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RESUMEN.

Salmonella enterica es un agente infeccioso zoonético de distribucién universal
causante de la Salmonelosis. Se transmite por contacto directo o contaminacion
cruzada durante la manipulacion, en el procesamiento de alimentos o en el hogar;
también por via sexual. Para poseer sistemas de vigilancia epidemiolégica de
enfermedades transmitidas por alimentos, es necesario aplicar técnicas de
biologia molecular para la caracterizacion de Salmonella enterica. La técnica de
andlisis de macrorestriccion del genoma en gel de campos pulsados (PFGE, por
sus siglas en inglés) es empleada en la caracterizacion molecular del agente
causal de la fiebre entérica y posee un indice de discriminacion de Hunter D=0.96,
superior a la serotipificacion. En este trabajo se empleo la técnica de PFGE y se
analizaron 52 aislados de Salmonella, las cuales se formaron 15 grupos en el
dendograma que nos proporciono una similitud genética heterogénea. De estos
grupos se seleccionaron cepas para el aislamiento de bacteriéfagos especificos,
en donde se aislaron dos bacteriéfagos denominaron FPMICHS01 y FPMICHSO02
que son fagos lisogénicos con propiedades liticas inestables.

1 Palabras Clave: salmonella,electroforesis,epidemologia,bacteriofagos,PFGE[
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ABSTRACT.

Salmonella enterica is a zoonotic infectious agent of universal distribution causing
Salmonellosis. It is transmitted by direct contact or cross-contamination during
handling, food processing and by sex via. To possess epidemiological surveillance
systems for foodborne diseases, it is necessary to apply molecular biology
techniques for characterization of S. enterica. The technique of genome
macrorestriction analysis in pulsed field gel (PFGE) is used in the molecular
characterization of the causative agent of enteric fever and has a Hunter
discrimination index (D = 0.96), higher than Serotyping. In this work, the PFGE
technique was used and 52 Salmonella isolates were analyzed, which formed 15
groups in the dendogram that gave a heterogeneous genetic similarity. From these
groups strains were selected for isolation of specific bacteriophages, where two
bacteriophages denominated FPMICHSO01 and FPMICHSO02 which are lysogenic
phages with unstable lytic properties were isolated.
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I. INTRODUCCION.

Salmonella es una de las principales causas de intoxicacion alimentaria y fiebre
tifoidea en todo el mundo y se encuentra entre los cuatro patdgenos asociados
con las enfermedades diarreicas. Los alimentos insalubres son la causa mas
comun de estas enfermedades diarreicas y pueden ser graves en especial cuando
afectan a los niflos pequefios. Salmonella es una bacteria universal y resistente
qgue puede sobrevivir durante varias semanas en un ambiente seco y varios meses
en agua. También, son prevalentes en animales comestibles como las aves de
corral, los porcinos y vacunos, y también en mascotas, como gatos, perros,
pajaros y reptiles como las tortugas. La salmonelosis se caracteriza por la
apariciéon de fiebre, dolor abdominal, diarrea, nausea y vomitos. Los sintomas de
la enfermedad comienzan a manifestarse entre 12 a 36 horas después de la
ingesta de Salmonella, y la enfermedad dura entre 2 y 7 dias.

Salmonella es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, moévil mediante
flagelos peritricos y con dimensiones de 2 a 3 um de largo y 0.6 um de diametro,
produce acido sulfhidrico y fermenta glucosa pero lactosa, es catalasa positiva y

oxidasa negativo (Grimont & Weill, 2008).

1.1. Taxonomia del género Salmonella.

El género Salmonella es miembro de la familia Enterobacteriaceae. Los miembros
de esta familia también son conocidos como coliformes. Este género comprende
tres especies, Salmonella enterica, Salmonella bongori y una nueva especie
descrita como Salmonella subterranea. Salmonella enterica, se divide en seis
subespecies: (I) S. enterica subsp. enterica, (Il) S. entérica subsp. salamae, (llla)
S. enterica subsp. arizonae, (lllb) S. entérica subsp. diarizonae, (IV) S. enterica
subsp. houtenae y (VI) S. subsp. entérica indica; la especie S. bongori posee
solamente una subespecie (V) S. bongori subsp. bongori y la recientemente

especie descrita como Salmonella subterranea, que se aislo de sedimentos de la
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subsuperficie contaminada con uranio y nitratos, la cual es considerada para la
biorremediacion de suelos contaminados con Uranio-VI (Achtman et al., 2012;
Shelobolina et al, 2004).

1.2. Salmonella enterica como un problema de salud publica.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos por Salmonella enterica No-
Tifoidales (Salmonella-NT), son las causantes de las frecuentes enfermedades
gastrointestinales en la salud humana, provocando un impacto negativo en la
economia y en los sistemas de salud publica de los paises en desarrollo. Por ello,
en el afio 2010 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) presentd el estimado
de censo global de enfermedades transmitidas por los alimentos, que resulté en
78 707 591casos y 59 153 muertes por Salmonella-NT en alimentos alrededor del
mundo. En México, desde el afio 2010, se posee un estimado de 581 514 casos
de salmonelosis causadas por Salmonella-NT en el pais. De los cuales, los mas
afectados son los nifios de 0-5 afios y adultos mayores de 60 afios, esto debido a
su inmuno-comprometido sistema inmunolégico (CDC, 2015; WHO, 2015).

Asi, los serotipos de Salmonella enterica subsp. enterica han sido categorizados
de acuerdo en el sindrome de la enfermedad en Tifoidales (Fiebre Tifoidea-
Paratifoidea; Salmonella T) y No Tifoidales (Salmonelosis-Gastroentérica;
Salmonella NT). La fiebre tifoidea y paratifoidea son distinguidas por su
prolongada sintomatologia; mientras la gastroentérica es diferenciada por la
diarrea y una infeccion extraintestinal aguda, estas infecciones son capaces de
producir enfermedades invasivas en diferentes érganos. De este modo, S. enterica
se considera como un problema de salud publica en el mundo por generar
enfermedades infecciosas transmitidas por los alimentos y ademas de poseer una
amplia gama de huéspedes que puede causar diversas enfermedades entre
humanos y animales, como diarrea que puede contener sangre o moco y en los
animales enfermos presentan un cansancio excesivo y pueden vomitar o tener

fiebre; esto generando grandes pérdidas econdmicas por los tratamiento
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meédicos(Achtman et al., 2012; Atterbury et al., 2007; Hernandez et al., 2016; Ngoi
et al, 2015).

En los estudios de caracterizacion de microorganismos se han utilizado
herramientas que se enfocan en las caracteristicas fenotipicas, como la
serotipificacion, que es aplicada en numerosos estudios epidemiologicos y que
utiliza los antigenos que se expresan en la pared externa, que incluyen proteinas
somaticas (O) bacterianas, flagelares (H) y capsulares (Vi). La serotipificacion
hace el uso de reacciones de aglutinacion con antisueros especificos para los
antigenos (factores antigénicos somaticos) dentro de cualquier lipopolisacarido
(Antigeno O; codificada por el gen rfb) o uno de los dos antigenos flagelares
alternos (fases 1y 2 del antigeno H, codificada por fliC y fljB); que aparecen en la
superficie de la célula bacteriana, de acuerdo con el esquema de Kauffmann-
White. La serotipificacion a pesar de su amplio uso, tiene una serie de
desventajas: es lento, laborioso y puede ser impreciso. También requiere el
mantenimiento y control de calidad de cientos de sueros y antigenos especificos..
Hasta la fecha con la serotipificacién, se han descrito mas de 2500 serotipos de
Salmonella, de los cuales se encuentran divididos en mas 1500 serotipos dentro
de S. enterica subespecie enterica y los demas 1000 serotipos en las otras
subespecies de S. enterica y Salmonella bongori, también los nombres
particulares de los serotipos denotan sindromes o la especificidad del huésped en
el que fueron aislados (Wattiau et al, 2011; INDRE 1994).

1.3. Epidemiologia molecular de Salmonella enterica.

Las investigaciones epidemioldgicas han avanzado en las ultimas dos décadas
con las numerosas herramientas de la biologia molecular; esto representa un
avance revolucionario en los conocimientos y conceptos en la epidemiologia
molecular, ya que los sistemas de caracterizacion molecular permiten reconocer
caracteristicas genéticas de las poblaciones bacterianas que no son reveladas por
las técnicas de laboratorio convencionales que se limitan a la identificacién de la

especie y/o el serotipo (Riley, 2004; Levin, 1999).
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Un amplio namero de métodos y técnicas de caracterizacion molecular han sido
descritas y empleadas para la diferenciacion de bacterias patégenas, y la
aplicacion de estos métodos moleculares generan una eficiencia en el diagnéstico
y caracterizacion de bacterias patdgenas. Por lo tanto, es necesario generar y
aplicar métodos de caracterizacion a nivel molecular, lo cual permitird la
asociacion de genotipos especificos a los brotes infecciosos de S. enterica. De las
muchas técnicas que han sido aceptadas para la identificacion y caracterizacion
de S. enterica, son el andlisis de restriccion del genoma en electroforesis en gel de
campos pulsados (PFGE), el analisis de secuencias de loci multiple (MLST) vy el
analisis de loci multiple de numero variable de repetidos en tandem [MLVA]
(Capparelli et al., 2010; Gebru et al., 2010; Johnson et al., 2010). En la Tabla 1, se
muestra una comparacion de las técnicas de caracterizacion molecular mas

comunmente usadas en Salmonella spp.

Poder Indice de
Método Objetivo C . Discriminacion Referencias
discriminatorio
Hunter (D).

Perfil Rt . Pang et al.,
Plasmidico Plasmido extra-cromosomal Bajo 0.652 2005
PCR Ribo- Region intergénical6S-23S : Hyeon et al.,
tipificacion ARNr Medio 0.820 2013

Genoma completo, restriccion Bergamini et al.

i enzimatica. Alto 0.948 2011.

MLST Siete genes de mantenimienio Medio 0.905 Liu et al., 2001

0 metabolismo primario
MLVA Genoma completo, tandem Alto 0.960 Ross et al.,

repetidos 2008

Tabla 1. Métodos moleculares cominmente utilizados en la caracterizacion de bacterias.

En cuanto a las estrategias basadas en el andlisis de la estructura del genoma, la
secuenciacion del genoma y el analisis de restriccion del genoma mediante
electroforesis de campos pulsados (PFGE) son las de mayor poder de
discriminacion y alta reproducibilidad entre aislados, debido a que pueden
identificar y determinar los diferentes serotipos de Salmonella. La secuenciacion
del genoma por su costo no puede ser utilizada en estudios epidemioldgicos
amplios, por lo que PFGE se considera como la técnica estandar de oro por

poseer una alta reproducibilidad, un alto poder discriminatorio y es una excelente
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herramienta para analizar brotes y eventos de transmision de cepas (Ribot et al.,
2006; Enright et al., 2000). Ademas, el PFGE requiere de un protocolo basico
universal aplicable a todos los microorganismos de interés y que varia en detalles
de acuerdo a la composicion de la pared celular y el contenido de guaninas-
citosinas en el genoma, variando solamente los detalles de la lisis bacteriana y la
seleccion de la enzima de restriccion. De este modo, la caracterizacion molecular
de bacterias patégenas por electroforesis en gel de campos pulsados nos
permitira realizar estudios de vigilancia epidemiolégica y obtener informacion
relevante de las cepas predominantes en brotes infecciosos en el Estado de
Michoacan. Por lo anterior, en este trabajo se realiz6 la caracterizacion molecular
de cepas multi-resistentes de S. entérica, mediante PFGE. De acuerdo con los
serotipos mas estudiados de S. enterica, es muy importante una adecuada
evaluacion de estas cepas por la serotipificacion, ya que esto nos permitira aislar
los fagos especificos, pero al mismo tiempo, algunos serotipos pueden poseer
idénticos epitopes de lipo-polisacarido membranal y ser cepas genéticamente
diferentes. La caracterizacion genética por PFGE permite la diferenciacion
completa de la diversidad genética de los serotipos de S. enterica con mayor
precision y mayor velocidad, determinando su relacion genética. Por tal motivo, el
PFGE se puede utilizar para proporcionar una rapida vision general de la
estructura genética de la poblacién de S. enterica en el estado de Michoacan y
constituirse en una herramienta Gtil para la vigilancia epidemiolégica (Achtman et
al., 2012; Atterbury et al., 2007; Jassim & Limoges, 2014; Sulakvelidze, 2011).
Esto permitira la identificaciébn de genotipos particulares de Salmonella los cuales
seran relevantes para la comparacion de la base de datos que establece y
gestiona PulseNet International del Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades [CDC, USA] (Birren & Lai, 1993; Ribot et al., 2006; Valdez-Alarcén
et al, 2015).

[5]



1.4. Salmonella como género multirresistente a los antibiéticos.

Desde el descubrimiento y desarrollo de los antibiéticos en la década de 1940s,
éste ha sido el principal logro de la medicina para reducir las enfermedades
infecciosas. Sin embargo, las bacterias han desarrollado diversos mecanismos
para resistir los efectos de los antimicrobianos, como pueden ser la degradacién
enzimatica de algunos agentes antimicrobianos, el bloqueo de la permeabilidad
celular a los antibioticos, activacion de bombas de flujo de antimicrobianos, y esto
debido a la evolucién de su genoma que esta bajo continia modificacién y presiéon
selectiva del ambiente. Recientemente la reemergencia de bacterias multi-
resistentes a antibioticos de Salmonella ha incrementado en los ultimos afios y las
cepas del Laboratorio Estatal de Salud Publica de Michoacan, que han sido
analizados poseen resistencia a antibidticos en un porcentaje del 95% y 98 % de
amicacina y gentamicina, respectivamente. Esto ha generado la preocupacién por
el incremento en el fracaso de los tratamientos médicos (en algunos casos
muerte), y el aumento de la gravedad de las infecciones (Ngoi et al., 2015;
Karchmer, 2006). Por ello, el mayor inconveniente es la incapacidad de desarrollar
nuevos antibiéticos frente a bacterias resistentes, y la blsqueda de nuevos
farmacos se esta convirtiendo en una creciente preocupacién debido a que el
descubrimiento de nuevos antibiéticos estan fallando contra estas super-bacterias.
Por eso, ha surgido un gran interés o la necesidad para investigar una alternativa
a antibiéticos y agentes antimicrobianos naturales (Jassim et al., 2014; Karchmer,
2006; Rubin & Samore, 2002)

1.5. Biologia de bacteriéfagos.

Los bacteriéfagos o fagos son virus bacterianos, que no pueden crecer o
replicarse excepto en una célula bacteriana; estos virus se pueden presentar en
dos fases de ciclos de vida: el ciclo litico y el ciclo lisogénico. En el caso de fagos
liticos, estos interrumpen el metabolismo bacteriano, transformando a la célula
bacteriana en una fabrica que produce una numerosa progenie viral, que

posteriormente causa la lisis bacteriana. Un fago en el ciclo lisogénico a menudo
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se sintetiza una enzima de integracion (integrasa), y enzima represora de la
transcripcion viral, y el ADN viral se inserta en el cromosoma bacteriano. En este
caso la bacteria sigue creciendo y multiplicAndose llevando integrado en su
genoma una copia del ADN viral. Los genes de los fagos se replican como parte
del cromosoma bacteriano, mientras que el ADN viral integrado se denomina un
profago. Sin embargo, la presencia de genomas relacionados con fagos inactivos
(genes lisogenos) en las cepas bacterianas son capaces de ser reactivados o
pueden recombinarse y convertirse en fagos liticos (Jassim & Limoges, 2014;
Moreno Switt et al., 2013).

1.6. Aplicacion de bacteriéfagos.

La aplicacion de los fagos se ha investigado ampliamente contra las bacterias
resistentes a los antibioticos, debido a que son las entidades mas abundantes en
el mundo y pueden ser usados contra las bacterias. De este modo, los fagos liticos
pueden sustituir a los antibiéticos, ya que tienen una notable actividad
antimicrobiana. Por tal motivo, la terapia con fagos es considerada como una
estrategia de biocontrol eficiente en la prevencién de enfermedades transmitidas
por los alimentos, debido a que los bacteri6fagos presentan especificidad,
destruccion bacteriana rapida y la capacidad de auto-replicarse. Se han
desarrollado cocteles de bacteriéfagos que reducen eficazmente la contaminacion
natural de Salmonella en aves de corral (pollos) y alimentos como la carne de
puerco, el pollo, las frutas y las verduras (Birren & Lai, 1993; Moreno Switt et al.,
2013; Sulakvelidze, 2011). De los estudios de aislamiento y aplicacion de
bacteriéfagos para el biocontrol de Salmonella en alimentos y en animales hasta
ahora se han demostrado con 41 bacteriéfagos. En un estudio realizado en cerdos
con el fago litico (Felix-O1), éste fue probado como un posible candidato para
terapia, por controlar y reducir la carga bacteriana Salmonella Typhimurium en la
piel de los cerdos. Un estudio diferente con alimentos listos para consumo fueron
contaminados con Salmonella Enteritidis, luego tratados y almacenados con el

fago FO1-E2 a 8°C por durante 6 dias. En el andlisis no se detectd ningun huésped
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bacteriano, ni toxinas, ni factores de virulencia, lo que determina que el tratamiento
con fagos reduce la contaminacion de los alimentos listos para comer durante el
almacenamiento e incluso a bajas temperaturas. Después, otro estudio para
mejorar la actividad de lisis del huésped, se analizaron cécteles de fagos contra
alimentos contaminados de Salmonella Enteritidis, y el tratamiento con el coctel de
fagos exhibié un efecto mas efectivo en la lisis S. Enteritidis, que el tratamiento
con un solo fago (Bai et al, 2016; Borie et al, 2014; Gerstmans et al, 2016;
Schmelcher et al, 2016).

1.7. Endolisinas de bacteri6éfagos.

Después de la infeccion, replicacion y propagacion del fago en la célula huésped,
los fagos ensamblados son liberados por la ruptura de la pared celular, esta
actividad especifica para hidrolizar el peptidoglicano es codificada por la endolisina
y la holina que juegan un papel importante en la liberacion de los fagos. No
solamente se ha resaltado el estudio de los fagos para el biocontrol de Salmonella,
en los ultimos afios también se ha sugerido a las endolisinas o lisinas como un
nuevo agente de biocontrol. Estas endolisinas fagicas son el resultado de millones
de afios de evolucion entre el hospedero y su huésped. Las endolisinas presentan
diferentes dominios modulares relacionados a las diferencias que existen en la
arquitectura de la membrana celular entre los principales grupos bacterianos. Las
endolisinas presentan arreglos modulares; poseen dos dominios de proteinas
conservadas, un dominio con actividad enzimatica (EAD, por las siglas en ingles)
como pueden ser la lisozima, glicosidasas, endolisinas, etc., y otro dominio de
reconcomiendo al sustrato o de unién a pared celular (CDB). Los estudios
relacionados con la aplicacion y reduccion de patdégenos utilizando endolisinas han
sido escasos y enfocados a bacterias resistente a antibidéticos como
Staphylococcus aureus (Roach & Donovan, 2015; Schmelcher, Donovan, &
Loessner, 2012; Yang, Yu, & Wei, 2014). La endolisina LysH5 del fago vB_SauS-
philPLA88, es activo contra una amplia gama de cepas de estafilococos y

biopeliculas estafilocécicos. También, se desarrollo una endolisina quimérica
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denominada ASA2-E-Lyso-SH3b, de los fagos estreptocécico ASA2-SH3b y del
dominio de unién a pared celular del fago estafilococico LysK, al que se fusioné
también el sitio activo de la lisozima y que es activo en las glandulas mamarias de
los bovinos contra cepas de estafilococos que causan mastitis. Otra endolisina,
desarrollada es el Artilysins, esta es una fusion de un péptido antimicrobiano del
tejido mieloide de oveja y las endolisinas OBPgp279 del fago OBP de
Pseudomonas y la endolisina PVP-SE1gpl146 del fago PVP-SE1 de Salmonella
Enteritidis, y posee una alta actividad contra bacterias Gram-Negativas y contra
bacterias Gram-positivas como Mycobacterium y Staphycococcus comprobada
hasta ahora (Callewaert et al, 2011; Gerstmans et al., 2016; Roach & Donovan,
2015; Schmelcher & Loessner, 2016).

1. 8. Justificacion.

El uso inadecuado de antibidticos en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas en humanos y animales, tiene como resultado la seleccion de
bacterias resistentes a multiples antibiéticos; lo que ha generado la necesidad de
una alternativa a su uso. El control biolégico por bacteriéfagos representa la
alternativa apropiada contra la multi-resistencia a medicamentos por Salmonella
enterica, ya que estos pueden ser especificos de especie o genotipo, no afectan la
salud, su abundancia se modula naturalmente por la densidad celular del
hospedero, En el estado Michoacan no se han generado estudios de vigilancia
epidemioldgica a nivel de biologia molecular. Este trabajo pretende realizar la
caracterizacion molecular de cepas multi-resistentes de Salmonella enterica,
mediante la técnica de PFGE e identificar cepas particulares o genotipos
particulares, los cuales seran utilizados para la busqueda de bacteri6fagos.
Ademas, se pueden identificar mas de un bacteri6fago para cada especie o
genotipo con relevancia epidemioldgica(Jassim et al, 2014; Valdez-Alarcon et al.,
2015).
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Il. HIPOTESIS:

Las colecciones de aislados de Salmonella enterica presentan genotipos diversos
que pueden ser determinados por PFGE; los diversos genotipos pueden ser

utilizados para el aislamiento de bacteriéfagos especificos.

Ill. OBJETIVO GENERAL:

Realizar la caracterizacion genética de cepas de Salmonella enterica mediante
Electroforesis en Gel de Campos Pulsado (PFGE) y su aplicacion en el
aislamiento de bacteridfagos especificos contra genotipos epidemiolégicamente

relevantes de S. enterica del estado de Michoacan.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Estandarizar la técnica de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE) en
el equipo CHEF Mapper XR, en el Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP-
MICHOACAN) para la genotipificacion de aislados de Salmonella enterica.

Caracterizar genéticamente colecciones de aislados bacterianos de Salmonella

enterica del LESP mediante Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE).

Seleccionar colecciones de bacteriéfagos contra los genotipos identificados de los

aislados bacterianos de Salmonella enterica.
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Cepas bacterianas.

Los aislados de Salmonella enterica, fueron proporcionados por el Laboratorio
Estatal de Salud Publica del estado de Michoacan, que posee una coleccion de
aproximadamente 55 aislados obtenidos a partir de muestras de alimentos y casos
clinicos entre los afios 2014-2016, las cuales fueron serotipificados por el
esquema de Kauffmann-White en el Instituto de Diagnostico y Referencia
Epidemiol6gica (INDRE). Dichos aislados fueron obtenidos siguiendo el
procedimiento de la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) de los
Estados Unidos de América(Goering, 2010; Kidgell et al., 2002; Nutrition, 2013).

5.2. Electroforesis en Campos Pulsados (PFGE).

El analisis del polimorfismo en los patrones de macro-restriccion de Electroforesis
en Gel de Campos Pulsados (PFGE), se realizé con la metodologia estandarizada
del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) bajo la iniciativa de
PulseNet, que pretende promover la adopcion de PFGE como una herramienta
universal de vigilancia epidemioldgica. El andlisis de PFGE se realiz6 con algunas
modificaciones de nuestro laboratorio. Las cepas de Salmonella spp. se cultivaron
en 5 ml de medio Infusién Cerebro-Corazén (BHI), y se incubaron por 18 horas a
37°C. La suspensién bacteriana se ajustd con el tubo niumero 3 del nefelémetro de
McFarland o con la Absorbencia a un valor de 0.5-0.55 a una longitud de onda de
610 nm. Se tomaron las cantidades en microlitros de cultivo a utilizar (ej. 350 ul) y
se depositaron en un tubo de micro-centrifuga de 1.5 mL. Posteriormente se
centrifugd a 13 000 rpm, por 5 min, el sobrenadante se decanto; se realizaron dos
lavados con amortiguador PIV (Tris 10 mM, NaCl 1M), y la pastilla bacteriana se
re-suspendid en 80 puL de amortiguador PIV. Posteriormente se prepar6 la agarosa
de bajo punto de fusién (LMPA, Sigma) al 3% en amortiguador TEg;; (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8.0) y 1% de dodecil-sulfato sédico (SDS, Sigma), se disolvié en
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horno de microondas, dando pequefios pulsos de 10 segundos inicialmente y
finales de 5 segundos hasta que esté completamente fundida. En los tubos de
micro-centrifuga de 1.5 ml con 80 pl de pastilla bacteriana en amortiguador PIV, se
agrego 100 pl de la suspension de agarosa y 20 ul de Proteinasa K (Roche; 20
mg/ml), se mezcld suavemente con la micro-pipeta, procurando no generar
burbujas. Los moldes para los bloques fueron desinfectados previamente con
etanol al 70%. Se tomo6 una alicuota del tubo que contiene la mezcla (agarosa;
proteinasa K; suspension bacteriana) inmediatamente después de haberla
terminado de homogenizar, y se llenaron las celdas del molde completamente. Se
dej6 gelificar a temperatura ambiente 10-15 minutos o en refrigeracion a 4°C por 5
minutos. Los bloques fueron removidos del molde y depositados en tubos de
micro-centrifuga de 1.5 mL con 500 ul de amortiguador de lisis celular (Tris 50
mM, EDTA 50 mM [pH 8.0]; 1% N- Lauroil sarcosinato de sodio [Sigma]) y 25 uL
de Proteinasa K (Roche; 20 mg/ml), a 50°C por 5 horas. Los bloques son lavados
con amortiguador TEjg; (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) por 15 minutos a 50°C;
este lavado se repitié 5 veces. Para la técnica de PFGE con Salmonella sp. Se
utilizé la enzima Xbal, con las siguientes cantidades: 175 ul de agua destilada
estéril, 20 ul de amortiguador de restriccion 10 X (Promega); y 5 ul de enzima
Xbal (Promega), por cada tubo y se incubaron las muestras a 37°C/300rpm por 12
horas. Los bloques fueron cargados dentro de un gel de agarosa de electro
endésmosis baja para PFGE al 1 % y la corrida se realizé en 3 litros de
amortiguador TBE (Tris 0.089 mM, Acido Bérico 0.089 mM, EDTA 2 mM). La
PFGE fue realizada en el médo Auto-Algoritmo caracteristico en el Sistema CHEF
Mapper (Bio-Rad) con un rango de resolucion de los fragmentos de restriccion de
30-700 kb. La condiciones finales de electroforesis fueron los siguientes: el pulso
de tiempo inicial de 2.16 segundos, y el pulso de tiempo final de 63.8 segundos a
un gradiente de 6 V / cm y un angulo de 120 ° incluido, por 20 horas de corrida. La
cepa estandar universal de PulseNet-CDC, Salmonella enterica subsp, enterica
serovar Braenderup H9812 (ATCC/BAA-664), se utiliz6 como marcador de
referencia de tamafio molecular. Los geles se tifieron en una solucién de bromuro

de etidio (0.5 pg/mL, Sigma) durante 30 a 45 minutos y se registré en el sistema
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de fotodocumentacion Gel Doc XR+ System (Bio-Rad). El dendograma de similitud
se elaboré con los software libres PyElph y Geld (Heras et al., 2015; CDC PFGEIl,
2013; Nutrition FDA, 2013; Pavel & Vasile, 2012; Ribot et al., 2006).

5.3. Aislamientos de bacteriofagos de Salmonella enterica.

Para el aislamiento de bacteri6fagos a Salmonella, fueron colectadas cinco
muestras en la zona limitrofe de la Facultad de Medicina Veterinaria (Posta
Veterinaria). Dos de las muestras fueron colectadas de la superficie de un canal
de agua residual; una muestra fue colectada de excremento de pollo en la granja
de aves y resuspendida en amortiguador SM (Tris-HCI 100 mM (pH 7.5), NaCl 100
mM, MgSO, 8 mM); otra muestra fue colectada de excremento de vacas en la
granja de bovinos y resuspendida en amortiguador SM, y una ultima muestra de
agua estancada en un campo de futbol. Estas muestras fueron colectadas en los
meses de verano e invierno. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas
dos veces a 10,000 rpm por 10 minutos, luego filtradas a través de un filtro de 0,2
pm. Posteriormente, se incub6 durante una noche a 37°C, una combinacién de
1mL de Salmonella y 1 ml del filtrado de la muestra, en 30 mL de medio liquido de
soya Tripticaseina, adicionado con 5 ml de amortiguador SM y 20 upL de
cloroformo. Luego, el crecimiento de toda la noche, se centrifugé y el
sobrenadante se filtr6 a través de una membrana millipore GSWP 02500 de 0,2
pm. Este posible lisado de fagos del filtrado fue almacenado a 4°C. Posterior, el
titulo de fago se determiné mediante la técnica de agar doble capa utilizando agar
2XYT (0.7% de agar). Luego, 100 ul de un cultivo de toda la noche, se mezcl6 con
10 ml de agar 2xYT y se vertid en la primera capa de agar, esto para realizar el
tapete bacteriano de la doble capa. Luego, una alicuota de 20 pyL de la muestra
del filtrado del fago fue agregado en el agar doble capa y la incubacion fue por un
periodo de 24-48 horas. Para incrementar el titulo del fago se recuperaron las
zonas de lisis confluentes o zonas lticas de la doble capa y se incubaron

nuevamente con una combinaciéon de 1mL de Salmonella, en 30 mL de medio
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liquido de soya Tripticaseina, adicionado con 5 ml de amortiguador SM y 20 yL de
cloroformo. Finalmente, se volvio a centrifugar y el sobrenadante se filtr6 a través
de 0,2 um y los fagos fueron almacenado a 4°C(Filho et al., 2007; Higgins et al.,
2005; Valdez-Alarcon et al., 2015).

VI. RESULTADOS.

El resultado de los primeros patrones de bandas que se obtuvieron por la macro-
restriccion de Xba | de los aislamientos de S. enterica mediante electroforesis en
gel de campos pulsados (PFGE), fueron poco visibles, con bandas muy tenues y
presencia de barridos de ADN. El protocolo de la CDC, se encuentra disefiado
para un analisis rapido y contindo, propio para vigilancia epidemiolégica de rutina y
por ello las imagenes de la macrorestriccion no tienen la calidad similar a la de los
trabajos de investigacion. Por este motivo, se realizaron modificaciones en el
protocolo inicial del PFGE establecido por la CDC, con la finalidad de intensificar la
sefial de las bandas y poder realizar andlisis de similitud confiables de los

patrones de restriccion (Ribot et al., 2006).

6.1. Estandarizacion de la técnica de Electroforesis en Gel de Campos
Pulsados (PFGE) en el Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP-
MICHOACAN).

En esta etapa se realizaron modificaciones en los parametros de corrida (densidad
celular, amortiguador de suspensién celular) y en la preparacién de los bloques
(concentracion de agarosa) del protocolo estandarizado de la CDC. Con el fin de
elaborar geles con una buena resolucién en los patrones de bandas, ya que el
resultado de las primeras imagenes generadas ha sido poco visible, y asi elaborar
geles con alta resolucién en los patrones de bandas y evitar degradaciéon del ADN
que afecten el analisis de patrones de bandas conforme al protocolo establecido
por la CDC.
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6.2. Evaluacion de las condiciones definidas por PulseNet.

En la Figura 1, el gel de PFGE se elabor6 conforme al protocolo estandarizado de
la CDC, con minimas modificaciones (concentracién de agarosa de 1% al 3 % por
la fragilidad de los bloques), en donde se utilizaron seis cepas de Salmonella
entérica. En los primeros cinco carriles se observa un barrido del ADN degradado,

mientras que en los tres siguientes se observan patrones de restriccion genémica.
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Figura 1. Evaluacion de las condiciones de PFGE. Los pulsotipos (1-4-5) representan al aislado
632 y pulsotipo (2-3) al aislado 926 de la coleccion de Salmonella enterica, en donde se observan
bandas degradadas; los pulsotipos (6-7-8) representan a los aislados 45-422-49 de Salmonella
enterica, en donde se observan patrones de restriccién con bandas visibles.

La Figura 1 representa los diferentes problemas iniciales de este proceso de
estandarizacion, en donde se observan los pulsotipos con degradacion o un
barrido en gel, el cual pudo haber sido afectado por el exceso ADN (exceso de
densidad celular bacteriana inicial), y con una baja resolucion en las bandas,
debido a que co-migran con el ADN un exceso de desechos celulares o impurezas
en los bloques de lisis. En este gel se modifico la concentracion de la agarosa de
bajo punto de fusion al 3%, en la que se embebieron las células bacterias, debido
a la fragilidad de los bloques a una menor concentracion e igualmente se observan
impurezas de la muestra en los patrones por los ineficientes lavados de los
bloques y a la inadecuada digestién del ADN por la enzima de restricciéon Xbal.
Como resultado produciendo una corrida en el gel y defectuosa unos patrones de

bandas indefinidos.
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6.3. Efecto de la densidad celular en la PFGE.

En la Figura 2 se continud utilizando el protocolo estandarizado de la CDC, en
este proceso se modifico la concentracion de agarosa de bajo punto de fusion,
esta pardmetro se restablecié en 1.5% de agarosa en la cual se embeben los
aislados bacterianos, esto de acuerdo segun a la CDC. Con finalidad de evitar el
exceso de ADN, también se evaluo el valor de densidad 6ptica o concentracion
celular bacteriana en un intervalo de 0.2 a 0.8 de Absorbancia a una longitud de
onda de 610 nm. La densidad que permiti6 obtener la sefial mas intensa y sin
distorsion de las bandas fue de 0.8. En estos geles se utilizd el amortiguador de
suspension celular PIV (Tris-HCI,20mM; NaCl, 1 M, pH 7.5)(Hamdan-Partida et al,
2014).

Salmonella London Salmonella Braenderup
2 .03 4, G B TemBe Sam 100 W G 14~

"1

Absorb. 02 0.2 03 04 04 08 08 03 04 05 06 07 0.8

,‘.,"; : 54

Figura 2. Efecto de la densidad celular. A) Las cepas en los carriles de patrones de bandas (1-
7), representan a las cepas de Salmonella serotipo London con los valores de Absorbancia
indicados. B) Las cepas Salmonella serotipo Braenderup en los patrones de bandas (8-14) con los
valores de Absorbancias indicados, se observa una alta concentracion de ADN y patrones
definidos.

En esta imagen, se muestran los patrones de bandas de los serotipos London y
Braenderup utilizando el protocolo de la CDC en la que se evalud la concentracion
celular bacteriana (Densidad Optica). Se probaron de 0.2 a 0.8 de Absorbancia a
una longitud de onda de 610 nm. En los patrones de bandas con Absorbancia de
(0.2-0.3-0.4-0.5), se observan con poca resolucion; por lo tanto, se ven afectados

los pulsotipos en la imagen. En los pulsotipos de Absorbancia (0.6-0.7-0.8), se
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observan las bandas con resolucion y definicion, se demuestra que la Absorbancia
de 0.8 posee una mayor resolucion y definicion de las bandas para su posterior
andlisis e interpretacion. Por lo tanto, la Absorbancia a utilizar ser4 de 0.8 a una

longitud de onda de 610 nm.

6.4. Efecto de la Concentracion Agarosa Bajo Punto de Fusion en la

elaboracién de los bloques y del amortiguador de lisis.

En la Figura 3 se muestra el gel donde se realizé la modificacion de la
concentracion de la agarosa de bajo punto de fusion al 1%, la concentracién
celular bacteriana con una Absorbancia 0.8 a A=610 nm, y el amortiguador de
suspension celular por Amortiguador PIV y CSB. Los amortiguadores (PIV-CSB)
son empleados para preparar la suspension bacteriana y los bloques de agarosa
de PFGE. El resultado de estas modificaciones proporciond patrones de bandas
con mayor resolucion o mas definidos.

(A) (B)

DG s 2 - Agarosa 3%
CSB CSB PIX CSB CSB PIV = e e W e -
P ) i 3 15 5 1 2 TET o i 2t

e
i

1=Braenderup
2=London

Figura 3. Efecto de la Concentracion Agarosa Bajo Punto de Fusion. Las cepas en los carriles
corresponden a los serotipos de Salmonella Braenderup (1) y London (2) en los paneles (A) y (B),
utilizando concentracion de agarosa para realizar los bloques al 1%, 1.5% y 3%, en donde las
células bacterianas fueron resuspendidas con amortiguador CSB y PIV. Por lo que se observa las
bandas son afectadas por la degradacion del ADN.

En la Figura 3(A), se realizaron modificaciones en la concentracion de la agarosa
de bajo punto de fusion en la que se embeben las bacterias; asi como, el

amortiguador de suspension celular. En los carriles 1, 2, 3, 6 y 7, se utilizo el
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serotipo London y en los carriles 4, 5y 8, se utilizo el serotipo Braenderup H9812
con los porcentajes de agarosa y amortiguador sefialados. En la Figura 3(A) se
observa una diferencia minima entre los carriles donde se utilizé agarosa al 1% y
1.5%, con una tendencia a un menor barrido en la concentracion de 1%. En la
Figura 3(B) se observa que el uso de 3% de agarosa en los bloques no permite
una buena definicibn de las bandas y ademas parece retrasar la migracion,
haciendo menos eficiente la separacion de fragmentos. También, se observé que
los amortiguadores CSB y PIV, permiten la misma separacion y resolucion de los
patrones de bandas. Este parametro se modificO para comprobar si resultaba en
una alta resolucibn y una mayor limpieza en los patrones de bandas. La
concentracion de agarosa de bajo punto de fusidén que se utilizara sera al 1% en la
gue se embeberan las células bacterianas para formar los bloques y ademas se
utilizara el amortiguador CSB para la suspension celular, de acuerdo con el
protocolo de la CDC para Salmonella. Debido a que se seguian observando
digestiones deficientes del ADN en los patrones de bandas, se aumentd también
la concentracion de la enzima de restriccion Xbal de 50 a 75 unidades por bloque,
de acuerdo al protocolo de la CDC, que sefiala que la decreciente cantidad de
enzima forma bandas fantasmas dificultando la interpretaciéon de los patrones de
bandas.

6.5. Verificacion del protocolo estandarizado con diferentes serotipos de

Salmonella enterica.

La Figura 4 representa la validacion del PFGE en las condiciones y parametros de
corrida de la electroforesis en gel de campos pulsados sefialados previamente.
Las modificaciones que fueron utilizadas para andlisis de los aislados de
Salmonella, fueron la agarosa de bajo punto de fusién al 1% en la que se
embebieron las células bacterianas, también la modificacion del amortiguador de
suspension celular (Amortiguador CSB), y la densidad 6ptica bacteriana con una
Absorbancia 0.8 a la longitud de onda de 610 nm. En este proceso final todavia es

necesario estandarizar los problemas con las impurezas de los bloques, por lo
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cual nos esta afectando en la resolucion de los patrones de bandas. Por tal
motivo, se aumento el nimero los lavados de los bloques de agarosa conteniendo
al ADN.

Figura 4. Validacion del protocolo estandarizado de PFGE. Las cepas en los carriles de
patrones de bandas, representan a los serotipos de Salmonella (1) Braenderup H9812; (2)
Typhimurium; (3) London; (4) Javiana; (5) Braenderup H9812; (6) Javiana; (7) Javiana; (8) Give;
(9) Typhimurium; (10) Agona; (11) Enteritidis; (12) Montevideo; (13) Braenderup; (14) Braenderup
H9812, respectivamente.

En la Figura 4, se observa que en lo general los patrones de bandas para la
mayoria de los serotipos presentan una mayor resolucion y mas definidas. Al
contrario, en los carriles de restriccion 4, 6 y 7, que corresponden a Salmonella
Javiana no se observan patrones de bandas. Por lo tanto, se considera que el
aislado S. Javiana no es tipificable para PFGE. Los parametros y condiciones
finales que fueron preestablecidos para el protocolo de electroforesis de campos

pulsados son mostrados en la tabla 2.
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Modificacion de Condiciones Procesode
Parametros Condicién CDC.
endicion Laboratorio. Estandarizadas E: dari i6
Rangode0.8. ASbe reillzéyn(jac;r;/a l(:I)eS
Densidad Rango de 0.8-1.0 Rangode 0.8 Absorbancia/610 nm. sorbanciade 0.2a .
. . . para ajustar la densidad
Celular Absorbancia/610 nm Absorbancia/610 nm 3504450 pl Cultivo R
. bacteriana enlosbloques
bacteriano.
de agarosa.
Serealizé unacurva de
o . . 1% Agarosa bajo concentracion de agarosa
o 1% Agarosa bajo punto de 1.5-3% Agarosa bajo .
% Agarosa fusion (Lonza) unto de fusién (Sigma) punto de fusiéon de1l,1.5,2, 3%de
P 9 (Sigma) Agarosa bajo punto de
fusién
. L Amortiguador Se utiliz6 CSB, para la
Amortiguador Suspension Amortiguador PIV (Tris Suspensioén celular resuspensionde las
Amortiguador Celular-CSB (Tris 100 Mm, 8 . 3 S .
EDTA 100 Mm, pH 8.0) 10 Mm, NaCl 1M). (Tris100 Mm,EDTA célulasy evitar la
P e 100 Mm, pH 8.0). degradacion del ADN.

Porrestriccién parcial del
ADN. Se incremento

50U 70U 70U unidades de enzima Xbal,
para proporcionar una

restriccion total del ADN.

Unidades de
Enzima Xbal

Se aumento tiempo de
Procesodel 24-26 Horas 72 Horas 72 Horas protocolo por Iavav_dos de
Protocolo bloques e incubaciéon con

enzimade restriccion.

6.6. Patrones de los Serotipos de Salmonella enterica.

En esta etapa con las condiciones ya establecidas, se inicia el analisis de los

aislados de S. enterica.
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Figura 5. Patrones de PFGE que presentan los diferentes serotipos de Salmonella enterica.

En este trabajo, se analizaron 51 cepas de S. enterica por PFGE de los 55
aislados de la coleccion que posee el Laboratorio Estatal de Salud Publica, esto
representa el 93% de los aislados analizados de la coleccion de S. enterica (Tabla
3). Ademas, los serotipos mas frecuentes de este analisis fueron de Salmonella
Enteritidis (n=11; 20%); Salmonella Typhimurium (n=5; 9%); Salmonella Give y
Salmonella Javiana (n=3; 6%); Salmonella Rissen, Salmonella Seftenberg,

Salmonella Oranienburg, Salmonella Montevideo y Salmonella Agona (n=2; 3%) y
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las 23 cepas restantes corresponden a los serotipos menos frecuentes lo que
representa al restante 44% de las cepas asociados en este estudio.

Los aislados de Salmonella fueron separados en XXX pulsotipos diferentes los
cuales se agruparon en YYY grupos tomando como criterio que tuvieran 75% de
similitud en el patrén de macrorestriccion. Los pulsotipos agruparon a los serotipos
Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium, los de mayor prevalencia, en
grupos de pulsotipo distinto. En el grupo de pulsotipos de Salmonella Enteritidis,
se pudieron distinguir pulsotipos especificos para Salmonella Enteritidis asociada
a alimentos y Salmonella Enteritidis Invasiva. Los pulsotipos de PFGE fueron muy
similares. La principal diferencia es una banda de XXX de tamafio molecular, que
permite diferenciar a los aislados obtenidos de alimentos de los invasivos.
Respecto, a los serotipos Salmonella Muenchen, Salmonella D, Salmonella
Manhattan, Salmonella Duesseldorf y Salmonella Oranienburg también poseen
pulsotipos idénticos 0 muy similares y estos corresponden a los aislados de
alimentos. Ademas, en los pulsotipos de PFGE de Salmonella no se observaron
pulsotipos idénticos o similares entre los aislados de caso clinicos de humanos y
aislados de alimentos, lo cual sugieren que cada genotipo/serotipo puede ser
especifico de cada tipo de patologia. Por otro lado, la alta diversidad de serotipos
Salmonella que se encuentran en los alimentos sugiere que no existen huéspedes
especificos (pollo, chorizo, verduras, etc) e indica la posible diversidad Salmonella

en el medio ambiente.

Tabla 3. Informacién y diversidad de los serotipos de Salmonella enterica aislados en el

estado de Michoacan.

Serotipo Edad | Sexo | Recurso Tipo de Muestra Municipio Fecha G;:EOES )
Salmonella Typhimurium 12 F Humano Hisopado Rectal Paracho 2015 IX
Salmonella London 23 M Humano Hisopado Rectal Morelia 2015 IX
Salmonella Infantis 10 F Humano Hisopado Rectal Juarez 2015 XIV
Salmonella Javiana 36 F Humano Hisopado Rectal Paracho 2015
Salmonella Javiana 21 F Humano Hisopado Rectal Paracho 2015
Salmonella Javiana 23 M Humano Hisopado Rectal Yurécuaro 2015
Salmonella Give 2m? M Humano Hisopado Rectal Morelia 2015 Xl
Salmonella Typhimurium 10 M Humano Hisopado Rectal Morelia 2015 Vil
Salmonella Agona 8m? M Humano Hisopado Rectal Morelia 2015 XV
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Salmonella Enteritidis
Salmonella Montevideo
Salmonella Braenderup

Salmonella Typhimurium
Salmonella Enteritidis
Salmonella Rissen
Salmonella Give
Salmonella Enteritidis
Salmonella Enteritidis
Salmonella Typhimurium
Salmonella Enteritidis
Salmonella Agona

Salmonella Enteritidis

Salmonella Enteritidis
Salmonella Oranienburg

Salmonella E4

Salmonella Heidelberg

Salmonella Senftenberg

Salmonella C2

Salmonella 28 Antig. Flag. Rug.

Salmonella Enteritidis
Salmonella Enteritidis
Salmonella Enteritidis Invasiva
Salmonella B Monofasica

Salmonella Typhimurium

Salmonella Antigeno Flag. Rug.

Salmonella Isangi
Salmonella Sekondi
Salmonella San Diego
Salmonella Montevideo
Salmonella Tennessee
Salmonella D
Salmonella Muenchen
Salmonella Give
Salmonella Manhattan
Salmonella Oranienburg
Salmonellal
Salmonella H48 Da26
Salmonella C Antig. Flag. Rug.
Salmonella Bovismorbificans
Salmonella Duesseldorf
Salmonella Enteritidis

Salmonella Rissen

24
59
34
41
15
71
32

50

38

42

49
24
17
30
63
81
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Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Humano
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos
Alimentos

Alimentos
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Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Hisopado Rectal
Carne de Res
Carne de Res
Pollo Crudo
Carne de Bovino
Carne de Res
Queso Fresco
Chorizo
Pollo Crudo
Longaniza
Chorizo
Carne de Bovino
Carne de Bovino
Chorizo
Ostion
Carne de Res

Carne de Res

Arroz con Pollo Cocido

Pollo Crudo

Carne de Bovino

Irimbo
Puruéndiro
Nuevo Urecho
Zamora
Zamora
Los Reyes
Uruapan
Morelia
Morelia
Puruéndiro
Uruapan
Gabriel Zamora
Jacona
Jacona
Morelia
Lazaro Cardenas
Uruapan
Uruapan
Vista Hermosa
Tarimbaro
Morelia
Zinapécuaro
Morelia
Morelia
Apatzingan
Lazaro Cardenas
Zamora
Apatzingan
Apatzingan
La Piedad
Patzcuaro
Zamora
Zamora
Patzcuaro
Morelia
Lazaro Cardenas
Morelia
Morelia
La Piedad
Churumuco
Lazaro Cardenas
Lazaro Cardenas

Coahuayana

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Xl
Vil
XV

Xl

VI
Xl
Xl
Xl
Xl
Xl
Xl
Xl
Xl

XV
Xl
Xl

Xl
Xl
Xl
Xl

\i

Vi
Vil

1

11l
Xl

Xl

XV

Xl
XIvV



Salmonella Adelaide - - Alimentos Chorizo Uruapan 2014 X

Salmonella Infantis - - Alimentos Carne de Bovino Zacapu 2014 XIvV
Salmonella Senftenberg - - Alimentos Pollo Crudo Lazaro Cardenas 2014 XIV
Salmonella Hadar - - Alimentos Pollo Crudo Morelia 2014 XIvV

? La edad sefialada son en Meses.

En dendograma (Fig. 6), se muestra el analisis de similitud genética de 52
aislados por pulsotipos de PFGE. Se observa la formacion de al menos 15 grupos-
Cluster de la presencia de diferentes grupos de Salmonella (GS I; GS II; GS 1ll; GS
IV, sucesivamente) sugieren una amplia diversidad o heterogeneidad genética en
concordancia con la diversidad de serotipos determinados. Las serotipos de los
grupos (GS I; GS II; GS VIII) se observa una diversidad de pulsotipos Unicos
asociados cada uno a un serotipo y en otros grupos (GS IV; GS VII; GS XIlll), se
encuentran conformados por dos, tres y cinco serotipos, respectivamente, lo cual
sugiere una heterogeneidad genética En un tercer grupo (GS XV) se encuentran
los aislados con el serotipo de mayor prevalencia en Michoacan, el serotipo
Salmonella Enteritidis , en el cual se agrupan tanto los aislados asociados a
gastroenteritis, como los que presentan invasividad. Esto sugiere que el fondo
genético del serotipo Salmonella Enteritidis posee un potencial patogénico
generando agudas infecciones intestinales y extra intestinales o enfermedades
invasivas, el porcentaje de similitud en estos aislados es del 91% al 100%. Los
demas serotipos del grupo (GS V; GS VI; GS IX; GS Xll),presentan una relacién
de similitud intermedia (75%-90%) y estan integrados por los serotipos Salmonella
Seftenberg y Salmonella Give; En el cuarto grupo (GS Ill) la caracterizacién
molecular sefiala a los serotipos Salmonella Muenchen, Salmonella D, Salmonella
Manhattan, Salmonella Duesseldorf y Salmonella Oranienburg como aislados
indistinguibles por poseer el mismo pulsotipo genético y presentar diferente
serotipo, lo cual nos indica que son estrechamente relacionados. Por tal motivo, la
caracterizacion molecular de S. enterica por PFGE es una herramienta atil como
un sistema preliminar para identificar los serotipos en brotes infecciosos, y asi
sustituir la serotipificacion por técnicas de epidemiologia molecular, como la que

se realiza con los pulsotipos de PFGE. De esta manera, los nuevos pulsotipos de
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los aislados que coincidan exactamente con un pulsotipo de la base de datos,
confirmaria el serotipo; ademas, realizaria predicciones de aislados con los
pulsotipos y determinar el serotipo del brote epidemiolégico. Asi, reduciendo los
laboriosos métodos convencionales o cuando un laboratorio no tiene acceso a la
serotipificacion estandar. A su vez, se obtuvo el valor del indice de discriminacion
de Hunter (Dgs) que se utiliza para distinguir entre dos cepas. El cual en este
andlisis proporcioné valores de poder de discriminacion para serotipificacion de
D=0.94 y para pulsotipos D=0.96 para el PFGE (Blanc et al., 2007; Gaul et al.,
2007; Ribot et al., 2006; Tenover et al., 1995; Valdez-Alarcon et al., 2015).
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o = 2 8 Genus Strain Number City Recurso

| Salmenella Javiana Yurecuaro Humanos

| Salmonella Javiana Paracho Humaneos

Salmonella Javiana Paracho Humanos

| | || | | | | Salmonelia Flagelar Rugosa  Lazaro Cardenas Aimentc} Gsl
| i i c } Gsli
| | ”l Salmonella Dusseldort Lazaro Cardenas  Alimento}
Salmonella Manhattan Morelia Alimentod
FGsi
{ Salmonella Oranienburg Lazaro Cardenas Alimentod]
Salmonella H48 Dag6 Morelia Alimentag
— Saimonella D Zamora Alimento)
L | Salmonella Muenchen Zamora Alimentog~ GS IV
Salmonella Rissen Los Reyes Humar IIJ
Sal ella Sekondi i Alimentc
LT o : g Al ooy
| I ” | | | | | | I Salmonella Typhimurium Morelia Humano;
| I| | | | | || | | | | Salmonella Montevideo La Piedad Alimento
|_| Gsvi
I | ] | | | | Saimonella awe Uniapan Humano;
I | | | | | ‘Salmonella Isangi Zamora Alimento
Salmonelia London Juarez Humano:
I I FAE e esvi
I I I | I I | I Salmonella Typhimurium Paracho Humano:
| II | | ‘ | ‘Salmonella Oranienburg Morelia Human:
L | I | | || | | Salmonella Adelaide Uruapan Alimentog” GS VIl
I | | | | - tobarda thmano]
_|_| 651X
| | | Salmonella c2 Vista Hermosa Humanog)
] I | | "| | | | " Salmonelia Give Patzcuaro Alimento
| ] | | | Salmonella H Morelia Alimento;
{ oo
1 ! Salmonelia Give Morelia Humanos|
Il I I, Il I I
I | | | Salmonella Senftenberg Uruapan Humanos/
I | | | | | Salmonella Tennessee Patzcuaro Alimento:
GSXI
I " | I | | Salmonella Montevideo Puruandiro Humano:
| | | | | | Salmonelia Typhimurium Puruandiro Humanoq
L -GS Xl
1 | | | | Salmonella B Monofasica Morelia Humanosf
I { | | | || Salmenelia Infantis Zacapu Aimeme\
I | | | | | | ‘Salmonella Senftenberg Lazarc Cardenas Alimentof
I | I | I | ‘Salmonella Braenderup Nuevo Urecho Humano:
I | ‘ || Salmonella Hadar Hadar Alimentog GS Xl
I I_ Salmonella Rissen Coahuayana Alimento}
. |  — Salmonella C Antigenc Flagelar Rugndiedad Alimento
I | | | | ‘Salmonella Typhimurium Morelia Humanoj
Salmonelia Agona Morelia Humano:
+—] Il I I es XV
I I I | Salmonella Heidelberg Uruapan Humano;
I _|: I I I | | I I Salmonella Enteritidis Irimbo Humanns\
I Salmonella Enteritidis Mugica Humanos
] | i ——— | Salmonella Enteritidis Morelia Humanos
|
I — i o Humanos
| _|: Salmonella Enteritidis Jacona Humanaos > GS XV
I ‘Salmonella Enteritidis Uruapan Humanos
I —_— | | | | | | Salmonelia Enteritidis Jacona Humanos
I I I | Salmonelia Enteritidis Morelia Humanos
I | Salmonella Enteritidis Invasiva. ~ Morelia Humaneos
I | | Salmonella Enteritidis Invasiva ~ Morelia Humanny

Figura 6. Dendograma de similitud de patrones de bandas por PFGE de 56 serotipos de
Salmonella enterica, generadas con la enzima de restriccién Xba |, y analizadas por UPGMA en el

programa GelJ de analisis de ADN. Indicando la linea vertical de similitud de 75%.
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6.7. Aislamiento de bacteriéfagos de serotipos de Salmonella enterica.

En este proceso se utilizaron los serotipos de Salmonella Montevideo, Salmonella
Enteritidis, Salmonella Enteritidis Invasiva, y Salmonella Braenderup, como
hospederos para el primoaislamiento de los bacteriéfagos. Estos serotipos fueron
seleccionados de acuerdo a los grupos (GS XI, GS Xlll y GS XV, respectivamente)
del dendograma de similitud. Los dos pulsotipos de Salmonella Enteritidis fueron
seleccionados en funcién de su prevalencia y patologia (gastroentérica o invasiva).
De los serotipos de Salmonella Enteritidis Invasiva y Salmonella Braenderup se
aislaron bacteriéfagos especificos y estos bacteri6fagos fueron obtenidos de una
muestra de un canal de agua residual en los meses de Mayo-Julio en la época de
verano en el afio 2017. Estos bacteriéfagos fueron designados como Fago Posta
Michoacan Salmonella 01(FPMICHSO01) que fue aislado de Salmonella Enteritidis
Invasiva y Fago Posta Michoacan Salmonella 02 (FPMICHS02) aislado de
Salmonella Braenderup. El fenotipo de estos bacteri6fagos no fue caracteristico de
bacteriéfagos liticos, sino que presento lisis parcial, doble borde en la placa litica y
crecimiento de colonias bacterianas en la zona de lisis. Estos fagos lisogénicos
presentaron caracteristicas iniciales de placas liticas redondas y claras pero
posterior a la infeccion aparecieron pequefias colonias bacterianas en el centro de
esta misma placa, lo que podria indicar que estos son fagos liticos inestables y los
colonias Clones Tipo Parental [Figura 7] (Khemayan et al., 2006; Williamson et al,
2001).
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Figura 7. Imagenes del ensayo de placas liticas obtenidas con el fago FPMICHSO01,
respectivamente. A) Serotipo Salmonella Enteritidis con el fago FPMICHSO01 donde se muestran
lisis con zonas de crecimiento bacteriano. B) Serotipo Salmonella Braenderup, se observan zonas
de placas liticas bordeadas con un tapiz bacteriano.

Los bacteri6fagos se ensayaron en agar doble capa con los serotipos de
Salmonella Enteritidis (Fig.7A), en donde se observo lisis completa en la placa con
zonas no liticas con crecimiento de algunas colonias bacterianas en la zona de
lisis total. Por otro lado, Salmonella Braenderup (Fig.7B) se observaron con placas
liticas en las zonas donde se adicionaron las gotas de los fagos, sefialando
actividad litica de los fagos, pero también presentd el crecimiento de colonias
bacterianas dentro de la zona de lisis. En ambos casos, el comportamiento se ha
descrito como un fago litico inestable y colonias clon tipo parental. (39). El
crecimiento e incubacion de la placa doble capa con bacteria-fago se realizo por
24 horas. Se observan las colonias bacterianas bordeadas por una zona de
inhibicion de crecimiento posiblemente debido a la formacién de las lisis de los
fagos (Bao et al., 2015; Yuan et al., 2015).
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VII. DISCUSION.

La implementacion de la electroforesis en gel campos pulsados (PFGE) en el
Laboratorio Estatal de Salud Publica del estado de Michoacan, permitira
establecer aproximadamente en un afio, un sistema de Vvigilancia de
enfermedades bacterianas transmitidas por los alimentos y generar una
caracterizacion genotipica de las cepas de Salmonella enterica, para crear una
base de datos de las bacterias analizadas, las cuales se podran estudiar en un
futuro en los brotes de salmonelosis transmitidas por los alimentos en el Estado.
En la evaluacion del PFGE, los primeros pulsotipos no fueron visibles debido a
problemas en la resolucibn por la degradaciéon del ADN, generando una
insuficiente calidad en la imagen, que puede ser afectada por el exceso de ADN y
el exceso de desechos celulares por los inadecuados lavados de los bloques con
Amortiguador TE;g;. Por ello, en la estandarizacion se corrigieron los problemas
de parametros especificos para generar imagenes con pulsotipos o patrones de
bandas distinguibles con buena resolucion y definicion de los pulsotipos, lo que al
final se observan pulsotipos de PFGE, que pueden ser analizados para su similitud
de los genotipos de los aislados S. enterica (Acar et al., 2017; Barrett et al, 2006;
Gaul et al., 2007; Valdez-Alarcon et al., 2015).

En la caracterizaciéon por PFGE-Xbal se detectaron 23 pulsotipos (P) diferentes,
entre los cuales se encontré con mayor porcentaje de similitud de los pulsotipos en
los serotipos de Salmonella Enteritidis, Salmonella Enteritidis invasiva (P1, P2) y
Salmonella Muenchen, Salmonella D, Salmonella Manhattan, Salmonella
Duesseldorf y Salmonella Oranienburg (P3). En el pulsotipo de Salmonella
Enteritidis Invasiva (extraintestinal) se diferencia solo en una banda con respecto a
la Salmonella Enteritidis gastroenterica, ya que generd un pulsotipo similar. Esto
puede representar una insercion de material genético en el cromosoma o un
plasmido, sugiriendo que son aislados estrechamente relacionados genéticamente
y que pudieron haber adquirido un plasmido integrativo o un bacteriéfago

lisogénico (profagos), que al insertarse en el genoma, introdujera sitios de
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restriccion nuevos, generando la banda polimorfica que es diferencial entre los dos
aislados (Barrett et al., 2006; Powell et al, 1994). Salmonella Enteritidis invasiva,
suele aislarse de casos de bacteremia de individuos inmunocomprometidos, como
los pacientes enfermos de VIH. La diferencia en patrones de PFGE entre aislados
invasivos y no invasivos de Salmonella Enteritidis ha sido previamente reportada
(Kariuki et al., 2006; Shariat et al., 2013). La posibilidad de detectar la diferencia
entre cepas gastroentéricas e invasivas permite una mejor vigilancia
epidemioldgica e identificar las cepas para investigacion. Este hallazgo abre la
posibilidad de realizar estudios de gendmica comparativa y expresion de genes
con cepas de genotipos gastroentérico e invasivo. En el caso de Salmonella
Enteritidis proveniente de casos de diarrea o de bacteremia, el analisis gendmico
permiti6 demostrar que el genoma de la cepa invasiva sufrié una degradacion en
comparacion con la cepa no invasiva. Esto sugiere una especializacién de las
cepas invasivas comparadas con la versatilidad de las cepas gastroentéricas
(Kariuki et al, 2015). Los serotipos Salmonella Muenchen, D, Manhattan,
Duesseldorf y Oranienburg, presentan pulsotipos muy similares y los aislados son
designados como cepas indistinguibles. Lo anterior sugiere la existencia de un
genotipo comuan, prevalente que posee patrones antigénicos diferentes. Dada la
alta similitud en los patrones de los pulsotipos y la complejidad del sistema de
serotipificacion, en este momento no podemos descartar que la caracterizacion
por serotipificacion haya tenido errores, o bien las cepas no sean tipificables por
serotipificacion. El restante de los serotipos de S. enterica presenta una diversidad
genética amplia, que se observa por los diferentes pulsotipos que pueden
considerarse como aislados no relacionados genéticamente. La mayoria de los
pulsotipos de menor frecuencia, correspondid también a serotipos diferentes. Esto
abre la posibilidad de plantear una iniciativa para sustituir el uso de la
serotipificacion, ya que se podrian asociar los pulsotipos con los serotipos, y de
esta manera sustituir el laborioso método serolégico, que implica contar mas de
250 antisueros para la identificacion de mas 2500 serotipos y a su vez reducir
costos y tiempos en la discriminacién de los serotipos. Aln asi, seria necesario

contar con un mayor numero de aislados de cada genotipo/serotipo para poder
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establecer correlaciones efectivas. Un estudio tipo meta-andlisis podria contribuir a
definir las correlaciones pulsotipo — serotipo en los aislados de serotipo/pulsotipo
menos prevalentes. Por ello y dado que el indice de discriminacion de Hunter (D),
el cual en este analisis proporcion6 valores de poder de discriminacion para
serotipificacion de D=0.94 y para pulsotipos D=0.96. Esto sugiere un poder de
discriminacion del PFGE mayor en comparacion con la serotipificacion. Sin
embargo, estudios con un mayor numero de aislados han sugerido que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre la serotipificacion y el andlisis de
macro-restriccion del genoma por PFGE (Kariuki et al., 2006). Diversas iniciativas
plantean utilizar el PFGE como meétodo de tipificacion estandarizado en los
laboratorios de hospitales y de vigilancia epidemiolégica por ser mas sensible y
menos laborioso que la serotipificacion (Powell et al., 1994; Swaminathan, 2001;
Tenover et al., 1995).

El PFGE posee la capacidad de discriminar aislados de brotes o cepas de la
misma especie. Por ello, el andlisis de macrorestriccion para S. enterica, se
encuentra sefialando la correlacion de los aislados con los serotipos de los cuales
son de relevancia epidemiol6gica en brotes infecciosos (Barrett et al., 2006; CDC,
2013; Morales-romero et al., 2016; Nutrition FDA, 2013). Ademas, la metodologia
de PFGE, una vez estandarizada en el laboratorio, puede ser utilizada
virtualmente para cualquier otra especie bacteriana, solamente modificando los
protocolos de lisis, restriccion del genomay los pardmetros de corrida en la PFGE.
Es por ello que deberia tenerse como un método de eleccion para la tipificacion de
aislados bacterianos en hospitales y laboratorios de vigilancia epidemiologica.

En adicibn a la resistencia de antibidticos de S. enterica, es necesario un
tratamiento alternativo a los antibidticos para las infecciones multi-resistentes de
S. enterica y esta posible alternativa se teoriza en la terapia bacteriofagica. En
este trabajo se aislaron dos fagos lisogénicos con propiedades liticas inestables
gue denominamos fagos liticos inestables. Los fagos liticos inestables son fagos
gue poseen alta sintesis de las proteinas que provocan la integracion y la
lisogenia. Por otro lado, si el producto del gen de la integrasa es degradado por

proteasas reguladoras del huésped pasa al ciclo litico. Se cree que se pueden
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formar cepas resistentes a fagos si no son sintetizadas las proteasas que
degradan la integrasa (Bao et al., 2015; Datta et al., 2005; Khemayan et al., 2006;
Shin et al., 2012; Yuan et al.,, 2015). El aislamiento de fagos lisogénicos es
también una oportunidad para desarrollar una estrategia de biocontrol de
Salmonella enterica. Aunque los fagos tengan caracteristicas de lisogenia o de
lisis inestable, las enzimas encargadas de la hidrolisis de la pared celular, las
endolisinas 0 sus genes, pueden ser aislados de estos bacteriéfagos y ser
expresados para su aplicacion contra los serotipos contra los que fueron aislados
0 contra otros genotipos. Una vez contando con endolisinas en sistemas de
expresion, se puede realizar ingenieria genética o construccion de endolisinas
modulares recombinantes para modificar su actividad y su especificidad (Barrera-
Rivas et al., 2015).

VIIl. CONCLUSIONES.

1) El andlisis de PFGE de los aislados de Salmonella entérica tiene un poder de
discriminacion mayor que el serotipo y puede distinguir entre patotipos
gastroentérico e invasivo de Salmonella Enterica.

2) Existe una buena correlacién entre los pulsotipos asignados por PFGE o los
serotipos, dejando abierta la posibilidad de sustituir la serotipificacion por el
analisis PFGE.

3) Aunque se aislaron bacteriéfagos lisogénicos inestables, que serian de poca
utilidad para su aplicacion terapéutica directa, el hallazgo aun es de utilidad pues
se pueden aislar y expresar los genes de las endolisinas correspondientes para

usar como agentes de control biolégico.
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X. ANEXOS

10.1 Oficio de entrega/recibido del protocolo estandarizado de Electroforesis en
Gel de Campos Pulsados al Laboratorio Estatal de Salud Publica.

Este protocolo estandarizado de PFGE para Salmonella enterica, se entrego el 25
de Noviembre de 2015 al Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de
Michoacan, el cual consiste en la transferencia de tecnologia para estudios a

desarrollar por el Laboratorio Estatal.
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10.2 Articulo: Molecular characterization of pathogenic bacteria by pulsed field-gel
electrophoresis (PFGE)/Caracterizacion molecular de bacterias patégenas
mediante electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE). 1(2):48-56.

Publicado en la revista Mexican Journal of Biotechnology, 2016.

Este articulo se publico en la revista mexicana “Mexican Journal of Biotechnology”
1(2):48-56. (2016). En seguimiento al trabajo que se presento en el Il Encuentro
Internacional sobre Biotecnologia, realizado el 9 de Diciembre de 2015 en el

estado de Tlaxcala.
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ABSTRACT

The growing need for survellance of re-emerging infectious diseases necessitates the
application of molecular characterization methods such as Pulzed-Field Gel Electrophoresis
-PFGE. In the first collection, armalysis macrorestriction 5 gurens reveals a medium
frequency (0. 54 of pulsetype II, compared to the zecond collection whereincreased genetic
heterogeneity exists. S enerica presented some identical pulsotypes and other pulsotypes
presented a genetic diversity (D1 = 0.95), which suggests that there is epiderniological
unrelated, with pulsetypes to particles serotypes. In addition, this shidy will help us create
our database according to the PulseMet International Center for Disease Control and
Prevention (CDC, TTSA)Y

Keywords: infections, Electrophoresis, Epiderri ology, Pulse-types.

RESUMEN

La creciente necesidad de wigilancia de las enfermedades infecciosas re-emergentes hace
necesario la aplicacidn de métodos meleculares de caractenzacion como la Electroforesis
e Gel de Carrpos Pulsados PFGE. En la primera colecta, el andlisis de macromrestriccidn
de 5 cwrews revela wa frecuencia media (0.54) del pulsotipo 11, en compatacion a la
sequnda colecta donde se observa una mayor heterogeneidad genctica 5 enterica presentd
alounos pulsotipos idénticos vy otros pulsotipos presentaron una diversidad genética
(I0=0.95}, 1o que nos sugiere, que no exste una relacidn epidermioldgea con pulsotipos o
serotipos patticulares. Ademas, este estudio nos ayudara a orear nuestta base de datos de
acuerdo a la PulseMet nterrational del Centro de Cortrol ¥ Prevencidn de Enfermedades
(CDC, TTEAY





