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RESUMEN

Monroy Becerra Israel. Determinacion por medio de PCR de Salmonella
Enteritidis FT 13 A y Salmonella Issatschenko en muestras de pollitos
infectados experimentalmente. (Bajo la direccion de M en C Dra. Odette
Urquiza Bravo, M en C Dr. Néstor Ledesma Martinez).

Debido a que no existen estudios que demuestren a partir de que momento
después de la ingesta Salmonella puede ser detectada en muestras de érganos
de pollitos de engorda por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), el objetivo del presente trabajo fue determinar por medio de la PCR la
presencia de Salmonella Enteritidis FT-13A (SE) y Salmonella Issatschenko
(SI) en diferentes muestras de érganos de pollitos de 4 dias de edad infectados
experimentalmente y su relacion con el resultado del aislamiento bacteriolégico
y las lesiones histologicas.

Se emplearon érganos congelados de pollitos de 4 dias de edad inoculados
experimentalmente con SE y Sl para la extraccién del DNA para la realizaciéon
de PCR clasica y anidada.

Los resultados obtenidos fueron que se logré evidenciar SE y Sl desde las 6
horas post-infeccion experimental (PIE), pero conforme pasé el tiempo PIE los
resultados positivos fueron variando, obteniendo resultados negativos hasta
las 174 horas PIE.

Se concluy6 que la PCR es util para detectar a SE y Sl en las primeras horas
PIE, sin embargo la relacion entre las pruebas de la PCR, la bacteriologia y la
histopatologia fue pobre y ademas se sugiere utilizar pre-enriquecimiento de
las muestras, para facilitar la extraccion de DNA vy la deteccion de Salmonella

por medio de la PCR.



Introduccion

Salmonella spp es un patdégeno capaz de colonizar una gran variedad
de vertebrados. La infeccidén producida por Salmonella en humanos y animales
domésticos sigue siendo en un serio problema en todo el mundo, como
consecuencia hay desde portadores asintomaticos hasta a la mas grave

infeccion sistémica que puede dar lugar a una elevada mortalidad (1).

Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos gram
negativos, de 0.7 a 1.5 um de ancho y 2.0 a 5.0 um de largo, la mayoria de las
salmonelas son moéviles debido a flagelos distribuidos en forma peritrica. Son

anaerobios facultativos y no forman esporas (2).

El género Salmonella consiste de so6lo dos especies: Salmonella bongon
y Salmonella enterica, esta ultima esta dividida en seis subespecies: S.
enterica, subesp. enterica, S. enterica, subesp. salamae, S. enterica, subesp.
arizonae, S. enterica, subesp. diarizonae, S. enterica, subesp. houtenae y S.
enterica, subesp. indica (2,3,4). Popoff et al., (2004), mencionaron de la

existencia de 2541 serovariedades para el esquema de Kauffmann-White.

Sin embargo, como las serovares no tienen nivel taxonomico de especie, la
forma de escribir sus nombres es con letras romanas (no italicas) y con
mayuscula como en Salmonella Enteritidis, que corresponde a: “Salmonella
enterica subesp enterica serovariedad Enteritidis”, por lo que para fines

practicos se usa directamente Salmonella Enteritidis (SE) (5).

Cabe mencionar que los productos avicolas han sido implicados como
fuente de infecciones por las serovariedades de SE hacia especies animales

incluyendo al ser humano (6, 7,8). Por otro lado, existen numerosas fuentes de



infeccidon de Salmonella en las unidades de produccién de pollo comercial,
cuando no se procede a un control adecuado de plagas como: las aves
silvestres, los artropodos y los roedores, quienes a través de sus heces
contaminan el agua, el alimento, el material de cama y el equipo, favoreciendo

la permanencia de Salmonella en la naturaleza (9, 10,11).

Con relacién al diagnéstico, a la fecha se han desarrollado métodos
mas rapidos y sensibles para detectar Salmonella spp en distintos tipos de

muestras, entre ellas existen:
1.- Aglutinacion en placa (AP) (12,13 ,14).
2.- Prueba de microaglutinacion (MA) (14).

3.-Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o Ensayo

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). (15, 16,17).

4.- Pruebas de Anticuerpos Fluorescentes (AF) (12, 15, 16,17).
5.- Prueba de inmunofluorescencia (IF) (15, 16,).

6.- Prueba de Microantiglobulina (14).

7.- Hibridacion de ADN (18, 19,20).

8.- Aislamiento bacteriolégico (12, 13,22).

9.- Histopatologia (23).

10.- La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (6, 8, 19, 21, 24,

25,26).

De las pruebas antes mencionadas no todas son utilizadas en el
diagndstico de Salmonella. Actualmente la PCR es una de las pruebas mas

utilizadas.



La Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) clasica. El
procedimiento de la PCR puede ser empleado para varias especies
microbioldgicas sin previo aislamiento de especies individuales de bacterias. La
capacidad de la PCR en detectar secuencias de genes en fracciones de
minutos del DNA, es una ventaja, comparada con los métodos de deteccion
microbiolégica y la seroldgico. La técnica de la PCR ha sido aplicada para
identificar varias especies microbiologicas incluyendo Salmonella de muestras

clinicas y de alimento (6, 8, 19, 21, 24, 25,26).

La PCR es un método de ampliacion de genes que puede emplearse por
ser altamente sensible y especifico en la deteccion de microorganismos en un

amplio rango de muestras (6, 24, 26, 27, 28, 29, 30,32).

El actual procedimiento de laboratorio estandar para cultivar e identificar

las serovariedades de Salmonella es laborioso y puede tardar hasta 7 dias.
Existen varios métodos para la PCR entre los que destacan los siguientes:

1.- RT-PCR (RT-PCR del inglés Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction) o Reaccion en Cadena de la Polimerasa en

Transcripcion Reversa (18).
2.- PCR multiplex (18).

3.-PCR-RFLP (Siglas en ingles de Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism) o Reaccion en Cadena de la
Polimerasa con corte con endonucleasas de restriccion de productos

conocidos (18).

4.- PCR seguido de SSCP (Siglas en Ingles de Polymerase Chain

Reaction single-strand conformation polymorphismo) o Reaccién en



Cadena de la Polimerasa seguido de polimorfismos conformacionales de

una sola cadena de ADN (18).
5.- Inmuno-PCR. (18).
6.- PCR en tiempo real. (18).

7.- PCR anidada. En ocasiones, para asegurar que un producto de la
PCR corresponde al esperado, ElI amplificado de una reaccioén primaria de la
PCR clasica se le usa como molde para una segunda amplificacion, en la cual
se usan iniciadores cuya secuencia esta hacia dentro del producto de la
secuencia original (anidados). Con ese método se genera un producto mas

pequefio que el de la reaccion primaria, pero de tamano conocido (18).
La sensibilidad y especificidad de la PCR

Con base en las pruebas de la PCR, trabajos anteriores sobre la
deteccion de la concentracion minima detectable de Salmonella spp mencionan
que existen factores que producen resultados falsos positivos o0 negativos
debido a la alta concentracién de ADN bacteriano y celular provenientes de las
muestras bioldgicas y por la presencia de factores inhibitorios (provenientes de
las mismas muestras). Por otro lado también se ha observado que las muestras
mezcladas no difieren de las muestras individuales al realizar la PCR,
garantizando el resultado. Alva (2005), mencioné que la sensibilidad de la PCR
anidada para detectar SE es desde 10 Unidades Formadoras de Colonia
(UFC), considerando que esta prueba es util para el diagnéstico de Salmonella
spp en muestras provenientes de aves y muestras negativas al aislamiento

bacteriano (35).



Cabe mencionar que en la avicultura, se ha registrado el aumento del
numero de casos por Salmonella Typhimurium (ST) y SE. Se ha observado que
las ratas llevan mas frecuentemente esos serotipos, por lo que dichas bacterias
son de las mas estudiadas en todo el mundo. La salmonelosis en ratas puede
ser un serio problema por que estas actuan como reservorio y vectores al tener
convivencia estrecha con las aves de corral y a pesar del gran numero de
estudios que se realizan para la deteccién de Salmonella incluyendo SE, existe
poca informacion sobre Salmonella Issatschenko (Sl), la cual se ha demostrado
afectar a la familia Muridae y a pollos de engorda (4,5), por otra parte, estos

estudios no han incluido a la PCR (4).

En la literatura, Salmonella enteritidis biovar Issatschenko (Sl) se ha
conocido también con diversos nombres como: S. Danysz, S. Gaerther, S.
Liverpool, S. Ratin, S. Projorov y S. enterica variedad 17 F4, subgrupo |, grupo
D; que mata a muridos. Esta Salmonella tiene los mismos antigenos somaticos
y flagelares que S. Enteritidis segun la clasificacion de Kauffmann y White
(grupo D, subgrupo I, O: 1, 9,12 y H: g, m) y ésta ultima serovariedad afecta a

todas las especies, incluyendo al humano (4).

En el estudio realizado por Ruiz et al., (2008), concluyeron que Sl no
s6lo afecta a la familia Muridae, si no que también afecta a las aves. En dicho
estudio se demostré la penetraciéon de Sl en enterocitos de pollo por medio de
microscopia electrénica de transmision desde las 6 horas post-infeccion
experimental (PIE), sin embargo, a pesar de haberse observado lesiones
histologicas, no se logro obtener aislamiento bacteriano positivo si no hasta las

42 horas PIE.



Estudios sobre la detecciéon de Salmonella por medio de la PCR han
demostrado que con esta prueba es posible obtener resultados positivos en
muestras negativas al aislamiento bacteriano. Para la realizacién de la PCR
para Salmonella se han empleado iniciadores como el gen amplificado inv A
(31, 33,34). Cuyo tamario del producto puede variar desde 485 pares de bases
(pb) hasta 525 pb. La secuencia del iniciador inv 1F: 5-CGT CAT TCC ATT
ACC TAC CT-3', inv 1R CAA TAG CGT CAC CTT TGA TA-3’, ademas de los
siguientes iniciadores para la PCR anidada, con un tamafo del producto desde
284 hasta 329 pb y la secuencia del iniciador: inv 2F 5-TGG TGT TTA TGG
GGT CGT TCT A-37, inv 2R 5-CCT TCA AAT CGG CAT CAA TAC TC-3°

(35,37).

Con base en lo descrito anteriormente, se sugiere que las técnicas
existentes para diagnosticar Salmonella son laboriosas, dificiles y consumen

tiempo para llegar al diagndstico microbiologico.

Aunque la PCR es una herramienta molecular util para el diagndstico de
Salmonella no existen estudios que demuestren cual es el momento en el que
Salmonella puede ser detectada en muestras de 6rganos de pollitos de

engorda.



Justificacion

Con base en lo descrito anteriormente, se sugiere que las técnicas
existentes para diagnosticar Salmonella son laboriosas, dificiles y consumen

tiempo para llegar al diagndstico microbiologico.

Aunque la PCR es una herramienta molecular util para el diagndstico de
Salmonella no existen estudios que demuestren cual es el momento en el que
Salmonella puede ser detectada en muestras de 6rganos de pollitos de

engorda.
Hipotesis
Mediante la tecnica de PCR se podra determinar la presencia de Salmonella

enteritidis  PT 13A y Salmonella issatschenko a partir de muestras de pollitos

de 4 dias de edad infectados experimentalmente.
Objetivo.

Determinar por medio de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa
(PCR) la presencia de Salmonella Enteritidis FT-13A y Salmonella
Issatschenko en diferentes muestras de érganos de pollitos de 4 dias de edad
infectados experimentalmente y su relacion con el resultado del aislamiento

bacterioldgico y las lesiones histoldgicas.



Material y métodos

Muestras:

Como parte de un estudio previo (Ruiz 2006), se obtuvieron muestras
de 1 buche (B), 1 corazén (C), 1 pulmén (P), 1 higado (H), 1 bazo (B), 1
duodeno (D), 1 yeyuno (Y), 1 ileon (l) y 1 ciegos (Ci) en 6 tiempos: a las 6, 18,
30, 42, 102, 174 horas post-inoculacion experimental (PIE) de pollitos de 4 dias
de edad infectados experimentalmente con Salmonella Enteritidis FT 13 vy
Salmonella Issatschenko, obteniendo un total de 42 muestras de SE y 42

muestras de Sl, las muestras fueron almacenadas a -20° C hasta su empleo.

Los testigos positivos fueron los mismos o6rganos de pollitos infectados
experimentalmente con SE [1 x 10%] y SI [1 x 10°%] / ml por via intraperitoneal.
Los testigos negativos fueron obtenidos a partir de una inoculaciéon con 250 pl
de Solucion Salina Fisiolégica (SSF) por via oral en pollitos SPF (aves libres de

patogenos especificos).
Diseio de investigacion

Cada muestra por separado fue procesada de la siguiente manera:
Extraccion de ADN de Salmonella

Se macer6 0.1 gramo de cada muestra anteriormente mencionada, dicha
muestra fue homogenizada mediante el uso de un agitador tipo vortex® en 1 ml
de Solucién Amortiguadora de Fosfatos (PBS) estéril (0.324% de KH.PO,®2,

1.08% de Na;HPO,4® y 16.1% de NaClI®), posteriormente se agregaron 4 pl ¢ de

lisozimaP® [20 mg/ml] para tener un volumen final de 1004 pl, incubandose en un



recirculador de agua® a 4° C durante 45 minutos. En seguida se dejo
sedimentar la muestra y se tomaron 250 ul de la mezcla inicial y se depositd
en un tubo nuevo al cual se adicionaron 12.5 pl de proteinasa K€, [20 mg/ml] y
250 ul de solucion STEP (10 % de SDS", 1M, ph8 TRIS', 0.5M, pH 8 EDTA")
incubandose® por 2 horas a 37° C. del volumen resultante (512.5 pl) del paso
anterior, se realizd la extraccion de ADN con fenol-cloroformo isoamilico (FCI)
(Fenol”, Cloroformo®, Alcohol Iso-amilico®) 25:24:1 y cloroformo isoamilico (Cl),
se agregd un volumen de FCI 25:24:1, después la muestra fue centrifugada® a
10 250 x G durante 10 min. a 4 °C, se recobro la fase acuosa y se puso un
tubo nuevo al cual se le agregé un volumen de CIl. Luego se centrifugd a 10
250 x G durante 10 min. a 4 °C, se recobré la fase acuosa y entonces se

agregaron 2 volumenes totales de alcohol comercial absoluto para precipitar el

ADN, conservandose a -20 °C durante 30 minutos. Posteriormente la muestra
se centrifugd a 10 250 x GF durante 15 min. a 4°C, se descarté el sobrenadante

y se seco la pastilla de ADN a temperatura ambiente durante dos horas.

Finalmente al ADN fue resuspendido en agua bidestilada y se incubd

entre 55° a 60° CM durante 10 minutos.

A Daigger Scientific industries, INC Bohemia, N.Y.11716, USA.

B J.T.Baker 55320, Xalostoc, Edo de Méx. México; (KH2PO4 Cat. 3246-01), (Na2HPO, Cat. 3828-01),
S:NaCI CaT. 3625-01).

ThermoLabsystems, Altrincham, Cheshire, WA14 5TP.
I:)Sigma,St. Louis, MO63103 USA.
Pharmacia Biotech-Multi Temp lll, Germany Sweden.
Fermentas International INC, Canada, Ontario L7N 3N4.
Research Organics, Inc, Cleveland, Ohio 44125 USA.
GIBCO, Life Technologies, Grand Island, N.Y. 14072 U.S.A.
J.T. BAKER. Phillipsburg, NJ 08865.
Caledon Laboratories, Otn., Canada L7G 4R9.
Sorvall Biofuge fresco, Kendro Laboratories, Alemania.
Labnet International, INC. Woodbridge, NJ 07095 USA.
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Técnica de la PCR

Para hacer la PCR se tomaron 5 ul de ADN del proceso anterior y se
adicion6 en un tubo de PCR conteniendo: 2 ul de solucion amortiguadora para
la PCR® [1X], 0.4pl de desoxinucledtidos trifosfatados® (ANTP’s) [0.2 mM], 2 ul
de iniciadores™ [1 mM], 1.2ul de MgCI® [1.5 mM] , 0.5 ul de Taq polimerasa®

[2.5 unidades] y 8.9 ul de agua bidestilada.

En la PCR se utilizaron los siguientes iniciadores: inviF: 5-CGT CAT
TCC ATT ACC TAC CT-3" e inviR: 5’- CAA TAG CGT CAC CTT TGA TA-3’
que amplificaron un segmento del gen invA de un tamafo de 525 pb (35,37).
Con el siguiente protocolo de PCR: un ciclo de 95° C durante 5 min; 30 ciclos
de 93° C durante 45 s, 59° C45 s, 72° C 45 s, seguida de una extension final

por 4 min. a 72° C°.

PCR anidada se tomaron 5 ul de la PCR anterior, y se suspendieron con
2 ul de solucion amortiguadora para la PCR® [1X], 0.4ul de dNTP’s [0.2 mM] 1
ul de iniciadores™ [0.5 mM] 1.2ul de MgCI® [1.5 mM] , 1ul de Triton® [0.10%],
0.3ul de BSAP [0.15 mg/ml Albuimina Sérica Bovina], 0.5 ul de Tap polimerasa®
[2.5 unidades] y 8.6 ul de agua bidestilada. Para este proceso se utilizaron los

siguientes iniciadores: inv2F: 5°-TGG TGT

TTA TGG GGT CGT TCT A 3" e inv2R: 5-CCT TCA AAT CGG CAT CAA TAC
TC-3" que amplific6 un segmento del gen invA de un tamafo de 329 pb

(35,37).

N Bio. Synthesis, Lewisville, TX 75057.
O Thermo Hybaid limited, UK.
P Sigma Chemical CO. St. Louis. Mo 63178 USA.
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Se realizd un ciclo de desnaturalizacion® de 95° C durante 5 min.; 30
ciclos de 92° C durante 45s, 65° C 45s, 72° C 45s, seguida de una extension

final de 4 min.a 72° C.

Después de la realizacion de la PCR, a muestras de 3 pl se les agrego

1 ul de Azul de Bromofenol® y se depositaron cada una por separado en geles
de agarosa al 2 %, depositando en cada gel un marcador de peso molecular®
de 622 pb (pares de bases) para llevar a cabo la electroforesis® durante de 30

min a 80 voltios. Posteriormente los geles fueron tefidos con Bromuro de

etidio” y visualizados mediante luz ultravioleta®.

Q Biogenica, Miami, FL 33186.
R Cleaver Scientific Ltd, Rugby, Warwickshire, UK
S Upland, CD 91786 USA.
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Analisis estadistico

Se llevaron a cabo tablas de contingencia 2X2, para SE FT 13 Ay Sly
calcular sensibilidad y especificidad de la PCR con respecto de la bacteriologia

y los estudios histologicos (36).

Ademas de realizar tablas de contingencias 2X2 para calcular la
sensibilidad y la especificidad de la histopatologia con respecto de la

bacteriologia (36).

Para determinar la relacion entre las pruebas se utilizé el método

estadistico de Xi? (36).

12



Resultados
Salmonella Enteritidis FT 13 A

PCR CLASICA

La prueba de la PCR para el fragmento de 525 pb resulté negativa para
Salmonella Enteritidis FT 13 A en todos los 6rganos y tiempos de muestreo. En

la figura (fig.) 1 se muestra un ejemplo de una PCR negativa.
PCR ANIDADA

Se encontraron resultados positivos al fragmento de 329 pb desde las 6
horas PIE hasta las 174 horas PIE en las diferentes muestras, sin embargo, los
resultados positivos variaron conforme el tiempo PIE fue aumentando. Los
resultados detallados de la prueba se presentan en la cuadro 1. Las figuras 2 a
7 muestran geles de agarosa que presentan bandas de 329 pb en diferentes

organos.

Salmonella Issatschenko

PCR CLASICA

La prueba de PCR para el fragmento de 525 pb fue positivo a partir de
las 6 horas post-infeccion hasta la hora 30 post-infeccidn, sin embargo las
demas muestras y tiempos resultaron negativas, ejemplo de PCR negativas en

la fig. 8y 9.
PCR ANIDADA

Se observaron resultados positivos al fragmento de 329 pb a partir de

las 6 horas PIE en las muestras de los siguientes 6rganos: buche, corazén-

12



pulmon, yeyuno y ciegos, hasta las 174 horas PIE. También se obtuvieron
resultados positivos de los diferentes é6rganos (B, C, P, H, B, D, Y, | y Ci)
aunque hubo diferencias en los demas o6rganos y tiempos. Las demas
muestras y tiempos estan detalladas en el cuadro 2. Las figuras 10 a 15,

presentan las bandas de 329 pb de los diferentes 6rganos y tiempos.

Coincidencias de las pruebas

Salmonella Enteritidis FT 13 A

En el caso de Salmonella Enteritidis a las 6 horas PIE hay un 29 % de
coincidencias entre la PCR y el aislamiento bacteriano, entre la PCR y la
histopatologia se obtuvo 43% vy entre los estudios bacteriolégicos e

histopatolégicos 29% (35).

A partir de las 18 horas PIE la PCR y la Histopatologia tuvieron 71% de
coincidencias, la PCR y la bacteriologia 14%, y la bacteriologia y la

histopatologia un 43% (35).

A las 30 horas PIE la histopatologia obtuvo un 0% de coincidencias con
la PCR, mientras que con la bacteriologia y la PCR se obtuvo con 86% de

coincidencia (35).

Posterior a las 30 horas PIE, los resultados son variables y se presentan de

manera detallada en los cuadros 3 al 8 (35).
Salmonella Issatschenko

En el caso de Salmonella Issatschenko a las 6 horas PIE hay un 43 %
de coincidencias tanto la PCR y la bacteriologia, como en la PCR con la

histopatologia.

13



A las 18 horas post-infeccién las coincidencias entre la histopatologia y
la PCR fueron de 100 % y la bacteriologia con la PCR la coincidencia fue del

14%.

Después de 30 horas post-infeccion las coincidencias de las pruebas es
la siguiente: entre la histopatologia y la PCR la coincidencia es del 100% y la

bacteriologia y la PCR es del 0%.

A partir de las 42 horas post-infeccion las coincidencias van variando
constantemente, hasta el punto en donde la histopatologia y la PCR no

coinciden pero la bacteriologia y la PCR si coinciden (Cuadro 9 al 14) (33).
Relaciéon de los resultados de las pruebas

La tabla de contingencia 2 X 2, para SE FT 13 A, al comparar la PCR
con la bacteriologia se obtuvo 25% de sensibilidad y 54% de especificidad
(Cuadro 15). La comparaciéon del estudio histolégico con el bacterioldgico se
encontré una sensibilidad de 100 % y 12% de especificidad (Cuadro 16), y en
la tabla de contingencias de la histopatologia con respecto a la PCR, la

sensibilidad fue del 33% y la especificad fue de 0% (Cuadro 17).

Los resultados sensibilidad y especificidad de S| en la tabla de
contingencias de 2 x 2 comparando la PCR con la bacteriologia, fue de 13% la
sensibilidad y de 44% la de especificidad (Cuadro 18). La comparacion de la
histopatologia con respecto de la bacteriologia se encontré una sensibilidad de
100 % y 12% de especificidad (Cuadro 19) y en la tabla de contingencias de
Salmonella Issatschenko para los estudios histopatologicos y la PCR tuvieron

una sensibilidad de 47% y una especificidad de 50% (Cuadro 20).

Estadistico Xi?
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Para Salmonella Issatschenko en la prueba de Xi® se encontré que la
PCR y la bacteriologia fueron homogéneas (P <0.05). La histopatologia y la

PCR fueron heterogéneas (P <0.05) (36).

En la prueba de Xi? se encontrd que la PCR vy la bacteriologia fueron
heterogéneas en el caso de Salmonella Enteritidis FT 13 A (P <0.05). La

histopatologia y la PCR fueron homogéneas (P <0.05) (36).
Discusién
Con los avances en biologia molecular, particularmente en el desarrollo

de pruebas como la PCR, se ofrece una alternativa sensible y especifica para

el diagndstico de enfermedades infecciosas.

Las ventajas que existen es que se incrementa notablemente la
sensibilidad y especificidad en la amplificacién del ADN y del ARN, es sensible,
hay selectividad de la amplificacion, el producto posee caracteristicas
uniformes asi como rapidez; sus desventajas son el riesgo de contaminacion,
ademas depende fuertemente de las condiciones de la reaccién, es caro y se

ve afectado por la presencia de inhibidores.

Los resultados de la PCR clasica para SE y Sl fueron negativos, esto
pudiera deberse a diversos factores entre los que se encuentran la presencia
de sustancias inhibitorias como: la hemoglobina, la lactoferrina, los
polisacaridos, las grasas o proteinas como lo expresaron Gonzalez et al.,2005,
Schrank et al., (2001), Kongmuang et al., (1994), Way et al., (1993), Rossen
et al., (1992) y Wilde et al., (1990), mencionan que dichas sustancias causan

problemas para usar la PCR al detectar organismos patégenos de muestras
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clinicas o ambientales. Otro factor que pudiera interferir con la PCR es el grupo

heme y sus metabolitos (44).

En el caso de la PCR anidada tanto para SE FT 13 A y SI, los
resultados obtenidos para ambas bacterias fueron que hubo mayor niumero de
muestras positivas con la PCR anidada que con la PCR clasica; lo anterior
coincide con los hallazgos de Rychlik et al.,, (1999), en donde utilizando
muestras de heces de aves libres de Salmonella fueron homogenizadas y
contaminadas experimentalmente con un numero conocido de Salmonella
Thyphimurium F98, para llevar a cabo la PCR con los mismos iniciadores que
se utilizaron el presente trabajo (485 pb para la PCR clasica y 284 pb) pero
Rychlik et al., (1999), utilizaron un pre-enriquecimiento con agua peptonada
amortiguada y caldo semi-selectivo Rappaport-Vassiliadis por 24 horas y
obtuvieron un incremento en la sensibilidad de 1000 veces comparado con el

resultado de una PCR clasica.

La PCR anidada, usualmente incrementa la sensibilidad 1000 veces
comparada con los resultados de una sola amplificacion de la PCR (Rychlik
19), sin embargo, en el estudio de Rychlik et al, (1999), después de
estandarizar el protocolo para la PCR de heces, decidieron probarlo en
muestras de carne. La sensibilidad sélo fue de 10 veces comparada con los
resultados de una PCR clasica, comparandolo con el método de cultivo

estandar para la deteccion de Salmonella.

Con relacién al pre-enriquecimiento Myint et al., (2006), indicaron que el
pre-enriquecimiento de las muestras, tanto de carne molida, excretas y
organos, mejoran significativamente el desempefio de la prueba. En el presente

estudio no se utilizé el pre-enriquecimiento al buscar una alternativa de
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diagndstico que fuera mas rapida, ya que el pre enriquecimiento demora al

menos 24 horas (19,20, 26, 47, 48, 49,50, 54).

Salmonella Enteritidis FT 13 A

En este trabajo se obtuvieron resultados positivos a la PCR de muestras
de diferentes 6rganos desde las 6 horas PIE, sin embargo a partir de las 30
horas PIE los resultados obtenidos fueron muy variables entre los diferentes
organos y tiempos. Lo anterior coincide con los resultados de los estudios
histopatoldgicos obtenidos en el trabajo de Ruiz et al., (2008), que reflejaron
lesiones desde las 6 horas PIE, mientras que el aislamiento bacteriano resulto

negativo.

Similares resultados los obtuvieron Deng et al., (2007), en donde
realizaron la PCR vy utilizaron muestras de: duodeno, yeyuno, ileon y ciego que
también fueron incluidos en el presente trabajo, revelaron que a partir de las 8
horas PIE comenzaron a presentar resultados positivos por medio de la PCR y
a las 36 horas PIE fue donde se obtuvo mayor cantidad de SE a partir de los

organos anteriormente mencionados.

En el estudio bacteriologico de Ruiz et al, (2008), obtuvieron
aislamientos positivos a partir de las 18 horas PIE dependiendo del tejido,
similar al trabajo de Turnbull y Snoeyenbos en 1973, en donde utilizaron aves
de diferentes edades (1 dia de edad, 2 semanas, 6 y 9 meses), e inoculadas a
las 24 horas posteriores de su llegada a la granja con 10 ® células de SE y se
tomaron muestras de sangre, higado, bazo, duodeno, yeyuno, ileon, unién
ileon-cecal y ciegos a diferentes tiempos dependiendo del grupo, pero en

promedio los tiempos fueron: 3,5,10,24,48 y 72 h. PIE. En las primeras horas
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PIE, los resultados de los aislamientos fueron variables dentro de los grupos y
los 6rganos colectados pero hubo coincidencias en los aislamientos después

de 3 horas PIE.
Salmonella Issatschenko

En el caso de esta bacteria los hallazgos fueron similares a SE FT 13 A,
con la prueba de la PCR clasica y anidada, debido a que sus mecanismos de
virulencia pueden ser similares como lo mencionaron Poppe et al., (1993);
Montenegro, (1991); Gulic, (1990) y Poppe et al., (1989), donde describieron
que la virulencia asociados a plasmidos de diferentes serotipos de Salmonella
poseen secuencias de genes similares, pero los mecanismos por los que estos
genes contribuyen a la virulencia no estan estudiados en detalle (53,55,56).
Montenegro en 1991, sugirié que los plasmidos de virulencia de Salmonella spp
deben ser adquiridos a partir de infecciones sistémicas en seres humanos y de

animales.

Coincidencias entre la PCR y el aislamiento bacteriolégico y

lesiones histolégicas

Salmonella Enteritidis FT 13 A

Las coincidencias entre las pruebas de la PCR y los estudios
bacteriologicos indicaron que hubo una relacidon del 29% en las muestras a las
6 horas post-infeccion, ademas de la sensibilidad de 25% y una especificidad
del 54% respectivamente, esto sugiere relacién baja entre las dos pruebas con
las condiciones de este estudio. Al respecto, Whyte et al., (2002), mencionaron
que al utilizar las dos técnicas anteriores permiten una evaluacién mas precisa

de muestras contaminadas.

18



La sensibilidad y especificidad resultaron bajas en el presente estudio,
en comparacion al trabajo de Pérez et al., (2008), en donde utilizando el mismo
meétodo estadistico de tabla de contingencias de 2 x 2 , obtuvieron una
sensibilidad de 70.83% entre dos pruebas de PCR y una especificidad de
100%, en comparacion con el trabajo de Myint et al., (2006), donde utilizaron
pruebas de PCR con y sin pre-enriquecimiento, los resultados fueron
diferentes, la sensibilidad de la PCR sin pre-enriquecimiento fue de 0% vy la
especificidad del 100%, pero al usar el pre-enriquecimiento en las muestras
obtuvieron una sensibilidad desde 79 a 100% y una especificidad del 100%
para los tres medios de enriquecimiento: Agua Peptonada Amortiguada, medio

Rappaport Vassiliadis y caldo Tetrationato-Hajna.

Salmonella Issatschenko

En el presente estudio las coincidencias de la PCR comparada con los
analisis bacteriolégicos para Sl fueron diferentes a SE. El pico de resultados
positivos para Sl en el caso de la PCR fue a las 30 horas. Conforme fue
pasando el tiempo PIE los resultados positivos de la PCR fueron disminuyendo
hasta llegar a ninguna muestra positiva. En contraste al trabajo realizado por
Ruiz et al., (2008), donde utilizaron S| hubo aislamientos positivos a las 42,
150,174 y 222 horas PIE, mientras que en las observaciones de lesiones
histologicas del trabajo de Ruiz et al., (2008), el pico fue desde las 30 horas

PIE.

Con relacion a la sensibilidad y especificidad de las pruebas de la PCR y
los estudios bacteriologicos de esta trabajo fue de 13 % y 43%
respectivamente mientras que los hallazgos del trabajo de Schrank et al,

(2001), encontraron una sensibilidad del 47% comparando estas dos pruebas
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donde ademas se compararon diferentes medios de pre-enriquecimiento para

Salmonella Typhimurium y SE.

Schrank et al., (2001), observaron que la sensibilidad, fue mas alta que
la obtenida en el presente trabajo y concluyeron que tiene mas eficacia el caldo

tetrationato que el caldo selenito-cistina.

Se ha observado que con la prueba de la PCR se obtienen resultados
inconsistentes cuando se trabaja con el género Salmonella, por lo que Poppe et
al., (1992), sugirieron llevar a acabo otras pruebas como la microaglutinacién,

que otorga el 81% de sensibilidad y 24% de especificidad

Salmonella Enteritidis FT 13 A

En el presente estudio al comparar la histopatologia y la PCR, la
sensibilidad fue de 33% vy la especificidad fue de 0%, por lo que esta prueba
fue mas sensible que la bacteriologia para determinar la presencia de
Salmonella spp en los o6rganos en los diferentes tiempos, pero menos
especifica. Ruiz et al., (2008), encontraron lesiones histolégicas desde las 6
horas PIE en pollitos, sobre todo en la porcion de ileon y ciegos corroborando
mediante microscopia electronica la presencia de SE FT 13 A. Kinde et al,,
(2000), a partir de 6rganos de gallinas infectadas con SE FT 4, por via oral e
intravenosa, concluyeron de que la aves inoculadas con una cepa de campo
mostraron positividad de los tejidos por un corto periodo, desapareciendo
Salmonella la mayoria a los ocho dias después de la inoculacién. Los
aislamientos de SE fueron mas frecuentes cuando las lesiones fueron
evidentes, ademas demostré que el porcentaje de aves positivas al cultivo no

se diferencio significativamente (P> 0.05).
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En contraste con los resultados positivos de lo que se obtuvo en el
presente estudio por la PCR, relacionandolos con los hallazgos bacterioldgicos
e histopatoldgicos, se observo que las lesiones y la bacteriologia indicaron que
es mas sensible la histopatologia pero poco especifica. En contraste, la

bacteriologia es menos sensible y mas especifica.

En el caso de Sl y basado en el trabajo de Kinde et al., (2000), los
hallazgos de Ruiz et al., (2008), y lo obtenido en el presente estudio, fueron
mas sensibles las observaciones de las lesiones histologicas, que los estudios
bacteriologicos para detectar el dafo del microorganismo en los tejidos vy
gracias a la PCR realizada en el presente trabajo detecté Salmonella en las
primeras horas PIE reflejado en mayor cantidad de muestras positivas que la

bacteriologia.
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CONCLUSION

La técnica de la PCR detectdé Salmonella pero sélo durante las primeras

horas post-infeccion.

La relaciébn entre los resultados de la PCR, histopatologia y
bacteriologia, presenta variaciones en funcion del tiempo post-inoculacién y la

bacteria estudiada.

Se sugiere realizar el pre enriquecimiento de las muestras para obtener

resultados con la PCR clasica.
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Cuadro 1. Resultados de la PCR anidada de Salmonella Enteritidis FT 13.

PCR anidada
Organos
Horas PIE BUCHE CORAZON/PULMON HIGADO/ BAZO | DUODENO | YEYUNO | ILEON | CIEGOS
6 + + - + + - +
18 + + + + - + +
30 - - - - - - -
42 - - - + - + -
102 - + - - - - +
174 - - + - + - -

PIE: post-infeccion experimental.

Cuadro 2. Resultados de la PCR anidada de Salmonella Issatschenko.

PCR anidada
Organos
Horas PIE BUCHE CORAZON/PULMON HIGADO/ DUODENO | YEYUNO | ILEON | CIEGOS
BAZO
6 + + - - + - +
18 + + + + + + -
30 + + + + + + +
42 ) + + ) ) ) )
102 - - * - - - -
174 * - - - - - -

PIE: post-infeccién experimental.

Cuadro 3. Resultados a las 6 horas post-infeccion experimental (PIE), de las
coincidencias por hora de cada clave de Salmonella Enteritidis FT 13 A y la comparacién
entre la histopatologia y la bacteriologia con la PCR anidada.

Tiempo Analisis Tiempo Andlisis
6 horas PCR 6 horas PCR
ORGANO ANIDADA | HISTOPATOLOGIA ORGANO ANIDADA BACTERIOLOGIA
BUCHE 1 1 BUCHE 1 0
CORAZO;T PULNO 1 1 CORAZON/PULMON 1 0
HIGADO/ BAZO 0 1 HIGADO/ BAZO 0 0
DUODENO 1 0 DUODENO 1 0
YEYUNO 1 1 YEYUNO 1 0
ILEON 0 1 ILEON 0 0
CIEGOS 1 0 CIEGOS 1 0
TOTAL 5 6 TOTAL 5 0
COINCIDENCIAS 3/7 COINCIDENCIAS 2177
PORCENTAJES 43% PORCENTAJES 29%
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Cuadro 4. Resultados a las 18 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Enteritidis PT 13 A y la comparacién entre la histopatologia y la bacteriologia

con la PCR anidada.

Tiempo Analisis Tiempo Analisis
18 horas PCR 18 horas PCR
ORGANO ANIDADA | HISTOPATOLOGIA ORGANO ANIDADA | BACTERIOLOGIA
BUCHE BUCHE 1 0
CORAZON/PULMON CORAZON/PULMON 1 0
HIGADO/ BAZO HIGADO/ BAZO 1 0
DUODENO DUODENO 1 0
YEYUNO YEYUNO 0 1
Lon weow [T
CIEGOS 1 0 CIEGOS 1 0
TOTAL 6 6 TOTAL 6 2
COINCIDENCIAS 5/7 COINCIDENCIAS 1/7
PORCENTAJES 71% PORCENTAJES 14%

Cuadro 5. Resultados a las 30 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Enteritidis PT 13 A y la comparacion entre la histopatologia y la bacteriologia
con la PCR anidada.

Tiempo (horas) Andlisis Tiempo (horas) Andlisis
30 horas PCR 30 horas PCR
ORGANO ANIDADA | HISTOPATOLOGIA ORGANO ANIDADA | BACTERIOLOGIA
BUCHE 0 1 BUCHE
CORAZON/PULMON 0 1 CORAZON/PULMON
HIGADO/ BAZO 0 1 HIGADO/ BAZO
DUODENO 0 1 DUODENO
YEYUNO 0 1 YEYUNO
ILEON 0 1 ILEON
CIEGOS 0 1 CIEGOS
TOTAL 0 7 TOTAL 0 1
COINCIDENCIAS 0/7 COINCIDENCIAS 6/7
PORCENTAJES 0% PORCENTAJES 86%
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Cuadro 6. Resultados a las 42 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Enteritidis PT 13 A y la comparacion entre la histopatologia y la bacteriologia
con la PCR anidada.

Tiempo Andlisis Tiempo Andlisis
42 horas PCR 42 horas PCR
ORGANO ANIDADA | HISTOPATOLOGIA ORGANO ANIDADA BACTERIOLOGIA
BUCHE 0 1 BUCHE
CORAZON/PULMON 0 1 CORAZON/PULMON
HIGADO/ BAZO 0 1 HIGADO/ BAZO
DUODENO DUODENO 1 0
vewwo | o | 4| YEYUNO 0 1
ILEON ILEON
CIEGOS 0 1 CIEGOS 0 1
TOTAL 2 7 TOTAL 2 3
COINCIDENCIAS 2/7 COINCIDENCIAS 417
PORCENTAJES 20% PORCENTAJES 57%

Cuadro 7. Resultados a las 102 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Enteritidis PT 13 A y la comparacion entre la histopatologia y la bacteriologia
con la PCR anidada.

Tiempo

Analisis

102 horas

PCR

ORGANO

BUCHE

CORAZON/PULMON

ANIDADA

HISTOPATOLOGIA

HIGADO/ BAZO

DUODENO

YEYUNO

ILEON

CIEGOS

o 0o |o |o |o (o

TOTAL

COINCIDENCIAS

PORCENTAJES

14%
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Tiempo

Andlisis

102 horas

PCR

ORGANO

ANIDADA | BACTERIOLOGIA

BUCHE

1 0

CORAZON/PULMON

HIGADO/ BAZO

DUODENO

YEYUNO

ILEON

CIEGOS

TOTAL

- |O |O |O |O (O
42 I U [N RN I\ JIRY

COINCIDENCIAS

1/7

PORCENTAJES

14%




Cuadro 8. Resultados a las 174 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Enteritidis PT 13 A y la comparacion entre la histopatologia y la bacteriologia
con laPCR anidada.

Tiempo Andlisis
174 horas PCR
ORGANO ANIDADA HISTOPATOLOGIA
BUCHE 0 1
CORAZON/PULMON 0 1

HIGADO/ BAZO

DUODENO

YEYUNO

ILEON

CIEGOS

TOTAL

COINCIDENCIAS

2/7

PORCENTAJES

29%

Tiempo

Analisis

174 horas

PCR

ORGANO

BACTERIOLOGIA

ANIDADA

BUCHE

CORAZON/PULMON

HIGADO/ BAZO

DUODENO

YEYUNO

ILEON

CIEGOS

TOTAL

COINCIDENCIAS

417

PORCENTAJES

57%

Cuadro 9. Resultados a las 6 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Issatschenko y la comparacion entre la histopatologia y la bacteriologia con la

PCR anidada.

Tiempo

Analisis

6 horas

PCR

ORGANO

ANIDADA

HISTOPATOLOGIA

BUCHE

CORAZON/PULMON

meoeazo | o | 4 |

DUODENO

YEYUNO

ILEON

1

0

CIEGOS

TOTAL

COINCIDENCIAS

3/7

PORCENTAJES

43%

Tiempo Analisis
6 horas PCR
ORGANO ANIDADA | BACTERIOLOGIA
BUCHE 1 0
CORAZON/PULMON 1 0
HIGADO/ BAZO
DUODENO
vewo |1 | o
ILEON
CIEGOS 1 0
TOTAL 4 0
COINCIDENCIAS 317
PORCENTAJES 43%

Cuadro 10. Resultados a las 18 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Issatschenko y la comparacién entre la histopatologia y la bacteriologia con la

PCR anidada.
Tiempo Analisis Tiempo Analisis
18 horas PCR 18 horas PCR
ORGANO ANIDADA | HISTOPATOLOGIA ORGANO ANIDADA BACTERIOLOGIA
BUCHE BUCHE 1 0
CORAZON/PULMON CORAZON/PULMON 1 0
HIGADO/ BAZO HIGADO/ BAZO 1 0
DUODENO DUODENO 1 0
YEYUNO YEYUNO 1 0
ILEON ILEON 1 0
CIEGOS CIEGOS _
TOTAL 6 6 TOTAL 6 0
COINCIDENCIAS 717 COINCIDENCIAS 117
PORCENTAJES 100% PORCENTAJES 14%
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Cuadro 11. Resultados a las 30 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Issatschenko y la comparacion entre la histopatologia y la bacteriologia con la

PCR anidada.

Tiempo

Analisis

30 horas

PCR

ORGANO

BUCHE

CORAZON/PULMON

HIGADO/ BAZO

DUODENO

YEYUNO

ILEON

CIEGOS

TOTAL

ANIDADA

HISTOPATOLOGIA

COINCIDENCIAS

717

PORCENTAJES

100%

Cuadro 12. Resultados a las 42 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Issatschenko y la comparacion entre la histopatologia y la bacteriologia con la

PCR anidada.

Tiempo

Analisis

42 horas

PCR

ORGANO

ANIDADA

HISTOPATOLOGIA

BUCHE

CORAZON/PULMON

HIGADO/ BAZO

DUODENO

0

1

YEYUNO

ILEON

CIEGOS

TOTAL

N O o |o |o

COINCIDENCIAS

217

PORCENTAJES

29%

Tiempo

Analisis

30 horas

PCR

ORGANO

ANIDADA

BACTERIOLOGIA

BUCHE

1

CORAZON/PULMON

1

HIGADO/ BAZO

1

DUODENO

YEYUNO

ILEON

CIEGOS

TOTAL

o [0 |©o |o (o |o |o

COINCIDENCIAS

0/7

PORCENTAJES

0%

Tiempo

Analisis

42 horas

PCR

ORGANO

ANIDADA

BACTERIOLOGIA

BUCHE

0

CORAZON/PULMON

1

HIGADO/ BAZO

DUODENO

YEYUNO

ILEON

CIEGOS

TOTAL

1

COINCIDENCIAS

417

PORCENTAJES

57%
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Cuadro 13. Resultados a las 102 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Issatschenko y la comparacion entre la histopatologia y la bacteriologia con la
PCR anidada.

Tiempo Andlisis Tiempo Andlisis
102 horas PCR 102 horas PCR
ORGANO ANIDADA | HISTOPATOLOGIA ORGANO ANIDADA | BACTERIOLOGIA
BUCHE 0 1 BUCHE
CORAZON/PULMON 0 1 CORAZON/PULMON
DUODENO 0 1 DUODENO
YEYUNO 0 1 YEYUNO
ILEON
ILEON 0 1
CIEGOS
CIEGOS 0 1
TOTAL 1 0
TOTAL 1 7
COINCIDENCIAS 6/7
COINCIDENCIAS 1/7
PORCENTAJES 86%
PORCENTAJES 14%

Cuadro 14. Resultados a las 174 horas PIE, de las coincidencias por hora de cada clave de
Salmonella Issatschenko y la comparacién entre la histopatologia y la bacteriologia con la
PCR anidada.

Tiempo Analisis Tiempo Analisis
174 horas PCR 174 horas PCR
ORGANO ANIDADA | HISTOPATOLOGIA ORGANO ANIDADA | BACTERIOLOGIA
BUCHE 0 1 BUCHE
CORAZON/PULMON 0 1 CORAZON/PULMON
HIGADO/ BAZO
HIGADO/ BAZO 0 1
DUODENO
DUODENO 0 1 EYUNG
YEYUNO 0 1 LEoN ) 1
ILEON 0 ! CIEGOS 0 1
CIEGOS 0 1 TOTAL ; ,
TOTAL 0 7 COINCIDENCIAS 5/7
COINCIDENCIAS 0/7 PORCENTAJES o
PORCENTAJES 0%
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Cuadro 15. Resultados de la tabla de contingencias 2 x 2 entre la bacteriologia y la PCR,

de las muestras del estudio de Salmonella Enteritidis FT 13 A

BACTERIOLOGIA | TOTAL
+ -
PCR + 4 12 16
- 12 14 26
TOTAL 16 26 42
SENSIBILIDAD 25%
ESPECIFICIDAD 54%

Cuadro 16. Resultados de la tabla de contingencias 2 x 2 entre la bacteriologia e
histopatologia, de las muestras del estudio de Salmonella Enteritidis FT 13 A.

BACTERIOLOGIA | TOTAL
+ -
HISTO | + 16 23 39
- 0 3 3
TOTAL 16 26 42

*HISTO= histopatologia

SENSIBILIDAD

100%

ESPECIFICIDAD

12%

Cuadro 17. Resultados de las contingencias 2 x 2 entre la histopatologia y la PCR, de
todas las muestras del estudio de Salmonelia Enteritidis FT 13 A.

HISTOPATOLOGIA | TOTAL
PCR + -
13 3 16
26 0 26
TOTAL 39 3 42
SENSIBILIDAD 33%

ESPECIFICIDAD

0%

Cuadro 18. En esta tabla estan los resultados de las contingencias 2 x 2 entre la
bacteriologia y la PCR, de todas las muestras del estudio de Salmonella Issatschenko.

BACTERIOLOGIA

TOTAL

PCR | +

19

20

15

22

1
o |~ |+

TOTAL

34

42

SENSIBILIDAD

13%

ESPECIFICIDAD

44%
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Cuadro 19. Resultados de las contingencias 2 x 2 entre la bacteriologia e histopatologia,
de todas las muestras del estudio de Salmonella Issatschenko.

BACTERIOLOGIA | TOTAL
+ -
HISTO |+ 8 30 38
- 0 4 4
TOTAL 8 34 42
*HISTO= histopatologia
SENSIBILIDAD 100%
ESPECIFICIDAD 12%

Cuadro 20. Resultados de las contingencias 2 x 2 entre la histopatologia y la PCR, de
todas las muestras del estudio de Salmonella Issatschenko.

HISTOPATOLOGIA | TOTAL
+ -
PCR | +| 18 2 20
-1 20 2 22
TOTAL 38 4 42
SENSIBILIDAD 47%
ESPECIFICIDAD 50%
1 2 S S 7 8
i |
- 8
j :
622 2
527 %
407
303

Fig. 1. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
negativos al fragmento 525 pb de SE FT 13 A. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche,
3 corazén-pulmoén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo negativo,
10 testigo positivo, a las 174 horas PIE.
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Fig. 2. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SE FT 13 A. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3
corazon-pulmoén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo, a las 6 horas PIE.

Fig. 3. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SE FT 13 A. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3
corazon-pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo,11 marcador de peso molecular, a las 18 horas PIE.
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Fig. 4. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SE FT 13 A. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3
corazén-pulmaén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo,11 marcador de peso molecular, a las 30 horas PIE.

Fig. 5. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SE FT 13 A. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3
corazon-pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo,11 marcador de peso molecular, a las 42 horas PIE.
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Fig. 6. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SE FT 13 A. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3
corazon-pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo, a las 102 horas PIE.

622
.—’527 s
'“_407,'. :
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Fig. 7. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SE FT 13 A. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3
corazon-pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo, 11 marcador de peso molecular, a las 174 horas PIE.
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Fig. 8. Gel de agarosa tefido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 525 pb de Sl. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3
corazén-pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo negativo,
10 testigo positivo, a las 30 horas PIE.

Fig. 9. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
negativos al fragmento 525 pb de SI. Carril:1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3
corazon-pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo positivo, a
las 102 horas PIE.
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Fig.10. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SlI. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3 corazén-
pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 9 testigo negativo, 10 testigo
positivo, a las 6 horas PIE.

Fig.11. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SlI. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3 corazén-
pulmon, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo, 11 marcador de peso molecular, a las 18 horas PIE.
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Fig.12. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SI. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3 corazén-
pulmoén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo, 11 marcador de peso molecular, a las 30 horas PIE.

Fig.13. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de SI. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3 corazén-
pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo, 11 marcador de peso molecular, a las 42 horas PIE.
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Fig.14. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329pb de SI. Carril: 1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3 corazén-
pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo, 11 marcador de peso molecular, a las 102 horas PIE.

Fig.15. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra resultados de la PCR
positivos al fragmento 329 pb de Sl. Carril:1 marcador de peso molecular, 2 buche, 3 corazén-
pulmén, 4 higado-bazo, 5 duodeno, 6 yeyuno, 7 ileon, 8 ciegos, 8 ciegos, 9 testigo positivo, 10
testigo negativo, 11 marcador de peso molecular, a las 174 horas PIE.
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