (Caetano-Anolles, Bassam, & Gresshoff, 1991; Akopyanz, Bukanov,
Westblom, Kresovich & Berg, 1992).

Mas de 6.000 toneladas del Rodenticida Biorat ® se han usado durante méas de 20 afios
en nuestro pais. Biorat contiene Salmonella enteritidis, variedad Danysz, los lisina
negativa, fagotipo 6a que es especifico para la familia de Muridae: ratas y ratones
(LABIOFAM, 1989).

Durante todos esos afnos de aplicacién de Biorat ® en Cuba, asi como en méas de 15 paises
en el mundo dénde se ha usado para reducir la poblacién de los roedores para disminuir
las pérdidas agricolas, no ha sido reportado ninglin dafo a salud humana ni de los
animales relacionado con Salmonella enteritidis, variedad Danysz, lisina negativa,
phagotype 6a (Thelfall, 1986). Sin embargo, como consecuencia del nimero creciente de
informes alrededor del mundo de brotes de salmonelosis causadas por Salmonella
enteritidis en el hombre y los animales domésticos y debido a la importancia este producto
tiene para Cuba y para otros paises, es vital ampliar el estudio bioquimico v molecular y
las consecuencias clinico- microbiolégicas de cepas de Salmonella enteritidis que son
utilizadas en el control de roedores.

El objetivo de esta investigacién fue caracterizar cepas de Salmonella enteritidis usadas en
el control de roedores.
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MATERIAL Y METODO

Aislamiento bacteriano

Se utilizaron tres cepas liofilizadas obtenidas de la coleccién de cepas de la Empresa de
Laboratorios Biolégicos y Farmacéuticos (LABIOFAM): dos cepas de Salmonella
enteritidis usadas para el control de roedores (Salmonella entérica subespecie entérica,
serotipo enteritidis, lisina negativa, fagotipo 6a, (componente activo del Rodenticida
Biorat ®); Salmonella entérica subespecie entérica, serotipo enteritidis 7/30, grupo D; y
una cepa de referencia (Salmonella entérica subespecie entérica serotipo enteritidis)
perteneciente a la coleccién de cepas del Instituto de Pasteur.

Se estudiaron trece cepas de Salmonella enteritidis que causaron los brotes de
salmonelosis en los humanos en Cuba. Estas cepas se enviaron al Laboratorio Nacional
de Referencia de enfermedades diarreicas agudas del Instituto de Medicina Tropical
"Pedro Kouri" (IPK), las cuales provenian de la provincia Villa Clara (dos de alimentos y
seis de aislamientos de humano), el resto de las cepas se obtuvieron de aislamientos de
humanos de la provincia Santiago de Cuba durante los meses de junio y julio del 2003,
respectivamente.

Biotipado
Las cepas se caracterizaron segln su accién en varios sustratos fermentables usando
métodos bioquimicos convencionales para Salmonella enteritidis (Mac Fadding, 1980).

Serotipado

Las cepas de salmonella enteritidis fueron crecidas en la agar soya tripticasa y su
serotipificacion fue determinada por la técnica de aglutinacién de diapositiva por los
medios de antisuero tipo-especifico del Diagndstico de Murex Inglaterra que usa el
esquema Kauffmann-White (Le Minor& Popoff, 1997).

La comprobacion de susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana fue evaluada por el método de difusién del disco
(Bauer, Kirby, Sherris & Truck, 1966). Se evaluaron los modelos de susceptibilidad
usando el NCCLS criterio (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999).
Los antibiéticos usados fueron proporcionados por OXOID (Unipath, Espania).

Los siguientes antibiéticos fueron probados: ampicillin (UN, 10ug), cloramfenicol (C,
30ug), tetraciclina (T, 30ug), cefotaxime (Ctx, 30ug), trimetoprim-sulfametoxazol (SxT,
25ug), éacido nalidilxico (Nx, 30ug), doxicyiline (HAGA 30ug), ceftriazone (Cro 30ug),
ampicillin-subactam (Sam 10/10ug), acido amoxicillin-clavulanic (AML 20/10ug),
cefotaxime (CTX 30ug), aztreonam (Atm 30ug).

Perfil plasmidico

El perfil plasmidico de S. enteritidis fue determinado usando el método de Kado (Kado,
1981). La extraccién de plasmido se ejecutd en un gel de electroforesis horizontal de
0.8% de agarosa, se visualizé bajo la luz de UV con bromuro del ethidium (0,5mg/mL)
con voltaje constante 120voltios durante 50 minutos (Biorat EEUU). El tamafo de
plasmido fue determinado por la comparacién a un marcador de ADN Supercoiled
(Gibco-BRL, Introgen, Espana), el andlisis de la regresién fue realizado para determinar la
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relacion lineal entre la base del tamano molecular 10 logaritmo y la movilidad del
plasmido. Los perfiles de Plasmido fueron elaborados considerando el nimero y tamano
de presente del plasmido. Sélo bandas luminosas y estables fueron consideradas para el
andlisis. Las bandas no-consistentes fueron consideradas como formas relajadas o
circulares del ADN plasmidico superenrrollado. El peso molecular de los plasmidos fue
determinado por el método de la curva logaritmica de regresién lineal.

La amplificaciéon aleatoria de AND polimérfico (RAPD)

El extracto sea los usando hecho un método del fenol-cloroformo segtin el Maniatis et al.,
(1983), mencionado por Sambrook (Sambrook, 1989). La concentracién de ADN se
estimo el spectrophotometricamente y por OD que lee a 260 nm y la pureza de la muestra
se examind por el electroforesis en 0.8% agarosa gelifiqiese en el pulidor de TBE (TBE
0.5X)(0.045 el tris-borato de M, 0,001 M EDTA) conteniendo el bromuro del ethidium
(0,5mg/mL) con la visualizacién bajo un transilluminator de UV: Macrovue 2011,LKB.

Se perfeccionaron RAPD reactivos cebador y concentraciones de ADN previamente (los
datos no muestran). La amplificacién de ADN se realizé en un Gltimo volumen de 25 ul
usar Listo-a-vaya RAPD (Amersham), agregando 25 pmol el solo cebador, y 25 ng de
plantilla ADN. Los mandos del negativo para cada uno de los 8 cebadores usados
contenidos todos los componentes anteriores excepto el agua destilada estéril en lugar de
la plantilla ADN. El perfil de amplificacién consistié en un paso del desnaturation inicial a
950C para 5 min seguidos por las repeticiones de 1 min a 950C, 1 min a 65 oCy 2 min a
720C. Los productos de PCR fueron analizados por el electroforesis en 2% agarosa se
gelifica en pulidor de TBE que contiene el bromuro del ethidium (0.5 mg/mL) vy visualizé
usando un transilluminator de UV.

Se probaron ocho cebadores (tabla 1), donde se informan tres de ellos en varias
referencias sobre la caracterizacién genética de Salmonella Enteritidis y cinco del Equipo
UN, Tecnologia de Operon, EE.UU. (Akopyanzetal., 1992).

Una cepa de cada brote (1251: Santiago de Cuba y 1152: Villa Clara), 1156 cepa
genéticamente diferente del resto de cepas de los brotes, dos cepas de Salmonella usadas
para el rodenticida y la de referencia se analizaron usando la técnica RAPD genéticamente
con ocho cebadores.

Basado en el perfil de RAPD de las bandas individual anotado como uno presente o
ausente (1 o 0) para cada uno de los aislamientos, el coeficiente de similitud de Jaccard
inverso (Sj como modificado por Sneath, 1957) fue usado como: Sj = 1-un/ (el a+b+c)
donde a: representa el nimero de bandas compartido, b: representa el nimero de bandas
presentes; y c: representa el nimero de bandas ausentes.

Las relaciones filogenéticas fueron determinadas por la estrategia de agrupamiento
mediante el método de UPGMA: unweighted pair group method with aritmetic averages
(Sneath & Sokal, 1973), que usan un SINTAX 5.0 sofware (Ponadi, 1993).
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Tabla 1. Los cebadores RAPD

CODIGO SECUENCIAE (5’-3’)

7682 CCG CAGCCAA
7683 GAG TCAGCAG
7685 TCA CGATGC A
OPA -4 AAT CGGGCTG
OPA -5 AGG GGT CTT G
OPA -6 GGT CCCTGAC
OPA -7 GAA ACG GGT G
OPA -10 GTG ATC GCA G

RESULTADOS

Serotipificacion y Biotipado

Las 16 cepas analizadas fueron identificadas como salmonella enterica, serotipo
enteritidis. Las cepas usadas para el control de roedores vy la cepa de referencia fueron
identificadas como lisina negativa.

Susceptibildad antimicrobiana

Todas las cepas analizadas fueron susceptibles frente a todos los antibidticos testados,
excepto las cepas para el control de roedores que mostraron una susceptibilidad
intermedia frente a la tetraciclina.

Perfil plasmidico

Las cepas usadas para el control de roedores portan tres bandas de 3,0; 4,0; 59Md (patrén
A). Las cepas que provocaron brotes portan solo una banda de 38 Md (patrén B), (datos
no mostrados).

DNA polimoérfico amplificado al azar (RAPD)

De los 16 aislamientos de cepas de S. enteritidis utilizando tres cebadores (7682, 7683 y
7685) generaron 32 bandas reproducibles de RAPD; dos de ellos (7682 y 7683)
mostraron polimorfismo entre los aislamientos analizados.  El dendograma
confeccionado mediante el coeficiente de Jaccard's (figura 1), mostré que los resultados
de RAPD indican polimorfismo genético entre las cepas (datos no mostrados). Las cepas
fueron agrupadas en tres grupos : cepas 1152, 1153, 1154, 1155, 1156, 1157, 1159,
1160, 1291, 1296, 1298, 1299 y 1301 dentro del grupo I relacionadas con el brote de
salmonelosis humana en (Villa Clara y Santiago de Cuba). Principal perfil: cepas 071, 073
y 56.29 dentro del grupo II, correspondiendo a las cepas usadas para el control de
roedoresy en el grupo 1lI: la cepa 1156 relacionadas con el brote de Villa Clara.
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Figura 1. Dendograma de 16 cepas S. enteritidis basados en los datos del RAPD-PCR.

Los patrones de RAPD obtenidos con el cebador 7683 mostraron la existencia de
polimorfismo de los grupos de cepas de acuerdo a los marcadores genéticos especificos en
los grupos II y IlI. Un marcador genético de 1110 bp fue observado en todos los
asilamientos de cepas Salmonella utilizadas para el control de roedores y la cepa de
referencia (grupo II); y un marcador genético de 1325 bp fue observado en la cepa 1156
(grupo III).

DISCUSION

Estos resultados refieren que dos cepas de S.enteritidis genéticamente diferentes
circularon y estuvieron relacionadas con los brotes en humano en las provincias de Villa
Clara y Santiago de Cuba, respectivamente. Seis cebadores (7682, 7683, OPA4, OPA 5,
OPA 6 and OPA 7) demostraron la existencia de polimorfismo genético entre las cepas.
Sin embargo, con los cebadores 7685 y OPA 10 no se observé diferencia entre las cepas
analizadas.

De acuerdo con la distancia Jaccard's, estas cepas fueron agrupadas en tres nuevos
grupos, muy similar al agrupamiento previo con el resultado cuando se utilizaron tres
cebadores al ser analizadas las 16 cepas. Al grupo I corresponden con los brotes de
salmonelosis humana; grupo II corresponden las cepas usadas para el control de
roedores, grupo III corresponde la cepa 1156 una cepa genéticamente diferente dentro
delbrote de Villa Clara.

La distancia fue calculada utilizando inverso del coeficiente de Jaccard's coefficient.
Dashed line reports court value. Los cebadores (7683, OPA 5, OPA 6 and OPA 7),
mostraron polimorfismo entre los brotes y las cepas utilizadas para el control de roedores.
El cebador OPA 7 mostré polimorfismo entre cepas de Salmonella usadas para el control
de roedores. Un marcador genético de 1500 bp fue obtenido de cepas de salmonella
utilizadas para el control de roedores y la cepa de referencia en el grupo II. Un marcador
genético de 800 bp g solo se presentd en la cepa de referencia y un marcador genético fue
de 1170 bp claramente observado en la cepa 1156, la cual pertenecié al brote de villa

clara.
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En esta investigacién se evaluaron las diferencias en las caracteristicas metabdlicas de los
microorganismos bajo investigaciéon Estos microorganismos son salmonella enteritidis
variedad de Danysz, lisina negativa, fagotipo 6a (componente activo del rodenticida
Biorat ®), salmonella entérica subespecie entérica, serotipo enteritidis 7/30, grupo D;
cepa de referencia (Salmonella entérica, subespecie entérica, serotipo enteritidis) y cepas
de salmonella enteritidis que causaron 2 brotes de salmonelosis en Cuba.

Thelfall et al., (1996), en un estudio de caracterizacién de salmonella entérica subespecie
entérica serotipo enteritidis, variedad Danysz, fagotipo 6a, lo informé como el
decarboxylasa del lisina negativa, coincidiendo con los resultados obtenidos.

Acerca de las cepas salmonella enteritidis que causaron los brotes de salmonelosis en los
humanos, Edward-Edwing (1971), refieren a salmonella enteritidis responsables de
brotes en humanos, la mayoria del tiempo con una conducta bioquimica de lisina
decarboxilasa positiva (Ewing & Eward 1971).

La presencia de salmonella atipicas a partir de muestras clinica y las muestras de
alimentos han reportado por varias autores como Falcao y Blackburh (Falcao, Trabulsi,
Hickman & Farmer, 1998; Blackburh & Ellis 1998; Leiva, Valdes, Rolascocharon y Perez,
1998). En esta investigacién, la conducta bioquimica de Salmonella enteritidis,
(componente activo del rodenticida Biorat ®), Salmonella entérica subespecie entérica,
serotipo enteritidis 7/30, grupo D; cepa de referencia (salmonella entérica subespecie
entérica serotipo enteritidis), al comportarse como lisina decarboxilasa negativa,
entonces estas cepas clasifican como salmonellas atipicas.

Todas las cepas salmonella enteritidis analizadas in vitro mostraron susceptibilidad a los
antibiéticos probados. En Francia, por ejemplo, hasta hace unos anos no se habia
informado ningin caso de salmonella antibiético-resistente en la practica clinica (Brevil,
Berger, Dublanchet, 1996).

La aparicién de salmonella con resistencia a los antibiéticos se reconocié debido a su uso
preventivo por veterinarios (Hohmann, 2001), pero los porcentajes altos de
susceptibilidad a los antibi6ticos también se ha informado para salmonella spp (Surita,
2000). También se ha usado en la discriminacién de cierto phagotypes de Salmonella
typhimurium, pero ha mostrado un valor limitado en salmonella enteritidis como la
mayoria de los aislamientos que presentan un plasmido de 38 Md (Jelesic, Kulauzov &
Kozoderovic, 2000).

Thelfall et al., (1996), estudié salmonella enteritidis variedad Danysz, phagotype 62,
donde se encontraron tres plasmidos de 3,0; 4,0; y 59 Md. Las cepas para el control de
roedores llevan 3 plasmidos de los mismos tamanos.

Desde el punto de vista epidemiolégico, esta investigacién revel6 el alto valor del perfil
del plasmido en la diferenciacién de cepas de salmonella enteritidis usadas en el
rodenticida con cepas que provocaron salmonelosis humanas en Cuba donde Biorat se
usa ampliamente para el control de la peste roedor.

Una variedad de métodos basados en amplificacion de ADN se ha aplicado para
identificar las especies del salmonella, incluso el plasmido biotyping (Dorn,
Silapanuntakul, Angrick & Shipman1992; Baker & Old, 1998), ribotyping (Olsen, Skov,
Threlfall, Chart & Rowe, 1994), RAPD (Del Tufo & Tingey, 1994), PFGE (Olsen et al.,
1994) y enzima del multilocus perfilan anélisis (Selander et al., 1992). Cada uno de estos
acercamientos ha proporcionado las visiones ttiles en las relaciones evolutivas y
epidemioldgicas de varios serovar de la salmonella. RAPD-PCR, ha sido aplicado con
éxito al tomar las huellas dactilares molecular, pues solo usa cebadores de sucesién del
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nucleétido arbitraria capaz acceder segmentos aleatorios de ADN genémico para revelar
polimorfismo (LABIOFAM, 1998). En el caso de la huella digital genética resultante puede
ser de valor epidemiolégico (Shangkuan & Lin, 1998).

RAPD es una técnica rapida por estudiar epidemiologia genética molecular de especies de
Salmonellas con un mismo o diferente serovars. RAPD también es muy dutil la
identificacién de otros las especies de microorganismos (Pichel, Binsztein, Gutkind &
Vibout, 2001). El uso combinado del perfil de plasmido y el RAPD, ha demostrado ser
fiable para la caracterizacién de salmonella, incluyendo aquellos del mismo serotipo.
Finalmente, aunque las cepas estdn genéticamente relacionadas, fueron bien
distinguidas. Con la aplicacién tecnoldgica, pudo concluirse que la cepa de salmonella
enteritidis, variedad Danysz, fagotito 6a, lisina negativa no fue la responsable de los brotes
de salmonelosis ocurridos en Cuba durante el ano 2003.
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