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RESUMEN

Salmonella enterica No Tifoidea, es una de las principales causas de enfermedades de
transmision alimentaria a nivel mundial, y posee mecanismos de virulencia para generar
cuadros mas graves y favorecer su persistencia ambiental. Objetivo: Determinar la presencia
de genes de virulencia, la produccion de biofilm y la susceptibilidad antimicrobiana en
aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea del Hospital Nacional Hipdlito Unanue del
2023. Metodo: Se reactivaron 21 aislamientos de Salmonella enterica. Se identificaron
fenotipicamente 20 aislamientos No Tifoideos. Se detectaron los genes de virulencia pagC,
sifA, spvC y pefA mediante PCR convencional. Se evalud la formacion de biofilm por el método
de microplacas. Se caracterizaron los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana frente a siete
clases de antibidticos. Resultados: Se obtuvo un 30% (6/20) de aislamientos causantes de
infecciones invasivas. Los genes de virulencia cromosémicos pagC y sifA se detectaron en
todos los aislamientos, y los plasmidicos spvC y pefA, en el 35% (7/20). Todos los aislamientos
produjeron biofilm a 27°C, donde el 40% (8/20) fueron productores fuertes de biofilm. EI 70%
(14/20) fue susceptible a cefalosporinas de tercera generacion (cefepima y cefotaxima) y
cloranfenicol. Se encontr6 una tasa de susceptibilidad intermedia de 65% (13/20) a
ciprofloxacino. Conclusiones: Los aislamientos clinicos de S. enterica No tifoidea del Hospital
Nacional Hipdlito Unanue de Lima del afio 2023 presentan una combinacion de mecanismos
de virulenciay algunas fueron causantes de infecciones invasivas, lo cual resalta la importancia
de caracterizar estos mecanismos en cepas del ambiente hospitalario local.

Palabras clave: Salmonella, No tifoidea, genes de virulencia, formacién de biofilm.



ABSTRACT

Non-typhoidal Salmonella enterica is one of the leading causes of foodborne illness
worldwide and possesses virulence mechanisms that contribute to more severe clinical
presentations and favor its environmental persistence. Objective: To determine the presence
of virulence genes, biofilm production, and antimicrobial susceptibility in clinical isolates of
non-typhoidal S. enterica from the Hipdlito Unanue National Hospital in 2023. Methods:
Twenty-one Salmonella enterica isolates were reactivated, of which 20 were phenotypically
identified as non-typhoidal. The virulence genes pagC, sifA, spvC, and pefA were detected by
conventional PCR. Biofilm formation was assessed using the microplate method.
Antimicrobial susceptibility profiles were characterized against seven antibiotic classes.
Results: Invasive infections accounted for 30% (6/20) of the isolates. The chromosomal
virulence genes pagC and sifA were detected in all isolates, whereas the plasmid-borne genes
spvC and pefA were detected in 35% (7/20). All isolates produced biofilm at 27 °C, with 40%
(8/20) classified as strong biofilm producers. Seventy percent (14/20) of isolates were
susceptible to third-generation cephalosporins (cefepime and cefotaxime) and to
chloramphenicol. An intermediate susceptibility rate of 65% (13/20) was observed for
ciprofloxacin. Conclusions: Clinical isolates of non-typhoidal S. enterica from the Hipolito
Unanue National Hospital in Lima in 2023 exhibited a combination of virulence mechanisms,
and some were responsible for invasive infections, underscoring the importance of
characterizing these mechanisms in strains circulating within the local hospital environment.

Keywords: Salmonella, non-typhoidal, virulence genes, biofilm formation.



l. INTRODUCCION

Salmonella enterica es una Enterobacteria Gram negativa, con mas de 2600
serovariedades entre variedades tifoideas y no tifoideas (Cheng et al., 2019), y son las
variedades no tifoideas, las cuales son causantes de un poco mas de la quinta parte de las
enfermedades de transmision alimentaria (ETA) a nivel mundial (Havelaar et al., 2015). Este
patdgeno representa una amenaza a la salud pablica al originar brotes de ETA, por lo cual la
caracterizacion de los principales aislamientos en determinada region y tiempo contribuye a la
prevencion de la transmision de este patdgeno. En el presente trabajo de tesis, se realizé la
identificacion de la presencia de genes de virulencia, la produccion de biofilm y la
susceptibilidad antimicrobiana en aislamientos clinicos de Salmonella enterica No Tifoidea del
Hospital Nacional Hipdlito Unanue durante el afio 2023.
1.1. Descripcién y Formulacién del Problema

Anualmente se registran de 200 millones a 1 billén de infecciones originadas por S.
enterica a nivel mundial, de las cuales 94 millones de casos corresponden a gastroenteritis y
155 000 muertes al afio en humanos (Lamichane et al., 2024). Con cerca de 2600
serovariedades, las serovariedades no tifoideas son todas aquellas que no producen el cuadro
clinico de fiebre entérica tifoidea en humanos, y se ha determinado que son todos aquellos
serotipos que no sean Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B, Paratyphi C, y Sendai (Cheng et al.,
2019). Los serotipos No Tifoideos son considerados patdgenos de amplio espectro de
hospederos, puesto que también infectan a diversos animales (Lamichane et al., 2024). La
salmonelosis, llamese asi a la infeccion originada por S. enterica, se posiciona como una de las
enfermedades de transmision alimentaria de alto riesgo para la salud publica de manera
mundial. En regiones como Ameérica Latina, la incidencia de casos de salmonelosis es de 200

a 500 casos por 100 000 habitantes, de manera anual (Quino et al., 2020).



La salmonelosis usualmente es una infeccion gastrointestinal auto limitada, pero puede
convertirse en una infecciéon sistémica (GBD 2017 Non-Typhoidal Salmonella Invasive
Disease Collaborators, 2019). Sin embargo, esto ultimo dependera de diversos factores como
las caracteristicas inherentes de las cepas (la serovariedad, composicion genética, etc.) y
factores de riesgo del hospedero (Cheng et al., 2019). Nifios menores de 5 afios, las personas
ancianas y personas inmunocomprometidas son mas susceptibles a presentar cuadros graves de
salmonelosis, como lo es la salmonelosis invasiva o sistémica. Segin GBD 2017 Non-
Typhoidal Salmonella Invasive Disease Collaborators (2019), la salmonelosis no tifoidea
invasiva ha resultado en una tasa de 1.46 muertos por millon de habitantes en América Latina
y el Caribe, y sefialan que se trataria de una tasa subestimada de mortalidad, debido a la falta
de estudios en la region y omision de los casos que no logran atenderse en un servicio de salud
debido a la falta de acceso. En el Peru, S. enterica No Tifoidea, es uno de los principales
patdgenos entéricos causantes de brotes por intoxicacion alimentaria (Carrasco-Escobedo et
al., 2013; Hurtado et al., 2022; Servicio Nacional de Sanidad Agraria del Peri [SENASA],
2023).

Para lograr la supervivencia y adaptacion dentro del hospedero, S. enterica posee genes
de virulencia. Estos se encuentran a lo largo de su genoma en estructuras genéticas como islas
de patogenicidad (SPI, por sus siglas en inglés), en otras zonas del cromosoma, y en plasmidos
de virulencia o profagos (Jajere, 2019). Estos genes codifican factores de virulencia que llevan
a cabo la patogénesis, siendo parte de mecanismos de invasion, adhesion a células del
hospedero, secrecion y produccién de toxinas, ademas que pueden participar también en la
adaptacion al entorno ambiental como alimentos, cuerpos de agua y suelos (Wang et al.,
2020Db). Estudios como el de Ouali et al. (2021) y Pavon et al. (2022), evidencian que la
caracterizacion de perfiles de genes de virulencia en S. enterica No Tifoidea, permiten la

estimacion de cepas con potencial a desarrollar brotes y las que puedan desarrollar una
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enfermedad invasiva, y tomar medidas de prevencién y control de diseminacion de estas cepas.
Sin embargo, en el Perd, son muy pocos los estudios que abarcan la caracterizacion de genes
de virulencia de S. enterica No Tifoidea (Quino et al., 2020).

Algunos estudios mencionan que la presencia de ciertos genes de virulencia estaria
asociada al serotipo de S. enterica No Tifoidea. Por ejemplo, Sedrakyan et al. (2022) en un
estudio de salmonelosis No Tifoidea en Armenia durante el 2003 al 2021, describen ciertos
genes de virulencia presentes en todos los serotipos, y otros genes solo en algunos serotipos,
indicando asi la variabilidad de la presencia de estos genes en serotipos No Tifoideos. Esto,
demuestra la necesidad de seguir en la caracterizacion de los genes de virulencia de S. enterica
No Tifoidea.

Entre los factores de virulencia de S. enterica No Tifoidea, se encuentra la produccion
de biofilm, que permite su adaptacion a condiciones del ambiente formando complejos de
biofilm hasta el momento que pueda infectar a un hospedero (humanos y animales), lo cual
contribuye de manera sustancial a la contaminacion cruzada y su dispersion (Steenackers et al.,
2012). Por ello, una de las vias usuales de transmisién es desde alimentos provenientes de
animales hospederos (animales de granja usualmente) (Borges et al., 2018) hacia los humanos,
quienes consumen alimentos contaminados provenientes de esos ambientes. Es asi como, un
estudio demostrd que las cepas de S. enterica No Tifoidea que forman agrupaciones de biofilm,
son mas resistentes a desinfectantes y antibiéticos que su forma plantonica (Chylkova et al.,
2017), lo cual implica un problema de control de dispersion de este patdgeno. MacKenzie et
al. (2019) describen que la produccion de biofilm en S. enterica No Tifoidea, ha evolucionado
de acuerdo con el tipo de infeccion que origine, ya sea invasiva o gastrointestinal, a través de
cambios en la expresion génica de los componentes del biofilm.

La transmisién de S. enterica es a través de alimentos 0 aguas contaminadas ingeridas

por el hospedero; esta caracteristica, permite que esta bacteria funcione como un reservorio
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ambiental (fuera del hospedero) de mecanismos de resistencia antimicrobiana (Martone-Rocha
et al., 2023), contribuyendo a este problema de salud publica mundial. La Organizacion
Mundial de la Salud, cataloga que S. enterica es uno de los patdgenos de prioridad alta debido
al creciente reporte de aislamientos resistentes a fluoroquinonas, antibiético de amplio espectro
que ha sido utilizado en primera linea para el tratamiento de salmonelosis, y a cefalosporinas
de tercera generacion (Tacconelli et al., 2018). En el afio 2024, la OMS volvié a posicionar a
S. enterica No Tifoideas resistentes a fluoroquinonas, como patdgeno de alta prioridad en
cuanto a la vigilancia de resistencia antibiotica (Organizacion Mundial de la Salud [OMS],
2024b). Esta alerta, se genera porque la resistencia antimicrobiana en este patdgeno contribuye
de manera indirecta al aumento de la resistencia de S. Typhi, comprometiendo el uso de
fluoroquinonas en casos de fiebre tifoidea. En los Gltimos afios se ha visto la creciente aparicion
de cepas No Tifoideas resistentes a los antibidticos que se suelen utilizar en casos de
salmonelosis invasiva (Pietsch et al., 2021; Quino et al., 2019).

La matriz extracelular producida en la formacion de biofilm, permite el intercambio de
genes de resistencia antibidtica a través de transferencia horizontal, también, y que confiere a
las células bacterianas que lo forman, una proteccion o impermeabilidad de los antimicrobianos
o desinfectantes que se utilicen o apliquen contra ellas (Dutt et al., 2022). Y esta problematica,
se ve reflejada en recientes estudios, por ejemplo, Zhou et al. (2019) encuentran una correlacion
positiva entre la resistencia antimicrobiana y la biomasa de biofilm producida por aislamientos
de cepas de S. enterica. No Tifoidea Serovar Enteritidis aisladas de nifios con gastroenteritis.
Esto resalta la emergencia de cepas con potencial de poseer este mecanismo de virulenciay a
su vez el potencial de diseminar genes o elementos de resistencia antimicrobiana.

Cabe mencionar que la capacidad de formar biofilm en S. enterica, ha sido
caracterizada, encontrando que esta capacidad no esta restringida segun el origen de

aislamiento de la cepa (humano, animal, ambiental) y que hay diferencias de esta capacidad
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entre los diferentes serotipos No Tifoideos de S. enterica (Liu et al., 2023). Petrin et al. (2022)
hallaron que serotipos No Tifoideos como Tiphymurium y Enteritidis, serotipos frecuentes de
infecciones en humanos, mostraron ser productores debiles a moderados de biofilm. mientras
que Dublin fue el serotipo que mejor se adapto6 a todas las condiciones experimentales siendo
un productor fuerte de biofilm en todas las condiciones. Esto resalta la relevancia de la
caracterizacion de cepas No Tifoideas de diversos serotipos y de diferentes origenes de
aislamiento. La produccién de biofilm puede contribuir a su supervivencia en el ambiente y
superficies, convirtiéndose en un reservorio para originar infecciones humanas.

Por lo expuesto, se desea resolver la siguiente pregunta de investigacion ¢Cuales son
los genes de virulencia, la produccion de biofilmy la susceptibilidad antimicrobiana de aislados
clinicos de Salmonella enterica No Tifoideas del Hospital Hipdlito Unanue durante el 2023?
1.2. Antecedentes

Salmonella enterica No Tifoidea es una de las bacterias mas importantes de la salud
publica por originar una enfermedad de transmision alimentaria y zoonética, como lo es la
salmonelosis. El estudio de los genes de virulencia, mecanismos de produccion de biofilm y
susceptibilidad antimicrobiana, contribuye a la vigilancia de este patdgeno zoonético
importante.

Como bacteria transmitida por alimentos, S. enterica No Tifoidea posee mecanismos
patogénicos que le permiten el éxito de la infeccién del hospedero y supervivencia en el
ambiente hasta una nueva infeccién. Estos mecanismos se basan en la expresion de genes de
virulencia, que van asociados a rasgos fenotipicos como produccion de biofilm, produccion de
toxinas, adhesion e invasion (Cheng et al., 2019). Se han caracterizado perfiles de diversos
genes de virulencia ya sean cromosoémicos o plasmidicos, en cepas No Tifoideas de diferentes
origenes: humano (aislamientos clinicos) o no humano (animales, ambiental, alimentos),

encontrandose una distribucion variada de estos (Bahramianfard et al., 2021; Sedrakyan et al.,
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2022; Yue et al., 2020). Por ejemplo, Nikiema et al. (2021) evaluaron genes de virulencia
cromosomicos como fimA y stn, y genes de virulencia plasmidicos como spvR y spvC,
encontrando hasta 11 diferentes tipos de perfiles de genes de virulencia en cepas de S. enterica
No Tifoidea de origen humano y animal. Ademas, estos autores sugieren que esta variabilidad
genetica puede ser producto de una transferencia de plasmidos de virulencia entre cepas de
animales (reservorios asintomaticos de S. enterica No Tifoidea) y cepas de humanos.

La caracterizacion de genes de virulencia cromosémicos como pagC — asociado a la
adhesion, produccion de biofilm y vesiculas extracelulares (Lu et al., 2020)- y sifA — gen
asociado a la proteina efectora del sistema de secrecion Tipo 3 (T3SS) — se ha realizado en
cepas de S. enterica y cepas No Tifoideas, de diverso origen. Por ejemplo, Yue et al. (2020)
analizaron por amplificacién por PCR el gen pagC, 61 aislamientos clinicos de S. enterica de
nifios con diarrea entre los afios 2013 y 2015, encontrando una frecuencia de 100% (61/61),
indicando asi a este gen como un posible marcador de virulencia en S. enterica No Tifoidea.
Este Gltimo estudio concuerda con lo encontrado por Sain et al. (2024), donde encuentran que
el gen pagC estaban presentes todos los aislamientos de S. enterica No Tifoidea aislados de
hisopados rectales de pollos, que a la par tenian otros multiples genes de virulencia. Lozano-
Villegas et al. (2023), encuentran que pagC y sifA tienen una frecuencia de 100% (10/10) en
aislamientos humanos de S. enterica, mientras que el gen pagC tenia una frecuencia de 97.4%
(38/39) en aislamientos de aves de corral.

Lu et al. (2020) hallaron también que la presencia del gen pagC regularia de manera
negativa la producciéon de biofilm y estaria asociado de manera positiva con la produccién de
vesiculas extracelulares en S. enterica No Tifoidea Serovar Pullorum. Por otro lado, Hasson et
al. (2022), encuentran una asociacion positiva entre la formacion de biofilm y la presencia de

pagC en aislamientos de S. enterica aislados de terneros.
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Otros genes de virulencia plasmidicos, como pef — asociado a la adhesion y
colonizacién de células hospederas — y spv — involucrado en la supervivencia intracelular y
evasion del sistema inmune del hospedero; han sido evaluados en cepas de S. enterica No
Tifoidea. Krishnakant et al. (2024), en un estudio gendmico de méas de 12 000 aislamientos de
46 serotipos diferentes, hallan que serotipos no tifoideos como Typhimurium, Dublin,
Enteritidis, Choleraesuis, Gallinarum, y Pullorum eran portadores del plasmido de virulencia
de Salmonella conteniendo el gen de virulencia spv. En China, Yue et al. (2020), analizaron
por amplificacion por PCR, 61 aislamientos clinicos de S. enterica de nifios con diarrea entre
los afios 2013 y 2015, encontrando una frecuencia de 13.11% (8/61) para el gen spvB, y 18.03%
(11/61) para el gen pefA. En Italia, de un total de 150 aislamientos clinicos de S. enterica, se
encontrd una frecuencia de 4.66% (7/150) para el gen spvC, y 22.6% (34/150) para el gen pefA,
analizados por PCR (Proroga et al., 2018).

La caracterizacion de la produccion de biofilm en aislamientos de S. enterica No
Tifoidea, se ha descrito en diferentes estudios alrededor del mundo. Por ejemplo, Liu et al.
(2023), describieron la produccion de biofilm en aislamientos humanos, animales y
ambientales en China, mediante el método cuantitativo de microplaca por tincion con cristal
violeta. Este estudio encontré que el 99% (240/241) produce algun tipo de biofilm (fuerte,
moderado o débil, segin la densidad optica), y de estos, el 2.88% produce biofilm “fuerte”.
Cabe mencionar que también encontraron una relacion positiva con la frecuencia de deteccion
de los genes del operon pefABCD y la produccién de biofilm.

En otro estudio, se observo que cerca del 92.2% (224/243) de las cepas de origen animal
y de las serovariedades Enteritidis y Typhimurium, de Brasil, producian biofilm a 37°C 0 28°C,
mediante el método de microplaca (Borges et al., 2018). En Italia, se caracterizaron
aislamientos de 15 serotipos diferentes y de diferente origen de aislamiento, encontrando que

el 99% (87/88) producian biofilm mediante el método de microplacas, cabe mencionar que este
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estudio resalta que la produccién de biofilm depende de las condiciones del experimento, como
composicion del medio de crecimiento (Petrin et al., 2022). Es asi como Nair et al. (2015) y
Liu et al. (2023), encuentran que no existe relacion entre la fuente de aislamiento de cepas de
S. enterica y la produccion de biofilm; ambos estudios encontraron un 24.28% (59/243) y un
17.5% (7/40) de productores moderados de biofilm, respectivamente.

Existe una creciente tasa de aumento de resistencia antimicrobiana en aislamientos de
S. enterica No Tifoideas (OMS, 2024b), por ello se realizan diversos estudios de descripcion
de la susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos humanos y no humanos de S. enterica, de
manera fenotipica y también genotipica. En China, se realiz6 un estudio descriptivo de la tasa
de susceptibilidad antimicrobiana de 1388 aislamientos clinicos de S. enterica. No Tifoidea de
nifios con diarrea del periodo de 2016 — 2021, encontrando que un 84% de las cepas eran
resistentes a ampicilinas, cerca de un 40%, eran resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion y un 6.7%, resistentes a ciprofloxacino (Gao et al., 2023). Rezaei et al. (2022) en
un estudio de 138 aislamientos de heces de nifios de S. enterica No Tifoidea, hallaron que el
27% (38/138) eran resistentes a sulfametoxazol-trimetoprima, el 8% (11/138) eran resistentes
a amplicilinas, y solo un 4% (5/138) resistentes a ciprofloxacino.

En el PerG se ha realizado la vigilancia de la susceptibilidad antimicrobiana de cepas
de S. enterica No Tifoidea, y en algunos casos, la descripcion de los mecanismos de resistencia.
Garcia et al. (2019) en un estudio de 50 aislamientos de S. enterica de pacientes con
salmonelosis del Hospital Cayetano Heredia, registraron que un 36% (18/50) eran S. enterica
Serovar Infantis (18/50), y que todas estas cepas producian enzimas Betalactamasas de
Espectro Extendido (BLEE) ademas de ser resistentes a ceftriaxona y ciprofloxacino, mientras
otras cepas No Tifoideas como S. Typhimurium y S. Enteritidis, el 37.5% de aislamientos eran

susceptibles a ciprofloxacino.
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Quino et al. (2020) encontrd porcentajes de resistencia antimicrobiana mayores al 50%,
de 520 aislados de S. enterica No Tifoidea de origen humano, un 63% eran resistentes a
ciprofloxacino, 63% a tetraciclina, y 53% a cefotaxima, entre otros antibidticos que evaluaron.
Cabe resaltar que también identificaron la presencia de produccién de BLEES, en un porcentaje
de 43.3% (234/240) de los aislamientos de origen humanos y no humano. Esto, difiere con lo
reportado por Ruiz et al. (2022), quienes analizaron 63 aislamientos clinicos de Salmonella
enterica spp. durante 2009 —2010y 2012-2014 en un hospital de Lima, y encontraron cerca del
26% de cepas resistentes a levofloxacino y ciprofloxacino, mientras que un 23% a cefotaxima.
Al realizar la comparacidn entre ambos periodos, ellos registran un aumento de las infecciones
con aislamientos multidrogo-resistentes y extensivamente drogo-resistentes en pacientes no
hospitalizados.

Como se menciond anteriormente, las serovariedades circulantes en el Perd mas
comunes son Infantis, Typhymurium y Enteritidis, y los estudios epidemioldgicos se han
enfocado en la caracterizacion de estos serotipos en especifico. De esta manera, de 193 cepas
de S. Infantis recolectadas durante los afios 2014 y 2016 por el Instituto Nacional de Salud
(INS), se hallé un 74% (143/193) de S. Infantis productoras de BLEE, siendo resistentes a
cefotaxima y ampicilina (Quino et al., 2019). Por otro lado, Hurtado et al. (2022), describe los
perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de 90 aislamientos de S. Typhimurium recolectados
entre los afios 2000 y 2017, donde encuentran que un 12% (11/90) son multidrogo resistentes.

Por otro lado, se tiene que Cwiek et al. (2020), analizaron cepas de S. Enteritidis para
encontrar la asociacion entre la formacion de biofilm y cepas multidrogoresistentes, sin
embargo, no hallaron una correlacién significativa. Asimismo, Chen et al. (2022), hallaron que
S. Typhimurium de secuencia tipo 34 (ST34) que poseian comportamiento multicelular - el
cual es caracteristico de la formacion de biofilm - presentaban una asociacion significativa

entre una fuerte produccion de biofilm y un fenotipo de multidrogorresistencia, en comparacion
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con las cepas que no tenian este comportamiento multicelular. Voss-Rech et al. (2023)
encontraron una correlacion negativa entre el fenotipo de multidrogorresistencia y la
produccidn de biofilm en cepas de S. enterica aisladas de granjas, por lo que sugieren que la
produccion de biofilm confiere la proteccion necesaria a las cepas susceptibles a los
antibidticos, para su supervivencia en el ambiente.
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General
Determinar la presencia de genes de virulencia, la produccion de biofilm y la
susceptibilidad antimicrobiana en aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea del Hospital
Nacional Hipdlito Unanue del 2023
1.3.2. Objetivos Especificos
e Identificar de manera fenotipica los aislamientos clinicos de S. enterica No
Tifoidea del 2023 del Hospital Nacional Hipdlito Unanue
e Identificar de manera genotipica los aislamientos clinicos de S. enterica No
Tifoidea del afio 2023 del Hospital Nacional Hipdlito Unanue, mediante la
amplificacion del gen invA
e Identificar la presencia de genes de virulencia como pagC, sifA, pefA y spvC,
en los aislamientos clinicos.
e Caracterizar la formacion de biofilm de los aislamientos clinicos a 27°C en un
intervalo de 48 horas.
e Describir los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos
clinicos.
1.4. Justificacion
La caracterizacion de los aislamientos de S. enterica No Tifoidea provenientes de un

hospital de tercer nivel de la regién de Lima Este, permite el mapeo de cepas con potencial
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para desarrollar brotes epidemioldgicos y, en futuros estudios analizar sus relaciones
filogenéticas con otras cepas de diferentes origenes como alimentos, ambiente o animales,
recuperadas de la misma zona geogréafica (Martinez-Puchol et al., 2020).

S. enterica No Tifoidea al ser uno de los principales patdégenos causantes de brotes de
enfermedades de transmision alimentaria en el Per (Hurtado et al., 2022), este trabajo se centra
en esta enfermedad transmisible como lo es la salmonelosis, en marco del logro del Objetivo
de Desarrollo Sostenible (ODS) 3 de la Organizacion Mundial de la Salud (Organizacion
Mundial de la Salud [OMS], 2024a).

Si bien, la prevalencia de los casos de salmonelosis invasiva por S. enterica No Tifoidea
es baja en los hospitales del Perl (Parra-Payano et al.,, 2019), el presente trabajo de
investigacidn otorga conocimiento basado en evidencia para la toma de medidas de prevencién
contra estas infecciones, con el fin de reducir los costos econdémicos e ingresos de
hospitalizacidn gue las infecciones invasivas conllevan en el sistema nacional de salud.

En el Perd, son escasos los estudios de caracterizacion de factores de virulencia en S.
enterica No Tifoideas. La identificacion de la presencia de genes de virulencia, en general,
permite dar a conocer el perfil de estos genes en los aislamientos clinicos, y caracterizar su
capacidad de patogénesis en base a ello. Se vale mencionar que la transmision de elementos
genéticos mdviles, como plasmidos, es un mecanismo importante entre bacterias para la
transferencia de genes de virulencia y hasta genes de resistencia antimicrobiana (von
Wintersdorff et al., 2016). Asi también, la identificacion de la presencia de genes de virulencia
plasmidicos reflejara la frecuencia de plasmidos en los aislamientos clinicos de S. enterica No
Tifoidea, y permitird reconocer cepas de importancia que representen un riesgo en
diseminacion horizontal de plasmidos de virulencia en esta especie, como ya se habia sefialado

en un estudio anterior en el Peru (Silva et al., 2017a).
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La formacion de biofilm constituye un proceso de respuesta y defensa de S. enterica
No Tifoidea, para su supervivencia en el ambiente antes de la infeccion al hospedero, durante
su ciclo de patogénesis (Aleksandrowicz et al., 2023). Identificar las caracteristicas del biofilm
que producen aislamientos de S. enterica No Tifoidea de origen clinico, cuya area de estudio
ha sido poco revisada en el Peru, ayuda a comprender la dinamica y evolucion de estas cepas
desde su fase en el ambiente hasta lograr la infeccién en humanos.

El presente estudio contribuye a la vigilancia de la resistencia antimicrobiana de S.
enterica No Tifoideas en un entorno hospitalario. Esto se realiza en el marco del Plan
Multisectorial para la contencién de la Resistencia a los Antimicrobianos 2024-2030 bajo el
enfoque de “Una Salud” (PNM-RAM), plan organizado por la Comisién Multisectorial de
naturaleza permanente para enfrentar la resistencia a los antimicrobianos conformada por el
Decreto Supremo N° 010-2019-SA, en nuestro pais (Instituto Nacional de Salud [INS], 2024).
A su vez, el presente trabajo, adiciona la informacion necesaria para realizar un analisis de la
tendencia de la resistencia antimicrobiana de esta bacteria en los principales hospitales de

Lima, como lo es el Hospital Nacional Hipdlito Unanue, entre otros (Ruiz et al., 2022).


https://www.gob.pe/institucion/minsa/normas-legales/276868-010-2019-sa
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Il. MARCO TEORICO
2.1. Salmonella enterica No Tifoidea
2.1.1. Salmonella enterica subsp. enterica

Salmonella es un género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, y son bacterias
Gram negativas aerobias facultativas. Este género, comprende 2 especies: S. enterica y S.
bongori. La especie enterica a su vez, posee 6 subespecies denominadas S. enterica subsp.
enterica, indica, salamae, houtenae, diarizonae y arizonae, como se observa en la Figura 1
(Cheng et al. 2019). Estas subespecies son clasificadas segun la variacion antigénica del
antigeno somatico (O), de las flagelinas (H) y antigenos de superficie (Vi), siendo asi asignadas
a una serovariedad, de esta manera, dentro del género existen mas de 2600 serovariedades
(Patrick y Grimont, 2007).

Dentro de la especie S. enterica, existe la subespecie enterica, la cual es la causante
principal de infecciones entéricas adquiridas de manera comunitaria en paises en vias de
desarrollo (Gal-Mor, 2018). Esta subespecie se divide desde el punto de vista clinico, en: el
complejo de Salmonella Tifoidea, que causan el cuadro clinico de fiebre entérica tifoidea como
S. enterica subsp. enterica serovariedad Typhi, Paratyphi, Sendai, y el complejo de Salmonella
No Tifoidea, la cual comprende las demas serovariedades (Crump et al., 2015). Tal como se
observa en la Figura 1, la subespecie enterica posee un poco mas de 1580 serovariedades entre

tifoideas y no tifoideas.
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Figura 1

Taxonomia del Género Salmonella
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Nota. Adaptada de “Persistent infection and long-term carriage of Typhoidal and Nontyphoidal

Salmonellae” por Gal-Mor, 2018, Clinical Microbiology Reviews. 32, e00088-18.

2.1.2. Salmonella enterica subsp. enterica No Tifoidea

Salmonella enterica subsp. enterica ha sido clasificada en serotipos Tifoideos y No
Tifoideos, segun el tipo de cuadro clinico que originan y el hospedero que afectan. Las
serovariedades No Tifoideas, se caracterizan por causar un cuadro clinico de gastroenteritis
autolimitada en humanos usualmente (también existen las infecciones invasivas por Salmonella
No Tifoidea), y también porque pueden infectar otros hospederos, como animales de sangre
caliente, conociéndolos como “generalistas” en su mayoria (Gal-Mor et al., 2014). Cabe
mencionar que, con el analisis gendmico molecular de las cepas Tifoideas y No Tifoideas, se

evidencia que eventos de transferencia horizontal de genes y acumulacion de pseudogenes,
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conllevaron a la evolucion reductiva de las cepas Tifoideas para convertirse en patdgenos
estrictos de hospederos humanos (Rana et al., 2021).
2.2. Salmonelosis

Se puede denominar salmonelosis a la infeccion bacteriana generada por Salmonella,
la cual ingresa por el tracto digestivo y es transmitida mediante la ingestion de alimentos
(vegetales, carne, aves, huevos, leche no pasteurizada) y agua contaminada. Esta infeccion
puede ser: a) invasiva, que se caracteriza por un cuadro de enfermedad extra-intestinal, con
fiebre, vomitos, dolor de cabeza; y b) no invasiva, que se caracteriza por presentarse como una
gastroenteritis limitada por el sistema inmune del hospedero (Cheng et al., 2019). Cabe
mencionar, que la salmonelosis en humanos y animales de sangre caliente por esta bacteria son
causadas en su mayoria por las serovariedades de S. enterica subsp. enterica, mientras que las
demas subsespecies estan relacionadas con infecciones a animales de sangre fria como reptiles
y anfibios (Gal-Mor, 2018). No obstante, se han reportado casos clinicos relacionados con
algunas de estas otras subespecies, como es el caso de S. enterica subsp. arizonae (Mahajan et
al., 2003).

S. enterica No Tifoidea origina comdnmente una gastroenteritis autolimitada que puede
tener una duracion de 5 a 7 dias, los signos mas comunes que acomparfian esta infeccion son
nauseas, vomitos, dolor de cabeza, dolor abdominal, diarrea y dolor muscular, cabe resaltar
que una prolongada pérdida de liquidos puede ser fatal en recién nacidos o ancianos (Sima et
al., 2024). Tambien, existen casos de infecciones invasivas y cronicas por estos serotipos no
tifoideos, usualmente en pacientes inmunocomprometidos o pacientes de riesgo como personas
ancianas o nifios (Wen et al., 2017). Se sustenta que cepas No Tifoideas invasivas emergieron
de eventos genéticos como mutaciones puntuales, presencia de polimorfismos de nucleétido
anico (SNP, por sus siglas en inglés) y degradacidn del genoma, en cepas No Tifoideas no

invasivas (Rana et al., 2021).
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2.3. Patogenesis de Salmonella enterica No Tifoidea

El periodo de incubacidon de S. enterica No Tifoidea desde el contagio por via oral, es
de 6 horas a 6 dias usualmente, y la infeccion puede tener una duracion de 5 a 7 dias, con la
posibilidad de que la bacteria siga apareciendo en las heces del infectado luego de un mes o
mas (Sima et al., 2024). De manera usual la infeccién por S. enterica No Tifoidea se localiza
en el ileo terminal, colon y nodos linfaticos mesentéricos. Para la invasion del epitelio
intestinal, primero S. enterica atraviesa la lamina mucosa y enfrenta la resistencia que se le
presenta por parte del microbiota intestinal, osmolaridad, pH, oxigeno y sustancias
antimicrobianas del intestino. Para la entrada a las células epiteliales del intestino, S. enterica
se vale de dos mecanismos llamados “trigger” y “zipper” (Li, 2022). Estos se diferencian en
las proteinas involucradas y la reestructuracion del citoesqueleto de la célula hospedera,
mientras que el primer mecanismo utiliza proteinas del Sistema de Secrecion Tipo 3 (T3SS,
por sus siglas en inglés) y un rearreglo mayor del citoesqueleto, el segundo mecanismo utiliza
la unién de proteinas ligandos de S. enterica con proteinas receptoras de las células hospederas
generando menos cambios en el citoesqueleto de la célula hospedera (Li, 2022). Cabe
mencionar que una vez dentro de la célula hospedera, S. enterica sobrevive dentro de una
vacuola, que se le denomina “Vacuola Contenedora de Salmonella” (SCV, por sus siglas en
inglés).

Luego de la invasion a las células epiteliales, S. enterica puede traspasar a la lamina
propria, al ser expulsada desde los SCV o en el momento de la extrusion epitelial que ocurre
de manera organica al renovarse las células epiteliales del intestino cada 3 0 4 dias (Rana et al.,
2021). En la lamina propria, puede ser fagocitada por células dendriticas o macrofagos
intestinales, donde también pueden persistir con el uso de genes de virulencia escapando de la

fagocitosis y en forma de SCV (Wen et al., 2017). Se ha visto que la supervivencia dentro de
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estos leucocitos, como macrofagos, monocitos, es uno de los mecanismos por el cual se
diseminan a través del torrente sanguineo, generando infecciones extraintestinales (Li, 2022).
2.4. Salmonella enterica No Tifoidea en el mundo y en el Peru

En Europa, los casos de salmonelosis entre los afios 2017 y 2021, fueron de un poco
mas de 60 000 afectados, y S. enterica No Tifoidea es posicionada como el patogeno lider de
brotes alimentarios causando 773 casos de brotes, con 1123 hospitalizaciones (European Food
Safety Authority [EFSA] y European Centre for Disease Prevention and Control [ECDC],
2022). En Estados Unidos y en Europa, las serovariedades No Tifoideas como S. Enteritidis
y S. Typhimurium son reconocidas como las principales en causar salmonelosis en humanos,
ademas de serovariedades como Newport, Javiana, Infantis, y Typhimurium Monofasico
4,[5],12:i:- (National Center for Emerging and Zoonotic Infectious Diseases (U.S.). Division
of Foodborne, Waterborne, and Environmental Diseases, 2018), destacando que animales
domésticos y salvajes, los cuales funcionan como reservorios de los serotipos No Tifoideos,
son la principal ruta de transmision.

En el Per(, se han reportado hasta 234 brotes de enfermedades de transmision
alimentaria entre los afios 2014 y 2018, siendo que S. enterica es uno de los principales
patdgenos de estos brotes, por ejemplo, en el afio 2018, 37.9 % (11/29) del total de brotes
fueron causados por Salmonella (Hurtado et al., 2022; Vargas, 2019). Quino et al. (2020),
describen las serovariedades de S. enterica No Tifoidea circulantes en el Per( durante los afios
2012 y 2015, siendo Salmonella Infantis, Enteritidis y Typhimurium, las mas comunes. Los
autores encontraron aislamientos multidrogo resistentes y productores de betalactamasas,
indicando la importancia de la vigilancia epidemioldgica de los aislamientos de este patdgeno.
Garcia et al. (2019), concuerda con el estudio mencionado, al reportar que, de los 50 casos de
salmonelosis del Hospital Nacional Cayetano Heredia, los serotipos mas frecuentes fueron

Infantis, Enteritidis y Typhimurium. Granda et al. (2019) encontraron hasta un 9% (26/280) de
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casos de infecciones gastrointestinales en nifios menores de 6 afios de cuatro hospitales de
Lima, originados por las serovariedades Infantis y Typhimurium.
2.5. Caracteristicas Genéticas de Salmonella enterica No Tifoidea
2.5.1. Genes de Virulencia en S. enterica No Tifoidea

Para el éxito de la patogénesis de S. enterica No Tifoidea, la supervivenciay adaptacion
dentro del hospedero, esta bacteria posee una serie de genes asociados a la virulencia que se
encuentran en el cromosoma, en islas de patogenicidad de Salmonella (SPI, por sus siglas en
inglés), en plasmidos de virulencia, y en profagos (Cheng et al., 2019; Jajere, 2019). De los
4500 genes identificados en el genoma de S. enterica No Tifoidea, se han identificado hasta
135 genes asociados a virulencia gracias al secuenciamiento de genoma completo de estas
cepas no tifoideas (Ju et al., 2023). Estos genes codifican para proteinas efectoras de sistemas
de secrecidn, proteinas de sistemas de adhesion, de invasion, toxinas, entre otras funciones que
median el éxito de la patogenesis.

Los genes de virulencia mas caracterizados en S. enterica, son los que pertenecen a los
SPI. Se han identificado hasta 24 SPI identificadas para el género, sin embargo, se tienen una
distribucion variada en las serovariedades, encontrando hasta algunas SPI especificas para una
serovariedad (Wang et al., 2020a). Por ejemplo, SPI-1y SPI-2, son las islas de patogenicidad
que contienen los genes que codifican el sistema T3SS que permite introducir proteinas
efectoras de la invasion y replicacion desde la bacteria hacia la célula hospedera, y las proteinas
efectoras para supervivencia dentro de las SCV (Rana et al., 2021; Wen et al., 2017). Lu et al.
(2022) describen otras importantes SPI como: SPI-3 involucrada en la supervivencia en
ambientes con baja concentracion de magnesio y la formacién de biofilm; SPI-4 que codifica
para el sistema de secrecién Tipo 1 (T1SS, por sus siglas en inglés), y SPI-5 que se relaciona

con la respuesta al sistema inmune y asociado a la invasion de macréfagos.
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2.5.1.1. Gen pagC. El gen de virulencia pagC, es un gen ubicado en el cromosoma de
S. enterica, que se ha caracterizado por estar presente en diferentes serovariedades (Wang et
al., 2020a). Este gen codifica para una fosfatasa periplasmica no especifica, la cual es una
proteina de membrana externa (OMP, por sus siglas en inglés), cuya expresion esta regulada
por un sistema de dos componentes denominado como phoP/phoQ (Park y Groisman, 2014).
Este gen también promueve la produccion de vesiculas de membrana externa (OMV, por sus
siglas en inglés) las cuales estan enriquecidas con esta proteina PagC, en S. enterica No
Tifoidea, como los serovares Pullorum (Lu et al., 2020) y Typhimurium (Dehinwal et al.,
2021). Estos ultimos autores, ademas encuentran que pagC facilita la supervivencia y
propagacion de S. Typhimurium, puesto que actia como inactivador del sistema del
complemento C3b del suero del hospedero.

2.5.1.2. Gen sifA. El gen sifA se encuentra ubicado en la isla de patogenicidad SPI-2
de S. enterica, y codifica para una proteina efectora denominada SifA, la cual contribuye para
la formacion de “filamentos inducidos por Salmonella” (SIF), y a la estabilidad de la membrana
de las SCVs (Beuzén et al., 2000). Liss et al. (2017) demostraron que los filamentos inducidos
por Salmonella producidos por la proteina SifA benefician a la supervivencia de las SCVsy a
la replicacién de Salmonella dentro de los SCVs. También, Mitchell et al. (2004), describen a
SifA, como la proteina efectora que disminuye la expresion en la superficie de la célula
hospedera de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de Clase I,
interfiriendo asi con el mecanismo de presentacion de antigenos a linfocitos del sistema inmune
hospedero, de manera que puede sobrevivir intracelularmente.
2.5.2. Genes Plasmidicos de Virulencia en S. enterica No Tifoidea

Los plasmidos son elementos genéticos mdviles que poseen genes para Su propia
replicacion y su transferencia; estos pueden ser adquiridos de manera horizontal (conjugacion),

o de manera vertical (plasmidos no conjugativos). Asimismo, existen plasmidos no
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conjugativos pero conjugables (pueden transferirse horizontalmente en presencia de plasmidos
conjugativos que establezcan la conexion entre bacterias). Los plasmidos presentes en
Salmonella pueden ser grandes con tamario desde 50 kilobases hasta 200 kilobases, o pequefios
de 2 hasta 10 kilobases (Rychlik et al., 2006).

En S. enterica, se han identificado plasmidos que contienen genes de resistencia y de
virulencia, mientras que algunos son plasmidos conjugativos, y otros no lo son. Por ejemplo,
Abraham et al. (2019), describen que de 15 aislamientos de S. enterica No Tifoidea que
contenian plasmidos de tamafios desde 0.4 a 38.4 kilobases, 13 de los aislamientos podian
transferir sus plasmidos mediante conjugacion. Por otro lado, Feng et al. (2012), sefialan que
la mayoria de los plasmidos de virulencia de S. enterica No Tifoidea son no transferibles, y
que se transfieren de manera vertical de generacion a generacion. Sin embargo, sefialan que los
plasmidos de virulencia de S. Typhimurium (pSTV), si poseen genes para su conjugacion y
transferencia como el operon de transferencia conjugativa (tra).

Los plasmidos de virulencia de S. enterica, han sido identificados en los serotipos No
Tifoideos, como Abortusovis, Cholerasuis, Dublin, Gallinarum, Paratyphi C, Enteritidis and
Typhimurium (Silva et al., 2017a), cabe resaltar que no se han encontrado plasmidos de
virulencia en serotipos Tifoideos. Estos plasmidos de virulencia se caracterizan por ser de
tamafo desde 83 a 238 kilobases, y en su mayoria son no transferibles. Estos plasmidos de
virulencia de S. enterica No Tifoidea, poseen genes de virulencia como los del operon
SpvRABCD que promueve la proliferacién intracelular, los operones fimbriales pae o fae, el
gene rck de resistencia al complemento, entre otros genes (Silva et al., 2017b).

Cabe mencionar que, estos plasmidos de virulencia pueden interactuar y recombinarse
con plasmidos de resistencia (genes de resistencia antimicrobiana), al momento que una cepa
adquiere los dos tipos de plasmidos, originandose plasmidos hibridos que confieren resistencia

y virulencia. En Espafia, se logro identificar una cepa clinica de S. Enteritidis, que poseia un
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plasmido de virulencia denominado pUO-SeVR1 que contenia genes del operon spv, y genes
para la resistencia a ampicilina, cloranfenicol, sulfonamidas, tetraciclina y trimetoprima
(Rodriguez et al., 2012). Vazquez et al. (2024), también describen aislamientos clinicos de S.
enterica No Tifoidea en Italia y Esparfia, con plasmidos hibridos, que habrian sido plasmidos
de resistencia de tipo IncR que adquirieron genes spv de plasmidos de virulencia.

2.5.2.1. Gen spvC. EIl gen spvC pertenece al operon spvRABCD, el cual codifica para
distintos genes de virulencia involucrados con la supervivencia y proliferacion intracelular de
S. enterica No Tifoidea. EI gen spvR es el factor transcripcional del operon que regula la
expresion de los genes spv de manera positiva, mientras que los genes spvB, spvC y spvD,
codifican para proteinas efectoras que son traslocadas en la célula hospedera por el sistema
T3SS (Silva et al., 2017b). Se conoce que el gen spvC tiene actividad fosfotreonina liasa y
pueden inhibir la sefializacion por kinasas MAP (Mitogen-activated protein, en inglés), y como
resultado actla como regulador negativo de la produccién de citoquinas por parte de la célula
hospedera (Mazurkiewicz et al., 2008). Fierer (2001) describe que este operdn spv en general,
ha sido asociado a un cuadro extraintestinal de la infeccion por S. enterica No Tifoidea en
humanos.

El gen spvC, se ha caracterizado genotipicamente en diferentes aislamientos: clinicos,
ambientales, y/o alimentos, de S. enterica No Tifoidea, mediante la amplificacién del gen y
determinando su ausencia o presencia (Nikiema et al., 2021; Sedrakyan et al., 2022; Yue et al.,
2020). Enel Perq, Silva et al. (2017a), hallaron la presencia de este gen en aislamientos clinicos
invasivos (aislados de sangre) de S. enterica No Tifoidea como Enteritidis, Typhimurium,

Choleraesuis y Dublin, confirmando la presencia del plasmido de virulencia con operon spv.
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2.5.2.2. Gen pefA. El gen pefA, se encuentra ubicado en plasmidos de virulencia de S.
enterica spp. No Tifoidea, y codifica para proteinas adhesinas fimbriales, induccion de
respuesta proinflamatoria (Silva et al., 2017b) y ademas esta relacionada con la agregacion
celular, comportamiento multicelular — que en Salmonella es evidenciado a traves de la
formacion de morfotipos en Agar Rojo Congo —y con la formacion de biofilm (Giaouris et al.,
2015).

El gen pefA, ha sido caracterizado molecularmente para determinar su presencia o
ausencia en diferentes aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea (Proroga et al., 2018;
Yue et al., 2020). Estos estudios encuentran la presencia de este gen en serotipos como
Typhimurium, Enteritidis, Heildeberg, entre otros.

2.6. Produccidn de biofilm en Salmonella enterica No Tifoidea
2.6.1. Definicion de biofilm

Biofilm o por su nombre en castellano “biopelicula”, puede definirse como una
estructura originada por la acumulacion de células bacterianas encerradas en una matriz
autoproducida de sustancias extracelulares poliméricas (EPS, por sus siglas en inglés) y
adheridas a superficies de diversos materiales: ya sean materiales inertes como plastico, vidrio,
acero; o superficies de materia viva como el tejido epitelial, superficies vegetales, o conductos
biliares (Lamas et al., 2021). Por tanto, el biofilm les confiere proteccion de las condiciones de
estrés que ofrece el ambiente como desecacion, pH del medio, temperaturas, entre otros. Las
EPS al formar biofilm, promueve la adherencia de las bacterias a las superficies, la adhesién
célula a célula, y la agregacion celular, ademas de estabilidad de la estructura de biofilm (Koo
etal., 2017). Las bacterias que producen biofilm, son protegidas de las presiones ambientales,
antibidticos u otros, y al ser comunidades multicelulares da lugar propicio a la transferencia de
genes de resistencia antibidtica o genes de virulencia, mediante transferencia horizontal

(Aleksandrowicz et al., 2023).
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2.6.2. Formacion del biofilm

La formacién de biofilm inicia con la adherencia de las bacterias a la superficie
mediante proteinas adhesinas; luego al establecerse, comienzan a replicarse y producir las EPS
fomentando la adhesion célula a célula y formando la matriz del biofilm; en la siguiente etapa
se produce la maduracion del biofilm donde se produce la estructura tridimensional del biofilm
y pueden existir bacterias sésiles y plantdnicas dependiendo de la zona del biofilm; finalmente
estd la etapa de dispersion donde las bacterias disrumpen el biofilm mediante una lisis
controlada, volviendo a su estado plantonico dejando la estructura de biofilm (Koo et al., 2017;
Lamas et al., 2021). En la Figura 2, se observa el ciclo de la formacion de biofilm, donde se
puede identificar los componentes que lo forman como: células bacterianas, proteinas,

exopolisacaridos, y ADN extracelular.

Figura 2

Ciclo de Formacion de Biofilm
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Nota. Adaptada de “Better together-Salmonella biofilm-associated antibiotic resistance” por

Aleksandrowicz et al., 2023, Gut Microbes. 15(1).
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2.6.3. Métodos de evaluacion fenotipica de produccion de biofilm

El biofilm producido por las bacterias, puede desarrollarse en interfaces solido-liquido,
liquido-liquido y aire-liquido, siendo el biofilm maés estudiado, el que se forma en el interfaz
solido liquido, al ser de gran importancia clinica debido a que este se puede formar entre el
inoculo de bacteria y superficies medicas inertes o superficies vivas como tejidos epiteliales
del hospedero. Por ello, para la evaluacion fenotipica in vitro del biofilm producido en el
interfaz solido-liquido existen diversos métodos de evaluacion cuantitativos y cualitativos,
como el método de microplaca, el método de Agar Rojo Congo, u otras técnicas mas
especializadas como el ensayo de célula de flujo (Cimdins y Simm, 2017).

2.6.3.1. Método de Microplaca. EI método de microplaca consiste en la evaluacion del
biofilm formado entre la superficie plastica de los pocillos de una microplaca y el cultivo en
medio liquido de alguna bacteria (Cimdins y Simms, 2017). La tincion de los pocillos se puede
realizar con cristal violeta o safranina, colorantes que se unen a las bacterias adheridas y
moléculas cargadas negativamente como exopolisacaridos de la matriz del biofilm; luego, esta
tincion es cuantificada mediante el uso de un espectrofotdbmetro a una longitud de onda
determinada segun el tipo de colorante, obteniendo asi una cuantificacion relativa directamente
proporcional a la tincién del pocillo (Allkja et al., 2019).

Si bien, para este método existen diferentes variaciones en cuestion a: el disefio
experimental, las condiciones para la formacién de biofilm, y los pardmetros para la evaluacion
de la produccién de biofilm; existen guias como la elaborada por Allkja et al. (2019), donde
propone las condiciones minimas para realizar este método de cuantificacion de biofilm, y asi

lograr la reproducibilidad en los diferentes estudios.
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2.6.4. Biofilm en Salmonella enterica No Tifoidea

S. enterica No Tifoidea, produce biofilm, y se caracteriza por formarse en diversas
superficies, desde biodticas como tejidos vegetales, tejidos epiteliales del hospedero hasta los
conductos biliares, hasta abioticas como superficies de dispositivos médicos, de maquinas de
procesamiento de alimentos, entre otros (Ugur et al., 2018). Esta caracteristica, le permite
ocasionar una infeccion persistente en el hospedero, evadir el sistema inmune del mismo y
hasta ampliar la tolerancia a antibioticos; y también, la formacion de biofilm en el ambiente
como: superficies de maquinas e instrumentos de la industria de alimentos, actia como una
principal via de transmisién de este patdgeno hacia los alimentos y por consiguiente a los
hospederos que consumen estos alimentos (Chylkova et al. 2017). En tanto, el biofilm le
permite su sobrevivencia fuera del hospedero, y asi continuar su ciclo de infeccion como
causante de enfermedades de transmision alimentaria.

2.6.4.1. Composicion del biofilm en S. enterica No Tifoidea. La formacion del
biofilm en S. enterica No Tifoidea inicia con la adhesion en la superficie, y la agregacion de
las células bacterianas. Los componentes mas importantes en estas etapas iniciales son: el
flagelo que le confiere motilidad y mayor capacidad de formar las microcolonias iniciales para
el biofilm; y las fimbrias de tipo I, como Lpf (Gonzales et al., 2017) y Pef, que le confieren la
adhesién (Ledeboer et al., 2006). En las etapas de maduraciédn, se inactiva la expresion del
flagelo, y se activa la produccion de los componentes de la matriz del biofilm como
exopolisacaridos y proteinas (Lamas et al., 2021). Los principales exopolisacaridos son la
celulosa y el &cido coldnico, mientras que las proteinas principales son curli, fimbria amiloide
y la proteina BapA.

2.6.4.2. Propiedades del biofilm en S. enterica No Tifoidea. La produccién de biofilm
en S. enterica No Tifoidea, en ensayos in vitro, esta influenciada por las condiciones de

temperatura, el tipo de medio de cultivo, y el serotipo (Shatila et al., 2021). Estos autores
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describen las diferencias de la produccion de biofilm en cepas de diversos serotipos de S.
enterica No Tifoidea mediante métodos cualitativos como: método del tubo y método de
microplaca, y a diferentes condiciones de temperatura: 27°C y 37°C. En ambos métodos, se
demostro que las cepas del serotipo Enteritidis eran productores fuertes de biofilm, y mediante
el método de microplaca, se observé que la produccion de biofilm era mas fuerte a 27°C, con
excepcion de la cepa S. Enteritidis TM 100. Wang et al. (2020b), encontraron que S.
Typhimurium y S. Enteritidis, fueron los serotipos que mas producian biofilm a 28°C durante
24 horas, en comparacion con otros serotipos y mediante el método de microplaca.

La produccion de biofilm de cepas clinicas y ambientales de S. enterica No Tifoidea,
ha sido descrita en un estudio de Cwiek et al. (2020). Este estudio describe que en las
condiciones de 28° C y en un intervalo de 24 horas, de 51 cepas ambientales y de 44 cepas
humanas de S. Enteritidis, mas del 66% de ambas cepas producen biofilm fuerte. En otro
estudio, cepas ambientales y humanas de S. Infantis fueron evaluadas para la produccion de
biofilm mediante el método de microplaca, encontrando que de manera significativa las cepas
eran capaces de formar biofilm fuertemente a condiciones de temperatura de 20°C y en un
intervalo de 168 horas (Bezek et al., 2023). Confirmando asi que, en condiciones de
temperaturas menores a 37°C, S. enterica No Tifoidea, se adecua y tiene una mayor produccion
de biofilm.

2.7. Susceptibilidad y resistencia antimicrobiana en S. enterica No Tifoidea
2.7.1. Resistencia Antimicrobiana

La resistencia antibidtica, se caracteriza por los mecanismos que presenta la bacteria
para evitar la accion de los antibidticos sobre sus vias metabolicas, generando asi su
supervivencia ante la aplicacion de antibidticos. Esta puede ser de caracter intrinseco, inherente
de la especie bacteriana, o adquirida, la cual involucra la adquisicion de cambios genéticos o

mecanismos de transferencia horizontal (Boolchandani et al., 2019). Los principales
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mecanismos se basan en: a) la modificacion o hidrélisis de los antibidticos por enzimas
producidas por la bacteria, b) la aparicion de mutaciones genéticas en las proteinas objetivo de
los antibioticos, c) la permeabilidad de la membrana debido a las proteinas porinas presentes
en ella, que sufren mutaciones o pérdidas de expresion, y d) la sobreexpresion de bombas de
eflujo que produce la expulsion de los antibidticos.

2.7.2. Métodos de Evaluacion Fenotipica de Susceptibilidad Antimicrobiana

Para la evaluacion in vitro de manera fenotipica de la susceptibilidad antimicrobiana,
existen guias estandarizadas y publicadas por organismos internacionales como el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio o CLSI, por sus siglas en inglés, y el Comité Europeo
para la Evaluacion de Susceptibilidad Antimicrobiana o EUCAST, por sus siglas en inglés
(Suravaram et al., 2021). Ambas guias son validas y son utilizadas dependiendo la region donde
se realice el estudio; el presente estudio, estara en acorde a la guia del CLSI.

Los métodos de evaluacion fenotipicos de susceptibilidad antimicrobiana son diversos,
uno de ellos es el método de difusion de disco, o también llamado método de Kirby Bauer, el
cuél es el método mas utilizado para la evaluacion in vitro de la resistencia antimicrobiana
(Clinical Laboratory Standards Institute [CLSI], 2023). Este método se caracteriza por el uso
de Agar Mueller Hinton y de discos de papel filtro que contienen los compuestos antibioticos;
la bacteria es cultivada en el agar y se impregnan los discos de antibioticos, para luego evaluar
el crecimiento alrededor del disco, siendo este crecimiento la medicion indirecta de la habilidad
del antibidtico de inhibir el crecimiento de la bacteria (Hudzicki, 2009). EI CLSI, establece los
puntos de corte para los halos de inhibicidn del crecimiento de la bacteria, para cada tipo de
antibidtico, clasificando a una cepa como: sensible, intermedia o resistente a determinado

antibiotico.



35

2.7.3. Resistencia Antimicrobiana en Salmonella enterica No Tifoidea

Diversos estudios han caracterizado la resistencia antimicrobiana en S. enterica No
Tifoidea, y actualmente la Organizacién Mundial de la Salud, declara a S. enterica No tifoideas
resistentes a fluoroquinonas, como patégeno de alta prioridad en cuanto a la vigilancia de
resistencia antibiotica (OMS, 2024b), debido a que contribuye con el aumento de la resistencia
en S. Tifoideas.

S. enterica No Tifoideas al originar solo cuadros de gastroenteritis autolimitadas, en la
mayoria de las infecciones, no se administra terapia antibiotica. Sin embargo, existen casos de
salmonelosis invasiva originada por esta bacteria, que requiere la administracion de
antibidticos, por tanto, se hace imprescindible la vigilancia de la resistencia en S. enterica No
Tifoidea.

Alvarez et al. (2023), resalta la aparicion de una tasa alta de cepas multidrogoresistentes
de S. Infantis en la region de las Américas en los ultimos 40 afios, resaltando que estas cepas
circulantes poseen un plasmido de virulencia denominado pESI. Otro estudio en Brasil reporta
la aparicion de resistencia a betalactdmicos, fluoroquinonas, tetraciclinas y aminoglicésidos en
cepas No Tifoideas aisladas de aguas de desague, lo cual implica un riesgo de diseminacion
hacia sistemas agricolas, y por tanto su diseminacién hacia alimentos (Martone-Rocha et al.,
2023).

Por otro lado, se describe que los fenotipos de resistencia mas reportados para S.
Typhimurium, son el patron ASSuT ((ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas, y tetraciclina)
y ACSSuT (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas, y tetraciclina), los cuales

denotan la aparicion de cepas multidrogoresistentes en este serotipo (Gong et al., 2023).



36

I1l. METODO
3.1. Tipo de Investigacion

Es una investigacion de tipo basica, de disefio no experimental y de nivel descriptivo,
puesto que tiene como objeto de estudio caracterizar los aislamientos clinicos de Salmonella
enterica No Tifoidea mediante la identificacion de genes de virulencia, la evaluacion de la
produccidn de biofilm y la descripcion de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana.

Se determina como una investigacion de corte transversal y caracter retrospectivo,
porque el estudio abarca todos los aislamientos de S. enterica recolectados en el Hospital
Nacional Hipdlito Unanue durante el afio 2023 en marco de un proyecto anterior.

3.2. Ambito Temporal y Espacial

Los aislamientos pertenecen a un estudio previo denominado: “Caracterizacion de

factores de virulencia de S. enterica No Tifoidea del Hospital Nacional Hipdlito Unanue

durante el afio 20237, recolectados por el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Nacional

Hipdlito Unanue. El presente trabajo se realizo en el afio 2025.

3.3. Variables

En la Tabla 1, se muestran las variables del presente estudio.

Tabla 1

Definicién Operacional de Variables

Variable Definicion Método Escala Indicador Categorias
Reactivacion Reactivacion de Siembra en caldo Nominal - Presencia de crecimiento de - Aislamiento
de los los aislamientos selenito desde colonias bacterianas en agar SS. bacteriano se
aislamientos bacterianos stocks de glicerol, - Ausencia de crecimiento de reactivo
de Salmonella y luego desde el colonias bacterianas en agar SS - Aislamiento
caldo selenito en bacteriano no se
agar Salmonella- reactivo
Shigella (SS)
Identificacion Presencia del gen ~ Amplificacion del Nominal - Banda electroforética del gen - Aislamiento
molecular del invA para la gen invA a través presente identificado
aislamiento identificacion del  de reaccién en - Banda electroforética del gen como S.
aislamiento cadena de la ausente enterica
bacteriano como polimerasa (PCR) - Aislamiento no
Salmonella de la reaccion de la identificado
enterica cadena como S.

enterica
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Definicién Operacional de Variables (Continuacion)
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Variable Definicion Método Escala Indicador Categorias
Identificacion Serovariedades Perfil bioquimico Nominal - Perfil bioquimico: No Tifoidea - Serovariedad
dela clasificadas No Tifoidea
serovariedad Seg[’]n el t|p0 de - Perfil biquI'miCOZ Tifoidea
del aislamiento  patologia que - Serovariedad
de Salmonella  ocasionan en Tifoidea
enterica humanos.
Presencia de Gen productor de  Amplificacion del Nominal - Banda electroforética del gen - Presenciade
Gen de factor de gen pagC a través presente gen: pagC
Virulencia virulencia de reaccién en
Cromosémico  ubicado en cadena de la - Banda electroforética del gen - Ausencia de
pagC cromosoma ausente gen: pagC
polimerasa (PCR)
Presencia de Gen productor de  Amplificacion del Nominal - Banda electroforética del gen - Presencia de
Gen de factor de gen sifA a través de presente gen: sifA
Virulencia virulencia reaccion en cadena
Cromosémico ubicado en SPI-2  dela - Banda electroforética del gen - Ausencia de
SifA ausente gen: sifA
polimerasa (PCR)
Presencia de Gen productor de  Amplificacion del Nominal - Banda electroforética del gen - Presencia de
Gen de factor de gen spvC a través presente gen: spvC
Virulencia virulencia de reaccion en
Plasmidico ubicado en cadena de la - Banda electroforética del gen - Ausencia de
sva p|asm|do ausente gen: SpVC
polimerasa (PCR)
Presencia de Gen productor de  Amplificacion del Nominal - Banda electroforética del gen - Presencia de
Gen de factor de gen pefA a través presente gen: pefA
Virulencia virulencia de reaccion en
Plasmidico ubicado en cadena de la Banda electroforética del gen - Ausencia de
pefA p|ésm|do ausente gen: pefA
polimerasa (PCR)
Susceptibilidad  Sensibilidad o Método de Kirby Nominal - Diametro de inhibicion (mm) - Susceptible
a antibidticos Resistencia a Bauer dentro del rango para cepa
antibiéticos sensible - Intermedio
- Diametro de inhibicién (mm) - Resistente
dentro del rango para cepa
intermedia
- Diametro de inhibicion (mm)
dentro del rango para cepa
resistente
Produccionde  Formacion de Método de Ordinal - DO del aislamiento < DOc = No - No productor de

biofilm

agregaciones
multicelulares y
sustancias
extracelulares

Microplaca por
Tincion con Cristal
Violeta

productor de biofilm

DOc < DO del aislamiento <2 x
DOc = Productor débil de biofilm
2 x DOc¢ < DO del aislamiento <
4 x DOc = Productor moderado

de biofilm

4 x DOc < DO del aislamiento =

Productor fuerte de biofilm

Biofilm

- Productor débil
de Biofilm

- Productor
moderado de
Biofilm

- Productor Fuerte
de Biofilm
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3.4. Poblaciéon y Muestra
3.4.1. Poblacion

La poblacion estd formada por todos los aislamientos disponibles de Salmonella
recuperados en el Hospital Hipdlito Unanue durante el afio 2023, y que fueron recolectados en
marco de un estudio previo titulado: “Caracterizacion de factores de virulencia de S. enterica
No Tifoidea del Hospital Nacional Hipo6lito Unanue durante el afio 2023”, aprobado por el
comité de ética del Hospital, mediante la carta N°100-2023-CIEI-HNHU (Anexo A) y con la
aprobacion de sus modificaciones mediante la carta N°077-2024-CIEI-HNHU (Anexo B).
3.4.2. Muestra

Del total de los aislamientos disponibles, se excluyeron aislamientos duplicados y no
viables. Se incluyeron todos los aislamientos identificados como Salmonella enterica que
lograron ser reactivados y que se identificaron molecularmente mediante la amplificacion del
gen invA como S. enterica, en total se obtuvieron 21 aislamientos.
3.5. Instrumentos

Al tratarse de un estudio descriptivo, la recoleccion de datos se realizo en la Ficha de
Recoleccion de Datos que se muestra en el Anexo C.
3.6. Procedimientos
3.6.1. Reactivacidn de los aislamientos e identificacion microbiolégica

Se utilizaron las cepas provenientes de un estudio previo titulado: “Caracterizacion de
factores de virulencia de Salmonella enterica No Tifoidea del Hospital Nacional Hipdlito
Unanue durante el afio 2023, como se ha mencionado anteriormente. Estas cepas provienen
del periodo comprendido entre los meses de enero 2023 y enero 2024. Se tomaron todos los
datos del aislamiento en una ficha de recoleccion de datos (Anexo C), cada aislamiento posee
un codigo interno. Estos aislamientos fueron reactivados desde los stocks de glicerol, hacia

caldo selenito, que luego de la incubacion se observé el crecimiento bacteriano mediante la
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turbidez del caldo y coloracién anaranjada. De manera siguiente, desde el caldo selenito con
signos de crecimiento bacteriano, se sembro en agar Salmonella-Shigella (SS), y se observo el
crecimiento bacteriano luego del periodo de incubacion establecido. Las cepas que presentaron
crecimiento bacteriano en el agar SS, se consideraron como cepas reactivadas.

Para su cultivo microbiologico convencional e identificacion bioquimica como S.
enterica, se utilizo la cepa control de S. enterica subsp. enterica Serovar Typhimurium ATCC
14028, y se observaron las caracteristicas fenotipicas (Agencia de Seguridad Sanitaria del
Reino Unido, 2025; Procop et al., 2018). Para la identificacion bioquimica y clasificacion en
serovariedad Tifoideay No Tifoidea, se utilizo la guia denominada “Biochemical Identification
of Salmonella and Shigella Using an Abbreviated Panel of Tests” de la Organizacion Mundial
de la Salud (Organizacion Mundial de la Salud Global Foodborne Infections Network [OMS-
GFN], 2015), mediante el uso de las pruebas bioquimicas como Agar Triple AzUcar Hierro
(TSI, por sus siglas en inglés), Agar Lisina Hierro (LIA, por sus siglas en inglés), Agar
Motilidad Indol Ornitina (MIO, por sus siglas en inglés) y Agar Citrato (Tabla 2). Las

condiciones de temperatura fueron de 36°C y se incubaron durante 20 horas.
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Tabla 2

Perfiles Bioguimicos Fenotipicos de Salmonella spp.

Salmonella Salmonella Otros serovares
serovar Typhi serovar de Salmonella
Paratyphi A spp.

Agar hierro triple K K K
azucar (Agar
inclinado)
Agar hierro triple A A A
azucar (Fondo)
Agar hierro triple Trazas - +
azucar (Produccion
de SH2)

- Agar hierro tripl_e - + +

‘é’ azlcar (Produccion

g de Gas)

e Agar Lisina Hierro aF = +

ﬁ (Fondo: Lisina

o Decarboxilasa)

>

a Agar Lisina Hierro - - +
(Produccion de SH2)
Agar Motilidad Indol ~ + T+ +
Ornitina (Motilidad)
Agar Motilidad Indol - + +
Ornitina (Ornitina)
Agar Motilidad Indol - - -
Ornitina (Indol)
Agar Citrato - - +

Nota. A: Acido (color amarillo); K: Alcalino (color rojo). Adaptado de “Laboratory
Protocol: Biochemical Identification of Salmonella and Shigella Using an Abbreviated Panel
of Tests” por la Organizacion Mundial de la Salud Global Foodborne Infections Network

[OMS-GFN], 2015.

3.6.2. Identificacion molecular de S. enterica
Las cepas identificadas microbiol6égicamente como S. enterica, fueron identificadas de
manera molecular mediante la amplificacién del gen invA y se utilizaron los siguientes

cebadores Directo: 5° CATTTCTATGTTCGTCATTCCATTACC 3° y Reverso: 5’
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AGGAAACGTTGAAAAACTGAGGATTCT 3’ (Barletta et al.,, 2013), estos cebadores
amplifican una region de 133 pares de bases. La reaccion de PCR tuvo un volumen final de 20
uL en el Anexo D se detallan las condiciones de amplificacion.
3.6.3. Amplificacion de los genes de virulencia

Cada aislamiento fue procesado para la extraccion de ADN total por el método utilizado
por Silva et al. (2017a). Se conservé el ADN total a -20°C. Para la amplificacion de los genes
de virulencia como pagC, sifA, spvC, pefA en los aislamientos, se utilizaron los cebadores que
se muestran en la Tabla 3, con sus respectivas secuencias. La reaccion final tuvo un volumen
de 20 uL, y en el Anexo D, se detallan las condiciones de amplificacion. El control positivo
para la amplificacion de los genes fue la cepa ATCC 14028 S. enterica Typhimurium, y el
control negativo, fue agua de grado molecular. Los productos obtenidos de la amplificacion
fueron cargados en un gel de agarosa al 1.5% preparado con SybrSafe al 5% para la tincién del
ADN en el gel, y con una corrida electroforética de 90 V durante 50 minutos. Para estimar el
tamafo de las bandas obtenidas se utilizd un marcador de peso molecular con rango de 100-
1500 pares de bases (pb). Transcurrido el proceso de electroforesis, el gel de agarosa fue
llevado a un transiluminador, para visualizar las bandas de amplificacion. Se observo la

presencia o ausencia de la banda del tamafio esperado, por cada gen de virulencia.
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Tabla 3

Cebadores para la Amplificacion de los Genes de Virulencia

Gen Cebadores pb  Referencia
pagC D: 5>-CGCCTTTTCCGTGGGGTATGC-3’ 454  Zhangetal.
2018
R: 5’-GAAGCCGTTTATTTTTGTAGAGGAGATGTT (2018)
-3’
sifA D: 5>-TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG-3’ 449  Zhangetal.
2018
R: 5’-GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT- (2019)
3’
spvC D: 5>-ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA-3’ 550  Silvaetal.
2017
R: 5’- TGTCTCTGCATTTCGCCATCA-3’ (2017)
pefA D: 5’- GCGCCGCTCAGCCGAACCAG -3’ 157  Zhangetal.
(2018)

R: 5* — GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG -3’
Nota. “D”: cebador directo, “R”: cebador inverso, y “pb”: pares de bases.

3.6.4. Susceptibilidad antimicrobiana

Se realizé la prueba de susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de Kirby-
Bauer, segun los criterios de interpretacion del Manual del Clinical y Laboratory Standards
Intitute (CLSI, por sus siglas en inglés) de la Edicion 2024. Los antibi6ticos tamizados, fueron
los siguientes: ampicilina (10ug), cefotaxima (30 ug), cefepima (30 ug), ciprofloxacino (5 ug),
tetraciclina (30 pg), imipenem (10 pg), y sulfametoxazol-trimetoprima (ug) (Oxoid, Inglaterra).
Las condiciones de incubacion fueron: 37°C durante 20 horas, en condiciones estaticas. Las
cepas que se utilizaron para el control de calidad de evaluacion de la sensibilidad
antimicrobiana fueron Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, segun correspondid para cada antibidtico. La
resistencia a multiples medicamentos es decir “cepas multidrogo-resistentes o MDR” se definid
como la no susceptibilidad adquirida a al menos un agente en tres 0 mas categorias (clases) de
antimicrobianos evaluados, como aminopenicilinas (ampicilina), cefalosporinas (cefotaxime,

cefepima), carbapenémicos (imipenem), inhibidores del dihidrofolato reductasa
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(sulfametoxazol-trimetoprima), tetraciclinas (tetraciclina) y fluoroquinolonas (ciprofloxacino).
Las “cepas extensivamente resistentes o XDR”, se definid como la no susceptibilidad a al
menos un agente en todas las categorias, excepto en 2 0 menos categorias de antimicrobianos
testeados. Las “cepas pan resistentes PDR”, se definiéo como la no susceptibilidad a todas las
categorias de antimicrobianos evaluados.
3.6.5. Evaluacion de produccion de biofilm

Se evaluo la produccion de biofilm mediante el método de microplaca propuesto en
Petrin et al. (2022). Los aislamientos fueron reactivados en TSA, y luego se inocularon una
colonia aislada de cada aislamiento en Caldo Tripticasa Soya (TSB, por sus siglas en inglés) y
se dejo crecer a 37°C durante 18 a 24 horas. Para la normalizacion de los cultivos, se utilizé el
espectrofotometro y se midio la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, el valor base
que se obtuvo para todos los cultivos fue una densidad 6ptica (DO) de valor 1 (1*108 UFC/ml).
Se hizo una dilucién de 1:100 a partir de los cultivos, y se tomé 200 ul de la dilucién para el
in6culo de cada aislamiento, en una microplaca de 96 pocillos. Se hicieron cuatro réplicas
técnicas por cada aislamiento. El control negativo fue caldo TSB sin inocular y el control
positivo fue la cepa S. enterica Typhimurium ATCC 14028. Se incubaron las microplacas a
una temperatura de 27 °C durante 48 h. Se eligio la temperatura de 27°C al ser una temperatura
ambiental promedio para observar la formacion de biofilm fuera del hospedero, al ser un
mecanismo de supervivencia fuera en el ambiente para su transmision (Steenackers, et al.
2012). Luego de transcurrido el tiempo, se retird la suspension y se realizo el lavado de los
pocillos con 250 ul de agua destilada, tres veces para eliminar bacteria no adherida. Se fijé la
bacteria adherida mediante calor seco, al colocar la placa a 80°C por 10-15 minutos.
Transcurrido el tiempo, se agregd 200 ul de 1% de cristal violeta a cada pocillo para la tincién
por 30 min. Se enjuag6 con agua destilada 3 veces. Finalmente, se agregd 200 ul de alcohol

absoluto para disolver el colorante adherido y se midié la absorbancia en el lector de
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microplacas a una longitud de onda de 600 nm, dando como resultado los valores en densidad
Optica para cada pocillo. EIl valor base es el punto de corte (DOc) que ayuda a clasificar la
produccidn de biofilm (Stepanovi¢ et al., 2004), este valor se definié como el promedio de los
4 replicados del control negativo mas 3 veces de su desviacion estandar correspondiente. El
valor final de la densidad oOptica de cada aislamiento fue el promedio de las 4 réplicas técnicas,
y este valor fue utilizado para asignar a cada aislamiento segun las siguientes categorias:

e DO del aislamiento < DOc = No productor de biofilm

e DOc < DO del aislamiento < 2 x DOc = Productor débil de biofilm

e 2xDOc < DO del aislamiento < 4 x DOc = Productor moderado de biofilm

e 4 x DOc < DO del aislamiento = Productor fuerte de biofilm
3.7. Analisis de Datos

Para el analisis de los datos como la determinacion de la frecuencia y porcentajes de la

presencia o ausencia de los genes de virulencia, susceptibilidad antimicrobiana o produccién
de biofilm de los aislamientos clinicos, y su descripcion en tablas y graficos se utilizé el

software de Microsoft Excel y el software R version 4.5.1.

3.8. Consideraciones Eticas

El presente estudio trabajo solo con los aislamientos bacterianos clinicos codificados y
recuperados del Laboratorio de Microbiologia del HNHU durante 2023, que fueron
recolectados en marco del proyecto anterior titulado: “Caracterizacion de factores de virulencia
de Salmonella spp. No Tifoidea del Hospital Nacional Hip6lito Unanue durante el afio 20237,
aprobado por el comité de ética del Hospital, mediante la carta N°100-2023-CIEI-HNHU
(Anexo A) y con la aprobacién de sus modificaciones mediante la carta N°077-2024-CIEI-

HNHU (Anexo B).
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IV. RESULTADOS

4.1. ldentificacion fenotipica y genotipica de aislamientos clinicos de S. enterica No
Tifoidea

Se reactivaron 21 cepas clinicas identificadas previamente como Salmonella spp., de
los cuales 20 aislamientos fueron identificados bioquimicamente como S. enterica No Tifoidea
y un aislamiento fue identificado como S. enterica Tifoidea, tal como se muestra en la Figura
3. En la identificacion genotipica, los 21 aislamientos amplificaron el gen invA, por lo que se
identificaron como Salmonella enterica (Figura 4).
Figura 3

Caracteristicas Biogquimicas de los Aislamientos Clinicos

Nota. Se muestran el aislamiento 06PS, el cual es representativo de la serovariedad No
Tifoidea, y el aislamiento 18PS, representativo de la serovariedad Tifoidea. (A) Perfil
bioguimico del aislamiento 06PS, de izquierda a derecha: Prueba de TSI: K/A, abundante H2S;
Prueba de LIA: LDC+; Prueba de uso de Citrato: positivo, Prueba de MIO: ornitina positiva.
(B) Perfil bioquimico del asilamiento 18PS: Prueba de TSI: K/A, trazas de H2S; Prueba de

LIA: LDC+; Prueba de uso de Citrato: negativo; Prueba de MIO: ornitina negativa.
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Figura 4
Amplificacion del gen invA en los Aislamientos Clinicos de S. enterica.

13PS 14pS 15PS C+ Binva

invA (133 pb)

Nota. En la imagen: “BinvA”: Control Negativo; “C+”: Control Positivo; M: Marcador

molecular; “13PS”, “14PS” y “15PS”: Aislamientos del estudio.

De los 20 aislamientos identificados por bioquimica y microbiologia convencional
como S. enterica No Tifoidea, se encontraron cepas provenientes de hisopados rectales, sangre,
orina 'y absceso (Tabla 4). Un 55% (11/20) provienen de hisopados rectales, mientras que un
30% (6/20), de muestras de sangre. Segun el area del hospital de donde provenian las muestras,
se obtuvo un 50% (10/20) de aislamientos provenientes del area de emergencias, seguido de

un 30% (6/20) provenientes del area de hospitalizacion y un 10% (2/20) del area de UCI.
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Tabla 4

Caracteristicas de los Aislamientos Clinicos de S. enterica No Tifoidea

Cédigo de Identificacion

aislamiento Muestra Tipo de localizacién B_ioqui_miga_y
Microbiologica
1PS Rectal eme No Tifoidea
10PS Rectal eme No Tifoidea
14PS Rectal eme No Tifoidea
16PS Rectal eme No Tifoidea
17PS Rectal eme No Tifoidea
19PS Rectal eme No Tifoidea
20PS Rectal eme No Tifoidea
21PS Rectal eme No Tifoidea
22PS Rectal eme No Tifoidea
4PS Rectal hos No Tifoidea
23PS Rectal uci No Tifoidea
7PS Sangre eme No Tifoidea
8PS Sangre hos No Tifoidea
9PS Sangre hos No Tifoidea
13PS Sangre hos No Tifoidea
15PS Sangre hos No Tifoidea
12PS Sangre uci No Tifoidea
3PS Orina ext No Tifoidea
6PS Orina ext No Tifoidea
2PS Absceso hos No Tifoidea

Nota. Para: eme = emergencias; hos =hospitalizacion; uci = unidad de cuidados intensivos; ext

= consulta externa.

4.2. ldentificacion de la presencia de genes de virulencia como pagC, sifA, pefA 'y spvC,
en los aislamientos clinicos

Se realizo la identificacion de la presencia de los genes de virulencia en los aislamientos
clinicos de S. enterica No Tifoidea mediante la amplificacién por PCR convencional de los
genes pagC, sifA, pefA y spvC. Todos los aislamientos presentaron los genes sifA y pagC

(20/20), y en el 35% (7/20) de los aislamientos se identificaron los genes plasmidicos spvC y
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pefA (Tabla 5). Tal como se muestra en la Tabla 6, se encontraron 2 perfiles de virulencia: P1
y P2, el perfil de virulencia P1 posee los genes de virulencia pagC vy sifA, y el perfil de
virulencia P2 posee los 2 genes pagC, sifA, y los 2 genes plasmidicos de virulencia spvC y

pefA.

Tabla b

Genes de virulencia en los aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea

Gen de Ubicacién Descripcion n (%)
Virulencia
pagC SPI-11 Codifica para una proteina de membrana externa 20 (100)

y produccion de vesiculas para supervivencia
dentro de macrofagos
SifA SPI-2 Codifica para una proteina que contribuye para 20 (100)
la formacion de “filamentos inducidos por
Salmonella” (SIF)

spvC Plasmido  Involucrado con la supervivencia y proliferacion 7 (35)
intracelular
pefA Plasmido  Codifica para proteinas adhesinas fimbriales 7 (35)
Total 20 (100)
Tabla 6

Perfiles de virulencia en los aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea

Perfil de Virulencia Genes de Virulencia n (%)

P1 pagC, sifA 13 (65)

P2 pagC, sifA, spvC, pefA 7 (35)
Total 20 (100)

De acuerdo con el tipo de muestra, se observa que un 50% (3/6) de los aislamientos que
provienen de sangre, presento el perfil de virulencia P2, y el otro 50% (3/6) presentd el perfil
P1. Entanto, de los aislamientos que provienen de hisopados rectales, un 81.8% (9/11) presentd
el perfil de virulencia P1 y solo un 18.2% (2/11), el perfil P2 (Tabla 7). De acuerdo con el area

del hospital, se observa que el 70% (7/10) de aislamientos del area de Emergencias presenta el
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perfil de virulencia P1, y ademas, todas las muestras (2/2) del Area de Cuidados Intensivos

presentaron el perfil de virulencia P1 (Tabla 7).

Tabla 7

Perfiles de virulencia segun las caracteristicas clinicas de los aislamientos

Perfil de Virulencia
Caracteristicas P1 p2
n (%) n (%)

Tipo de Muestra

Hisopado rectal 9 81,8 2 18,2
Sangre 3 50,0 3 50,0
Orina 1 50,0 1 50,0
Absceso 0 0 1 100,0
Area del Hospital
Emergencias 7 70,0 3 30,0
Hospitalizacion 3 50,0 3 50,0
Unidad de Cuidados Intensivos 2 100,0 0 0,0
Consulta externa 1 50,0 1 50,0
Nota. P1, Perfil de Virulencia 1; P2, Perfil de Virulencia 2.
Figura 5
Perfil de Virulencia de S. enterica No Tifoidea segun tipo de muestra de origen
Tipo de Muestra
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Nota. P1 = Perfil de virulencia 1; P2 = Perfil de virulencia 2; san = sangre; rec =hisopado

rectal; ori = orina; abs = absceso.
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Figura 6

Perfil de Virulencia de S. enterica No Tifoidea segun el area del Hospital
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Nota. P1 = Perfil de virulencia 1; P2 = Perfil de virulencia 2; eme = emergencias; hos

=hospitalizacion; uci = unidad de cuidados intensivos; ext = consulta externa.

4.3. Caracterizacion de la formacion de biofilm de los aislamientos clinicos a 27°C en un
intervalo de 48 horas

La produccion de biofilm fue evaluada mediante el método de microplacas, a 27°C de
temperatura y en un intervalo de 48 horas, y se midio la absorbancia a 600 nm de cada
aislamiento (Figura 7). En el Anexo E, se detallan los valores de densidad Optica obtenidos de
los 20 aislamientos de S. enterica No Tifoidea para cada una de sus 4 réplicas técnicas. Se
encontrd que el 40% (8/20) de los aislamientos fue clasificado como productor fuerte de
biofilm, con una densidad dptica promedio de 1.49 + 0.4, mientras el 35% (7/20) fue productor
débil de biofilm con un promedio de 0.35 + 0.07 (Tabla 8). En el Figura 8, se observa los
valores de densidad dptica obtenidos para cada aislamiento, y la desviacion estandar de las

réplicas por cada aislamiento.



Figura7

Produccion de Biofilm de los aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea
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Nota. En laimagen: 18PS, 19PS, 20PS, 21PS, 22PS y 23PS son aislamientos del estudio, “C+”:

control positivo, “C-*: control negativo.

Tabla 8

Produccidén de Biofilm de los aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea

Produccion de Biofilm n (%) Densidad Desviacion
Optica Estandar
Promedio

Productor Déhil 7 35 0,35 0,07

Productor Moderado 5 25 0,80 0,19

Productor Fuerte 8 40 1,49 0,39

Total 20 100
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Figura 8

Produccidn de Biofilm de los aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea
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De acuerdo con las caracteristicas de los aislamientos como tipo de muestra, se observa
que el 45.5% (5/11) de los aislamientos provenientes de hisopados rectales son productores
débiles de biofilm y en conjunto, mas del 50% son productores moderados o fuertes de biofilm
(Tabla 9). Resalta que el 66.7% (4/6) de los aislamientos de sangre, son productores fuertes de
biofilm. Asimismo, un 60% (6/10) de los aislamientos del area de Emergencias fueron
caracterizados como productores moderados o fuertes de biofilm, mientras que el 66.7% (4/6)
de aislamientos de hospitalizacion, son productores fuertes de biofilm. Segun el perfil de
virulencia de los aislamientos, se hall6 que el 53.8% (7/13) de los aislamientos con perfil P1
(pagC, sifA) se categorizaron como productores débiles de biofilm, mientras que el 71.4% (5/7)
de los que poseen el perfil P2 (pagC, sifA, spvC, pefA) se caracterizaron como productores

fuertes de biofilm (Tabla 9).
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Produccion de Biofilm segun las caracteristicas clinicas de los aislamientos
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Produccién de Biofilm

Productor Débil  Productor Productor
Moderado Fuerte
Caracteristicas n % n % n %
Tipo de Muestra
Hisopado rectal 5 455 3 27,3 3 27,3
Sangre 1 16,7 1 16,7 4 66,7
Orina 1 50,0 0 0,0 1 50,0
Absceso 0 0 1 100 0 0
Area del Hospital
Emergencias 4 40,0 3 30,0 3 30,0
Hospitalizacion 1 16,7 1 16,7 4 66,7
Unidad de Cuidados Intensivos 1 50,0 1 50,0 0 0,0
Consulta externa 1 50,0 0 0,0 1 50,0
Perfil de Virulencia
P1 7 53,8 3 23,1 3 23,1
p2 0 0,0 2 28,6 5 714

Nota. n = nimero de aislamientos.

Figura 9

Produccion de Biofilm de S. enterica No Tifoidea segun el area del Hospital
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Figura 10

Produccion de Biofilm de S. enterica No Tifoidea segun tipo de muestra de origen
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Nota. san = sangre; rec =hisopado rectal; ori = orina; abs = absceso.

Figura 11

Produccion de Biofilm de S. enterica No Tifoidea segun el Perfil de Virulencia
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Nota. P1 = Perfil de virulencia 1; P2 = Perfil de virulencia 2.

4.4. Descripcidn de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos
clinicos

Se evalud la susceptibilidad antimicrobiana a 7 clases de antibidticos de los
aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea, y se encontrd que el 45% (9/20) son
aislamientos susceptibles o de susceptibilidad intermedia, donde las frecuencias mas altas de

susceptibilidad fueron: un 100% (20/20) de aislamientos susceptibles a imipenem, seguido del
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70% (14/20) de aislamientos susceptibles a cefalosporinas de tercera generacion y
cloranfenicol. Dentro de los aislamientos con susceptibilidad intermedia, las tasas méas altas
fueron un 65% (13/20) frente a ciprofloxacina y un 60% (12/20) frente a sulfametoxazol-
trimetoprima. Por otro lado, se obtuvo que el 55% (11/20) es resistente a tetraciclina, un 40%
(8/20) a ampicilina, y un 40% (8/20) a sulfametoxazol-trimetoprima (Tabla 10 y Figura 12).
Tal como se muestra en la Tabla 11, se encontraron 5 perfiles de multidrogoresistencia, la cual
fue definida como la resistencia a mas de 3 familias de antibioticos (R3-R6) encontrandose un
40 % (8/20) de aislamientos multidrogoresistentes. El perfil mas comun fue AMP-CTX-TET-

STX-C con un 50% (4/8) de los aislamientos multidrogoresistentes de S. enterica No Tifoidea.

Tabla 10

Perfil de Susceptibilidad Antimicrobiana de los Aislamientos Clinicos de S. enterica No

Tifoidea
Susceptibilidad antimicrobiana
Sensible Intermedio Resistente

Antibidtico n (%) n (%) n (%)
Ampicilina (AMP) 12 60 0 0 8 40
Cefotaxima (CTX) 14 70 0 0 6 30
Cefepima (FEP) 14 70 6 30 0 0
Imipenem (IPM) 20 100 0 0 0 0
Tetraciclina (TET) 8 40 1 5 11 55
Ciprofloxacina (CIP) 4 20 13 65 3 15
Sulfametoxazol- 0 0 12 60 8 40

trimetoprima (STX)
Cloranfenicol (C) 14 70 0 0 6 30




Tabla 11

Perfiles de Multidrogoresistencia de los Aislamientos Clinicos de S. enterica No Tifoidea
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Clasificacion de Nivel de
Multidrogo- n (%) Multidrogo- Perfil de Multidrogo-resistencia n (%)
resistencia resistencia
No MDR, XDR 12 (60) RO NA 9 (45)
o PDR R1 TET 2 (10)
R2 AMP, TET 1(5)
MDR 3(15) R3 TET, STX, CIP 1(5)
R4 AMP, TET, STX, C 1(5)
AMP, CTX, TET, STX 1(5)
XDR 5 (25) R5 AMP, CTX, TET, STX, C 3 (15)
R6 AMP, CTX, TET, STX, C, CIP 2 (10)
PDR 0 (0) R7 AMP, CTX, TET, STX, C, CIP, IPM 0 (0)
Total 20 (100)  Total 20
(100)

Nota. Se evaluaron 7 clases de antibioticos. RO = Susceptible a todas las clases de antibidticos

evaluadas, R1 = Resistente a 1 clase de antibi6tico evaluada, R2 = Resistente a 1 clase de

antibiotico evaluada, R3 = Resistente a 3 clases de antibibticos evaluadas, R4 = Resistente a 4

clases de antibiéticos evaluada, R5 = Resistente a 5 clases de antibioticos evaluadas, R6 =

Resistente a 6 clases de antibi6ticos evaluadas.
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Figura 12
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De acuerdo con las caracteristicas de los aislamientos, se observa que el 55% (6/11) de
los aislamientos de hisopados rectales son multidrogoresistentes, mientras que el 83% (5/6) de
los aislados que provienen de sangre son susceptibles y solo 1 aislamiento de ellos se
caracteriz6 como multidrogoresistente (Tabla 12). Segun el area del hospital desde donde
provienen las muestras, resalta que el 62.5% (5/8) de los aislamientos multidrogoresistentes
provienen del area de Emergencias y los dos aislamientos que provienen del area de Cuidados
Intensivos son multidrogoresistentes. Todos los aislamientos multidrogoresistentes poseen el
perfil de virulencia P1, mientras que todos los aislamientos que presentan el perfil de virulencia
P2 son aislamientos susceptibles (Tabla 12). También, se observa que el 75% (6/8) de las cepas
multidrogoresistentes, son productores débiles de biofilm, y todos los productores fuertes de

biofilm fueron caracterizados como cepas susceptibles a todos los antibidticos evaluados.



Tabla 12

Multidrogoresistencia segun las caracteristicas clinicas de los aislamientos

Multidrogoresistencia

No MDR MDR, XDR, PDR (R3-R6)
Caracteristicas n (%) n (%)
Tipo de Muestra
Hisopado rectal 5 45 6 55
Sangre 5 83 1 17
Orina 1 50 1 50
Absceso 1 100 0 0
Area del Hospital
Emergencias 5 50 5 50
Hospitalizacién 6 100 0 0
Unidad de Cuidados Intensivos 0 0 2 100
Consulta externa 1 50 1 50
Perfil de Virulencia
P1 8 62 5 38
P2 7 100 0 0
Productor de Biofilm
Débil 1 14 6 86
Moderado 3 60 2 40

Fuerte 8 100 0 0
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio tuvo como objetivo identificar los genes de virulencia, la capacidad
de formacion de biofilm y la susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos clinicos de S.
enterica No Tifoidea en un hospital de tercer nivel en Lima durante el afio 2023. Para el éxito
de su infeccion en el hospedero y de su supervivencia en el ambiente, S. enterica No Tifoidea
posee un extenso repertorio de factores de virulencia (Jajere, 2019), de esta manera la
caracterizacion de estos rasgos en cepas circulantes dentro un entorno hospitalario, contribuye
al manejo clinico de las mismas, y ademas a la vigilancia epidemioldgica de cepas con potencial
a desarrollar un brote.

De los 21 aislamientos de S. enterica recuperados en el Hospital Nacional Hipolito
Unanue, durante el periodo del afio 2023, de manera fenotipica se identifico 20 aislamientos
No Tifoideos y solo un aislamiento Tifoideo. Esta frecuencia de aislamientos clinicos de S.
enterica No Tifoidea recuperados, coincide con otros estudios en hospitales de Lima realizados
en la ultima década. Por ejemplo, en un estudio desde Octubre 2015 hasta Mayo 2017 en el
Hospital Cayetano Heredia, ubicado en la zona norte de Lima, se recuperaron 50 aislamientos
clinicos, de los cuales se tipificaron 47 aislamientos como No Tifoideos y solo 3 aislamientos
Tifoideos (Garcia et al., 2019). Cabrera y Diaz (2023) también describen una mayor frecuencia
de S. enterica No Tifoidea en su estudio en diferentes hospitales de Lima. Estos autores durante
el periodo 2017 a 2019, recuperaron 15 asilamientos No Tifoideos y 4 Tifoideos del Hospital
Cayetano Heredia, 12 aislamientos No tifoideos y un aislamiento Tifoideo del Hospital Maria
Auxiliadora y 2 aislamientos No Tifoideos del Hospital Hipolito Unanue. Rosso et al. (2022)
reporta también esta tendencia de mayor recuperacion de aislamientos No Tifoideos frente a
los Tifoideos, en un estudio retrospectivo de aislamientos clinicos de Salmonella desde el afio

2012 al afio 2021 en un hospital de tercer nivel en Colombia. Todo ello refleja la alta frecuencia
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de Salmonella No Tifoidea frente a Salmonella Tifoidea en Latinoamérica, y en especial en
Perd, en los ultimos afos.

Una tendencia similar se observa en la frecuencia de S. enterica No Tifoidea recuperada
de muestras de sangre. Cabe mencionar que de los 7 aislamientos de sangre de S. enterica
recuperados, el 85% (6/7) fueron aislamientos No Tifoideos. Esto coincide con lo encontrado
por Silva et al. (2017a), donde tipificaron 89 aislamientos de Salmonella provenientes de
hemocultivos de diferentes hospitales de Lima durante el periodo desde el afio 2008 hasta el
2013, identificando un 88% (78/89) de aislamientos No Tifoideos. También coincide con lo
reportado por Parra-Payano et al. (2019), quienes encontraron una frecuencia similar: el 85.7%
(60/70) de los casos de salmonelosis invasiva del Hospital Cayetano Heredia durante enero de
2013 hasta diciembre de 2017, fueron no tifoideas. Ademas, en el presente estudio, el 30%
(6/20) de los aislamientos no tifoideos provienen de muestras de sangre y cerca del 55% (11/20)
provienen de muestras de hisopados rectales. Lo anterior mencionado, concuerda con lo
encontrado por Reis et al. (2018), en un hospital de Brasil, donde cerca del 27.4% (79/289) de
los aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea en un periodo de 6 afios provenian de
muestras de sitios estériles como: sangre y liquido cefalorraquideo.

Se sabe gue los aislamientos No Tifoideos pueden ser causantes de bacteremia o sepsis
(Crump et al., 2015), y esto es influenciado por las caracteristicas inherentes de las cepas y de
las caracteristicas del hospedero, que en la mayoria de los casos son nifios y personas
inmunocomprometidas (Wen et al., 2017). En otras regiones del mundo, como en Africa, las
infecciones sistémicas por S. enterica No Tifoidea son un problema endémico y con una alta
tasa de infecciones (GBD 2017 Non-Typhoidal Salmonella Invasive Disease Collaborators,
2019). En cambio, en América Latina la situacion es distinta, la frecuencia de este tipo de
infecciones no es alta. Sin embargo, se describen frecuencias como la de este estudio, donde

las serovariedades no tifoideas son mas frecuentes en infecciones invasivas que las
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serovariedades tifoideas, lo cual puede ser una ventana a la evolucion de aislamientos con alta
capacidad invasivay en un futuro, convertirse en un problema de mayor magnitud en el sistema
de salud de América Latina.

Los aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea provenientes de hisopados rectales
tuvieron mayor frecuencia, siendo el 55% (11/20) de los aislamientos y ademas 9 de los 11,
fueron recuperados del servicio de Emergencias del Hospital. Esto coincide con lo esperado,
puesto que la mayoria de los casos de S. enterica No tifoidea se asocian generalmente con
infecciones agudas gastrointestinales, por lo cual los pacientes asisten al servicio de
emergencias, y que luego de la atencidbn médica necesario como rehidratacion y uso de
antipiréticos, la mayoria de las infecciones se resuelven en menos de una semana (Chen et al.,
2013).

S. enterica No Tifoidea se caracteriza por poseer un extenso repertorio de genes que
codifican factores de virulencia (Cheng et al., 2019), que determinan el éxito de su infeccion
en el hospedero y de su supervivencia. Tal como se ha reportado en otro estudio, S. enterica
presenta hasta 135 genes de virulencia que codifican para proteinas efectoras de sistemas de
secrecion, proteinas de sistemas de adhesion, de invasion, toxinas, entre otros (Ju et al., 2023).
El presente estudio es el primer reporte de deteccidn de genes de virulencia como pagC, sifA,
pefA, y spvC en aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea de un Hospital de Tercer Nivel
de Lima, Per0. Se registrd que todos los aislamientos presentaron los genes pagC y sifA,
mientras que pefA y spvC se detectaron en el 35% de los aislamientos. Estos resultados
evidencian que los factores de virulencia asociados a la supervivencia intracelular y a la
invasion se encuentran ampliamente distribuidos entre los aislamientos analizados, a diferencia
de los genes plasmidicos pefA 'y spvC.

El gen pagC esta relacionado con la supervivencia intracelular dentro de los macréfagos

del hospedero y con la formacion de vesiculas extracelulares (Lu et al., 2020). Todos los
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aislamientos del presente estudio presentaron este gen, lo cual concuerda con diversos estudios
como el de Yue et al. (2020), donde reporta de igual manera una frecuencia de 100% (58/58)
del gen pagC en aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea de nifios con diarrea, en un
hospital en China. Estos autores remarcan el posible uso que el gen pagC puede tener como
marcador de virulencia para la deteccidn de S. enterica. Kagirita et al. (2017) encuentra que un
92% (23/25) de aislamientos clinicos en Uganda, presentaban el gen pagC, no alcanzando un
100%. Sin embargo, Lozano-Villegas et al. (2023) encuentran un 97.4% (38/39) en
aislamientos ambientales de granjas y un 100% (10/10) en aislamientos de humanos. Ante ello,
se infiere que la presencia del gen pagC varia entre los aislamientos recuperados de S. enterica
No Tifoidea, impidiendo su uso como marcador universal de virulencia para su deteccion.
Ademas, esta variabilidad, estaria relacionada con el serotipo no tifoideo de los aislamientos,
gue como ya se mencion6 anteriormente, influye en la presencia o ausencia de los genes de
virulencia.

El gen de virulencia sifA, codifica para una proteina que forma parte de los filamentos
inducidos por Salmonella, y cuya funcion es permitir su supervivencia y replicacion dentro de
las “vacuolas que contienen Salmonella” o “SCV”, por sus siglas en inglés. En el presente
estudio, el total de los aislamientos presentaron este gen. En un estudio anterior, desarrollado
en México por Hernandez-Ledesma et al. (2023) donde se describe una frecuencia de 100%
(142/142) en aislamientos provenientes de humanos, mientras que para los aislamientos
provenientes de alimentos vegetales, la frecuencia fue de 96.4%. Ademas, los mismos autores
encuentran que la presencia de sifA estd significativamente relacionada segun el tipo de
muestra, de esta manera, los aislamientos de origen ambiental, de alimentos de origen animal,
0 vegetales, no alcanzaron una frecuencia de 100%. De esta manera, lo encontrado en este
estudio, concuerda con la hipétesis de que la frecuencia de sifA es mayor en aislamientos

provenientes de humanos, y esto debido a la funcion de virulencia que ejerce el gen sifA en
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células hospederas humanas al producirse las SCV. Morasi et al. (2022) encuentran la presencia
del gen sifA en solo 86.4% (204/238) de aislamientos provenientes de carne de pollo,
reforzando mas la hipotesis antes mencionada.

Los genes de virulencia plasmidicos pefA y spvC estan relacionados con la
supervivencia intracelular y con la formacién de filamentos fimbriales para la agregacion
multicelular. En este estudio, ambos genes fueron detectados en conjunto en solo 35% (7/20)
de los aislamientos, denotando su naturaleza plasmidica, puesto que anteriormente se ha
reportado que su presencia es variable entre las diferentes serovariedades No Tifoideas de S.
enterica (Silva et al., 2017b). Si bien coincide con lo encontrado por Nikiema et al. (2021) en
Uganda, quien reporta que un 48.4% (44/91) de los aislamientos clinicos de S. enterica no
tifoidea poseen el gen spvC; y con el reporte de Higgins et al. (2020) en Estados Unidos donde
encuentran hasta un 47.4% (100/211) de aislamientos clinicos que presentan el gen pefA, y un
38.4% (81/211), el gen spvC. Las frecuencias de ambos genes, es variable y dependera de las
caracteristicas inherentes del aislamiento como serovariedad no tifoidea, tipo de muestra, entre
otros. Por ejemplo, Seribelli et al. (2020) encuentran una frecuencia de 65% (13/20) de
aislamientos de S. Typhimurium provenientes de humanos en Brasil, en los que se detectaron
los genes spvC y pefA. Proroga et al. (2018) halla en un estudio de aislamientos clinicos en
Italia, que solo el 22,6% (34/150) poseian el gen pefA 'y el 4,7% (7/150) poseian el gen spvC.

En este estudio se obtuvieron dos tipos de perfil de virulencia el perfil P1 (pagC, sifA)
y el perfil P2 (pagC, sifA, pefA, spvC). Segun el tipo de muestra de donde proviene el
aislamiento, se registro que el 50% de las muestras de sangre (3/6) y orina (1/2), presentaron
el perfil P2, mientras solo el 18.2% (2/11) de los aislamientos entéricos presentaron el perfil
P2. Los aislamientos de origen entérico, es decir provenientes de hisopados rectales,
presentaron en mayor porcentaje (81.8%) el perfil P1 (pagC, sifA). Esto indica una posible

asociacion entre la presencia de genes plasmidicos como spvC y pefA, con infecciones
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invasivas, como anteriormente se reportd como cepas con potencial invasivo y bacterémico a
aislamientos que presentaban estos genes (Silva et al., 2017a). En un estudio realizado por Li
et al. (2025), encuentran frecuencias similares segun el tipo de muestra, el 50% (3/6) de
aislamientos de muestras de sangre, presentaron los genes plasmidicos de virulencia pefA y
spvC, mientras que solo el 23.3% (7/30), de los aislamientos de hisopados rectales presentaron
los genes. Hua et al. (2024) encuentran en aislamientos clinicos de muestras de sangre en China,
que el 81.8% (18/22) poseian el gen pefAy el 77.3% (17/22), el gen spvC. mientras que solo el
(2/11) de los aislamientos entéricos clinicos, presentaron los genes pefA y spvC. Es asi, como
las frecuencias de estos genes de virulencia plasmidicos, pueden estar relacionados a
infecciones invasivas, al tener una tasa mayor de presencia en aislamientos provenientes de
sangre, que en aislamientos entéricos. De manera similar, se encontro en este estudio que el
perfil de virulencia P2 esta presente en los aislamientos del area de hospitalizacion y del area
de consulta externa, lo cual refleja la circulacion de aislamientos con potencial a infecciones
sistémicas, fuera y dentro del entorno hospitalario.

La formacion de biofilm en aislamientos clinicos de serovariedades no tifoideas, ha
sido evaluada en condiciones de temperatura corporal como 37°C (debido a la naturaleza de la
infeccion) en otros estudios (Bialucha et al., 2020), donde se encuentran que todos los
aislamientos producen biofilm, pero con un mayor porcentaje de productores debiles. Sin
embargo, S. enterica No Tifoidea, es una bacteria capaz de persistir en ambientes inertes y
propagarse en superficies de alimentos, agua y material inerte (Silva et al., 2014; Ugur et al.,
2018), y es la capacidad de formar biofilm y agregarse multicelularmente, un factor de
virulencia que le permite esa persistencia fuera del hospedero.

La capacidad de formar biofilm a 27 °C es importante, ya que esta temperatura favorece
la expresion de factores asociados a la adherencia y persistencia ambiental de Salmonella, a

diferencia de temperaturas fisiol6gicas donde predomina la expresion de genes relacionados
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con lainvasion del hospedero. Por ello en el presente estudio, los aislamientos fueron evaluados
a 27 °C durante un periodo de 48 horas, condiciones que simula el ambiente exterior, como
superficies inertes hospitalarias. Asi se encontrd que todos los aislamientos produjeron biofilm
en diferente grado. Entre productores fuertes y moderados, se tiene un 65% de los aislamientos
evaluados, y un 35% de productores débiles. Esto sugiere que los aislamientos analizados
poseen la capacidad y los mecanismos para su adherencia y agregacion en superficies inertes,
como lo es la superficie de las microplacas. Lo cual es conveniente para una transmision dentro
del entorno hospitalario a través de sus superficies, y se ha demostrado que la capacidad de
formar biofilm permite a S. enterica No Tifoidea a resistir condiciones ambientales adversas,
desinfectantes y antimicrobianos (Chylkova et al., 2017), que suelen ser usados con mayor
frecuencia en entornos hospitalarios. Es asi como lo encontrado en este estudio, como el 66.7%
de los aislamientos del area de hospitalizacion son productores fuertes, refuerza la hipotesis
mencionada.

De acuerdo con el tipo de muestra, se registrd que el 66.7% (4/6) de los aislamientos
de sangre se caracterizaron como productores fuertes, a diferencia de los aislamientos entéricos
donde casi el 45.5% (5/11) son productores débiles. Esto concuerda con lo reportado por Li et
al. (2025), quienes encuentran que los aislamientos clinicos no tifoideos provenientes de sangre
produjeron significativamente mayor biofilm que los aislamientos entéricos. El diferente grado
de formacion de biofilm entre aislamientos entéricos e invasivos, es una caracteristica adicional
que distingue a los aislamientos, asi como su perfil de virulencia. Adicionalmente, esto
demuestra que los aislamientos clinicos de sangre y por tanto de infecciones invasivas, tienen
el potencial suficiente para adaptarse al ambiente y permanecer en superficies, equipos médicos
0 sistemas de agua contribuyendo a infecciones recurrentes o brotes intrahospitalarios. En otro
estudio reportado por Hua et al. (2024), demuestran que, a 37°C por un lapso de 48 horas, el

72.7% (16/22) de los aislamientos de infecciones en sangre fueron caracterizados como
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productores debiles de biofilm. Esto indica que la formacion de biofilm, no es un mecanismo
principal de supervivencia y persistencia dentro del hospedero, y que fuera del hospedero, si
configura como un mecanismo.

En este estudio, el 71.4% (5/7) de los aislamientos que poseen el perfil de virulencia P2
(genes pefA y spvC), son productores fuertes de biofilm y el 28,6% (2/7) restante son
productores moderados de biofilm. Tal como Locke et al. (2025), evaluaron la formacion de
biofilm en 48 horas en aislamientos no tifoideos, pero aislados de animales de granja enfermos,
y su relacion con la presencia de ciertos genes, entre ellos el gen pefA. Estos autores encuentran
que todos los aislamientos que solo los productores moderados y fuertes de biofilm, poseian el
gen pefA de manera significativa. Lo mencionado, concuerda con lo encontrado en el presente
estudio, y refuerza la idea de que se necesitan mas estudios sobre la expresion de estos genes
y su implicancia en el proceso de la formacion de biofilm.

En el presente estudio, se evalud la sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos
clinicos de S. enterica No tifoidea. Con respecto al grupo de antibi6ticos generalmente usados
para el manejo de infecciones invasivas de S. enterica No Tifoideas (Crump et al., 2015), si
bien se describieron tasas de susceptibilidad mayores a 50%, las mayores tasas de resistencias
fueron para los antibidticos como cloranfenicol con un 30%, ampicilina con un 40%, y
sulfametoxazol-trimetoprima con un 40%. Este resultado concuerda con lo encontrado por
Cabreray Diaz (2023), en aislamientos de 40 S. enterica No tifoidea provenientes de diferentes
hospitales de regiones del PerQ, encontraron un 60% (24/40) de resistencia a ampicilina, un
42.5% (17/40) a cloranfenicol y un 30% (12/40), a sulfametoxazol-trimetoprima. Mientras que
Quino et al. (2020), en 513 aislamientos de S. enterica No Tifoidea de origen humano del
periodo del 2012 al 2015 de varias regiones del Peru, hallé un 50.3% (258/513) de aislamientos
resistentes a cloranfenicol y un 57% (291/513) a ampicilina. Las tasas de resistencia

encontradas coinciden con la tendencia de una creciente resistencia antimicrobiana a estos
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antibidticos clasificados como primera opcion para el tratamiento, y que esta resultando en la
busqueda de otras alternativas de tratamiento.

La Organizacion Mundial de la Salud (2024b), clasifica a las cefalosporinas de tercera
generacion y fluoroquinolonas, como opcion para el tratamiento de las infecciones invasivas
de Salmonella No Tifoidea, y cuya resistencia debe ser monitoreada. A la par de ello, la
Organizacion Mundial de la Salud, declar6 a S. enterica No Tifoidea resistente a
fluoroquinolonas, como patégeno de alta prioridad en cuanto a la vigilancia de resistencia
antibidtica, debido a que contribuye con el aumento de la resistencia en S. enterica Tifoideas.

Cabe resaltar que en este estudio se registré un 65% de aislamientos con sensibilidad
intermedia y un 15% de aislamientos resistentes a ciprofloxacino. En el Per( ya se habian
reportado aislamientos resistentes a ciprofloxacino, como Silva et al. (2017) que describen solo
un 3.6% (1/84) de resistentes a ciprofloxacino de S. enterica No Tifoidea de hospitales de Lima
de los afios 2008 hasta el 2013, mientras que Quino et al. (2020), quienes describen una tasa
de resistencia a ciprofloxacino de 63% (324/513), en aislamientos de origen humano del
periodo de 2012 al 2015, provenientes de diversas regiones del Per(. Otro estudio, concuerda
con lo reportado aqui, y este es de Cabrera y Diaz (2023), donde reportan un 12.5% (5/40) de
aislamientos resistentes en hospitales del Pera del periodo de 2017-2019, y teniendo en cuenta
los no susceptibles (susceptibilidad intermedia) el porcentaje fue de 62.5% (25/40). Esto sefiala
como en el tiempo se ha ido manteniendo la frecuencia de aislamientos con susceptibilidad
intermedia, lo que genera la alarma, debido a que en el futuro estas cepas puedan evolucionar
a resistentes, agotando asi las opciones de antibiéticos de segunda linea (OMS, 2024b). Tal
como lo sefiala Kim et al. (2025), los niveles de resistencia a ciprofloxacino de Salmonella en
Latinoamérica han aumentado hasta en un 60% comparando los niveles que se encontraban en
los afios 2012-2013, a los encontrados en los afios 2020-2021, el presente estudio se alinea a

esta tendencia.
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Para la sensibilidad en la familia de las cefalosporinas, se detecté un porcentaje de
susceptibilidad de 70% (14/20) a cefotaxima y cefepime, mientras que un perfil de resistencia
a cefotaxima en el 30% de los aislamientos y un perfil de resistencia intermedia frente a
cefepima en el mismo porcentaje. Otros autores, como Quino et al. (2020), encontraron una
tasa de resistencia a cefotaxima de 54% (277/513), en aislamientos de S. enterica No Tifoidea
del periodo de 2012 al 2015. Mientras que Cabrera y Diaz (2023), reportan un 42.5% (17/40)
de aislamientos resistentes a ceftriaxona en hospitales del Per( del periodo de 2017-2019, lo
cual concuerda con lo descrito en este estudio. Lo encontrado aqui también puede indicar la
produccidn de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Se sabe que las cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion son las alternativas para la terapia antibidtica de infecciones
sistematicas o invasivas originadas por aislamientos de S. enterica (Crump et al., 2015; OMS,
2024b), por lo que es importante mantener la vigilancia de la resistencia de esta familia de
antibidticos. Si comparamos lo encontrado en este estudio, con el estudio de Silva et al. (2017),
donde describen la susceptibilidad antimicrobiana de cepas de S. enterica No Tifoidea de
hospitales de Lima de los afios 2008 hasta el 2013, podemos observar que hay una tendencia
creciente a lo largo del tiempo en aislamientos resistentes a ampicilina, cefotaxima,
sulfametoxazol-trimetoprima, cloranfenicol, ciprofloxacino y tetraciclina.

Un punto importante es la deteccion de aislamientos multidrogorresistentes, del total
de los aislamientos el 15% (3/20) fue MDR y el 25% (5/20) fue XDR. Encontrar una tasa mayor
de aislamientos XDR que MDR, concuerda con lo reportado por Ruiz et al. (2022), quienes
describen para aislamientos de S. enterica entre los afios 2012 al 2014 en un hospital de tercer
nivel, tasas de 17.9% y 20.5% de aislamientos multidrogoresistentes y extensivamente
resistentes, respectivamente. Cabrera y Diaz (2023) concuerdan al encontrar un tasa de 2.5%
(1/40) de aislamientos MDR, un 12.5% (5/40) de aislamientos XDR y un 12.5% (5/40) de

aislamientos PDR, de las cepas no tifoideas de S. enterica de diversos hospitales del Peru. En
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cambio, Silva et al (2017), solo encontraron un 3.6% (3/84) de cepas MDR de S. enterica No
Tifoidea de hospitales de Lima de los afios 2008 hasta el 2013. Con todo ello, encontrar una
tasa de 40% de aislamientos MDR, realza las alarmas sobre la diseminacion de los mecanismos
de resistencia a los diversos antibidticos, y que ha ido aumentando a lo largo del tiempo en el
Peru. Ello puede ir explicado por el uso irracional de los mismos en ambientes de produccion,
como granjas y de alimentos, y también la automedicacion en ocasiones de infecciones
gastrointestinales. Cabe resaltar que los aislamientos de S. enterica No Tifoidea de origen de
alimentos o granjas poseen mayores tasas de resistencia a diversos antibidticos como
cefotaxima, ciprofloxacino, tetraciclina, ampicilina (Tiba-Casas et al., 2024), lo cual puede
indicar que el uso indiscriminado de antibi6ticos en estos ambientes de produccién de
alimentos contribuye al esparcimiento de cepas multidrogoresistentes que finalmente se
adaptan y logran infecciones en hospederos humanos.

De acuerdo con el tipo de muestra, las muestras de hisopado rectal, mostraron una
distribucion similar entre aislamientos No MDR (45%) y MDR (55%), a diferencia de los
aislamientos invasivos provenientes de sangre, donde el 83% (5/6) fueron No MDR. Esto
altimo, muestra que las infecciones invasivas por S. enterica No Tifoidea en un hospital de
tercer nivel de Lima aun pueden ser tratadas por los antibioticos de primera linea (Crump et
al., 2015). En este estudio, se caracterizaron como aislamientos multidrogorresistentes: el 50%
(5/10) de los aislamientos del area de Emergencias, el 50% (1/2) de los dos aislamientos del
area de consulta externa y todos los aislamientos del area de UCI. Esto refleja el traslado desde
la comunidad hacia el ambiente hospitalario, de las cepas multidrogoresistentes, resaltando la
importancia de monitorear la resistencia antibiética de las cepas provenientes de alimentos, y
que son el vehiculo para las infecciones gastrointestinales de los pacientes que llegan al area

de Emergencias del hospital.
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Al relacionar la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos, con los perfiles de
virulencia, se registr6 que los aislamientos con perfil P1 (pagC, sifA) presentaron una
proporcidn de cepas multidrogoresistentes de 38%, mientras los otros aislamientos con perfil
P2 (pagC, sifA, spvC, pefA) fueron todos aislamientos “No MDR”, es decir susceptibles
completamente o resistentes a 1 o 2 clases de antibioticos. Esto concuerda con otros estudios
donde mencionan que la resistencia antimicrobiana y la virulencia en bacterias, siguen
trayectorias evolutivas distintas. Sin embargo, difiere, de lo reportado por Higgins et al. (2020),
donde encuentra una asociacion significativa de aislamientos multidrogoresistentes a méas de 5
antibidticos, con la presencia de los genes de virulencia plasmidicos como spvC y pefA. De
acuerdo con estas diferencias, ain no es posible establecer una verdadera relacion entre la
virulencia y la susceptibilidad antimicrobiana de S. enterica.

También, al relacionar la susceptibilidad antimicrobiana con la capacidad de formacién
de biofilm, se observd que los aislamientos productores de biofilm débil presentaron la mayor
proporcion de MDR (86%), mientras que los productores fuertes de biofilm fueron aislamientos
“No MDR”. Esto coincide con lo reportado por VVoss-Rech et al. (2023), quienes encontraron
una correlacion negativa entre el fenotipo de multidrogorresistencia y la produccién de biofilm
en cepas de S. enterica aisladas de granjas, y que sugieren que la produccion de biofilm y la
multifdrogoresistencia son procesos que no pueden suceder de manera simultanea, puesto que
la bacteria invierte recursos metabdlicos para un mecanismo de supervivencia u otro. Por otro
lado, también concuerda con lo encontrado por Cwiek et al. (2020), quienes analizaron cepas
de S. Enteritidis para encontrar la asociacion entre la formacion de biofilm y cepas
multidrogoresistentes, sin embargo, no hallaron una correlacion significativa. Esto puede
sugerir que la resistencia antimicrobiana en estos aislamientos estd mas relacionada con otros
mecanismos (bombas de eflujo, enzimas inactivantes) y no con los beneficios de la agregacion

multicelular y la formacion de biofilm. Por otro lado, Chen et al. (2022), hallaron que S.
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Typhimurium de secuencia tipo 34 (ST34) que poseian comportamiento multicelular - el cual
es caracteristico de la formacion de biofilm - presentaban una asociacion significativa entre
una fuerte produccion de biofilm y un fenotipo de multidrogorresistencia, en comparacion con
las cepas que no tenian este comportamiento multicelular. Lo cual se opone a lo encontrado en
este estudio, sin embargo, se necesitaria un mayor nimero de aislamientos para investigar la

relacion entre la capacidad de produccion de biofilm y la resistencia antimicrobiana.
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V1. CONCLUSIONES
Durante el afio 2023, en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue, se identificaron 21
aislamientos microbiol6égica y genotipicamente, mediante el gen invA, como
Salmonella enterica, de los cuales se identificaron 20 aislamientos como S. enterica No
Tifoidea de manera bioquimica. Dentro de estos, se obtuvo un porcentaje de 30% (6/20)
de aislamientos provenientes de muestras de sangre, indicando la circulacion de cepas
con potencial invasivo de S. enterica No Tifoidea en el hospital evaluado.
Los genes de virulencia cromosémicos como pagC vy sifA estuvieron presentes en un
100% (20/20) de los aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea analizados,
mientras que se detectaron los genes plasmidicos pefA y spvC solo en el 35% (7/20) de
los aislamientos, identificandose dos perfiles de virulencia: P1 (pagC vy sifA), y P2
(pagC, sifA, pefA y spvC). Lo encontrado evidencia que, los aislamientos clinicos
presentan diferentes combinaciones de genes de virulencia que podrian influir en su
capacidad de patogénesis, resaltando que el 50% (3/6) de los aislamientos provenientes
de muestras de sangre, presentaron el perfil de virulencia P2.
Todos los aislamientos clinicos de S. enterica No Tifoidea formaron biofilm en
condiciones ambientales (27 °C), lo cual muestra que es una caracteristica ampliamente
distribuida en los aislamientos clinicos evaluados y que poseen un potencial de
persistencia en el ambiente y, por tanto, favoreceria la transmisién y diseminacion de
las cepas clinicas en superficies hospitalarias. Se encontr6 un 40% (8/20) de los
aislamientos clinicos como productores fuertes de biofilm, destacando dentro de estos
los aislamientos de origen invasivo.
Los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos clinicos de S.
enterica No Tifoidea evidenciaron un 100% (20/20) de aislamientos susceptibles a

imipenem, y hasta un 70% (14/20) de aislamientos susceptibles a cefalosporinas de
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tercera generacion (cefepima y cefotaxima) y cloranfenicol, mientras que, se
encontraron tasas de resistencia de 30-40% frente a antibioticos como ampicilina y
sulfametoxazol-trimetoprima.

El porcentaje de la susceptibilidad intermedia de 65% (13/20) a ciprofloxacino,
evidencia un riesgo potencial de disminucion de la susceptibilidad a las opciones
terapéuticas, como las fluoroquinolonas utilizadas para casos de salmonelosis invasiva.
Ademas, se identificaron aislamientos multidrogorresistentes (MDR) y extensamente
drogorresistentes (XDR), lo que pone en evidencia la circulacion de aislamientos con

importancia clinica y epidemioldgica en el hospital estudiado.
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VIl. RECOMENDACIONES

Para el presente estudio, se recomienda realizar estudios futuros con un mayor niumero
de aislamientos (de diversos hospitales de Lima) y la subsiguiente tipificacion de
serovariedades, que permitan establecer asociaciones significativas entre virulencia,
formacion de biofilm y resistencia antimicrobiana.

Se recomienda realizar estudios de expresion génica y analisis genémico que permitan
evaluar la funcion de los genes de virulencia plasmidicos como pefA y spvC en la
formacion de biofilm y en la invasion sistémica.

También, realizar estudios comparativos entre aislamientos clinicos, ambientales y de
origen alimentario, ayudard a comprender mejor las rutas de transmisién de cepas

multidrogorresistentes desde la comunidad hacia el entorno hospitalario.
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Anexo A

Carta N°100-2023-CIEI-HNHU de Aprobacion por el Comité de Etica del Hospital

IX. ANEXOS

Nacional Hipolito Unanue

Comité institucional de
Efica en Investigacion

W0 de g uridad (8 paz y o desarmolio

\:1 -

CARTA N° 100 - 2023 - CIEI-H

A : MARIBEL DENISE RIVEROS RAMIREZ
ASUNTO : Aprobacion de Proyecto de Investigacién
Referencia : Expediente N° 23 - 018088 - 001

FECHA : El Agustino, 10 de agosto del 2023

Es grato dirigirme a usted, para saludarle y dar respuesta al documento de
referencia donde presenta el Proyecto de Investigacion titulado:
“Caracterizacion de factores de virulencia de Salmonella spp. no tifoidea
causante de salmonelosis en nifios de 0 a 5 afios en el Hospital Hipélito
Unanue de julio a noviembre del 2023, Como Investigador principal y docente
de la Escuela de Biologia de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas
de la UNFV. EI anhelo del grupo de investigacion es realizar el estudio
planificado, motivo por el cual solicito amablemente a su despacho, la revision y
aprobacidn del Proyecto.

El Comité, en sesion virtual de fecha miércoles 19 de julio del presente ano, y
seglin consta en el Libro de actas N° 9, Acordd por unanimidad: Aprobar el
Proyecto de Investigacién antes mencionada

La vigencia del periode de la aprobacién del proyecto antes mencionada,
caducara el 19 de julio del 2024. Notificar inmediatamente al CIE| de cualquier
incidente, desviacion o enmienda. El Investigador reportara cada seis (06) meses
el avance del Protocolo de investigacion y alcanzar al término de este estudio un
informe final.

Los tramites para su renovacién deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos
a su vencimiento.

Atentamente,

Avenida César Vallejo N* 1380 distrito Bl Agusting - Lima - Pers
Corrao electronico cled@hnhugob.pe - talddono | 2019002 | 3627777 anexo 2186
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Carta N°077-2024-CIEI-HNHU de Aprobacién de Modificaciones por el Comité de

Etica del Hospital Nacional Hipdlito Unanue

PERU | Ministerio Honpital Macsonal
de Salud HIpGIt G Ulnanoe

Ao dol Bcontensno de i Comodacson de rumaty INIgaN0eNR  y 08 |8 LONMEMOrEcHn e (@4 Persea dataias e
2oty y Ayaciadvg

A : MARIBEL DENISE RIVEROS RAMIREZ
ASUNTO : Cambio de titulo del Proyecto de Investigacion
Referencia : Expediente N* 24 - 006139 - 001

FECHA : El Agustino, 20 de mayo del 2024

Es grato dirigirme a usted, para dar respuesta al documento de referencia donde
solicita cambio de titulo del Proyecto de Investigacion = “Caractenzacion de
factores de virulencia de Salmonella spp no tifoidea causante de salmoneioss
en nifos de 0 a 5 anos en el Hospital Nacional Hipolita Unanue de julic 3
noviembre del 2023", aprobada en sesion ordinaria del CIEI-HNHU de fecha 19
de julio del 2023, mediante Carta N® 100 - 2023 - CIEI-HNHU, Para cambiar por
ol titulo de : “Caracterizacion de factores de virulencia de Salmonelia spp.
no tifoidea causante de salmonelosis en el Hospital Hipélito Unanue
durante el afio 2023". Este cambio es debdo a la orientacion de los
Investigadores del grupo de investigacion, para sl ampliar el tamafio muesiral del
estudio.

El Comité, en sesion virtual de fecha miércales 08 de mayo del presente 300,
segun consta en el Libro de actas N° 9 Acordé por unanimidad: Aprobar e
cambio de titulo del proyecto de Investigacion por el de “Caracterizacion de
factores de virulencia de Salmonella spp. no tifoidea causante de
salmonelosis en el Hospital Hipélito Unanue durante el afio 2023".

Atentamente,

ARY
At

Avenida César Vallejo N* 1390 distrio EJ Agusting - L
Correo electronico cei@@hnhy gob pe - teléfone 2815002 3627777 arexs




Anexo C

Ficha de Recoleccion de Datos

BASE DE RECOLECCION DE DATOS

Proyecto

Fecha

< - : . Presencia | ;Presencia | ;Presencia - =

e Caiigode Eochade Edad | Areade i nberico Tipode. | \gi roorganismo | Identfiackn | oo ach delgen | delgen. | delgen |Suscepdbilidad [Produccion
Hospital muestra Bioquimica invAd? spvC? pefA? Antimicrobiana | de Biofilm
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Anexo D

Condiciones de amplificacion de los genes: invA, pagC, sifA, spvC y pefA.

- Paralos genes invA 'y pagC

Fase Tiempo T (°C) N¢°de Ciclos
Denaturacion Inicial 5 min 95 1
Denaturacion 30s 95 30
Hibridacion 30s 60 30
Extensién 30s 72 30
Extensién Final 3 min 72 1
- Parael gen sifA
Fase Tiempo T (°C) N¢° de Ciclos
Denaturacion Inicial 5 min 95 1
Denaturacion 30s 95 30
Hibridacién 30s 60 30
Extension 40s 72 30
Extensién Final 3 min 72 1
- Paralos genes spvC y pefA
Fase Tiempo T (°C) N°de Ciclos
Denaturacion Inicial 5 min 95 1
Denaturacion 30s 95 30
Hibridacion 30s 60 30
Extensién 30s 72 30
Extension Final 3 min 72 1
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Valores de Absorbancia de la Produccién de biofilm de 21 Aislamientos Clinicos de S.

enterica a 27°C durante 48 horas.

. . . . Desviacion  Produccion
Aislamiento Origen Repl Rep2 Rep 3 Rep 4 Media Estandar de Biofilm
01PS Rectal 0272 0255 0,267 0254 0,262 0,0089 P”[’)dé‘éci}or
02PS Absceso 0,926 00983 1073 00985 0099175  0,0607 Productor
Moderado
03PS Orina 122 1,202 1,09 1134 11615 0,0604 Prgl‘j'e“r?eor
04PS Rectal 222 211 2133 2109 2143 0,0525 Productor
Fuerte
06PS Orina 0,417 0369 0,383 0416 039625  0,0241 Prg‘l‘éﬁor
07PS Sangre 1,913 1,994 1,887 201 1,951 0,0602 Prgg:riéor
08PS Sangre 1,278 1,144 1175 1132 118225  0,0664 Prgg:rizor
09PS Sangre 1,683 1,63 1444 1657 16035 0,1085 Prgg:r‘ior
10PS Rectal 1,559 1528 1456 1112 141375  0,2057 Prgg:r‘ior
12PS Sangre 0,592 0,755 0,779 0,903 075725  0,1278 Productor
Moderado
13PS Sangre 0,266 0,306 0,365 0419 0,339 0,0671 Prgdé%‘;}or
14PS Rectal 0,824 0908 1,068 1,135 098375  0,1429 Productor
Moderado
15PS Sangre 1,075 1,021 1,075 0985 1,039 0,0441 Prgg:riéor
16PS Rectal 032 0321 0,346 0408 034875  0,0413 Prg‘éﬁor
17PS Rectal 0536 0514 0558 0603 055275  0,0380 Productor
Moderado
18PS Sangre 0,251 0258 0267 0275 026275  0,0105 Prg‘éﬁor
19PS Rectal 1202 1,534 1476 1488 14475 0,1066 Prgj:r‘éor
20PS Rectal 0,305 0299 0324 0346  0,3185 0,0212 Pr‘[’)‘éﬁor
21PS Rectal 0485 0413 0432 0557 047175  0,0645 Prg%tkj)ci:or
22PS Rectal 0,608 0692 0,709 0,768  0,69425  0,0661 Productor
Moderado
23PS Rectal 0264 0275 0288 0365 0,298 0,0457 Pr‘[’)‘g’)cifor
ATCC 14028 1628 1677 1,686 167 166525  0,0257 Prgggﬁ;‘“
CN 0221 0227 0223 0237 0227 0,0071 Negativo




