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RESUMEN

Desde los tiempos de las culturas antiguas la carne de cuy ha sido
considerada como una fuente de alto valor proteico, hasta hace
algunos afios este alimento solo era consumido por pobladores
andinos quienes mantenian pequefios criaderos para su consumo
propio. En los tltimos afos el interés por esta carne ha venido au-
mentando llegandose a la exportacion de la misma y apareciendo
los sistemas comerciales de crianza. Actualmente, los sistemas de
crianza atraviesan problemas como la falta de tecnificacion y las
enfermedades infecciosas que diezman a gran parte de la poblacion
de cuyes en los criaderos disminuyendo fuertemente los ingresos.
Una de estas enfermedades ha sido denominada Salmonelosis, aun-
que aun no existan archivos publicados que demuestren a bacterias
del género Salmonella como causantes de la misma. El presente
trabajo tuvo como objetivo determinar la presencia de bacterias
del género Sal/monella en cuyes con signos de Salmonelosis. Se to-
maron muestras de intestino, bazo, pulmones e higado de 14 cuyes
fallecidos con signos de Salmonelosis; la determinacion se realizo
por enriquecimiento de las muestras en caldo Selenito, seguido de
un aislamiento selectivo en Agar SS y confirmacion por PCR de los
genes invA y pilA. Se obtuvieron 11 cepas de Salmonella enterica
ademas de otras 11 cepas que no pertenecian al género Salmonella.
Por lo tanto, aunque se encontr6 una prevalencia de Salmonella en
las muestras de 78.57% no se puede concluir que este sea el agente
causal de la enfermedad, hace falta realizar experimentos de inocu-
lacion en cuyes sanos para comprobar esta hipotesis
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ABSTRACT

Since the times of ancient cultures guinea pig meat has been re-
garded as a source of high protein, until recently this food alone
was consumed by Andean peoples who maintained small farms
for their own consumption. In recent years, interest in this meat
has been increasing arriving to the export of the same and emerg-
ing commercial farming systems. Currently, this systems cross
problems such as lack of technical modernization and infectious
diseases that reduce the population of guinea pigs on farms sharply
declining revenues. One of these diseases has been called Salmo-
nellosis, although not yet published files exist that demonstrate to
Salmonella bacteria to cause it. This study aimed to determine the
presence of Salmonella bacteria in guinea pigs with signs of Sal-
monellosis. Samples of intestines, spleen, lungs and liver of 14
guinea pigs died with signs of Salmonellosis were taken; the de-
termination was performed by enrichment broth selenite samples,
followed by a SS agar selective isolation and PCR confirmation of
invA and pilA genes. 11 strains not belonging to the genus Salmo-
nella were obtained. Therefore, although the prevalence of Salmo-
nella in samples was of 78.57% we cannot conclude that this is the
causal agent of the disease, we have to make inoculation experi-
ments in healthy guinea pigs to test this hyphotesis

Keywords: Salmonella, Cavia porcellus.

INTRODUCCION

En restos arqueoldgicos de la cultura Paracas en la region de Ica — Pert se
han hallado evidencias de abundantes excretas pertenecientes a la especie
Cavia porcellus (Moreno A, 1989), hoy conocido como Cuy en los paises
andinos, o como Guinea pig en Estados Unidos; estos hallazgos demues-
tran que desde esos tiempos el cuy ha sido domesticado muy probable-
mente para consumo humano, actualmente el Pert presenta la mayor po-
blacién de cuyes domesticados en el mundo llegando a aproximadamente
23 240 846 animales (Chauca L, 1997).

El cuy es una importante fuente proteica para los campesinos del Peru,
quienes los crian en sistemas familiares para su consumo, sin embargo
en los ultimos afios ha surgido a partir de estos sistemas familiares, los
sistemas comerciales de crianza. Estos sistemas de crianza ademads de sa-
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tisfacer las demandas de la poblacion cercana producen suficientes cuyes
para su comercializacion en diferentes regiones del pais, llegando incluso
a la exportacion de la carne de cuy que en los ultimos afios se viene incre-
mentando de manera importante (MINAG, 2014).

Los sistemas comerciales de crianza de cuyes atraviesan algunos proble-
mas entre los que destacan dos: 1) La falta de tecnificacién que en muchos
casos evita que la produccion de cuyes alcance su mdxima eficiencia po-
sible y 2) Las enfermedades infecciosas que al aparecer llegan a diezmar
una parte importante de la poblacion de cuyes en el criadero restando
cuantiosos ingresos.

Aunque varios autores sefialan que uno de los agentes infecciosos de ma-
yor importancia en la crianza de cuyes es Salmonella, atin no hay estudios
publicados que lo demuestren como agente causal de la enfermedad que
produce hasta el 95% de las muertes de la morbilidad general en cuyes
(Leguia P, 1993).

Los signos mas comunes que produce dicha enfermedad son: paralisis de
patas posteriores, pelo erizado, debilidad general y delgadez. A nivel de
organos es comun encontrar pustulas blancas en pulmones e higado asi
como hepatomegalia.

El presente trabajo tiene como objetivo aislar e identificar cepas de Sal-
monella enterica a partir de cuyes con signos de Salmonelosis como pri-
mer paso para la identificacion del agente causal.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras de cuyes:

Los cuyes recientemente fallecidos con signos de Salmonelosis fueron
obtenidos del criadero del Sr. Eliazar ubicado en el centro poblado Pica-
piedra en el distrito de Pachacamac — Lima — Pert.

Los cuyes fueron trasladados asépticamente en coolers refrigerados a 4°C
hasta el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologi-
cas de la Universidad Ricardo Palma.

Una vez en el laboratorio los cuyes fueron disectados en condiciones es-
tériles, separando el bazo, higado, pulmon e intestino.

Aislamiento presuntivo de cepas de Salmonella enterica:
Las muestras de 6rganos fueron cortados en trozos de aproximadamente
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lem? y fueron colocados en 3ml de caldo Selenito durante 24 horas a
37°C, al cabo de este tiempo se tomo una asada de los caldos y se estrio
sobre la superficie de placas con medio SS, los cuales fueron incubados
por 24 horas a 37°C. Al cabo de este tiempo, las colonias que presentaron
caracteristicas culturales de Salmonella (Circulares incoloras con centro
negro en medio ligeramente amarillo) fueron reaisladas en placas de SS
e incubadas de la misma forma. Finalmente las colonias aisladas fueron
sembradas en 3 ml de caldo nutritivo incubados por una noche a 37°C y
guardados a -20°C en glicerol al 15%.

Identificacion Molecular de Salmonella enterica:

Las cepas fueron reactivadas en medio SS por 24 horas a 37°C. Se toma-
ron 3 colonias y se colocaron en eppendorfs con 50ul de agua destilada
estéril y fueron calentadas a 90°C por 5 minutos.

Al cabo de este tiempo se centrifugaron las muestras a 10 000 rpm por 3
minutos y se tom6 como muestra de ADN el sobrenadante.

Para la identificacion se utilizaron dos pares de primers: F_invA TCA
TCG CAC CGT CAAAGG AACC3’, R invA 5" GTGAAATTATCG
CCA CGT TCG GGC AA 3" y F pilA 5" ATG GAA AAA CAA CGC
GGT TTC 3, R_pilA 5" TTA GTT GGC GTC AAA ACG GAA G 37
los cuales amplifican un fragmento del gen inv4 y un el gen completo de
pilA.

Se realizé un PCR multiple para los dos genes estando la reaccion com-
puesta por los siguientes reactivos: 1x Taq buffer (NH,),SO,, dNTP
0.2mM, 0.2uM Primers, 0.05u/ul Tag DNA polimerasa, 3mM MgCl, y
5ul de muestra de ADN en un volumen final de 25ul.

El programa de PCR fue el siguiente: Pre-PCR 94°C por 5, 35 ciclos de
94°C por 4577, 49°C por 457", 72°C por 1" y finalmente un post-PCR a
72°C por 10".

Los resultados del PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1%,
resueltos en buffer TAE a 100 voltios por 40 minutos y tefiidos por 15
minutos en soluciéon de Bromuro de Etidio.

Se tomaron fotografias y las imagenes fueron analizadas utilizando el
programa Imagen.
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La presencia de dos bandas una de 438pb (pil4) y otra de 285pb (invA)
sefialaban como Salmonella enterica a la cepa en estudio.

RESULTADOS
Aislamiento presuntivo de cepas de Salmonella enterica:

Se analizaron 13 cuyes, 12 con aproximadamente 6 horas de fallecidos y
1 fallecido 1 hora antes de la diseccion.

Se observaron 5 tipos de colonias con diferentes caracteristicas culturales
resumidas en la Tabla 1
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Tabla 1 Caracteristicas culturales de las di-
ferentes tipos de colonias encontradas
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3 Bazo +/+ Sl
- Pulman - Si
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10 Higada «f= NO , ,
" s B No moén y 6 en el Higado. Los
= = / o datos finales del Cepario fi-
14 insesrmo */+ s nal obtenido se resumen en
15 Higada +/+ sl
14 Higado - NO la Tabla 2.
7 Baro +/+ Sl
1E] Higadao + /e s
1% Intesto NO
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n Pulman -fn NO
22 Pulmén +/+ Si

Tabla 2. Resumen del Cepario preservado
obtenido tras los aislamientos.
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Identificacion Molecular de Salmonella enterica:

Se realiz6 el PCR multiple a las 22 cepas obtenidas; de las 18 que presen-
taban caracteristicas culturales de Salmonella, 11 dieron positivo a los dos
genes, las 7 restantes y las 4 que no presentaban caracteristicas culturales
de Salmonella dieron negativo para ambos genes. (Figura 1)

14 15 16 17 18 19 20 21 22 C+

1-22: Cepas preservadas, C+: Contrel pesitive, C-: Control negative, L: Ladder.

Figura 1. Resultados de la electroforéis del PCR multiple (invA(258pb) y
pilA(438pb)) de las 22 cepas preservadas obtenidas.

DISCUSION

De los 14 cuyes analizados, a partir de 11 se pudo aislar una cepa de Sal-
monella enterica de los 6rganos en estudio, esto representa que el 78.57%
de la morbilidad general del criadero de cuyes estaria infectado por este
agente, Leguia P (1993) sefiala que hasta el 95% de las muertes de la
morbilidad general estaria ocasionada por esta bacteria. De 7 cuyes se
obtuvieron cepas que aunque presentaban caracteristicas culturales de
Salmonella no dieron positivo a los analisis genéticos del gen invA4, indi-
cando que no pertenecen a la especie Salmonella enterica; para determi-
nar si pertenecian a la especie Salmonella bongori, especie de Salmonella
que no presenta la isla de patogenicidad 2 (SPI-2) en la cual se encuentra
el gen invA (Chan K et al, 2002), se utiliz6 la amplificacion del gen pilAd
dando también resultados negativos lo que confirmé que estas cepas no
pertenecian al género Salmonella. Se ha demostrado en varios estudios
que la especificidad del medio SS para determinar colonias de Sa/monella
esta entre 17% y 55% después de un enriquecimiento en Selenito (Ruiz J
et al. 1995, Maddocks S et al. 2002), en este trabajo la especificidad del
medio SS fue de 61.11%. Finalmente ninguna de las cepas que presenta-
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ban caracteristicas culturales diferentes a la de Salmonella dio positivo a
los genes, demostrando un buen nivel de especificidad del método utili-
zando el gen invA como lo describe Rahn K et al (1992), para el caso del
gen pild, a nuestro conocimiento este es el primer reporte en el que se
utiliza este gen como herramienta para determinar el género Salmonella
y la primera vez que se propone un PCR multiple para discriminar entre
la presencia de las dos especies de Salmonella, S. enterica y S. bongori.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que los cuyes con signos de salmonelosis
(paralisis de patas posteriores, pelo erizado, debilidad general y delgadez)
presentan un porcentaje elevado de presencia de Salmonella (78.57%);
sin embargo también se han encontrado cepas bacterias no pertenecientes
al género Salmonella, por lo cual no podemos concluir que el agente cau-
sal de los mencionados signos es Salmonella. Es necesario continuar los
estudios para determinar el agente causal de esta enfermedad.
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