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RESUMEN

Salmonella enterica es a nivel mundial uno de los 4 principales organismos responsables de
provocar enfermedades gastrointestinales transmitidas por alimentos contaminados. La
virulotipificacidn (perfil de virulencia o PV) basada en la detecciéon de genes de virulencia,
localizados en las islas de patogenicidad (SPI), ha demostrado ser una herramienta eficiente
para la identificacion y agrupacion de cepas/clonas de S. enterica. Se han identificado 21 islas
de patogenicidad,Los genes localizados en la SPI-2 son los responsables de regular la
replicacion y supervivencia de Salmonella enterica al interior de células epiteliales y
fagociticas, los que se encuentran en la SPI-3 estdn implicados en la supervivencia
intracelular en macrofagos y su crecimiento en condiciones limitadas de Mg?*, y los que se
encuentran en la SPI-4 llevan a cabo la secrecion de toxinas y se cree que participa en la
adaptacion de Salmonella al ambiente intracelular en los macréfagos. Los genes ssaQ, rmbA 'y
spi4-F, estan localizados en las SPI-2, SPI-3 y SPI-4 respectivamente. En este trabajo se evalud
la asociacidn entre la resistencia a antimicrobianos y el PV. Se extrajo por el método del
fenol-cloroformo el ADN de 134 cepas de S. enterica provenientes de productos carnicos y
derivados lacteos de de Michoacdn. Se amplificaron por PCR los genes ssaQ, rmbA y spi4-F y
de acuerdo a las combinaciones de presencia o ausencia se construyeron dendrogramas. Se
encontraron cinco PV: PV1 (ssaQ, rmbA, spi4-F), PV2 (ssaQ, rmbA), PV3 (rmbA, spi4-F), PV4
(ssaQ, spi4-F), PV5 (ssaQ). Se encontré prevalencia del PV1 en los serotipos Newport, Derby y
Panama; para el PV2 en los serotipos Mbandaka, Morganii y Muenster; El PV3 se encontrd
con mayor incidencia en Derby y Enteritidis; y para el caso de PV4 y PV5 solo se encontraron
en los serotipos Oranienburg y Montevideo respectivamente. Se detectd la incidencia del
PV1 en los municipios de Morelia, Ldzaro Cardenas y Uruapan; el PV2 se detectd en Moreliay
Uruapan; el PV3 se detectd en José Sixto Verduzco y Morelia; PV4 se encontré en Lazaro
Cardenas, asi como el PV5 solo en José Sixto Verduzco. El andlisis de los dendrogramas arrojo
qgue los serotipos Give, Braenderup, Bovismorbificans, Azteca, anatum, Albany, Agona,
Adelaide, Havana, Infantis, Lockleaze, London, Muenchen, Newport, Panama, Poona,
Saintpaul, Sandiego, Seftenberg, serogrupo B, Serogrupo C1, Serogrupo D, Serogrupo E1,
Serogrupo E4, Sintorf, Typhimurium, Vejle, Vismorbifica y Weltrevrden, se agrupan en un
mismo clado mientras que el serotipo Derby y Enteritidis se encuentran en otro; Mbandaka,
Morganii y Muenster son diferentes a Oranienburg y Montevideo. Se encontrd correlacién
entre el PV y la procedencia geografica de La Piedad, Jacona, Huetamo, Gabriel Zamora,
Ciudad Hidalgo, Churumuco, Apatzingan, Angamacutiro, Angangueo, Los Reyes, Mudjica,
Ocampo, Patzcuaro, Tlazazalca, Tuzantla, Yurécuaro, Zamora y Zitdcuaro. Los municipios de
Lazaro Cardenas, Morelia, Uruapan y José Sixto Verduzco fueron los que presentaron mayor
diversidad de PV. Se encontraron las siguientes correlaciones: entre el PV1 y la resistencia a
Amikacina, Ampicilina, Carbenicilina, Cloranfenicol y Sulfametoxazol/Trimetroprim; entre el
PV2 y PV3 y la resistencia a Sulfametoxazol/Trimetroprim, Nitrofurantoina y Cloranfenicol;
entre el PV4 y las resistencias a Carbenicilina y por uUltimo entre el PV5 vy la resistencia a
Gentamicina, Amikacina, Carbenicilina y Netilmicina.
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ABSTRACT

Salmonella enterica is one of the 4 main organisms responsible for causing gastrointestinal
diseases transmitted by contaminated food worldwide. The virulotype (virulence profile or
PV) based on the detection of virulence genes, located in the pathogenicity islands (SPI), has
proven to be an efficient tool for the identification and grouping of S. enterica strains/
clones. 21 islands of pathogenicity have been identified, the genes located in SPI-2 are
responsible for regulating the replication and survival of Salmonella enterica within epithelial
and phagocytic cells, those found in SPI-3 are involved in survival intracellular macrophages
and their growth under limited conditions of Mg2 +, and those found in SPI-4 carry out the
secretion of toxins and it is believed that it participates in the adaptation of Salmonella to the
intracellular environment in macrophages. The ssaQ genes, rmbA and spi4-F, are located in
SPI-2, SPI-3 and SPI-4 respectively. In this work the association between antimicrobial
resistance and PV was evaluated. The DNA of 134 strains of S. enterica from meat products
and dairy products from Michoacan was extracted by the phenol-chloroform method. The
ssaQ, rmbA and spi4-F genes were amplified by PCR and dendrograms were constructed
according to the presence or absence combinations. Five PVs were found: PV1 (ssaQ, rmbA,
spid-F), PV2 (ssaQ, rmbA), PV3 (rmbA, spid-F), PV4 (ssaQ, spid-F), PV5 (ssaQ). PV1 prevalence
was found in the Newport, Derby and Panama serotypes; for PV2 in the serotypes
Mbandaka, Morganii and Muenster; PV3 was found with a higher incidence in Derby and
Enteritidis; and in the case of PV4 and PV5 they were only found in the Oranienburg and
Montevideo serotypes respectively. The incidence of PV1 was detected in the municipalities
of Morelia, Lazaro Cardenas and Uruapan; PV2 was detected in Morelia and Uruapan; PV3
was detected in José Sixto Verduzco and Morelia; PV4 was found in Lazaro Cardenas, as well
as PV5 only in José Sixto Verduzco. The analysis of the dendrograms showed that the
serotypes Give, Braenderup, Bovismorbificans, Aztec, anatum, Albany, Agona, Adelaide,
Havana, Infantis, Lockleaze, London, Muenchen, Newport, Panama, Poona, Saintpaul,
Sandiego, Seftenberg, serogroup B, Serogroup C1, Serogroup D, Serogroup E1, Serogroup E4,
Sintorf, Typhimurium, Vejle, Vismorbifica and Weltrevrden, are grouped in the same clade
while the Derby and Enteritidis serotype are in another; Mbandaka, Morganii and Muenster
are different from Oranienburg and Montevideo. A correlation was found between the PV
and the geographical origin of La Piedad, Jacona, Huetamo, Gabriel Zamora, Ciudad Hidalgo,
Churumuco, Apatzingan, Angamacutiro, Angangueo, Los Reyes, Mujica, Ocampo, Patzcuaro,
Tlazazalca, Tuzantla, Yurécuaro, Zamora and Zitacuaro. The municipalities of Lazaro
Cardenas, Morelia, Uruapan and José Sixto Verduzco were the ones that presented the
greatest diversity of PV. The following correlations were found: between PV1 and resistance
to Amikacin, Ampicillin, Carbenicillin, Chloramphenicol and Sulfamethoxazole / Trimetroprim;
between PV2 and PV3 and resistance to Sulfamethoxazole / Trimetroprim, Nitrofurantoin
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and Chloramphenicol; between PV4 and Carbenicillin resistance and finally between PV5 and
resistance to Gentamicin, Amikacin, Carbenicillin and Netylmicin.

Key words: Genotyping, Virulence, Resistance, Salmonella pathogenicity islands,
amplification



1. INTRODUCCION

1.1. Salmonelosis
Salmonella es responsable de causar una de las enfermedades de transmisién alimentaria
mas comun en el mundo debido a su amplia distribucidén, segin la OMS se estima que
anualmente ocurren alrededor de 1300 millones de casos de Salmonelosis no tifoidea y 16.6
millones de casos de fiebre tifoidea (OMS, 2018).

Salmonella ocupa el primer lugar por intoxicacién alimentaria en diversos paises como son
Reino Unido, Espafia y EUA. En EUA se estima que Salmonella puede causar
aproximadamente 1,028 millones de enfermedades anualmente, ya que en el 2008, de 1200
hospitalizaciones el 62% fue debido a Salmonella (Centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades, 2011). Por lo que en los ultimos afios ha generado un impacto en la salud
publica, pues es responsable de diversos brotes a nivel mundial. En México, la Secretaria de
Salud reporta anualmente un promedio de 68,000 casos de infecciones. Segun la OMS
(2018), una de cada diez personas contrae la enfermedad, de 550 millones de personas, 220
millones suelen ser nifnos.

El problema de la salmonelosis es el resultado de la globalizaciéon y apertura econdmica,
puesto que cada vez es mas normal que las personas ingieran alimentos fuera de casa
aumentando su riesgo de contacto con Salmonella (OMS, 2011). En 2015 el Centro de
Direccion Ministerial de Salud Publica de la Habana, realizo estadisticas Salmonella enterica
en las diferentes regiones del mundo (Tabla 1).

Tabla 1. Situacion epidemioldgica internacional de la salmonelosis (Centro de Direccién
Ministerial de Salud Publica de la Habana, Cuba, diciembre, 2015).

Continentes Cifras epidemioldgicas
Regidn Africa Causa 32,000 muertes por afno.
Region América 77 millones de personas enferman y mueres 9000 al ano, 31
millones son menores y de ellos mueres 2000 al afio.
Regidn del 100 millones de personas contraen la enfermedad, 32 millones
mediterrdneo de las personas afectadas son nifios menores de 5 anos.
Europa 23 millones de personas se enferman cada ano.
Regidn Asia 150 millones de casos y 175000 muertes al afo de los cuales

cerca del 60 millones son nifios menores de 5 afios y 50000
mueren al afio.

Pacifico 125 millones enferman al ano y mueren mas de 50000 personas
de los cuales 40 millones son nifilos menores de 5 afios y mueren
7000 al aiio.




Presenta una distribucidon tanto en humanos como en animales (ganado bovino, porcino,
aves) encontrandose por ende en alimentos como lo son leche cruda, queso, chorizo, carne,
pollo, huevo, y en hortalizas ya que estas pueden ser regadas con aguas negras (Jurado,
Arenas, Doblas, Torre, 2010).

Salmonella tiene una incidencia estacional, presenta aumento de casos a partir de mayo, con
un pico maximo en julio y agosto, y una declinacidén a partir de septiembre. Esto se debe a
gue en verano suele incrementarse la ingesta de alimentos crudos o alimentos elaborados
con huevo (Guitierrez et al., 2000). Un alimento que es susceptible a una contaminacién de
origen fecal en cada una de sus fases de produccion, almacenamiento, distribucién vy
preparaciéon puede transmitir la infeccidn, esta situacién involucra dos variantes, la primera
comprende directamente al alimento o bebida, la segunda variante esta relacionada con el
hospedero, esto involucra la virulencia de la cepa, la dosis infectiva y su sistema
inmunolégico.

1.2. Taxonomia

El género Salmonella, estd formado por bacterias que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, se caracteriza por presentar un tamafio de 2 a 3 x 0.4 a 0.6 micras.
Salmonella se encuentra dividida actualmente en dos especies: Salmonella bongori vy
Salmonella enterica; esta ultima dividida en 6 subespecies (enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica) (Figura 1). La Organizacion Mundial de Salud (OMS) contabiliza
mas de 30 serogrupos y mas de 2500 serotipos de Salmonella (Toro, 2013). Estos serogrupos
estan divididos de esta forma de acuerdo a su respuesta serolégica (de acuerdo a la
propuesta de Kaufmann y modificaciones recientes de acuerdo a los hallazgos genéticos del
Who collaborating center for reference and research on Salmonella).

Salmonellla
———
| |
Salonella
Salmonella bongori
enterica
Subsp.v
|
| | | | | |
subespecie | subespecie Il subespecie llla subespecie Illb subespecie IV subespecie VI
enterica salamae arizonae diarizonae houtanae indica

Figura 1. Clasificacion del género Salmonella.



1.3. Caracteristicas morfoldgicas de Salmonella enterica
Salmonella enterica es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, no esporulado, su
tamafio oscila entre 0.3 a 1 micrometro x 1.0 a 6.0 micrdmetro, presentan colonias de 2 a 3
milimetros en un tiempo de crecimiento de 18 a 24 horas, a excepcién de algunos serotipos
que presentan colonias de menor tamaiio (Parra et al., 2002).

1.4 Caracteristicas bioquimicas de Salmonella enterica
Bioguimicamente se caracterizan por tener metabolismo oxidativo y fermentativo, reducen
nitritos y nitratos, utilizan el citrato como Unica fuente de carbono produciendo H.S, ureasa
negativa, tetrationato reductasas, no desaminan fenilalanina, en la fermentacién de la
glucosa u otros hidratos de carbono producen acido y gas (excepto Salmonella typhi), son
oxidasas negativas. No fermentan lactosa (excepto Salmonella enterica subespecie arizonae y
Salmonella enterica subespecie diarizonae) (Toro, 2013).

Para su crecimiento 6ptimo requiere de un pH entre 6.6 y 8.2, no tolera grandes
concentraciones de sal, se destruye a temperatura de pasteurizacién de la leche. Es sensible
al calor y a desinfectantes como cloro y formaldehido. La dosis infectiva es de 10° a 108
UFC/g, aunque puede ser de 1 UFC/g dependiendo de la virulencia de la cepa, sistema
inmunoldgico y edad del hospedero (Red Nacional de Proteccién de Alimentos, 2016) (Tabla
2).

Tabla 2. Condiciones para el crecimiento de Salmonella de acuerdo con la Red Nacional
de Protecciéon de Alimentos (RENAPRA).

Condiciones Minimo Optimo Madximo
Temperatura 5.2 (la mayoria de los 35-43°C 46.2 °C
serotipos no crecen a
temperaturas menores

de 7 °C)
pH 3.8 7-7.5 9.5
Actividad acuosa (an) 0.94 0.99 Mayor de 0.99

1.5 Serotipificacion de Salmonella enterica
Salmonella enterica presenta mas de 2435 serotipos (de acuerdo con el esquema de
Kauffman White), siendo los mds frecuentes Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium. Esta clasificacién de serotipos se deriva de la composicidon de antigenos que
presenta la bacteria, los cuales son tres: un antigeno somadtico (O) presente en la pared
bacteriana, siendo un polisacarido termostable de tipo especifico; antigeno flagelar (H) el
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cual es proteinico termolabil que se encuentra constituido por flagelina, cuya composicidn en
aminodcidos es constante para un tipo antigénico determinado (Granda, 2015); y el antigeno
capsular (k) el cual es un antigeno termoldbil, el cual solo se encuentra en Salmonella Typhi,
Salmonella Paratyphi y Salmonella Dublin siendo el responsable de que no ocurra una
aglutinacién de sueros anti O, este antigeno es también llamado como Ag (Vi) (Pérez y
Cardozo, 2014).

Algunos serotipos de Salmonella tienen especificidad por ciertos hospederos, por ejemplo,
Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi y Salmonella Sendai estan adaptados solo a
hospederos humanos; en el caso de Salmonella Gallinarum es especifica para aves.
Salmonella Typhimurium y Enteritidis se encuentran tanto en animales y humanos, ya que los
animales funcionan para algunos serotipos como reservorios de la infeccion humana (Parraet
al., 2002).

1.6 Patogenia de Salmonella enterica

Salmonella se encuentra en el tracto gastrointestinal de ganado porcino, bovino, roedores,
mascotas incluyendo iguanas y serpiente, asi como en personas. La principal via de entrada
de Salmonella es por contacto oral-fecal, ya que se ubica y multiplica en intestino, y es
eliminada en la materia fecal. Salmonella causa dos tipos de padecimientos, gastroenteritis y
fiebre tifoidea. La gastroenteritis es causada por Salmonella no tifoidea, la cual se caracteriza
por provocar nauseas, vomito, cdlico abdominal y diarrea, los cuales se presenta entre 6y 72
h después de su ingesta a través de alimentos o bebidas contaminadas y tienen una
evolucidn de 4 a 7 dias. Los sintomas se observan severos en nifios, ancianos y personas con
sistema inmune comprometido. Después de que los sintomas desaparecen se pueden tener
evacuaciones en las cuales se encuentre presencia bacteriana, posterior a los tres meses del
contacto con ella. No suele producir muerte o complicaciones, solamente en personas con un
sistema inmunoldgico deprimido, nifios y ancianos. No estd recomendada la terapia con
antibidticos ya que es autolimitada y solo se recomienda la hidratacién para reponer los
electrolitos perdidos por la diarrea y vomito. Mientras que la fiebre tifoidea, causada con
mayor frecuencia por Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi y Salmonella Sendai
(Unicamente afectan al ser humano). Puede oscilar entre 3 y 60 dias el periodo de incubacién
siendo generalmente de una semana y teniendo la caracteristica de ser subclinico. Se
caracteriza por su sintomatologia: fiebre alta prolongada, cansancio, cefaleas, nduseas, dolor
abdominal y estreiimiento o diarrea, algunos pacientes presentan erupciones cutaneas, los
casos graves pueden complicarse seriamente y causar la muerte. El tratamiento
recomendado son el uso de cefalosporinas y azitromicina (esporadicamente), antes se usaba
las fluoroquinolonas pero existen regiones que presentan resistencia (Jurado, Arenas, Doblas,
Torre, 2010).



1.7 Mecanismo de invasion de Salmonella enterica

Una vez que Salmonella enterica ingresa al organismo lleva a cabo una serie de cambios
moleculares en el hospedero para lograr colonizar, sobrevivir y provocar la infeccidon del
mismo. El inoculo logra superar la barrera gastrica, se adhiere a las microvellosidades del
intestino delgado (sitio anatémico de la infeccién) a través de receptores especificos
(fimbrillas) para lograr atravesar las mucosas y adherirse a linfocitos de las Placas de Peyer, a
través de las células de Microfold o células M, células cuya funcién es muestrear la cara
externa de la mucosa intestinal en busca de antigenos, internalizandolos por pinocitosis y
transportandolos hacia los 6rganos linfoides en la submucosa (Figueroa y Verdugo, 2005).

Salmonella utiliza un mecanismo especializado denominado sistema de secrecién tipo Il
(similar a una jeringa) para atravesar la membrana plasmatica e inyectar proteinas al
citoplasma de la célula hospedera, estas proteinas inyectadas tienen la capacidad de
provocar un reacomodo (efecto ruffling) en la membrana, dando como resultado el
englobamiento de la bacteria en forma de vacuola (SVC del inglés Salmonella-containing
vacuole) fabricada por la misma célula. Esta vacuola es arrastrada al interior de la célula por
filamentos de actina, en este momento el sistema de secrecion tipo Il inyecta proteinas para
evadir los componentes lisosomales (estrés oxidativo, péptidos antimicrobianos y pH acido
lisosomal) producidos por la célula hospedera como respuesta inmune, de manera que
resiste a las condiciones ambientales intracelulares para poder dividirse y propagarse
(Cardona y Sanchez, 2003).

Salmonella enterica es la Unica especie que presenta dos sistemas de secrecién tipo Il (SST3),
el cual esta codificado por las islas de patogenicidad | y la isla de patogenicidad Il. El SST3
codificado en SPI-1 funciona durante el contacto de la bacteria con la célula hospedera y
transloca efectores a través de la membrana plasmatica de la misma, el SST3 codificado por
SPI-2 es expresado dentro del fagosoma y translocan proteinas a través de la membrana de
la vacuola. Se ha demostrado que la expresion del SST3 codificado en SPI-1 es esencial para
inducir la internalizacidon bacteriana por células no fagociticas, para inducir inflamacién a
nivel intestinal y cuadro diarreico; mientras que el codificado por SPI-2 es fundamental para
la persistencia intracelular en macréfagos y para el establecimiento de infeccién sistémica,
ambos sistemas actlan de forma coordinada por si solos no pueden llevan a cabo sus
funciones (Figura 2). El SST3 media la transferencia de proteinas efectoras de virulencia
bacteriana hacia las células del hospedador, las cuales una vez adentro del citoplasma de las
células eucariotas, alteran funciones como la estructura del citoesqueleto, transduccién de
sefiales, expresidn de citoquinas para promover la supervivencia y replicacién bacteriana. El
SST3 esta compuesto por mas de 20 proteinas estructurales que conforman una estructura



conocida como complejo de aguja que atraviesa la pared bacteriana desde la membrana
interna a la externa y otra estructura denominada translocdn responsable de formar un poro
en la membrana de la célula eucariota para el ingreso de los factores de virulencia. Estos
efectores poseen sefales de secrecidon y sitios de unidn a chaperonas especificas para
asegurar la correcta conformacién molecular y adecuado trafico intracelular para el pasaje a
través del complejo de aguja (Betancor y Yim, 2012) (Figura 3).

Los serotipos pertenecientes a Salmonella tifoidea son fagocitados por células dendriticas
CD18+ (macrdfagos intestinales) asocidandose con escasa respuesta inflamatoria local, lo que
podria explicar su mayor frecuencia de diseminacién sistémica; mientras que los serotipos
de Salmonella no tifoidea, inducen una respuesta inflamatoria localizada en la mucosa
intestinal en individuos inmunocompetentes, provocando una afluencia masiva de leucocitos
polimorfonucleares al lumen intestinal lo que explica el cuadro diarreico, proceso debido a la
captacién por las células M (Betancor y Yim, 2012).
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Figura 2. Mecanismos de invasion de Salmonella enterica (Silva y Lopez, 2011).
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Figura 3. Induccion de la enfermedad intestinal causada por Salmonella enterica (Martinez, 2007).

1.8 Islas de patogenicidad

Las bacterias al estar en constante estrés, se encuentran sometidas a presion selectiva a
causa de factores como: competencia con la microbiota normal, disponibilidad de nutrientes
y la respuesta inmune del hospedero; provocando asi la adquisicién de nuevos genes (por
transferencia horizontal de una bacteria a otra) o bloqueo de ciertos genes con el objetivo de
mejorar su adaptacién. Una isla gendmica es el conjunto de genes en el genoma que
traducen a alguna funcidn, pero cuando esta funcién involucra su virulencia se les denomina
islas de patogenicidad (SPI del inglés Salmonella pathogenicity islands), las cuales determinan
estrategias diferenciales entre distintos serotipos modificando la epidemiologia y
patogénesis de las cepas. Caracterizar los genes asociados a la virulencia de Salmonella es
importante para su patogenicidad, comprensidn de los posibles mecanismos de transferencia
y el desarrollo de un método de deteccién eficiente en el control de enfermedades
epidémicas (Fernandez et al., 2004).



Los genes de virulencia aumentan la aptitud de los patdgenos al fomentar la replicacidn, ya
gue proporcionan proteccién contra el hospedero y la supervivencia del patdgeno en sitios
especificos. Las islas de patogenicidad se encuentran en el cromosoma bacteriano o en
pldasmidos y llevan genes funcionales para la recombinaciéon de ADN, como la integrasa, la
transposasa o parte de un elemento de insercidn. Se caracterizan por tener contenido de
G+C diferente al resto del genoma y representa una regién del ADN inestable que puede
moverse desde un locus de ARNt a otro, o ser eliminado. La mayoria de las islas de
patogenicidad presentan pseudogenes (genes genéticamente similares al gen funcional
original pero que han perdido su capacidad de codificacidon de proteinas y frecuentemente
contienen numerosas mutaciones) (Martinez, 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Composicidn estructural de una Isla de patogenicidad (Gonn, 2009).

A pesar de que en el género Salmonella se han identificado 21 islas de patogenicidad, las mas
estudiadas son cinco de ellas:

SPI-1 se encuentra localizada en el centisoma 63. Presenta tamafio de 35-40kb conteniendo
31 genes que codifican proteinas involucradas en la translocacién de moléculas efectoras y
sus chaperonas. Esta isla se encuentra relacionada con la invasion de células no fagociticas
mediante modificacién del citoesqueleto de la célula (Figueroa y Verdugo, 2005).

SPI-2 esta localizada en el centisoma 31, presenta un tamafio de 40 kb, se encuentra al lado
del valV (gen que codifica el ARNt*?). Esta isla se encuentra dividida en dos segmentos; una
porcidn pequeiia de 14,5 kb con %G-C de 54% (segmento no relacionada con virulencia), esta
porcidn pequena codifica la tetrationato reductasa la cual interviene en la respiracidon
anaerobica; y una porcién grande de 25,3 kb con %G-C de 43% la cual codifica para un SST3
gue se activa cuando la bacteria estd en el interior de la célula hospedadora, translocando
proteinas efectoras a través de la membrana de la SCV. La SPI-2 estd conformada por los
genes: ssaU, ssaT, ssaS, ssaR, ssaQ, ssaP, ssa0, ssaN, ssaV, ssaM, ssal, ssakK, ssal, ssal, ssaH,
$saG, sseG, sseF, sscB, sseE, sseD, sseC, sscA, sseB, sseA, ssak, ssaD, ssaC, ssaB, ssrA y ssrB. La
primera regién, presenta un grupo de genes ttr implicados en la respiracién anaerébica
(reduccidén de tetrationato), ademas de diferentes pautas de lectura abierta (ORF) de funcién
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desconocida, la segunda regidn presenta al menos cuatro operones diferentes, ssa (aparato
del sistema de secrecion), sse (proteinas del translocén, efectoras, chaperonas) ssc
(chaperonas) y ssr (reguladores del sistema de secrecién) (Martinez, 2007).

El gen ssaQ, se encuentra compuesto por dos proteinas: una proteina larga formada por 322
aminoacidos y una proteina corta formada por 106 aminodcidos. El gen ssaQ se encuentra en
el cromosoma en una zona descrita como conservada de la SPI-2 y forma parte del SST3
(Silca, 2009). Actualmente se han realizado estudios de resistencia a antibioticos basados en
el establecimiento de PV en diversos zonas geograficas en el mundo, por lo que el gen ssaQ
se encuentra relacionado con resistencia a lincomicina, estreptomicina, cloranfenicol y
trimetoprim-sulfametazol, esto en compafiia de otros genes de virulencia mostrando
diversos patrones de resistencia y se ha observado que es uno de los genes que se encuentra
en la mayoria de los aislados estudiados provenientes de muestras humanas como diversos
alimentos (Osman y Maroufy 2013).

Estas dos primeras islas codifican para el sistema de secrecion tipo 3 (SST3) y las
denominadas proteinas efectoras de dicho sistema. Los sistemas de secrecién son claves para
el fenotipo invasivo y la persistencia. Las proteinas secretadas por la isla de patogenicidad Il
tienen un papel importante en la fusién fagosoma-lisosoma y en la proteccion de la SCV de
enzimas de defensa fagocitica como el NADPH oxidasa y la sintetasa de dxido nitrico. Las
cepas que son portadoras de mutaciones dentro de los genes SPI-2 muestran la importancia
de cada uno de estos genes en las diferentes etapas de la infeccidn para la supervivencia de
la bacteria dentro del huésped (Cabafias y Huerta, 2014).

SPI-3 se encuentra en el centisoma 82, su tamafio es de 17 kb en el Jocus selC y tiene un
porcentaje de G-C del 39.8-49.3 %. Esta isla presenta 30 genes distintos los cuales estan
implicados en la supervivencia intracelular en macréfagos y su crecimiento en condiciones
limitadas de Mg?* debido a que se encuentra codificado por el operén mgtCB (un sistema de
afinidad por Mg?*) dicho operdén estd regulado por pop/Q que se ubica en una isleta
intrafagosomica (Yean, Ling, Suriawati, Yuryev y Alam, 2010). Codifica un transportador de
magnesio involucrado en la adaptacién de Salmonella. En esta isla se encuentran los genes:
sugR, rhuM, rmbA, misL, fidL, marT, slsA, cigR, mgtB y mgtC. Codifica proteinas MarT y MisL,
que podrian participar en procesos de patogenicidad como la infeccidon crénica y la
especificidad del hospedador (Martinez, 2007). El gen rmbA se encuentra localizado en SPI-3,
presenta 205 aminoacidos y es requerido para la colonizacidén ya que tiene funcidon de una
hipotética proteina citoplasmatica, se encuentra ubicado en una zona descrita como
inestable (Matinez, 2007).

SPI-4 localizada en el centisoma 92, tiene un tamafio de 27kb. Presenta 18 genes entre los
cuales se encuentra spi4-F que se cree que codifica un supuesto sistema de secrecion de tipo
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1 que media la secrecidén de toxinas y se cree que participa en la adaptacién de Sa/lmonella al
ambiente intracelular en los macréfagos. Esta isla de patogenicidad codifica una proteina de
sustrato afin (SiiE) y un sistema de secrecidn tipo | responsable de su transporte. SiiE es una
adhesina gigante no fimbrial involucrada en la adhesiéon de Salmonella enterica serotipo
Typhimurium (Gerlach, Jackel, Geymeier y Hansel, 2007).

SPI-5 se encuentra en el centisoma 20, presenta tamafio de 7.5 kb con un %G-C de 43.6. Es
responsable de codificar proteinas efectoras involucradas en la secrecion fluida y reaccién
inflamatoria en la mucosa intestinal como SopB que ademas de estimular la secrecion de
cloro se encuentra involucrada en el flujo de macréfagos, para su secrecion utiliza el SST3 de
la SPI-1 (Figueroa y Verdugo, 2005).

En la actualidad el avance biotecnoldgico nos ha llevado al desarrollo de técnicas moleculares
para el estudio del genoma bacteriano, ya que varios serotipos muestran comportamiento
diferente a antibidticos como lo son las sulfonamidas (Salmonella Enteritidis) estreptomicina
y tetraciclinas (Salmonella Typhimurium). De acuerdo con CDC identifica a ceftriaxona y
ciprofloxacino como las resistencias de preocupacién, sumado a esto han surgido cepas
multiresistentes (Cruz, 2017).

1.9 Tipificacidon genético molecular de Salmonella

Dado que los métodos de identificacion bioquimica y serolégicos carecen de una
diferenciacién mads especifica debido a que no todas las cepas de una misma especie
muestran los mismos patrones en ensayos repetidos, los métodos moleculares han surgido
como un complemento a la identificacién de un agente patdgeno. Dado que Salmonella es un
patdgeno de importancia mundial, al provocar enfermedades de transmisidn alimentaria, se
ha implementado su estudio epidemioldgico empleando diversos métodos de tipificacion
molecular con la finalidad de obtener mejoras en la informacién de brotes, programas de
prevencidon y control. La tipificacién es una discriminacion genética entre aislados de
Salmonella, identificando genes o secuencias de ADN polimodrficas para determinar
variabilidad y delinear relaciones (Granda, 2015).

Las técnicas de PCR se usan para diferenciar grupos de cepas no relacionadas clonalmente y
se pueden combinar con otros métodos moleculares como son la restriccion enzimatica,
hibridacion con sondas especificas o la secuencia de &cidos nucleicos. La técnica de
electroforesis en gel en campos pulsados (PFGE) se emplea para diferenciar grupos de cepas
relacionadas clonalmente, el cual consiste en digerir el genoma de la bacteria con una enzima
que produzca un fragmento grande y uno pequefio de ADN (mayores a 20 kb), separando
dichos fragmentos bajo un campo eléctrico pulsado, lo que hace que el ADN tome diferentes
orientaciones alternas durante la migracion; Sin embargo, es muy poco discriminatorio para
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el caso de serotipos altamente clonales como Salmonella Enteritidis. Existe el andlisis VNTR
Multi-Locus (MLVA) el cual es un método de tipificacidn molecular para aislados microbianos,
se basa en el niumero variable de repeticiones en tandem (VNTR). El VNTR tipicamente
exhibe una gran variedad de numero de repeticiones incluso entre cepas bacterianas
altamente relacionadas, para un conjunto seleccionado de repeticiones en tadem, el analisis
del numero de copias revela informacidn sobre las relaciones a nivel microevolutivo, este
método de tipificacion muestra mayor poder discriminatorio que PFGE, aunque algunas
cepas que muestran el mismo tipado por MLVA se resuelven por PFGE. Electroforesis
multilocus de enzimas se utiliza para caracterizar diferentes cepas bacterianas, los
componentes del extracto celular se separan por electroforesis. Las variaciones en el genoma
de la bacteria pueden reflejarse en alteraciones en la migracion de alguna o mds enzimas
(que representan varios loci o genes) obteniendo electroferotipos o patrones de migracién
distinguiendo asi una cepa de otra. El analisis de plasmidos o las huellas genéticas de las
bacterias a partir de hibridacién de fragmentos de ADN con sondas o genes repetidos en el
genoma marcados radioactivamente son también metodologias usadas (Alvarado, 2007;
Granda, 2015).

1.9.1 Virulotipificacion

La virulotipificacion (Virulotyping) es un método de genotipificacion en el que el ADN
bacteriano que se va a detectar o caracterizar, contiene genes de virulencia. Esto requiere un
conocimiento previo de los genes que determinan la virulencia de un patégeno dado, esto es
un enfoque gendmico desarrollado recientemente para la epidemiologia molecular
bacteriana. Esta caracterizacién se basa en la presencia o ausencia de ciertos genes
encontrados en las diversas SPI por lo que se han realizado estudios a partir de diferentes
serotipos de Salmonella enterica detectando 10 posibles factores de virulencia (avrA, ssaQ,
mgtC, siiD, sopB, gipA, sodC1, sopE1l, spvC y bcfC) mediante PCR y con base a las posibles
combinaciones establecer perfiles de virulencia (Laboratorio Nacional de Referencia de
Salmonella, Instituto Federal de Evaluacién de Riesgos, 2010). Por lo que se ha utilizado para
la deteccidn y el perfilado en bacterias patdgenas, aumentando la comprensidn del posible
riesgo de infecciones humanas y animales, lo cual lo hace una herramienta valiosa para la
caracterizacion de aislamientos de Salmonella (Liaguat et al., 2018).

1.10 Resistencia a antibiéticos
Los antibidticos son sustancias producidas por diversas especies de microorganismos
(bacterias, hongos, actinomicetos) que suprimen la proliferaciéon de otros gérmenes. Sin
embargo, el uso comun a menudo ha ampliado el término de antibiético de modo que
incluya antibacterianos sintéticos como las sulfonamidas, y las quinolonas que no son
sintetizados por microbios (Patifio, 2003). La resistencia bacteriana se define como la
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capacidad de un microorganismo para desarrollar mecanismos de defensa contra la accidon
de los antibidticos, esta puede formar parte de la arquitectura normal de la bacteria o
adquirida debido al intercambio de ADN, por alteraciones que sufre el microorganismo
resultado de mutaciones cromosdmicas o por mecanismo de transferencia de genes. Se han
identificado varios elementos que participan en la transferencia de genes de resistencia, de
los cuales los mas conocidos son transposones, bacteriofagos, pldsmidos, integrones vy
casetes genéticos de resistencia. Se sabe que la resistencia ejercida por las cepas de
Salmonella esta ligada a 3 mecanismos, uno de estos mecanismos es la produccion de
enzimas que inactivan los antibiéticos como las betalactamasas, aminoglucésidos
fosfotransferasas, aminoglucdsidos acetiltransferasas y adeniltransferasas, los cuales
funcionan mediante la fosforilacién, acetilacién y adenilacion de aminoglucésidos, asi como
también la produccién de la enzima cloranfenicol O-acteil-transferasa, o la produccion de
topoisomerasas IV inhibiendo a las quinolonas, alterando el antimicrobiano de tal forma que
ya no tiene un adecuado modo de accién. El segundo mecanismo son las modificaciones
bacterianas que impide la llegada del antibiético al punto diana, también conocido como
modificacion del receptor, como es el caso de las sulfonamidas y del Trimetropim. El tercer
mecanismo de resistencia es la bomba de flujo que bombea activamente al antimicrobiano,
de manera que las sustancias quedan confinadas a la penetracion a través de proteinas
transmembrana con funcién de porinas, disminuyendo la expresién de dichas porinas que
pueden disminuir el flujo de llegada del antibiético al espacio peripldsmico de la bacteria,
como es el caso de las tetraciclinas, quinolonas y cloranfenicol (Cruz 2017).

El uso de antibidticos en las granjas es una de las causas por las que algunas bacterias se
vuelven resistentes a estos medicamentos. Al darles antibidticos a los animales se muere la
mayoria de las bacterias, pero las resistentes pueden sobrevivir y multiplicarse. Estas
bacterias también pueden pasar al medio ambiente y propagarse en las frutas, verduras u
otros productos agricolas que se rieguen con agua contaminada. Las personas pueden
guedar expuestas a las bacterias resistentes al entrar en contacto con ellos. Esto es
importante, ya que las infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibiéticos que
se contraen por los alimentos, como Salmonella, pueden provocar resultados para la salud
mas graves que las infecciones que no son resistentes a los antibidticos (Centros para el
Control y la Prevencidon de Enfermedades, Centro Nacional de Enfermedades Infecciosas
Emergentes y Zoondticas, Divisidon de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos, el Agua
y el Medioambiente, 2015).

Las fluroquinolonas se consideran ampliamente como el antimicrobiano de eleccion para el
tratamiento de la salmonelosis en los adultos, mientras que la tercera generacion de
cefalosporinas se utiliza para tratar nifios. Cuando las cefalosporinas fueron usadas por
primera vez en terapia humana se observaron efectos muy pequefios en la ocurrencia de
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resistencia en las infecciones de Salmonella enterica trasmitida por alimentos. En los paises
donde las fluroquinolonas posteriormente se autorizaron para uso en los animales
destinados al consumo humano, aumenté rdpidamente la aparicién de Salmonella resistente
a la fluroquinolona en los animales y los alimentos, y luego posteriormente en las infecciones
humanas. Las cepas multiresistentes de Salmonella ahora se encuentran con frecuencia. La
ocurrencia de multiresistencia ha aumentado considerablemente en afios recientes debido a
la propagaciéon mundial de la cepa multiresistente Salmonella Typhimurium DT104 (Red
Internacional de Autoridades de Inocuidad de los alimentos, 2005).

Los mecanismos bacterianos implicados tanto en la resistencia antimicrobiana como en la
virulencia son en la actualidad objeto de numerosos estudios en el ambito de la
microbiologia infecciosa. Pero es dificil localizar trabajos en los que se estudien
conjuntamente ambos aspectos, que son esenciales para entender el comportamiento de los
patégenos bacterianos y disefiar adecuadas estrategias terapéuticas para combatirlos de una
manera eficaz.

Aunque la adquisicion de resistencia a los antimicrobianos no es especificamente un factor
de virulencia, ambos aspectos guardan entre si una estrecha relacién, por ejemplo, los
factores de resistencia ofrecen al microorganismo la capacidad de continuar replicAndose en
un individuo tratado con antimicrobianos, desplazando al resto de microorganismos
sensibles y expresando asi su carga genética de patogenicidad. Los fendmenos de virulencia 'y
resistencia presentan bastantes caracteristicas en comun, y entre las mas importantes se
encuentran los mecanismos de transferencia horizontal que pueden existir entre diferentes
especies. Los plasmidos son posiblemente los principales vehiculos de transmisién de los
elementos genéticos que codifican los factores de virulencia y resistencia. Tanto la virulencia
como la resistencia son mecanismos adaptativos similares que cumplen su funcién bajo
condiciones de estrés, tales como el proceso de infeccidn o colonizacién y la presion
antibidtica, respectivamente. A menudo la resistencia antimicrobiana se encuentra también
asociada a la infeccién y por tanto también vinculada a virulencia, como en el caso de
microorganismos productores de biofilm o en infecciones intracelulares. Otras caracteristicas
gue presentan en comun virulencia y resistencia son la implicacién directa de bombas de
expulsidén, porinas, alteraciones de la pared celular o los sistemas de dos componentes,
sensor-receptor, que en funcion de las condiciones del ambiente pueden activar o reprimir la
expresion de diferentes genes, entre ellos genes implicados en resistencia y virulencia
(Beceiro, Tomas y Bou, 2012).
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1.11 Antecedentes del grupo de trabajo

En estudios realizados previamente por el equipo de trabajo, se evalud la resistencia a
antimicrobianos e identificaciéon de integrones clase 1 en 127 cepas de Salmonella enterica,
en las cuales se encontré que el 39% de las cepas analizadas fueron resistentes a
Carbenicilina, un 27% a Cloranfenicol, un 26% a Ampicilina y un 25% a
Trimetoprim/sulfametoxazol; se encontré que el 30% del total de los aislados analizados
presentaron multirresistencia a los antibidticos probados. Las cepas pertenecientes a los
siguientes serotipos fueron las que presentaron mayor multiresistencia: Typhimurium con un
69%, seguido por Anatum con un 53% y Panama con un 50%. El integrdn clase 1 se encontré
en un 65% de 119 cepas estudiadas. Encontrandose con mayor frecuencia en serotipos tales
como: Derby, Vejle, Anatum, Tiphymurium, Give, Panama y c1. Haciendo correlacion entre
ambos analisis se encontré que solo el 71% de las cepas multirresistentes mostraron la
presencia del integrén clase 1 (Inocencio, Tesis de licenciatura).

En otro estudio, se realizé la busqueda de genes sul, tet e integrones clase 2 en 120 cepas. Se
encontré el gen sul en 34 cepas, el gen tet en 19 cepas; al realizar una relacidn fenotipica a
SXT y genes sul se encontré en 21 cepas; para el caso del integrdn clase 2, de las 120 cepas
solo 2 presentaron el gen. Entre las cepas resistentes a SXT y que presentaban genes sul, 18
presentaron el integrén de clase 1, y dentro de estos, solamente en 2 se detectaron el
integrén de clase 1 y 2 al mismo tiempo. Cabe resaltar que en 8 de las cepas resistentes a
SXT, no se detectaron genes sul pero si el integrén de clase 1. Los serotipos mas frecuentes
con presencia simultdnea de integrones, genes sul y resistentes a SXT fueron: Typhimurium
(28%), seguido de Anatum (17%), serogrupo B (11%) y Sinstorf (11%) (Hernandez 2015, Tesis
de licenciatura).

En el estudio denominado “Elementos repetitivos para el analisis de diversidad genética de
cepas de Salmonella enterica”, se analizaron 102 cepas, donde los patrones de agrupamiento
generados mostraron 19, 20 y 22 genotipos para los ensayos REP, BOX vy ERIC,
respectivamente. La combinacién de los resultados de los tres tipos de marcadores mostro
44 genotipos en el estado de Michoacan (Vazquez 2011, Tesis de maestria).

En otro estudio, en el cual se caracterizaron 72 cepas de Salmonella enterica por Multi Locus
Sequence Typing (MLST), el analisis de secuencias para cada uno de los siete /oci analizados
por MLST arrojo diferentes nimeros de alelos, encontrando mayor diversidad de alelos para
los loci: hisD (20), purE (19) y dnaN (18). Se encontraron 20 Secuencias tipo (ST) diferentes
para todo el conjunto de 72 cepas analizadas. La mayoria de éstas ST se encuentran
registradas en la base de datos, por lo que se realizd la comparacién de las ST que se
encontraron, con las registradas. Se encontrd que la ST predominante era ST-40 con un total
de 17 cepas distribuidas entre los Serogrupos B y E1, asi como en cepas serotipificadas como
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Anatum y Agona. La mayoria de las cepas dentro de la ST-40 fueron obtenidos de productos
carnicos y sélo una cepa fue obtenida de queso fresco, la importancia de la ST-40 se debe a
que puede ocasionar brotes, lo cual resalta la importancia de la caracterizaciéon por
distribucién geogréfica de esta ST en el estado de Michoacdn (Inocencio 2013, Tesis de
maestria).

En el estudio en el cual se realizd el aislamiento y caracterizacion de cepas de Salmonella
enterica subspecie enterica se determinaron 34 serotipos distintos en varios tipos de
alimentos. Encontrando 27 serotipos distintos y 7 serogrupos de S. enterica contaminando
carne de res cruda, chorizo, quesos, ostiones y algunos productos carnicos cocidos en el
estado de Michoacdn durante el periodo 2008 — 2009. Se encontréd que los serotipos
Typhimurium, Anatum y Agona fueron los serotipos mayoritarios en este tipo de alimentos
para el estado. La mayoria de las cepas de Salmonella enterica se pudieron serotipificar. Sélo
20 cepas se definieron a nivel de serogrupo, debido a que no expresaron una o ninguna de
las dos fases flagelares. No se encontrd una relacién entre el serotipo y el tipo de muestra o
jurisdiccion de donde se obtuvieron las cepas aisladas. Los patrones de amplificacién RAPD
generaron un minimo de 4 y un maximo de 12 bandas, dependiendo del oligonucledtido
utilizado y el tipo de cepa analizada, para el oligonucleétido 1252 se generaron bandas entre
400 pb y 3.83 kb de tamafio, proporcionando un total de 14 bandas para el analisis de
agrupamiento. El oligonucleétido 1254 generd bandas entre los 300 pb y 3.52 kb, con un
total de 16 bandas. Por ultimo, en el caso del oligonucledtido 1290 se generaron bandas
entre los 490 pb y los 2.074 kb de tamafio, con un total de 12 bandas (Regalado 2011, Tesis
de maestria).

En el estudio “Caracterizacion metabdlica y respuesta a estrés de cepas de Salmonella
enterica” se utilizaron 16 cepas de S. enterica serotipo Typhimurium. Las cepas de S.
Typhimurium analizadas en este estudio, poseen diferente capacidad para recuperarse a la
exposicién de condiciones de preservacién de alimentos (refrigeracién y reduccién de aw). En
el cual se encontré que existia una diferencia en las velocidades de crecimiento entre las
diferentes cepas, dependiendo de las condiciones de estrés a las cuales se sometieron. Bajo
estrés, la mayoria de las cepas de estudio formaron células filamentosas, siendo estas mas
visibles cuando se someten a refrigeracion y reduccion de aw. Las cepas de estudio
mostraron una gran diversidad metabdlica. No se encontrd correlacién entre el uso de los
metabolitos analizados con la velocidad de crecimiento de las cepas expuestas a estrés. Se
encontré correlacion directa entre el crecimiento sin estrés y el metabolismo en presencia de
sustratos como: B-metil-D-glucdsido, NaCl al 1%, acido-D-glucorénico y acido propidnico. Asi
como una correlacidon inversa con B-metil-D-glucésido bajo la condicién de 6°C (Kuk, 2016,
Tesis de maestria).
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En el estudio denominado “Virulotipificacién de aislados de Salmonella enterica obtenidos de
productos cdrnicos y derivados lacteos provenientes de Michoacdn”, se analizaron 90 cepas
de Salmonella enterica con la finalidad de encontrar patrones de presencia/ausencia de 6
genes localizados en diferentes SPI: SPI1 (sopE), SPI2 (ssaQ), SPI3 (rmbA) y SPI5 (sopB).
Encontrando 8 Perfiles de Virulencia (PV) con los cuales se realizd una asociacion con
Secuencia Tipo (ST). Se observo que el PV1 esta distribuido en la mayoria de las ST; dentro de
las ST con mayor diversidad de PV, se encontré a la ST40 y las STND, encontrandose 3 PV
diferentes en cada una de éstas ST. Dentro de las ST que presentaron 2 PV diferentes se
encontrd a la ST64, ST213 y ST13 (Maldonado 2015, Tesis de maestria).

En el estudio denominado “Andlisis de la resistencia a estrés y virulencia de los genotipos
ST19 y ST213 de Salmonella enterica”, en el cual se evalud el remplazo del genotipo ST19 por
el ST213. Se observd una gran variabilidad en la supervivencia entre las cepas ST19 y ST213
estudiadas en condiciones de estrés que simulan las condiciones empleadas en la
preservacion de los alimentos. Se encontré que en presencia de ciertos antibidticos se
potenciaba la formacion de biofilm de cepas del genotipo ST213. Ademas, se evalud la
interaccion patégeno-hospedero de las cepas ST213 en un modelo experimental in vitro e in
vivo observando mayor internalizacidon por parte de las cepas del genotipo ST213, asi como
una mayor secrecién de citocinas proinflamatorias por las células Caco-2, con relacién al
genotipo ST19. Cabe resaltar que tanto en los ensayos in vitro e in vivo, las cepas ST213
fueron capaces de infectar al hospedero, lo cual es relevante, ya que estas cepas fueron
aisladas de alimentos, por lo que ademas tienen la capacidad de sobrevivir a condiciones de
estrés ambiental (Gémez 2019, Tesis de doctorado).

Cabe sefialar que todos estos ensayos fueron realizados en las cepas de estudio de este
proyecto las cuales provienen de diversos alimentos como carne, lacteos y embutidos.

16



2 JUSTIFICACION

A nivel mundial, Salmonella enterica se encuentra entre los primeros cuatro
microorganismos responsables de intoxicacidn alimentaria afectando la salud del hospedero,
lo cual provoca impacto en el sector salud y por lo tanto en la economia de los paises
afectados. Debido a la incidencia con la que se ha encontrado en los ultimos afos en
alimentos en el estado de Michoacan, se han realizado trabajos de epidemiologia molecular
para realizar una caracterizacién mas especifica empleando ciertos genes localizados en el
ADN bacteriano, ya que estos trabajos aportan un complemento mayor de informacion a las
técnicas de identificacidon habitual como lo son las pruebas bioquimicas y la serotipificacion.
La virulogenotipificacién tiene su importancia basada en conocer las caracteristicas
patdgenas de un microorganismo, por la presencia o ausencia de genes de virulencia, con
esta informacion se pueden construir dendrogramas para hacer relacidon entre una cepa y
otro encontrado en iguales o distintas condiciones geogréficas, nutricionales o ambientales.
Esta informacidon en conjunto con estudios de genes de resistencia a antibidticos y genes
asociados a estrés, puede obtenerse un panorama mas amplio que permite establecer
acciones de trabajo eficaces ante la presencia de un brote. Asi como también permite dar un
seguimiento de ganancia o pérdida de ciertos genes independientemente del serotipo.
Motivos por los cuales se realizd el estudio de presencia o ausencia de genes de virulencia
ssaQ, rmbA y spi4-F en 134 cepas provenientes de distintos alimentos del estado de
Michoacdn y conocer el potencial patogénico de estas cepas.
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3 HIPOTESIS

Los perfiles de virulencia en Salmonella enterica estan relacionados con el municipio de
procedencia del alimento, el serotipo y la resistencia a antibidticos.

4 OBIJETIVOS

4.7 Objetivo general:

Caracterizar molecularmente y determinar la relacién entre el perfil de virulencia con la

procedencia geogréfica y la resistencia a antibiéticos de cepas de Salmonella enterica
aisladas de alimentos de Michoacan.

4.8 Objetivos especificos:

e Asignar perfiles de virulencia a las cepas de estudio.

e Correlacionar los perfiles de virulencia con tipo de muestra, la procedencia geografica

de aislamiento de las cepas, serotipo, fecha de obtencién y la sensibilidad a los
antibiodticos.
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5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas bacterianas analizadas en este estudio

En el presente trabajo se analizaron 134 cepas de Salmonella enterica provenientes de
productos carnicos y derivados lacteos del estado de Michoacan, las cuales fueron aisladas
por el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan durante 2008 al 2011. En
el anexo | se presenta la informacidn correspondiente al nimero de cepa, tipo de muestra,
municipio de procedencia, fecha de aislamiento y serotipo. Se utilizaron como controles las
cepas Salmonella enterica serotipo Typhimurium ATCC (14028) y Salmonella enterica
serotipo Typhimurium SALO04.

De las 134 cepas de Salmonella enterica analizadas en este estudio, se encontraron 39
serotipos diferentes, de los cuales el serotipo que presenta mayor frecuencia es Derby con
un 11% (15 cepas), Panama con 8% (11 cepas) y Give con un 6% (8 cepas), encontrandose el
resto de los serotipos en un intervalo de 1-5% (1-7 cepas) (Fig. 5).
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Figura 5. Relacidn cantidad-porcentaje de serotipos analizados.

Las 134 cepas provienen de 22 municipios del estado de Michoacdn, de estos el que presentd
mayor numero de cepas fue el municipio de Morelia con un 27% (36 cepas), posteriormente
Lazaro Cardenas con un 23% (31 cepas), seguido por Uruapan con un 14% (19 cepas),
encontrandose el resto de los municipios en un intervalo de 1-7% (1-10 cepas) (Fig. 6).
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Figura 6. Relacion cantidad-porcentaje por municipio analizado.

De los tipos de muestra de donde fueron aisladas las 134 cepas de Salmonella enterica para
este estudio, provinieron de agua, carne de cerdo, carne de res, embutidos, quesos y
mariscos; siendo carne de res el que presento mayor porcentaje 40% (53 cepas), carne de
cerdo con un 35% (47 cepas) y posteriormente quesos con 17% (23 cepas). Encontrandose
agua, carne de pollo, mariscos y embutidos en un rango de porcentaje de 2-3% (2-4 cepas).

Tabla 3. Relacidon cantidad-porcentaje respecto al serotipo vs tipo de muestra.

Serotipo Muestra Total Porcentaje

Agua  Carnede Carnede  Carnede  Embutidos Quesos Mariscos
Adelaide 0 1 3 0 0 0 0
Agona
Albany
Anatum

3%
3%
2%
4%
1%
1%
1%
1%
11%
2%
6%
4%
2%
1%
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London 0 1 1 0 0 0 0 2 1%
Muenchen 0 1 2 0 0 1 0 4 3%
Mbandaka 0 0 0 0 0 1 1 2 1%
Montevideo 0 1 4 0 0 1 0 6 4%
Morganii 0 1 0 0 0 0 0 1 1%
Muenster 0 2 2 0 0 1 0 5 4%
Newport 0 1 2 0 0 1 0 4 3%
Oranienburg 0 1 1 0 0 0 0 2 1%
Panama 0 6 3 0 1 1 0 11 8%
Poona 0 0 0 0 0 2 0 2 1%
Reading 0 0 0 0 0 2 0 2 1%
Rissen 0 1 0 0 0 0 0 1 1%
Saintpaul 0 0 1 0 0 0 0 1 1%
Sandiego 0 1 0 0 0 0 0 1 1%
Snftenberg 0 1 3 0 0 1 0 5 4%
Serogrupo B 0 3 2 0 0 0 0 5 4%
Serogrupo C1 0 0 0 0 0 1 0 1 1%
Serogrupo D 0 0 1 0 0 0 0 1 1%
Serogrupo E1 0 0 1 0 0 1 0 2 1%
Serogrupo E4 0 0 0 0 0 1 0 1 1%
Sinstorf 0 2 4 1 0 0 0 7 5%
Typhimurium 0 1 1 0 0 0 0 2 1%
Vejle 0 4 0 0 0 1 1 6 4%
Vismorbifica 0 1 0 0 0 1 0 2 1%
Weltevreden 0 1 0 0 0 0 0 1 1%
Total 2 47 53 3 2 23 4 134 100%
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Figura 7. Relacion cantidad-porcentaje de cada tipo de muestra analizada.
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6.2 Extraccion de ADN

La extraccién de dacido desoxirribonucleico se realizé por el método de fenol-cloroformo;
para llevar a cabo dicha extraccidon se requiere un crecimiento bacteriano por 24 h a 37°C en
agar LB. Transcurrido las 24 h se toman dos asadas de las colonias y se coloca en 600 plL de
buffer (Tris HCl pH 8.0 0.1 M, SDS 2%, NaCl 0.1 M EDTA 0.05 M), posteriormente se agita
vigorosamente por 5 min y se centrifuga con un pulso, se colocan 600 uL de fenol-cloroformo
a cada muestra y se agita vigorosamente por 10 min, se centrifuga durante 10 mina 1118 x g,
se toman 400-600 pL de la fase sobrenadante y se colocan en un tubo limpio, se agregan 600
pL de isopropanol para precipitar el ADN y se centrifuga por 10 min a 1118 x g,
posteriormente se realizan 2 lavados a la pastilla formada con 200 uL de etanol. Se deja secar
la pastilla a temperatura ambiente y se re-suspende con 40 pL de agua desionizada.
Posteriormente se agrega 1 pL de RNasa por cada 10 pL de ADN, se incuba por 35 min a 37°C
y se agregan 20 ulL de isopropanol. El ADN se recupera centrifugando por 10 min a 1118 x g.
La pastilla obtenida se lavd dos veces con 20 uL de etanol al 70% y se dejé secar a
temperatura ambiente para finalmente resuspender en 25 plL de agua desionizada. La calidad
del ADN extraido se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiido con
bromuro de etidio y se observé en un fotodocumentador CHEMI-DOC Molecular viewer (Bio-
Rad, USA). La cuantificacién y verificacién de pureza del ADN gendmico se realizé en un
nanodrop marca Implen modelo NanoPhotometer.

6.3 Amplificacion por PCR de los genes de virulencia

Se usé el ADN de las cepas S. Typhimurium ATCC 14028 como control positivo de
amplificacién para el gen rmbA y el gen spid4-F, y la cepa SALOO4 para el gen ssaQ
(Maldonado, 2015. Tesis de maestria). Las reacciones se llevaron a cabo usando buffer
1.5mM (Tris-HCI pH 8.2), Cl,Mg 1mM, desoxirribonucleotidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 2.0
mM, oligo R y oligo F a concentracion de 2.0 mM, 750 nanogramos de ADN y 0.75 U de Taq
polimerasa (Invitrogen, USA) en un volumen de 15 pl por reaccioén.

Tabla 4. Secuencias de oligonucledtidos utilizados en este estudio.

Gen Clave Secuencia del oligonucleétido Pares de Referencia
553 Bases

ssaQ SPI2-F GAATAGCGAATGAAGAGCGTCC 455 Huehn et al., 2010
SPI2-R CATCGTGTTATCCTCTGTCAGC

rmbA SPI3-F AGCCTTCACAAATTGTCCATTG 454 Zou et al., 2011
SPI3-R TCCGTATAGTTAAGCGTTCGTC

spi4-F SPI4-F GTATCATAACCGACACCATTGC 711 Khoo et al., 2009
SPI14-R CTGCCGTACCGACTAAAGC
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Tabla 5. Condiciones para las amplificaciones de PCR de acuerdo al gen.

GEN Desnaturalizacion Desnaturalizaciéon Alineamiento Extension Extension
inicial (1 ciclo) (30 ciclos) final
(1 ciclo)
ssaQ 95 °C/1 min 95°C/30 seg 63°C/30 seg 72°C/30 72°C/4 min
seg
rmbA 94 °C/1 min 94°C/30 seg 58°C/30seg  72°C/30 72°C/5 min
seg
spi4-F  94°C/5 min 94°C/1 min 56°C/1 min 72°C/1 72°C/5min
min

6.4 Construccion de dendrogramas de similitud

Para realizar los dendrogramas de similitud en cada uno de los andlisis de este trabajo se

utilizé el programa Past3, empleando el indice de agrupamiento de Jaccard para matrices

binarias.
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7 RESULTADOS

7.1 Amplificacion por PCR de los genes de estudio en las cepas de referencia y en las
cepas de estudio
Se amplificaron tres genes de virulencia para los cuales se tomé como referencia la cepa
Salmonella enterica serotipo Typhimurium ATCC 14028 (Fig. 10 y Fig. 11) y la cepa Salmonella
enterica serotipo Typhimurium SALOO4 (Fig. 9).

el
Figura 8. Amplificacién gen ssaQ. Gel de agarosa al 0.8% que muestra la amplificacion del gen ssaQ de las cepas
76, carril libre, 27, 30, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 42, 46, 47 de Salmonella enterica.

Figura 9. Amplificacidon de gen rmbA. Gel de agarosa 1.5% que muestra la amplificacién del gen rmbA de las
cepas 120,1,3,6,7,8,9,11,12,14 de Salmonella enterica.

Figura 10. Amplificacion de gen spi4-F. Gel de agarosa 1.5% que muestra la amplificacién del gen rmbA de las
cepas 14028, 27,30, 31, 33 34,35,36,37, 38, 42, 46,47 de Salmonella enterica
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En la amplificacién de genes mediante PCR punto final se obtuvieron 125 cepas positivas para
los tres genes y solo 8 cepas las cuales se diferenciaron por presentar uno o dos genes de
virulencia (Tabla 8).

Tabla 6. Resultados obtenidos en la amplificacidon por PCR punto final (1: presencia del gen,
0: ausencia del gen).

Cepa Gen ssaQ Gen rmbA Gen spi4-f

14 1 1 0

134 1 1 0

136 0 1 1

152 0 1 1

163 1 1 0

221 1 1 1

222 1 0 0

235 1 0 1

Se asignaron perfiles de virulencia (PV) de acuerdo a las combinaciones obtenidas de
presencia o ausencia de genes en cada uno de las cepas analizadas, obteniéndose 5
combinaciones distintas. El PV1 se encontrd en 95% de las cepas analizadas. Los perfiles PV2,
PV3, PV4 y PV5 se encontraron en 1%-2% de las cepas (Tabla 9).

Tabla 7. Perfiles de Virulencia encontrados en las 134 cepas analizadas.

PV GEN ssaQ Gen rmbA Gen spi4-F NUMERO DE PORCENTAIJE
CEPAS

1 1 1 1 127 95%
2 1 1 0 3 2%
3 0 1 1 2 1%
4 1 0 1 1 1%
5 1 0 0 1 1%
TOTALES 134 100%

Se realizé un andlisis de agrupamiento usando el indice de Jaccard (para matrices binarias) y
se construyd un dendrograma para establecer la relacidon entre PV y gen de virulencia. Se
observd la presencia de 3 clados, en los cuales se observé una correlacién del gen ssaQ
respecto a rmbA y spi4-F con un indice de 0.400, ya que el gen ssaQ se encuentra en 4 de los
5 PV de los cuales Unicamente en 2 se presenta a la par con los genes rmbA y spi4-f. Con
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respecto al gen rmba (presente en 3 de 5 PV) y spi4-F (presente en 3 de 5 PV) existe un indice
de relacién entre ambos de 0.500 debido a que se encuentran en combinacién solo en 2 de

los 5 PV (Fig. 12).
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Figura 11. Dendrograma de similitud entre los genes ssaQ, rmbA y spi4-F analizados, con base en los PV.
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Tabla 8. Relacién cantidad-porcentaje de presencia de gen de virulencia por
cada serotipo analizado.

Serotipo ssaqQ rmbA spi4-F
Adelaide 4(3%) 4(3%) 4(3%)
Agona 4(3%) 4(3%) 4(3%)
Albany 3(2%) 3(2%) 3(2%)
Anatum 5(4%) 5(4%) 5(4%)
Azteca 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Bareilly 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Bovismorbificans 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Braenderup 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Derby 14(11%) 15(11%) 15(12%)
Enteritidis 2(2%) 3(2%) 3(2%)
Give 8(6%) 8(6%) 8(6%)
Havana 5(4%) 5(4%) 5(4%)
Infantis 3(2%) 3(2%) 3(2%)
Lockleaze 2(2%) 2(2%) 2(2%)
London 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Muenchen 4(3%) 4(3%) 4(3%)
Mbandaka 2(2%) 2(2%) 1(1%)
Montevideo 6(5%) 5(4%) 5(4%)
Morganii 1(1%) 1(1%) 0(0%)
Muenster 5(4%) 5(4%) 4(3%)
Newport 4(3%) 4(3%) 4(3%)
Oranienburg 2(2%) 1(1%) 2(2%)
Panama 11(8%) 11(8%) 11(8%)
Poona 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Reading 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Rissen 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Saintpaul 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Sandiego 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Snftenberg 5(4%) 5(4%) 5(4%)
Serogrupo B 5(4%) 5(4%) 5(4%)
Serogrupo C1 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Serogrupo D 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Serogrupo E1 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Serogrupo E4 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Sinstorf 7(5%) 7(5%) 7(5%)
Typhimurium 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Vejle 6(5%) 6(5%) 6(5%)
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Vismorbifica 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Weltevreden 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Totales 132(100%) 132(100%) 130(100%)

De acuerdo al andlisis relacionando el serotipo y la presencia del gen, se observa que, de los
39 serotipos presentes en las cepas, el de mayor porcentaje en presencia de los genes ssaQ,
rmbA y spi4-F es Derby con un 11% de las cepas, seguido de Panama con un 8% y Give con
6%, encontrandose el resto de los 36 serotipos en un intervalo similar de presencia (1%-5%).
Esto tiene una relacién directa con la informacidn inicial de las caracteristicas de las cepas ya
que el serotipo Derby se encuentra en el 11% de las cepas, Panama en el 8% de las cepas y
Give con un 6% de las cepas y el resto de los serotipos en un intervalo de 1-5% de las cepas
(Tabla 10 y Fig. 13).
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Figura 12. Cantidad de genes con respecto al serotipo.

En la correlacidn serotipo-gen mediante el uso de un dendrograma se observa la similitud de
1 (indice de similitud Jaccard), deduciendo asi la correlacién entre estos serotipos por la
presencia de los genes ssaQ, rmbA y spid-F, excepto el serotipo Morganii el cual presenta una
similitud de 0.67 con respecto al resto de los serotipos ya que carece de la presencia del gen
spi4-F (Fig. 14).
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Figura 13. Dendrograma de similitud entre los 38 serotipos analizados con base a la presencia de los genes de

virulencia.

En la relacion serotipo con los 5 PV encontrados en los cepas se observa que el de mayor
frecuencia fue el PV1 en 38 de los 39 serotipos que lo presentaron, siendo Derby el de mayor
porcentaje (14%) seguido de Panama (6%) y Give (6%). Morganii fue el serotipo que carecid
de este PV, pero presenté el PV2 al igual que los serotipos Mbandaka y Muenster. EI PV3 se
encontré presente solo en 2 de los 398 serotipos, Derby y Enteritidis, PV4 y PV5
presentdndose en 1 de los 39 los cuales fueron Oranienburg y Montevideo respectivamente
(Tabla 11).

Tabla 9. Relacién de cantidad-porcentaje de cada uno de los PV encontrados en los serotipos

analizados.
Perfil de Virulencia
PV1 PV2 PV3 PV4 PV5
Serotipo Adelaide 4(3%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Agona 4(3%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Albany 3(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Anatum 5(4%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Azteca 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Bareilly 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
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Bovismorbificans 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)

Braenderup 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Derby 14(11%) 0(0%) 1(50%) 0(0%) 0(0%)
Enteritidis 2(2%) 0(0%) 1(50%) 0(0%) 0(0%)
Give 8(6%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Havana 5(4%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Infantis 3(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Lockleaze 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
London 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Muenchen 4(3%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Mbandaka 1(1%) 1(33%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Montevideo 5(4%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1(100%)
Morganii 0(0%) 1(33%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Muenster 4(3%) 1(33%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Newport 48(3%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Oranienburg 1(1%) 0(0%) 0(0%) 1(100%) 0(0%)
Panama 11(9%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Poona 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Reading 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Rissen 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Saintpaul 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Sandiego 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Snftenberg 5(4%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Serogrupo B 5(4%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Serogrupo C1 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Serogrupo D 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Serogrupo E1 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Serogrupo E4 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Sinstorf 7(6%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Typhimurium 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Vejle 6(5%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Vismorbifica 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
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Figura 14. Relacion de cantidad de PV por cada serotipo analizado.

El dendrograma resultante del anadlisis de similitud relacionando serotipo con PV, muestra la
formacién de 5 clados; con un indice de similitud del serotipo Oranienburg con el resto de los
38 serotipos de 0.475 ya que es el Unico serotipo que presentd el PV4 y comparte la
presencia del PV1, Montevideo presenta una similitud con el resto de los 37 serotipos
excluyendo Oranienburg de 0.480 ya que comparte la presencia del PV1 pero se diferencia
por presentar el PV5; Mbandaka, Morganii y Muenster presentan una similitud de 0.490 con
respecto a los 33 serotipos excepto Oranienburg y Montevideo ya que comparten la
presencia del PV1 pero se diferencian por la caracteristica de presentar el PV2; Derby vy
Enteritidis presentan una similitud de 0.500 con respecto a 30 serotipos (Give, Braenderup,
Bovismorbifica, Azteca, Anatum, Albany, Agona, Adelaide, Havana, Infantis, Lockleaze,
London, Muenchen, Newport, Panama, Poona, Reading, Rissen, Saintpaul, Sandiego,
Senftenberg, Sinsterf, Typhimurim, Vejle, Vismorbifica Weltevreden, Serogrupo B, Serogrupo
C1, Serogrupo D, Serogrupo E1, Serogrupo E4) ya que se caracterizan por presentar PV1 pero
se diferencian por la presencia de PV2 y estos ultimos 30 serotipos presentan similitud de 1
ya que tienen la caracteristica de todos poseer el PV1 (Fig. 16).
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Figura 15. Dendrograma de similitud entre los 38 serotipos analizados con base en los PV.

Tabla 10. Relacion de cantidad-porcentaje en cada uno de los genes de virulencia analizados
por municipio.

ssaQ rmbA spid-F
Municipio Angangueo 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Angamacutiro 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Apatzingan 6(5%) 6(5%) 6(5%)
Churumuco 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Ciudad Hidalgo 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Gabriel Zamora 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Huetamo 8(6%) 8(6%) 8(6%)
Jacona 1(1%) 1(1%) 1(1%)
José Sixto Verduzco 2(2%) 2(2%) 2(2%)
La Piedad 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Lazaro Cardenas 31(23%) 30(23%) 31(24%)
Los Reyes 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Morelia 35(27%) 36(27%) 34(26%)
Mugica 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Ocampo 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Patzcuaro 4(3%) 4(3%) 4(3%)
Tlazazalca 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Tuzantla 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Uruapan 19(14%) 19(14%) 18(13%)
Yurécuaro 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Zamora 10(8%) 10(8%) 10(8%)
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Zitacuaro 2(2%) 2(2%) 2(2%)
Total 132(100%) 132(100%) 130(100%)

En el andlisis de la relacidn municipio-gen se observa la presencia de los tres genes de
virulencia en los 22 municipios, pero de estos el que presenta mayor presencia de los genes
es el municipio de Morelia, seguido por Lazaro Cardenas y Uruapan. Esto se ve influenciado
debido a que la mayoria de las cepas provenian del Municipio de Morelia, Lazaro Cardenas y
Uruapan (Tabla 12).

40
35
30
25
20
15
10
5 ||
o Arnnnm (AR ERNER 'Sra il BT [N ] IIIIIIIIII 11 11
O O © 0 o ® o ® o W »w »vw ©®© ® o o ® ® < o ®© O
wt~mumhgcu@mw=UQLU:mng
3'_._;053(—00 oN-C;C>~q)€DEﬂSECQ_fUO\'U
w 3 £ E 5 E & ¢ 3 ¢ % @2 5 5 § 3 R & & 2 E 3
g ¢ B 2 £ § § 5 5 & 5 4= 2 8§ 28 5 2 92 8 g
w £ T 3 - I ¢ & 8§ 29 © & ® F S 5 £
c o el > 3 0O 3 a N
c < & 2 = >
< © < T | ¢ o o
o s 2 5 ©
< S o v S
N -
(%]
o
°
Municipio

HssaQ ErmbA Hspi4-F

Figura 16. Cantidad de gen de virulencia por municipio.
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Tabla 11. Relacién cantidad-porcentaje de cada uno de los 5 PV encontrados por municipio.

PV1 PV2 PV3 PV4 PV5

Municipio Angangueo 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Angamacutiro 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Apatzingan 6(5%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Churumuco 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Ciudad Hidalgo 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Gabriel Zamora 1(1%) 0(0%) 0(0%) 1(100%) 0(0%)
Huetamo 8(6%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Jacona 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
José Sixto 1(1%) 0(0%) 1(50%) 0(0%) 1(100%)
L'a Piedad 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Lazaro Cardenas 30(24%) 0(0%) 0(0%) 1(100%) 0(0%)
Los Reyes 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Morelia 33(26%) 2(67%) 1(50%) 0(0%) 0(0%)
Mugica 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Ocampo 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Péatzcuaro 4(3%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Tlazazalca 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Tuzantla 1(1%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Uruapan 18(14%) 1(33%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Yurécuaro 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Zamora 10(8%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Zitacuaro 2(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Totales 127(100%) 3(100%) 2(100%) 1(100%0) 1(100%0)

Respecto a la relacién Municipio-PV, el PV1 es el de mayor presencia en las cepas analizadas,
se encontrd con mayor presencia en el municipio de Morelia pues esto tiene relaciéon con
gue de este municipio son prevenientes la mayoria de las cepas. El PV2 se encontré en los
Municipios de Morelia y Uruapan, el PV3 se encontré en los municipios de Morelia y José
Sixto Verduzco, PV4 se encontrd Lazaro cardenas y el PV5 en José Sixto Verduzco. Siendo el
Municipio de José Sixto Verduzco el que presenta mayor diversidad de PV aun sin ser el de
mayor porcentaje respecto a cada PV (Tabla 13 y Fig. 18).
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Figura 17. Cantidad de PV por municipio.

En el dendrograma de similitud de los municipios analizados con base en los PV, se observa
un indice de similitud de 0.340 entre el municipio de José Sixto Verduzco y los 21 municipios
analizados debido a que comparten la presencia del PV1 y algunos del PV3 y PV5; realizando
comparacion entre Morelia y Uruapan contra el resto de los 21 municipios existe un indice de
similitud de 0.400 por la presencia del PV1 pero la diferencia se caracteriza por la presencia
del PV2 en los dos primeros; Morelia y Uruapan presentan un indice de similitud de 0.670 por
la presencia de PV1 y PV2 pero Morelia presenta PV3. Lazaro Cardenas y el resto de los 18
municipios presentan un indice de similitud de 0.500 por la presencia de PV1 pero se
diferencian por la presencia de PV4 en Lazaro Cardenas. Los municipios de La Piedad, Jacona,
Huetamo, Gabriel Zamora, Ciudad Hidalgo, Churumuco, Apatzingan, Angamacutiro,
Angangueo, Los Reyes, Mugica, Ocampo, Patzcuaro, Tlazazalca, Tuzantla, Yurécuaro, Zamora
y Zitdcuaro presentan un indice de similitud de 1 porque comparten la presencia de PV1 (Fig.
19).
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Figura 18. Dendrograma de similitud entre los municipios de origen de las cepas analizadas con base en los PV.

El andlisis realizado correlacionando el tipo de muestra con la presencia de genes de

virulencia, mostrd que las cepas prevenientes de carne de res fueron las que presentaron

mayor presencia de los genes ssaQ, rmbA y spi4-F, seguido de carne de cerdo y quesos: estos

tres tipos de origenes de muestra son los que presentan mayor nimero de porcentaje en las

cepas analizadas (Tabla 14).

Tabla 12. Relacion de cantidad-porcentaje de cada uno de los genes de virulencia analizados

por tipo de muestra.

ssaQ

Muestra Agua 2(2%)
Carne de cerdo 47(36%)

Carne de res 51(39%)

Carne de pollo 3(2%)

Embutidos 2(2%)

Quesos 23(17%)

Mariscos 4(3%)

Total 132(100%)

Genes de virulencia

rmbA

2(2%)
47(36%)
51(39%)
3(2%)
2(2%)
23(17%)
4(3%)

132(100%)

spi4-F

2(2%)
46(35%)
52(40%)
3(2%)
2(2%)
21(16%)
4(3%)

130(100%)
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Figura 19. Cantidad de cada uno de los genes de virulencia analizados por tipo de muestra.

Realizando una correlaciéon entre PV y tipos de muestra, el PV1 es el que se encuentra en
todos los tipos de muestras, siendo PV2 el que se encuentra Unicamente en dos tipos de
muestra (quesos y carne de cerdo) y el resto de PV se encuentran en un solo tipo de muestra
en los cuales fue carne de res para los tres restantes (Tabla 15 y Figura 21).

Tabla 13. Cantidad-porcentaje de cada uno de los PV
encontrados en el estudio por tipo de muestra analizada.
Perfil de virulencia

Muestra
PV1 PV2 PV3 PV4 PV5

Agua 2(2%)  0(0%)  0(0%) 0(0%) 0(0%)
Carne de 46(36%) 1(33%) 0(0%) 0(0%)  0(0%)
cerdo
Carne de res 49(39%) 0(0%) 2(100%) 1(100%) 1(100%)
Carne de pollo 3(2%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Embutidos 2(2%)  0(0%)  0(0%) 0(0%) 0(0%)
Quesos 21(17%) 2(67%)  0(0%) 0(0%) 0(0%)
Mariscos 4(3%)  0(0%)  0(0%) 0(0%) 0(0%)

Total 127(100%) 3(100%) 2(100%) 1(100%) 1(100%)
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Figura 20. Relacion de cantidad de cada uno de los 5 PV encontrados por cada tipo de muestra.

En un andlisis de similitud mediante el uso de un dendrograma relacionando PV con tipo de
muestra, la carne de res contra el resto de tipos de muestras presentan un indice de
similitud 0.23 por que presentan el PV1, pero se diferencian porque la carne de res presenta
el PV3; la carne de cerdo y quesos vs carne de pollo, agua, embutidos y mariscos presentan
un indice de similitud de 0.5 por la presencia de PV1, pero se caracterizan los primeros por
poseer el PV2 (Fig. 22).
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Figura 21. Dendrograma de similitud construido con tipo de muestra analizada con base en la presencia de los
PV.

39



El analisis de correlacién entre el mes de ingreso y la presencia del gen de virulencia, mostré
gue estos se encuentran presentes en todos los meses excepto en diciembre. (Tabla 15).

Tabla 14. Cantidad-porcentaje de genes de virulencia por mes de ingreso.

Gen de virulencia

ssaqQ rmbA spid-F

Enero 3(2%) 3(2%) 2(2%)
Febrero 5(4%) 6(5%) 6(5%)
Marzo 1(1%) 1(1%) 1(1%)
Abril 6(5%) 6(5%) 6(5%)

Mes de Ingreso  ppay0 17(13%) 17(13%) 16(12%)
Junio 21(16%) 22(17%) 22(17%)

Julio 14(11%) 14(11%) 14(11%)
Agosto 27(20%) 26(20%) 25(19%)
Septiembre 19(14%) 18(14%) 19(15%)
Octubre 16(12%) 16(12%) 16(12%)
Noviembre 3(2%) 3(2%) 3(2%)
Totales 132(100%) 132(100%) 130(100%)

De acuerdo con la informacién obtenida de la presencia de los genes por mes de ingreso, se
observa una incidencia que va del mes de mayo a octubre presentando un ligero descenso en
el mes de julio pero aumentando en agosto para disminuir en el mes de noviembre (Fig. 23).
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Figura 22. Relacion cantidad de gen de virulencia por mes de incidencia.
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Realizando una correlacion entre PV y mes de ingreso el PV1 es el que se encuentra en todos

los tipos de meses, PV2 se encuentra Unicamente en dos meses (enero y mayo), PV3 en

febrero y junio, PV4 en septiembre y PV5 en agosto (Tabla 16).

Tabla 15. Cantidad (porcentaje) de cada PV por mes de obtencién.

Enero
Febrero
Marzo

Abril

Mes de Mayo

Ingreso .
9 Junio

Julio
Agosto
Septiembre
Octubre
Noviembre

Totales

PV1
2(2%)
5(4%)
1(1%)
6(5%)

16(11%)
21(17%)
14(11%)
25(20%)
18(14%)
16(13%)
3(2%)
127(100%)

Perfil de virulencia

PV2
1(33%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
1(33%)
0(0%)
0(0%)
1(33%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
3(100%)

PV3
0(0%)
1(50%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
1(50%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
2(100%)

PV4
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)

1(100%)
0(0%)
0(0%)

1(100%)

PV5
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)

1(100%)
0(0%)
0(0%)
0(0%)

1(100%)

Evaluando la presencia de PV1 en los meses, se observa mayor incidencia de su presencia en

los meses de abril y octubre con un ligero descenso en junio, esto se relaciona con la

existencia de pocas cepas del mes de julio (Fig. 24).
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Figura 23. Cantidad de cada uno de los 5 PV por mes de ingreso.

Analizando la similitud mediante el uso de un dendrograma se observa una similitud de 0.390
entre los 11 porque todos presentan el PV1, el mes de septiembre comprandolo con marzo,
abril, julio, octubre, noviembre, febrero y julio presentan una similitud de 0.450 por Ia
presencia del PV1 pero septiembre se diferencia por la presencia del PV4; comparando
marzo, abril, julio, octubre y noviembre contra febrero y julio existe una similitud de 0.500
por la presencia de PV1 pero la diferencia de la presencia de PV3 en febrero vy julio. Los
meses de mayo y enero contra agosto, presentan una similitud de 0.675 por la presencia de
PV1y PV2 pero la diferencia de la presencia de PV5 en agosto.
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Figura 24. Dendrograma de similitud empleando perfil de virulencia con en el mes de ingreso.
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Figura 25. Mapa de distribucién de los 5 PV encontrados en este estudio.
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7.2 Resistencia a antimicrobianos

Tabla 16. Resultados del antibiograma realizado a las cepas analizadas

NUMERO DE
CEPAS

v uvu u u

SXT

SXT

SXT

SXT

SXT

SXT

SXT
SXT
SXT
SXT

CL

CL

CL

CL
CL
CL

NF

NF

NF

NF

GE

GE

GE

GE

GE
GE

AK

AK

AK
AK
AK

AK

AK

ANTIBIOGRAMA

NET

NET

NET
NET

NET

cip

NOF

AM

AM

AM

AM

AM

AM

AM
AM
AM

cB

CB

CB
CB

CB

CB
CB

CB
CB
CB
CB

CB

CB
CB
CB

CF

CF

CF

CF

CF

CTX

CTX

CTX

CTX

CRO

CRO

CRO

PEF

PEF
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CL NF GE

SXT

61

SXT

76

CRO

CTX

NET

78

AK

CL

80

(%] (%] (%]
(V] ~ -
© 0 o

CL

93

CL

101

CB

AK

NF

103

105

PEF

CTX

CF

AM

GE

CL

SXT

108

111

S

117

119

122

CL NF

SXT

124

128

S

130
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134
135
136
137
138

140
142

143
145
147
148
150
152
154

158
159
162
163
164
165

166
168
170
171
172

173
174
175
176
177

179
181
183

184
186
187

189
192

SXT
SXT
SXT
SXT

SXT

SXT
SXT
SXT

SXT

SXT

SXT

SXT

SXT

SXT

SXT
SXT

SXT
SXT

SXT
SXT

CL
CL
CL

CL

CL
CL
CL

CL

CL

CL

CL

CL

CL

CL

NF
NF
NF
NF

NF

NF
NF
NF
NF

NF

NF

NF
NF

NF
NF
NF

NF
NF
NF

NF

NF

NF
NF

GE AK NET AM CB CF

NET CF

NET CIP  NOP

NET

GE
AM

AK NET

CTX
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194 GE AK NET CB CF
195 SXT CL NF

198 SXT NF AK AM CB

199 NF

204 SXT GE NET

205

206 NF
207 SXT CL NF
209

o un

210 SXT CL
211

212

D » W n

215 SXT CL NF GE AK NET AM CcB CF
217 CL

219 SXT CL NF

220 SXT NOF AM CB

221 CcB

222 CB

225 NOF

226

232 SXT CL NF NET CIP  NOF
235 GE AK NET CB

De acuerdo a las combinaciones encontradas por cada uno de los cinco PV se realizd una
relacion para evaluar el numero de cepas que presentaron dicha combinacion y evaluar el
impacto de los genes de virulencia sobre la resistencia de ciertos antimicrobianos, para el
caso del PV1 se encontré 14 cepas sin resultados y 35 cepas sensibles, para el PV2 se
encontré 1 cepa sensible. En el caso del PV4 la Unica cepa encontrada con este perfil
presentaba resistencia a CB (Tabla 18).

Tabla 17. Asociacién de resistencia a antimicrobianos respecto al PV1.
NUMERO COMBINACIONES DE ANTIMICROBIANOS
DE CEPAS

=

SXT CL NF GE AM CB

1 CB AK NET
8 CB

1 SXT AM CB

2 CB AK
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SXT

SXT
SXT
SXT
SXT
SXT
SXT
SXT

SXT

B R R R N R R R R R R N R R R R R

[y
)]

SXT

SXT

SXT
SXT
SXT

SXT
SXT
SXT
SXT

SXT
SXT

B R R R R R R R R R N R R R (@ R R R @R

CL

CL

CL

CL

CL

CL

CL
CL

CL

CL
CL
CL

CL

NF
NF

NF

NF

NF
NF
NF

NF
NF
NF

NF

NF

NF

NF

GE
GE

GE
GE
GE

GE

GE

GE

GE

GE

GE

AM

AM
AM
AM
AM
AM

AM

AM

AM

AM
AM

AM

AM

CB

CB

CcB

CB

CcB

CB
CcB

CcB

CB

CB
CB

CB

CB

AK
AK

AK

AK
AK

AK

AK
AK
AK

AK

NET
NET
NET

NET

NET
NET
NET
NET

NET

NET

NET

NET

CF  CTX PEF

CF  CTX CRO
CF  CTX CRO
CF

CTX CRO

CF  CTX PEF

CF  CTX
CF
CIP
CF
CF
NOF
CIP NOF
NOF

Tabla 18. Asociacién de resistencia a antimicrobianos respecto al PV2.

NUMERO DE CEPAS

COMBINACION DE ANTIMICROBIANOS

SXT
SXT

NF
NF CL

48



Tabla 19. Asociacién de resistencia a antimicrobianos respecto al PV3.

NUMERO DE CEPAS COMBINACION DE ANTIMICROBIANOS
2 SXT CL NF

Tabla 20. Asociacién de resistencia a antimicrobianos respecto al PV5.

NUMERO DE CEPAS COMBINACION DE ANTIMICROBIANOS
1 GE AK NEF
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8 Discusion

En este trabajo se analizaron 134 cepas de Salmonella enterica para detectar la presencia de
3 genes de virulencia (ssaQ, rmbA vy spi4-F) localizados en las islas de patogenicidad SPI-2,
SPI-3 y SPI-4 ya que estas islas estan involucradas en la supervivencia y replicacion bacteriana
en los compartimientos intracelulares de fagocitos y células epiteliales, también codifican un
sistema de secrecidn tipo | y se cree que participan en la adaptacién en ambientes
intracelulares (Figueroa 2005). Esta identificacion proporciona informacién sobre la
patogenicidad de las cepas aisladas de diversos alimentos (productos carnicos, derivados
lacteos, embutidos, mariscos y agua) en el estado de Michoacdn ya que son pocos los
estudios realizados en el Estado. México se encuentra dentro de los paises que carecen de
sistemas de vigilancia de patdgenos trasmitidos por alimentos, en donde se integre
alimentos, humanos y animales, por lo que en un estudio realizado por Mussaret y
colaboradores en 2008, se disefid un sistema integrado de vigilancia de la cadena alimentaria
para Salmonella en México en el cual se estudiaron 4 estados representativos de México, en
donde Michoacan representd la region del pacifico central y se ubicé en el tercer lugar de los
estados que presenta contaminacién por Salmonella en carne.

Los genes identificados en este estudio se encontraron en casi todas las cepas analizadas,
con lo cual se pudo establecer 5 perfiles de virulencia distribuidos en todo el estado de
Michoacdn, lo cual coincide con el trabajo realizado por Maldonado en 2015 en donde se
reportaron 8 PV en cepas de Salmonella enterica aisladas de alimentos de Michoacan,
estudio que consistid en la identificacion de 6 genes, tres de los cuales son los identificados
en este estudio lo cual explica la diferencia en cuanto a cantidad de PV encontrados. Huehn y
colaboradores en 2010, identificaron 10 genes de virulencia, que coincide con este estudio
debido a que incluyen el gen ssaQ, obteniendo 14 perfiles de virulencia los cuales se han
observaron en toda Europa. En Pakistan se han realizado estudios con el serotipo
Typhymurium identificando diversos genes de virulencia localizados en las islas de
patogenicidad SPI1, SPI2, SP14, SPI8, SPI9, SPI11, SPI12, SPI16, SPI18, SPI17 Y SPI10 (Liaquat,
Ali, Sarwar, y Haque, 2018). En Malasia con el objetivo de determinar un rango de genes de
virulencia entre las cepas tifoideas y no tifoideas se tomaron cepas de diferentes regiones
geograficas (Malasia, Indonesia, Papua Nueva Guinea y Chile) para detectar la presencia de
22 genes de virulencia. En Salmonella Typhi: invA, prgH, sifA, spiC, sopB, iroN, sitC, misL, pipD,
cdtB y orfl estaban presentes en todas las cepas, mientras que sopE, agfC, agfA, sefC, mgtCy
sefD estaban presentes en un intervalo de 98.8%-17.2% de las cepas, no se detectod IpfA, IpfC,
pefA, spvB o spvC. Mientras tanto, en Salmonella Enteritidis, 15 genes (agfA, agfC, invA, IpfA,
IpfC, sefD, prgH, spiC, sopB, sopE, iroN, sitC, misL, pipD y orfL) se encontraron en todas las
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cepas. El gen cdtB estuvo ausente en todas las cepas de Salmonella Enteritidis probadas
(Ismail y Lin, 2013). Con estos datos se puede observar que las islas estudiadas en este
estudio son frecuentes en el mundo pero se carece de mayor informacién respecto a los
genes ssaQ, rmbA sobre todo del gen spi4-F, lo cual es de importancia debido a que en este
estudio presentaron alta prevalencia en cepas de Salmonella enterica.

El estudio realizado por Liaquat, Ali, Sarwar, y Haque en 2018, se observd una asociacién de
perfil de virulencia respecto a la resistencia a antibidticos, en el cual se observé que en el
periodo 2001-2008 aumento el numero de Salmonella Typhimurium, el cual estuvo
acompafiado por Salmonella Enteritidis ambas resistentes a AMP (del 39 al 52% al avanzar el
periodo), AMC (0.4-16%), asi como cotrimoxazol y ciprofloxacino (13 y 0.5%,
respectivamente) y una disminucién en la resistencia a acido nalidixico (del 42.5 al 20%).
Durante el periodo 2009-2010 continué la tendencia creciente de Typhimurium frente a
Enteritidis (61% vs 16%) y el porcentaje de cepas resistentes a AMP que se encontré fue del
55%, con el 87% de ellos del serotipo Typhimurium.

Los PV vy resistencia a antibidticos pueden estar asociados, debido a que estos genes se
encuentran en las SPI que son mas estables en las cepas (Martinez, 2007), los antibiéticos a
los que se les ha detecto resistencia son los de administracion frecuente, cuando se presenta
un cuadro diarreico (Beceiro, Tomas y Bou, 2012). Por lo que se realizd en la presente tesis
una asociacién entre PV y resistencia a antibioticos observando que 94 cepas presentaban
resistencia a Sulfametoxazol/trimetroprim, Cloranfenicol, Nitrofurantina, Gentamincina,
Amikacina, Netilmicina, Ampicilina, Carbenicilina, Cefalottina, Ceftriaxona y Cefepime. Por lo
gue seria posible que los genes ssaQ, rmbA y spi4-F estén relacionados en cierto punto con la
resistencia a estos antibidticos. De acuerdo a lo observado en la literatura, se sabe que existe
resistencia de Salmonella a antibidticos de las familias sulfonamidas, fluoroquinolonas,
guinolonas, betalactamicos y aminoglucdsido en los PV establecidos que presentan los genes
de virulencia ssaQ y rmbA (Toro, 2013), sin embargo del gen spi4-F es muy poca la
informacién disponible con respecto a una asociacién de resistencia a antimicrobianos. Por lo
cual se sugiere realizar estudios de genotipificacidn con mayor numero de genes de
virulencia, para obtener PV mas enriquecidos de informacién y poder evaluar con certeza
gue tan cercana es su relacién y su punto de correlacién a resistencia a antibioticos. Debido a
gue una resistencia a antibidticos se incrementaria ain mas con una carga virulenta dando
lugar al potencial patogénico en una cepa.

Estudios realizados sobre resistencia a antibidticos en Salmonella donde se determinaron el
perfil de sensibilidad y resistencia de 91 cepas Salmonella spp aisladas de muestras clinicas
coinciden con el estudio presente pues se encontro resistencia a dcido nalidixico, ampicilina,

51



cefalotina, cloranfenicol, gentamicina, kanamicina, estreptomicina, tetraciclina vy
trimetoprim-sulfametoxazole (Sanchez, Caraballo, Cardona, Bernal, Tulia y Eduardo, 2004). A
menudo la resistencia antimicrobiana se encuentra también asociada a la infeccién y por
tanto, también vinculada a virulencia, como en el caso de microorganismos productores de
biofiim o en infecciones intracelulares (Beceiro, Tomds y Buo, 2012). Los factores de
resistencia ofrecen al microorganismo la capacidad de continuar replicdndose en un
individuo tratado con antimicrobianos, desplazando al resto de microorganismos sensibles y
expresando asi su carga genética de patogenicidad (Beceiro, Tomds y Buo, 2012).

Se tiene registro de estudios donde se asocian la virulencia y la resistencia a antibidticos en
otras bacterias como en Escherichia coli, en el cual se analizaron 50 cepas de E.coli de una
localidad en el centro México y 57 provenientes de una localidad al suroeste. Los
aislamientos fueron caracterizados fenotipica (serotipificacion, ensayos de adherencia,
formacién de biopelicula, produccién de hemolisina y susceptibilidad antibiéticos) y
genotipicamente (grupos filogenéticos y genes de virulencia). Los grupos filogenéticos B2
(60%) y F (12%) fueron significativamente predominantes en la localidad del centro con
mayor frecuencia de los genes fimH (96%), iutA (66%) y sat (36%) en comparacién con la
localidad en el suroeste, donde los grupos A (35%) y Bl (21%) fueron mds frecuentes y
presentaron menor cantidad de genes de virulencia. El 21,5% del total de las cepas
pertenecieron al grupo 025-ST131. La produccién de hemolisina y biopelicula fue
significativamente mayor en cepas de la localidad del sureste. La resistencia a ampicilina
(92,5%), tetraciclina (76,6%) y trimetoprim/sulfametoxazol (70,1%) fueron las mas comunes
en ambos grupos (Miranda, Ruiz, Molina, Parra, Gonzalez y Castro 2017).

Los siguientes serotipos presentaron un par de PV: Derby (PV1y PV3), Enteritidis (PV1y PV3),
Mbandaka (PV1y PV2), Montevideo (PV1y PV5), Muenster (PV1y PV2) y Oranienburg (PV1y
PV4), donde se observd que uno de los PV es el responsable de la diferencia entre ellos, de
acuerdo a los datos registrados se sabe mediante andlisis bioinformaticos que alrededor del
80% de los genes presentes en los serotipos de Salmonella son homdlogos entre si, difiriendo
aproximadamente en un 3% de su secuencia. El 20% restante de cada genoma es unico,
definiendo islas gendmicas especificas de cada serotipo (Bdaumler, Tsolis, Ficht, y Adams,
1998). Algunos genes codificados en islas especificas podrian ser una de las causas de la
variabilidad en patogenicidad que presentan los distintos serotipos de Salmonella (Amauvisit,
Lightfoot, Browning y Markhem, 2003). En estudios realizados por Liaquat, Ali, Sarwar, y
Haque en 2018 se observd que la ausencia o presencia de genes se puede deber a la pérdida
parcial o total de la SPI debido a las caracteristicas de tamafio de la isla, ya que entre mas
pequefa es mas probable su perdida completa. En 2010 Huehn y colaboradores, encontraron
algunas diferencias en los perfiles de genes de virulencia entre cepas que pertenecen a un
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serotipo individual, variacién que se produjo principalmente dentro de los genes de
virulencia que estaban codificados por profagos, en grupos fimbriales o en el pldsmido de
virulencia, parece probable que tales cambios permitan a Salmonella adaptarse a diferentes
condiciones ambientales, lo que podria reflejarse en una ecologia especifica del serotipo;
detectando en este subconjunto de cepas varios genes de resistencia.

En los municipios con mayor diversidad de PV fue José Sixto Verduzco a pesar de ser uno de
los municipios con menor niumero de cepas para este estudio. Respecto a los serotipos se
observd que el serotipo Derby presento mayor diversidad de PV, lo cual nos reafirma la
importancia de realizar este tipo de andlisis de virulogenitipificacion con mayor nimero de
cepas por cada municipio para asi evaluar con mayor certeza la distribucion geogréfica de los
PV.

El tipo de muestra que presentd mayor diversidad de PV fueron carne de res, carne de cerdo
y quesos los cuales son alimentos que contienen grasa, lo cual es un ambiente para el
crecimiento de Salmonella enterica ya que sobrevive durante tiempo prolongado en
alimentos con elevado contenido de proteinas y grasas (Hacha y Boris, 2001), respecto al pH
del alimento la carne de res presenta un pH que oscila entre 5.1-6.2, carne de puerco 5.4-5.6,
y el queso entre 4.9-5.9 y Salmonella crece en un rango de pH de 3.8-9.5 con un éptimo
crecimiento en un pH de 7-7.5 (Elika, 2013), por lo cual posiblemente al estar el pH de la
carne de res cerca del pH optimo este puede ser una caracteristica para presentar mayor
diversidad de niumero de cepas diferentes de Salmonella enterica por lo cual es susceptible a
presentar diversidad de PV.

Para este estudio se observd la incidencia en el mes de mayo a octubre y dentro de este
rango de tiempo no solo se observd mayor nimero de cepas si no también la presencia de
dos a tres PV distintos, lo cual coincide con lo descrito por que Salmonella presenta
incidencia estacional, por lo que el canal endémico registra aumento de casos a partir del
mes de mayo, con pico maximo en julio y agosto y una declinacién a partir de septiembre
(Guitierrez, Montiel, Aguilera, y Gonzalez, 2000).

53



9 CONCLUSION

Se establecieron 5 PV a partir de la identificacidon de tres genes de virulencia de las
SPI2, SPI3 y SPI4 de Salmonella enterica procedentes de diversos municipios de
Michoacan.

Se realizé una asociacién entre PV con serotipo, procedencia geografica, tipo de
muestra, fecha de obtencién y sensibilidad a antibidticos. Concluyendo con estos
resultados que el PV estd relacionado con el serotipo y ubicacién geografica,
excluyendo al tipo de muestra y mes de obtencion debido a que el PV no depende de
estos. Respecto a la sensibilidad a antibidticos, se obtuvo la relacién de los 5 PV con
resistencia a Amikacina, Ampicilina, Carbenicilina, Cloranfenicol, Sulfametoxazol /
Trimetroprim, Nitrofurantoina, Gentamicina y Netilmicina.
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10 ANEXOS

ANEXO I. Informacidn de las cepas analizadas en este estudio.

NUMERO DE
CEPA
SAL 0011
3

11
12
14
18

19
20
23
25
27

31
33

34
35
36
37
38

42

47

MUESTRA

Carne de res
Carne de res

Queso fresco
Carne de res

Chorizo

Chorizo
Queso Cotija
Chorizo
Queso ranchero
Queso fresco

Carne de res
Chorizo
Queso panela
Chorizo
Queso tipo
americano
Chorizo crudo
Carne magra de
cerdo
Guisado de pollo
Queso fresco
Chorizo
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Carne de res

MUNICIPIO

Tlazazalca
Lazaro
Cardenas
La Piedad
Lazaro
Cardenas
Lazaro
Cardenas
Uruapan
Morelia
Los Reyes
Morelia
Ciudad
Hidalgo
Patzcuaro
Patzcuaro
Morelia
Uruapan
Zamora

Zitacuaro
Zamora

Zamora
Zitacuaro
Uruapan

Morelia

Uruapan

Apatzingan

Lazaro
Cardenas

FECHA DE
INGRESO
2009-05-27
2009-05-22

2009-06-04
2009-06-05

2009-06-05

2009-06-16
2009-06-22
2009-05-21
2009-05-18
2009-05-29

2009-05-15
2009-05-15
2009-02-23
2009-09-03
2009-04-21

2009-10-28
2009-07-28

2009-06-30

2009-06-01

2009-06-30

2009-06-30

2009-11-24

2009-11-21

2008-07-18

SEROTIPO

Derby
Give

Give
Senftenberg

Panama

Derby
Montevideo
Agona
Mbandaka
Anatum

London
London
Bovismorbificans
Anatum
Reading

Anatum
Vejle

Enteritidis
Poona
Serogrupo B
Newport
Serogrupo B

Lockleaze

Serogrupo B
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50

51
52

55
57
58
59
60
61
63
64
71

73
74

76
77

78

79
80

82

83
85

87
88

91

92
93

Carne de res
cruda
Chorizo crudo
Carne de res
cruda
Carne de res
Chorizo

Coctel de ostidn

Gancho
Carne de res
cruda
Gancho
Carne de res
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Chorizo
Carne de res
cruda
Chorizo
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Chorizo
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Chorizo
Chorizo

Chorizo
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Chorizo
Carne de res
cruda

Huetamo

Morelia
Zamora

Morelia
Morelia
Morelia
Uruapan
Zamora

Uruapan
Yurécuaro
Huetamo

Morelia

Morelia
Uruapan

Churumuco
Morelia

Morelia

Jacona
Guacamayas

Lazaro
Cardenas
Uruapan
Lazaro
Cardenas
Uruapan
Yurécuaro

Apatzingan
Guacamayas

San Juan
Nuevo

2009-10-02

2009-08-11
2009-09-09

2009-06-27
2009-10-26
2009-10-26
2009-10-15
2009-08-26
2009-10-15
2009-10-28
2009-10-02
2009-10-12

2009-09-07
2009-09-03

2009-08-06
2009-06-23

2009-06-24

2009-08-25
2009-09-23

2009-04-25

2009-05-12
2009-10-03

2009-11-12
2009-10-07

2009-10-21

2009-08-15
2009-09-12

Senftenberg

Infantis
Derby

Sinstorf
Lockleaze
Mbandaka
Havana
Typhimurium
Havana
Newport
Sebftenberg

Havana

Muenster
Derby

Sinstorf
Saintpaul

Give

Sandiego
Panama

Muenchen

Serogrupo B
Muenster

Adelaide
Muenchen

Agona

Panama
Derby

56



95

101
102
103
104
105
106

108
110
111
114

117
118
119
121
122

123
124

126

128
129
130
131
134

135

136
137

138
140
142

143

Carne de res Lazaro

cruda Cardenas
Queso Ranchero Morelia
Chorizo Zamora
Chorizo Huetamo
Chorizo Nueva ltalia
Queso Ranchero Huetamo
Carne de res Morelia
cruda
Chorizo Guacamayas
Queso Morelia
Carne de cerdo Morelia
Chorizo Lazaro
Cardenas
Chorizo Apatzingan
Coctel de ostién Morelia
Queso Morelia
Chorizo crudo Zamora
Queso tipo Morelia
Oaxaca
Tacos de jamoén Morelia
Carne de res Uruapan
cruda
Carne de res Morelia
cruda
Chorizo Morelia
Chuleta de cerdo Morelia
Chorizo Huetamo
Chorizo crudo Uruapan
Queso de Uruapan
adobera
Carne de res Morelia
cruda
Carne de res Morelia
Carne de cerdo Lazaro
Cardenas
Queso fresco Tuzantla
Chorizo Morelia
Agua Lazaro
Cardenas
Agua Lazaro

2009-10-03

2009-07-06
2009-10-15
2009-08-07
2009-07-09
2009-08-07
2009-06-09

2009-09-11
2009-06-10
2009-09-14
2009-10-23

2009-04-16
2009-09-21
2009-09-21
2009-09-22
2009-07-20

2009-07-20
2009-09-24

2009-07-21

2009-08-24
2009-08-09
2009-06-24
2009-06-30
2010-01-27

2010-02-02

2010-02-03
2010-02-05

2010-02-09
2010-03-11
2010-04-08

2010-04-08

Muenster

Give
Oranienburg
Serogrupo B

Agona
Serogrupo C1
Montevideo

Panama
Give
Vejle

Newport

Weltevreden
Vejle
Vejle
Vejle

Reading

Derby
Adelaide

Adelaide

Give
Vejle
Give
Typhimurium
Muenster

Muenster

Enteritidis
Albany

Muenchen
Havana

Bareilly

Bareilly
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145
147

148
150

152

154

158

159

162

163

164

165

166

168

170

171

172

173

174

175

176

177

179

181

183

184

Chorizo
Carne de res
cruda
Chorizo crudo
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Chorizo
Chorizo
Chorizo
Carne de res
cruda
Queso Fresco
Chorizo
Chorizo
Queso Fresco
Chorizo
Carne de res
cruda
Chorizo
Carne de cerdo
Chorizo

Queso

Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda

Cardenas
Morelia
Morelia

Huetamo
Lazaro
Cardenas
Pastor Ortiz

Lazaro
Cardenas
Uruapan

Uruapan
Pastor Ortiz
Morelia
Morelia

Apatzingan
Apatzingan
Huetamo
Huetamo
Uruapan
Lazaro
Cardenas
Uruapan
Morelia
Lazaro
Cardenas
Apatzingan

Morelia

Morelia

Uruapan
Lazaro

Cardenas
Uruapan

2010-04-19
2010-05-17

2010-05-27
2010-05-28

2010-06-03

2010-06-11

2010-07-07

2010-07-07

2010-07-30

2010-08-02

2010-08-02

2010-08-13

2010-08-13

2010-08-18

2010-08-18

2010-08-19

2010-08-20

2010-08-25

2010-08-30

2010-09-09

2010-09-09

2010-09-10

2010-09-20

2010-09-23

2010-09-24

2011-01-14

Havana
Panama

Derby
Derby

Derby

Albany

Anatum

Rissen
Derby
Morganii
Infantis

Newport
Derby
Poona

Serogrupo E4
Derby
Sinstorf

Derby
Vismorbifica
Muenchen
Serogrupo E1
monofasica
Anatum
Adelaide
Serogrupo E1

Serogrupo D

Derby
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186
187
189

192
194

195
198
199

204
205

206

207

209

210
211

212

215

217

219

220

221

222

225
226

232

235

Queso Fresco
Queso panela
Carne de res
cocida
Chorizo
Carne de res
cruda
Pollo crudo
Chorizo crudo
Carne de res
cruda
Queso Fresco
Chorizo

Carne de res
cruda
Queso cotija

Pollo crudo

Chorizo
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Chorizo
Queso panela

Jamon de pavo

Carne de res
cruda
Carne de res
cruda
Queso afejo
Carne de res
cruda

Carne de puerco

cruda
Carne de res
cruda

Patzcuaro
Zamora
Playa Azul

Nueva ltalia
Guacamayas

Angangueo
Guacamayas
Lazaro
Cardenas
Morelia
Lazaro
Cardenas
Lazaro
Cardenas
Lazaro
Cardenas
Lazaro
Cardenas
Guacamayas
Guacamayas

Guacamayas
Ocampo
Angamacutiro
Zamora
Zamora
Lombardia

Pastor Ortiz

Morelia
Paztcuaro

Morelia

Guacamayas

2011-01-19
2011-02-16
2011-04-01

2011-05-19
2011-05-20

2011-05-24
2011-05-27
2011-05-27

2011-06-20
2011-06-24

2011-06-24

2011-06-24

2011-07-08

2011-07-08
2011-07-08

2011-07-22

2011-08-04

2011-08-10

2011-08-17

2011-08-17

2011-08-23

2011-08-24

2011-08-29
2011-08-31

2011-09-19

2011-09-29

Poona
Give
Enteritidis

Agona
Infantis

Sinstorf
Panama

Panama

Braenderup
Montevideo

Montevideo

Senftenberg

Albany

Senftenberg
Sinstorf

Give
Sinstorf
Panama
Panama
Panama

Montevideo

Montevideo

Vismorbifica
Azteca

Sinstorf

Oranienburg
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