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ABREVIATURAS EMPLEADAS

RESISVET: Resistencia veterinaria.

FOODNET: The Foodborne Disease Active Surveillance Network
CDC: Centers for disease Control and prevention.

WHO: World Health Organization.

ADN: Acido Desoxiribonucleico.

PFGE: Electroforesis de campos pulsados

RAPD: Amplificacién al azar de patrones polimérficos.

ERIC: Secuencias consenso intergénicas de enterobacterias.
REP: Elementos repetitivos palindromicos.

BOX: Elementos repetitivos en mosaico.

PB: Pares de bases.

M: Marcador de peso molecular.

SDS: Dodecilsulfato de sodio.

°C: Grado Celsius.

uL: microlitro.

mL: mililitro.

g: gramos.

v/v: Relacién volumen/volumen

%: porcentaje
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RESUMEN

Salmonella es considerado en la actualidad como un patégeno emergente debido al aumento
en los ultimos anos en el aislamiento de esta bacteria a partir de alimentos contaminados de origen
animal. El control de la salmonelosis requiere de métodos que permitan una deteccidn oportuna y
tipificacion adecuada del agente causal. Entre estos métodos se encuentran los ensayos de
amplificacion rep-PCR (REP-PCR, ERIC-PCR y BOX-PCR), basados en elementos o secuencias
repetitivas de ADN, presentes en multiples copias en distintas posiciones intergénicas del genoma
bacteriano. La combinacion de estos métodos permite discriminar hasta el nivel de genotipo, dato
atil en la deteccion de brotes, fuentes de contaminacién o alimentos de alto riesgo. El objetivo de
este trabajo fue determinar los genotipos presentes en 102 cepas de Salmonella enterica aisladas
de 8,856 muestras de productos carnicos y lacteos del estado de Michoacan, México obtenidas en
2008 y 2009. Para los ensayos de rep-PCR se utilizaron los iniciadores REP 1R-I/REP 2-I; ERIC IR-
2/ERIC 2 Y BOX A1R, las bandas se detectaron con el software “Quantity One” y los dendogramas
se generaron con el software PAST. Se obtuvieron entre 3 y 14 bandas (350 pb- 8 Kb) por cepa para
BOX, 3 a 14 bandas (200 pb- 10.5 Kb) por cepa para REP y de 3 a 13 bandas (50pb a 5 Kb) para
ERIC. De los tres marcadores, el ensayo ERIC mostrd tener un mayor poder de discriminacién ya
que permitié ordenar a las cepas en 4 grupos y 24 genotipos a un corte de 95% de similitud, con un
indice de discriminacién (D) de 0.959. El valor de D obtenido al combinar el analisis de los tres
marcadores fue de 0.984. Los patrones de agrupamiento generados no mostraron relacion entre el
genotipo y el serotipo, encontrandose cepas de distintos serotipos dentro de un mismo genotipo. Al
analizar los genotipos de los serotipos mayoritarios se encontrd que para el caso de los serotipos
Typhimurium y Anatum, hay genotipos con una amplia distribucién en el estado de Michoacan, lo que
indica una gran capacidad de dispersidn de estos. La prueba de Mantel revel6 que no existe relacion
entre la distancia geografica y la distancia genética de los aislados analizados. Los resultados del
presente trabajo muestran la importancia de evaluar las relacione genéticas en cepas de S. enterica
en el estado de Michoacan con la finalidad de optimizar los programas de vigilancia y prevencién

epidemiologica.
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I. INTRODUCCION

I.1. Generalidades del género Salmonella

I.1.1. Caracteristicas bioquimicas

Las bacterias pertenecientes al género Salmonella son bacilos Gram negativos no
esporulados de la familia Enterobacteriaceae, son moviles por flagelos peritricos, anaerobios
facultativos, no fermentan la lactosa y la mayoria produce acido sulfhidrico y gas por la fermentacion
de la glucosa. Ademas, son oxidasa y catalasa negativas y reducen nitratos a nitritos. Son capaces
de tolerar concentraciones mas altas de bilis que la mayor parte de los bacilos entéricos, propiedad
aprovechada para los medios de aislamiento. Pueden sobrevivir por varios dias a temperatura
ambiente en materia fecal, agua y alimentos descompuestos (Huerta, 2003).

1.1.2. Distribucion

El género Salmonella se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y existe en el
aparato digestivo de seres humanos, animales domésticos, mamiferos silvestres, reptiles, aves e
insectos. Salmonella se presenta en todo el mundo variando su frecuencia de un pais a otro,
adquiriendo importancia relevante en areas que no han alcanzado las condiciones de saneamiento e
higiene adecuadas, ni cuentan con medidas de salud publica. Dichos padecimientos afectan a todos
los grupos de edad, sin embargo se observa mayormente en nifios y en poblacion de la tercera edad
(Huerta, 2003).

1.1.3. Caracteristicas antigénicas

Los microorganismos expresan una gran variedad de antigenos presentes en distintas
estructuras celulares como la pared, la capsula y las fimbrias, aunque los antigenos también pueden
ser productos de excrecion, como exotoxinas y enzimas extracelulares. Salmonella es un
microorganismo complejo que produce cierto numero de factores de virulencia, entre los que
podemos mencionar estan los antigenos de superficie, invasividad, endotoxinas, enterotoxinas vy
superviviencia intracelular entre otras.

Quimicamente los antigenos (Ag) pueden ser proteinas, hidratos de carbono y complejos de
polipéptidos y carbohidratos. Como son moléculas complejas, tienen mas de una subestructura que
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puede servir como determinante antigénico. Debido a esto en los sueros inmunes se encuentran
anticuerpos que reaccionan contra distintos determinantes antigénicos de la misma molécula. La
base de la serotipificacion para todas las Enterobacterias es similar, e involucra la deteccion de
antigenos somaticos, capsulares y flagelares. En el caso de Salmonella, las serovariedades surgen
como consecuencia de una asociacion particular de factores somaticos O y flagelares H, (Fig. 1)
(Caffer, 2001).

a) Antigenos Somaticos

Como otras Enterobacterias, Salmonella tiene antigenos somaticos O, formados por
fosfolipidos y polisacaridos de la pared celular y su composicién es aproximadamente: 60% de
poilisacaridos, 20-30 % de lipidos y 3.5 - 4 % de hexosamina. Son cadenas laterales de polisacéridos
de envoltura (LPS) que se encuentran en todas las bacterias Gram negativas. La cadena de
polisacaridos del Ag O es una cadena de unidades repetitivas de oligosacaridos de 3 a 5 azlicares
de cadenas lineales o ramificadas. La naturaleza de los grupos y el orden en que se encuentran las
unidades repetidas de la cadena determina la especificidad antigénica. Como esta estructura difiere
ampliamente en las distintas serovariedades, hay diferencias en la especificidad somatica O de la
bacteria. Estos antigenos son termoestables y resistentes a acidos diluidos y alcoholes.

b) Antigenos de superficie
A los antigenos de superficie K también se les denomina capsulares y comprenden a los
antigenos que se encuentran en la capsula, el mas importante es el Vi que se encuentra en S. Typhi
y S. Parathyphi vy algunas cepas de S. Dublin. Hay aproximadamente 60 antigenos O que se
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denominan con numeros y letras. El esquema de Kauffman-White clasifica a las distintas variedades
de Salmonella sobre la base de antigenos somaticos, teniendo cada grupo un determinante mayor,
que es un antigeno somatico que reacciona en forma fuerte y uno o mas antigenos somaticos
menores. La identificacion de serotipos especificos de acuerdo con el esquema de Kauffman- White
requiere también la definicion de antigenos flagelares de las fases 1 y 2 (Caffer, 2001).

c) Antigenos Flagelares H

El antigeno H es una estructura compleja que consiste en un cuerpo basal, un segmento de
union “gancho” y un filamento. El “gancho” une el cuerpo basal con el filamento. En la
serotipificacion flagelar de Salmonella se usa solamente la especificidad antigénica del filamento. El
filamento esta constituido por flagelina, proteina de alto peso molecular. Se han encontrado mas de
60 proteinas flagelares con distintas especificidades antigénicas, las diferencias antigénicas surgen
debido a variaciones de la estructura primaria (contenido en aminoacidos y orden de ubicacién) de
las distintas moléculas de flagelina. Estos antigenos son sensibles al calor. Unas pocas variedades
de Salmonella poseen una sola fase flagelar, estas cepas se llaman monofasicas, por ejemplo S.
Enteritidis (9, 12:g,m:-) y S. Typhi (9,12 Vi ]: d:-. La gran mayoria posee dos especificidades en su
antigeno flagelar, o sea, son cepas difasicas por ejemplo Salmonella Typhimurium (1,4;5,12:1,2) y S.
Hadar (6,8:Z210.e,n,x) expresan la fase 1 (identificadas por los ejemplos por las fases i 6 z10 vy la
fase 2( por las fases 1y 2 y e, n, x respectivamente (Caffer, 2001).

I.2. Clasificacion del género Salmonella

Estudios de hibridacion de ADN han demostrado que el género Salmonella esta constituido
por dos especies: Salmonella entericay S. bongori. La especie S. enterica esta compuesta por seis
subespecies que son: S. enterica (l), S. arizonae (llla), S. diarizonae (lllb), S. houtenae (IV), S.
salamae (ll) y S. indica (V). La especie de S. bongori s6lo posee la subespecie V (Popoff, 2004). En
la actualidad se han descrito mas de 2 500 serotipos de Salmonella, encontrandose el 99% de estos
dentro de la especie S. enterica subespecie enterica, la cual contiene la mayoria de los serotipos que
son patégenos de humano (Popoff et al., 2001; Grimont y Weill, 2007).
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1.3. Epidemiologia de infecciones causadas por S. enterica

Las enfermedades diarreicas agudas son muy comunes en todo el mundo, ocasionando
alrededor de 1.8 millones de muertes infantiles anualmente, principalmente en paises en vias de
desarrollo (WHO, 2002). Un alto porcentaje de las enfermedades diarreicas son originadas por
alimentos contaminados. Uno de los agentes patdgenos comunmente asociado a alimentos
contaminados es Salmonella spp. (WHO, 2008).

Salmonella se transmite al ser humano por via fecal - oral mediante alimentos o agua
contaminados. Debido a que Salmonella es sensible al acido géstrico, resulta necesario un inéculo
grande que consta de 106 bacterias para el desarrollo de la enfermedad sintomatica. Sin embargo, la
dosis infecciosa necesaria es menor en individuos con factores de riesgo como inmunodepresion o
procesos subyacentes como linfoma, leucemia, drepanocitosis, la edad, o disminucién de la acidez
gastrica (Huerta, 2003).

En los EE.UU han desarrollado una red denominada The Foodborne Disease Active
Surveillance Network (FoodNet), debido a que las enfermedades transmitidas por alimentos forman
parte del Programa de enfermedades emergentes infecciosas del Centro de Control de
Enfermedades de Atlanta (CDC, por sus siglas en inglés). Esta red de vigilancia se desarroll6 en
1986 y constituye un modelo para conducir un programa de vigilancia, ademas de ser una institucion
especifica para la realizaciéon de estudios, el andlisis de datos y la investigacién de brotes y
epidemias.

Salmonella Typhymurium DT 104, un serotipo resistente a ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfamidas y tetraciclinas, causa una morbilidad y mortalidad mayores que el resto de
los serotipos. En paises en desarrollo provoca aproximadamente 22 millones de casos de fiebre
tifoidea anualmente, con 220 000 muertes anualmente (Crump et al., 2004; Parry, 2004).

Segun datos de la Autoridad de Seguridad Alimentaria en Europa (EFSA,
http://www.efsa.europa.eu/en/scdocs/doc/1496.pdf), en el 2008 la Salmonelosis fue la segunda
enfermedad zoonética mas frecuente en humanos, causando aproximadamente 131 468 casos
confirmados. Los casos mas frecuentes por salmonelosis se han detectado en nifios entre 0 y 4
anos. La causa principal de esta enfermedad es por infeccidn alimentaria, siendo Salmonella,
después de Campylobacter, el patégeno con mayor frecuencia relacionado con enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAs). Los alimentos con mayor incidencia por este patdégeno son los
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huevos, con un 23.1% en huevos crudos y alimentos preparados con huevo, seguido de carnes
crudas de pollo, pavo, cerdo y res con una incidencia de 5.1%, 5.6%, 0.7% y 0.2% respectivamente.
En el caso de los quesos, para ese afo la incidencia de Salmonella fue menor al 1 %. En frutas,
vegetales y yerbas el dato correspondiente fue 0.7%, mientras que en mariscos se detectd menos
del 1%. En relacién a la época del afo, los meses con mayor incidencia de salmonelosis fueron de
Junio a Octubre. En Estados Unidos Salmonella enterica es la principal bacteria causante de ETAs
(FDA, 2009).

En México las enfermedades diarreicas constituyen casi la mitad de las infecciones en nifos,
en Michoacan la tasa de mortalidad es de 26 de cada 100000 nifios menores de 5 afnos. La red de
vigilancia de Salmonella en México, RESISVET, informa un aislamiento de Salmonella del 12.3% en
muestras de diarreas en hospitales y 5.35% en nifios asintomaticos (Zaidi et al., 2008).

La salmonelosis puede manifestarse mediante distintos sindromes que incluyen
gastroenteritis, bacteriemia, fiebre tifoidea e infecciones localizadas en distintas areas del cuerpo
(Darwin y Miller, 1999). La manifestacion mas comudn de salmonelosis no tifoidea es una
gastroenteritis de leve a moderada, con presentacién de diarrea, dolor abdominal, vomito y fiebre.
Los sintomas de gastroenteritis aparecen normalmente entre las 6 a 72 h después de ingerir
alimentos contaminados con la bacteria (Pegues et al., 2005) y aunque pueden remitir en un lapso
de 6 a 7 dias, se puede desarrollar septicemia e infecciones invasivas de érganos originando
problemas de salud mas serios como osteomielitis, neumonia y meningitis (Cohen et al., 1987).

Los grupos sociales mas susceptibles a estas manifestaciones severas de la enfermedad son
los niflos, los adultos mayores y las personas inmunocomprometidas, las cuales requieren de terapia
antimicrobiana para superar la enfermedad (Beenson y Chin, 1995). La salmonelosis es una
enfermedad transmitida por alimentos contaminados que ha sido reportada durante décadas; sin
embargo, dicho padecimiento se considera emergente debido en gran parte al consumo de alimentos
contaminados de origen animal que incluye pollos y huevo (WHO, 2002). Entre los factores que han
contribuido a esta situacion se encuentran la globalizacion del trafico de alimentos y la introduccién
accidental de patégenos en nuevas areas geograficas. También se han considerado los cambios en
las poblaciones microbianas, lo que permite que surjan cepas mas virulentas y con resistencia a
antibiéticos o con la capacidad de sobrevivir en condiciones adversas. Otro factor importante es la
movilidad internacional de personas expuestas a patdogenos; por ejemplo, se estima que cerca del
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90% de los casos de salmonelosis que se presentan en Suecia son importados de viajeros que
fueron a lugares de alta incidencia del patégeno.

En México, los estudios sobre Salmonella y su importancia en la Salud Publica se han
enfocado principalmente en registrar la incidencia de ésta en casos de diarrea, asi como a distinguir
los serotipos mas frecuentes. En un primer reporte se encontré6 que el serotipo mas comun
encontrado en los pacientes ingresados en los Servicios de Salud Publica, sin distincion de edad, fue
S. Typhimurium, mientras que el menos frecuente fue S. Ohio (Gutiérrez- Gogco et al., 2000).

l.4. Secuencias repetitivas intercaladas en el genoma bacteriano

En 1968 estudios de la cinética de la renaturalizacion del ADN se observd un gran numero de
secuencias repetidas en porciones de genomas eucariéticos (Britten y Kohne, 1968). En la
actualidad se conocen un gran numero de elementos repetitivos en otros genomas procariéticos,
algunos de los cuales son de varias kbp de largo y pueden tener secuencias idénticas de nucleotidos
y estan presentes en un bajo numero de copias. Tales duplicaciones incluyen operones que codifican
para subunidades de RNA ribosomal, genes para otras funciones celulares esenciales, secuencias
de insercidn, transposones, genes simbibticos para fijacién de nitrégeno, etc. Durante los ultimos 15
anos se han encontrado un gran numero de secuencias repetitivas intercaladas (menos de 500 bp)
en multiples sitios en el genoma de especies de distintos grupos biolégicos. Estos elementos ocupan
por arriba del 5% del genoma y han sido localizados en regiones intergénicas y extragénicas. Estas
secuencias se han encontrado también en numerosos procariotes, incluyendo cianobacterias,
Neisseria spp. Mycobacterim spp., Bordetella pertussis, Rhodomicrobium vannielli Agrobacterium
spp. y Rhizobium spp. (Bruijnn et al., 1999).

Las secuencias relativamente cortas de polinucleétidos representan secuencias altamente
repetitivas en genomas procariéticos. EI mas comun es el TGG encontrado en Escherichia coli,
fagos, virus y genomas eucaritticos. Estas secuencias cortas con funciones biolégicas conocidas
podrian ser preservadas por seleccién natural. Las secuencias repetidas en tdndem representan
elementos largos y que también estan altamente repetidas en el genoma bacteriano entre ellas se
encuentran se encuentran el poly- trinucleétido, (GTG)s o (GCC)s, los cuales estan altamente
repetidos en el genoma de Escherichia coli, Salmonella Typhimurium y Shigella sp. La mayor
secuencia polimorfica en tandem (MTPR) estd presente en clusters separados por 5-pb en el
cromosoma de micobacterias (Bruijn et al., 1999).
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Varios genomas bacterianos incluyen elementos repetitivos cortos (menos de 200 bp) y se

encuentran generalmente en el extremo 3’ de las unidades de transcripcion (Fig. 2).

1

Elementos
— repetitivos ——

Cromosoma

Figura 2. Elementos repetitivos en el cromosoma bacteriano
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1.4.1. Secuencias REP

Los primeros elementos repetitivos descritos y extensamente estudiados fueron los
palindromes extragénicos repetitivos (REP por sus siglas en inglés) en Escherichia coliy Salmonella
Typhimurium (Higgins et al., 1982) o como PU (Palindromic Unit) (Gilson et al., 1984). La secuencia
REP fue identificada por la comparacién de secuencias de ADN de regiones intergénicas de
diferentes operones (Higgins et al., 1982).

Los elementos REP consisten en 38 secuencias consenso palindromicas (Fig. 3) que pueden
formar una estructura estable de tallo — asa, con un asa variable de 5-pb en el centro de la secuencia
consenso (Stern et al., 1984). Las secuencias REP estan frecuentemente presentes en clusters en el
genoma de E. coli por la extrapolacion de datos disponibles en su secuencia genémica (Dimri et al.,
1992), se han calculado mas de 500 secuencias individuales de REP en 259 elementos REP en el
cromosoma de E. coli. Esta frecuencia de repeticion corresponde a un elemento REP por cada 10
genes. Las localizaciones entre las secuencias REP varian entre cepas de E. coli, lo que permite
observar los diversos patrones de fingerprinting producidos mediante la amplificacién por PCR con
los iniciadores complementarios a REP (Versalovic et al,, 1995). Las posibles funciones de las
secuencias REP incluyen la regulacidén de la expresién de genes por el control de la estabilidad del
RNAm (Newbury et al., 1987 Higgins et al., 1988) y la estabilizacién de la estructura del cromosoma
(Gilson et al., 1990; Yang y Ames, 1988; Yang y Ames, 1990).

GCC G/T GATGNCG G/A} NNNNN@ C/T CTTATC C/A GGClCTAC

Figura 3. Secuencia REP

La funcion de los elementos REP no estd completamente determinada pero hay importantes
procesos en los cuales estan involucrados. Se propuso que las secuencias REP eran atenuadores
transcripcionales aunque mas tarde se determiné que no son terminadores especificos. Basados en
su papel como estabilizadores del RNAm, se ha sugerido que los elementos REP estan involucrados
en la expresion apropiada del gen. Las secuencias REP son sitios de unién para la ADN polimerasa,
para la ADN girasa y para la integracion del Host Factor (IHF), los cuales juegan un papel clave en la
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fisiologia del ADN bacteriano. También hay algunos casos en los cuales las secuencia REP
aparecen como blancos para eventos de transposicion y recombinacién, en este sentido se ha visto
que las secuencias 1S1397 e I1S621 se insertan especificamente en las secuencias de Escherichia
coli y que ISKpn1 se inserta dentro de las secuencias REP de Klebsiella pneumoniae. Las
secuencias REP también aparecen como uniones de recombinacién del fago lambda y la
amplificacion del plasmido F_128 es iniciado por la combinacién REP-REP (Tobes y Pareja, 2006).
Los elementos REP son sitios de unidén para reguladores globales y comparten caracteristicas
comunes tales como tamano, estructura palindrémica y multiples sitios en el espacio extragénico del

genoma, lejos de sus genes correspondientes.

1.4.2. Consenso Intergénico Repetitivo de Enterobacterias (ERIC)

En 1990 se reportd el descubrimiento de un novedoso grupo de secuencias altamente
conservadas de ADN dentro de las regiones intergénicas de E. coli, Salmonella Typhimurium y otras
bacterias. Esas unidades repetitivas intergénicas (IRUs) tienen de 124 a 127 nucledtidos y tienen la
capacidad de formar estructuras de tallo-lazo (Sharples y Lloyd, 1990). Esos elementos repetitivos
son conocidos como ERIC, por sus siglas en inglés (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus). Demostrando su utilidad para la rapida identificacion de especies y cepas bacterianas y
para el andlisis del genoma procariotico (Versalovic et al., 1991).

Las secuencias ERIC son una clase de elementos repetitivos en el ADN de enterobacterias de
126 bp. Una investigacién en la secuencia del ADN de la base de datos de GeneBank identific6 17
secuencias bacterianas que mostraban un alto grado de similitud al final del extremo 3’ de la
secuencia tls. Ocho de esas secuencias se encontraron en E. coli, 5 en S. Typhimurium, dos en
Yersinia pseudotuberculosis y una de Vibrio cholerae y Klebsiella pneumoniae (Sharps y Lloyd,
1990). Las secuencias ERIC tienen una secuencia invertida repetida que puede tener el potencial de
formar estructuras tallo-asa cuando se transcribe el RNA. Aunque todos los ERICs incluyen esa
secuencia puede variar entre estos. Los sitios conservados estan distribuidos a los largo de de la
secuencia ERIC, pero se encuentran mas frecuente dentro de una region de simetria dada (Fig. 4).
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Figura 4. Secuencia ERIC

Los ERICs se encuentran en regiones cercanas a los genes y no correlacionan con la funcién
de una unidad de transcripcién y se encuentran fuera de los marcos de lectura abiertos y estan
siempre localizados en secuencias transcritas 0 en regiones intercistronicas de operones
policistronicos entre el promotor y el gen estructural o en secuencias 3’ no traducidas por lo que se
sugiere que los ERICs pueden estar exclusivamente localizados en regiones transcritas del genoma,
ademas pueden encontrarse en cualquier orientacidn con respecto a la direccion de la transcripcion
(Hulton et al., 1991).

Algunas de las similitudes entre las secuencias REP y ERIC observadas en E. coliy S.
Typhimurium son: (i) ambas estan localizadas en regiones transcritas no codificantes del
cromosoma, (ii) la localizacién cromosomal difiere entre especies, (iii) ambas pueden encontrarse en
cualquier orientacion con respecto de la transcripcion, y (iv) ambas incluyen una secuencia
conservada invertida repetida con potencial de formar estructuras tallo-asa. Algunas diferencias
entre REPs y ERICs: (i) las secuencias REP son mucho més cortas (33 pb comparadas con 126 bp),
(if) maltiples secuencias REP se encuentran localizados frecuentemente en cromosomas individuales
mientras que en los ERICs no ocurre asi. (iii) al menos en E. coli el numero estimado de secuencias
REP por cromosoma es al menos 10 veces mas que en ERIC.

Los elementos repetitivos intercalados pueden ser clusters en estructuras de mosaicos
complejos que incluye la combinacion de diferentes elementos repetitivos. Bacterial Interspersed
Mosaic Elements (BIME) fueron descritas (Gilson et al., 1991 a, 1991 b). Aproximadamente 500 de
esos mosaicos fueron encontrados en el genoma de E. coli Esos elementos BIME estan
conservados en otras bacterias Gram negativas tales como Klebsiella pneumoniae (Bachellier et al.,
1993). Cada BIME estaba exclusivamente compuesto por una combinacion de REPs y otros 7
elementos repetitivos.
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1.4.3. Elementos BOX

Otros ejemplos de elementos en mosaico incluyen REP-MP1 y BOX. REP MP-1 existe como
un elemento nacleo de 300-bp flanqueado por secuencias cortas repetitivas en el genoma de
Mycoplama pneumoniae (Forsyth y Geary, 1996). Estos elementos no estan relacionados con las
dos familias mas representativas de secuencias repetitivas de ADN presentes en el genoma de
Enterobacterias. Las secuencias BOX tienen el potencial de formar estructuras estables de tallo-asa
y una de esas al menos es transcrita. La mayoria de esos elementos estan localizados junto a genes
que su producto ha sido implicado en algunas de las etapas del proceso de transformacion genética
o en virulencia de S. pneumoniae. Esta localizacién indica la posibilidad que las secuencias BOX
sean elementos regulatorios compartidos por varios genes controladores, incluyendo competencia-
especificidad y virulencia-relacionada a genes (Martin et al., 1992). Las secuencias de los elementos
BOX son totalmente diferentes a las secuencias repetitivas procarioticas REP y ERIC, aunque son
similares con respecto al tamafo, niumero de copias y su potencial de formar estructuras tallo-asa
(Koeuth et al, 1995).

Los elementos BOX estan en forma modular en la naturaleza y representan el primer
elemento repetitivo encontrado en una bacteria Gram positiva, que fue Streptococcus pneumoniae
(Martin et al., 1992). Como muestra la figura 5, los elementos BOX constan de 3 subunidades box A
(59 bp), box B (45 bp) y box C (50 bp). Los elementos BOX son una combinaciéon de subunidades
repetitivas encontrandose todos presentes en el genoma de S. pneumoniae. Se demostr6 una
amplia conservacion de la subunidad box A entre diversas bacterias (Koueth et al., 1995).
Organismos no relacionados con patéogenos Gram positivos, tales como E. coli y Salmonella
Typhimurium contienen multiples copias de boxA como subsecuencias dispersas en sus respectivos

genomas.
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Figura 5. Secuencia BOX

I.5. Métodos de identificacion de Salmonella enterica
1.5.1. Identificacion microbioldgica y seroldgica

La identificacién de Salmonella se realiza comiunmente mediante el cultivo en medios
selectivos, seguido de la realizacién de pruebas bioquimicas (descritos en el punto 1.1.1), y pruebas
inmunolégicas, proceso que puede tardar de 5 a 7 dias.

La serotipificacidn constituye un complemento importante de la identificacion bioquimica y
desde el punto de vista epidemioldgico permite determinar la prevalencia de una serovariedad en
distintas zonas geograficas, también es de utilidad para el estudio de brotes y para conocer la fuente
de infeccion y las vias de transmisién. El uso de las reacciones antigeno — anticuerpo para la
serotipificacion de bacterias se basa en que los microorganismos presentan diferencias en su

constitucidén antigénica, aun entre grupos de microorganismos relacionados.

1.5.2. Identificacion genético molecular
a) Amplificacion de regiones especificas

En el caso de las técnicas genético moleculares aplicadas a la tipificacion de aislados de
Salmonella, |a especificidad de los iniciadores disefiados ha ido mejorando con el tiempo, lo que ha
originado ensayos de PCR mas selectivos. Asi, pares de iniciadores dirigidos al gen de la subunidad
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16S de RNA ribosomal, y al gen stn que codifica para la enterotoxina y al operdn del transporte de
histidina, han mostrado una alta especificidad hacia Salmonella (Ziemer y Steadham, 2003).

Esta especificidad también se ha observado con iniciadores dirigidos al gen fimY, el cual es
uno de los genes involucrados con proteinas de fimbria de la membrana extracelular (Yeh et al.,
2002). El ensayo de PCR en tiempo real con iniciadores dirigidos a distintas regiones genéticas ha
sido empleado para la deteccion de Salmonella en alimentos de origen animal, incluyendo productos
carnicos y leche (Malormy et al., 2004; Karns et al., 2005; Josefen et al., 2007). Una de las ventajas
de la PCR en tiempo real sobre la PCR convencional es la posibilidad de cuantificar la carga
bacteriana de una muestra (Malormy et al., 2008). No obstante, los protocolos en tiempo real
presentan un tiempo de ejecucidon semejante al descrito anteriormente para varios protocolos de
PCR convencional. En la actualidad, las técnicas de biologia molecular mas empleadas para el
establecimiento de diferencias genéticas entre aislados de Salmonella, son la electroforesis en geles
de campo pulsante (PFGE, por sus siglas en inglés) y aquellas basadas en el ensayo de PCR. Esta
técnica ha sido aceptada como el estandar de oro para la genotipificacion de aislados de Salmonella
por el Centro de Control de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos (Cimons, 2000) y es
recomendado por la Organizacién de la Salud para estudios epidemiolégicos de enfermedades y
brotes ocasionados por alimentos contaminados (WHO, 2008). Existen distintos trabajos que
reportan el uso de PFGE aplicado al andlisis de relaciones genéticas entre aislados de Salmonella
(Murakami et al,. 1999; Liebana et al., 2001; Perron et al., 2007). No obstante que la técnica de
PFGE ha mostrado un gran poder de discriminacién en diferentes serotipos de S. enterica, también
se han documentado casos en los que no se ha podido distinguir entre aislados del serotipo
Enteritidis (Liebana, 2002).

b) Tipificacién basada en la amplificacion de elementos repetitivos (rep-PCR)

Las técnicas de secuencias repetitivas basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa
(rep-PCR) fue introducida por Versalovic et al. (1991).

Estas técnicas pueden discriminar cepas a nivel de cepa debido a la distribuciéon de esos
elementos en los genomas de varios miembros de Eubacterias e incluyen la amplificacién de
elementos REP, ERIC y BOX. Estos métodos estdn basados en la amplificacién de las secuencias
de ADN por PCR con un grupo de iniciadores complementarios y secuencias altamente conservadas
repetitivas de ADN presentes en multiples copias en distintas posiciones intergénicas en el genoma
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de la mayoria de las bacterias Gram negativas y varias de las Gram positivas (Oliveira., et al 2007).
Estas técnicas utilizan multiples amplicones de ADN de diferentes tamanos, que contienen una
secuencia unica de un segmento cromosomal que se localiza entre las secuencias repetitivas, el
ultimo de los cuales es complementario a los iniciadores de la secuencia repetitiva (Versalovic et al.,
1991).

Los amplicones de diferentes tamafnos son separados por electroforesis generando patrones
de bandeo especificos para clonas bacterianas individuales. El proposito de las técnicas rep-PCR
es diferenciar las cepas bacterianas a partir de cantidades de muestra relativamente pequenas, una
vez que los patrones son obtenidos, la interpretacion de los resultados es conocer si las cepas estan
relacionadas clonalmente o son diferentes. En un estudio donde se compararon 4 métodos
moleculares para la diferenciacion de Salmonella sp, se encontré que la combinacién de RAPD y
ERIC ofrece un mejor poder de discriminacién de cepas de Salmonella asi que esa combinacion de
procedimientos se pueden recomendar para estudios de laboratorios no especializados ya que son
faciles de desarrollar (Lim et al., 2005).

Se han realizado diversos estudios para evaluar el poder discriminatorio de los elementos
repetitivos con el objetivo de distinguir entre serotipos mediante la realizacion los ensayos rep-PCR.
Algunos autores encuentran correspondencia entre el patrédn generado con el par de iniciadores
ERIC1R/ERIC2 y el serotipo (Van Lith y Aarts, 1994) y en otros casos no se encuentra correlacion
(Millemann et al., 1996; Burr et al, 1998). El andlisis realizado con la combinacién de los elementos
repetitivos ERIC y (GTG)s muestra que los aislados dentro de un mismo serotipo no generan el
mismo patron de amplificacion y la heterogeneidad en los patrones de amplificacién dentro de un
mismo serotipo es limitada, por lo que la combinacién de patrones ERIC/(GTG)s puede ser utilizada
en estudios epidemioldgicos para disminuir el nUmero de cepas que necesitan ser caracterizadas por
serotipos (Rasschaert et al., 2005). Weigel et al. (2004) comparan los patrones obtenidos por PFGE
con tres marcadores distintos de elementos repetitivos con la finalidad de evaluar la capacidad de
estas técnicas para detectar diversidad genética en diferentes aislados de Salmonella. En dicho
estudio encuentran que tanto la PFGE como los elementos repetitivos analizados generan patrones
de amplificacion altamente reproducibles, tanto en el nimero como en el tamafo de los fragmentos.
Los resultados de los ensayos con los elementos REP mostraron mayor variacion entre los aislados
de estudio y tuvieron un mayor poder de discriminacion. En general, varios de los trabajos citados
concluyen que tanto la rep-PCR como la PFGE, tienen un mayor poder discriminatorio que la
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ribotipificacion mediante PCR. Al comparar distintos métodos de PCR para diferenciar entre aislados
de Salmonella spp. se encontrd que el ensayo ERIC ofrecia un buen poder de discriminacién y son
relativamente rapidos de desarrollar, por lo que constituyen una herramienta util en estudios

epidemioldgicos (Lim et al., 2005).
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Il. ANTECEDENTES

La salmonelosis es una zoonosis de distribucion mundial. Se notifica con mayor frecuencia en
los paises desarrollados, ya que poseen mejores sistemas de notificacion. Es una enfermedad de
origen alimentario, porque los alimentos contaminados constituyen el principal modo de transmision.
Desde el punto de vista epidemioldgico, las infecciones por Salmonella pueden causar pequefos
brotes en la poblacion en general , sin embargo el 60-80% de los casos son esporadicos; a veces
producen grandes brotes en hospitales, jardines maternales, restaurantes por los alimentos
contaminados en su origen o con menor frecuencia durante su manipulaciéon por un portador.
Salmonella primariamente es patdgena de animales inferiores, constituyen el principal reservorio de
Salmonella no tifoidea que infectan al hombre, si bien la infeccion puede transmitirse de persona a
persona. Se ha aislado Salmonella de casi todas las especies animales, incluyendo aves de corral
(gallinas, pavos y patos), vacas, cerdos, mascotas (tortugas, gatos, perros, ratones, cobayo vy
hamsters), otros pajaros, lagartos y serpientes. Se transmite por la ingestion de alimentos
provenientes de animales infectados, incluye huevos crudos o parcialmente cocidos y sus
productos; carne y sus derivados; leche cruda y productos lacteos; agua contaminada; aves de
corral. También se han informado brotes por el consumo de frutas; jugo de frutas y hortalizas crudas
contaminadas. Otra fuente de contaminacién son los productos farmacéuticos de origen animal no
esterilizados (polvo de tiroides, hormonas pancreaticas sustancias corticoadrenales, etc). Aun que
Salmonella ha sido reconocida como causa de enfermedad intestinal por muchos anos y los
métodos de control estan bien establecidos. A pesar de esto Salmonella aparece como la primera
causa reportada de enfermedades por contaminacién alimentaria en el mundo y ocasionando brotes.
Esta bacteria tiene un impacto importante tanto en la economia como en el sector salud. En paises
en desarrollo provoca aproximadamente 22 millones de casos de fiebre tifoidea anualmente, con 220
000 muertes anualmente (Crump et al., 2004; Parry, 2004).

A la fecha, en México existen dos estudios de Salmonella en los que se evaluan las relaciones
genéticas entre aislados provenientes de distintos tipos de muestras, el primero de ellos se hizo en
cuatro estados, incluyendo Sonora, San Luis Potosi, Michoacan y Yucatén (Zaidi et al., 2008). En
dicho estudio se analizaron por PFGE, 311 aislados de S. Typhimurium, encontrando que 102 eran

comunes entre humanos y alimentos de origen animal los cuales se distribuian en 14 clusters
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Tabla 1. Jurisdicciones Sanitarias y municipios que las componen en el estado de

Michoacan
Jurisdiccidén . Cabecera
o Municipios . .
sanitaria municipal
1 Alvaro Obregén, Copandaro, Cuitzeo, Charo, Chucandiro,

Huandacareo, Indaparapeo, Maravatio, Morelia, Queréndaro, Morelia
Santa Ana Maya, Tarimbaro, Tzitzio, Zinapecuaro y La Goleta.

2 Brisefias, Cotija, Chavinda, Chilchota, Ecuandureo, Ixtlan,

Jacona, Jiquilpan, Marcos Castellanos, Pajacuaran, Purépero,
Cojumatlan de  Régules, Sahuayo, Tangamandapio, Zamora
Tangancicuaro, Tinguindin, Tocumbo, Venustiano Carranza,
Villamar, Vista Herrmosa, Zamora Y Nueva ltalia.

3 Angangueo, Aporo, Contepec, Epitacio Huerta, Hidalgo,
Huetamo, Irimbo, Juarez, Jungapeo, Ocampo, San Lucas,
Senguio, Susupuato, Tiquicheo de Nicolas, Tlalpujahua,
Tuxpan, Tuzantla y Zitacuaro.

4 Acuitzio, Ario, Caracuaro, Coeneo, Erongaricuaro, Huaniqueo,
Huiramba, Jiménez, Lagunillas, Madero, Nocupetaro,
Panindicuaro, Patzcuaro, Quiroga, Salvador Escalante,
Tacambaro, Turicato, Tzintzuntzan y Zacapu.

5 Charapan, Cheran, Gabriel Zamora, Nahuatzen, Nuevo
Parangaricutiro, Nuevo Urecho, Paracho, Periban, Los Reyes,
Tancitaro, Taretan, Tingambato, Uruapa, Ziracuaretiro y San
Juan Nuevo.

6 Angamacutiro, Churintzio, Morelos, Numaran, Penjamillo, La
Piedad, Puruandiro, Tanhuato, Tlazazalca, Yurécuaro, La Piedad
Zinaparo, Jose Sixtos Verduzco y Pastor Ortiz:

7 Aguililla, Apatzingan, Buenavista, Coalcoman, Churumuco, La

Zitacuaro

Patzcuaro

Uruapan

Huacana, Mugica, Paracuaro y Tepalcatepec. Apatzingan
8 Aquila, Arteaga, Coahuayana, Chinicuila, Lazaro Cardenas, Lé&zaro
Tumbiscatio y Guacamayas. Cérdenas

(genotipos). De manera interesante, aunque se encontraron genotipos particulares de los estados
estudiados, uno de los patrones se encontré en todos los estados, lo que habla de la capacidad de
dispersion de algunas de las clonas por todo el pais. En el caso particular de Michoacan, no se
encontraron genotipos exclusivos del Estado y el otro genotipo encontrado aqui, también se presento
en San Luis Potosi y Yucatan. El segundo estudio se hizo en alimentos que incluye la identificacién
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bioquimica, seroldgica y molecular por medio de RAPD (Amplificacion aleatoria de ADN polimorfico)
encontrandose que esta metodologia para el estudio de genotipos, fue una herramienta util en la

determinacién de los mismos, mostrando un alto poder discriminatorio (Regalado-Pineda, 2011).

58
46
19
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— .3 :
CARNES CHORIZO '
CRUDAS QUESOS —_—

COCTELES
COCIDOS

Figura 6. Numero de cepas de Salmonella enterica obtenidas en los distintos tipos de alimentos
muestreados en el estado de Michoacan, 2008 y 2009.

En el trabajo realizado por Regalado-Pineda (2011) en las distintas jurisdicciones sanitarias
del Estado de Michoacan (Tabla 1), se analizaron un total de 8 856 muestras de alimentos que
incluyen productos carnicos cocidos (carne de res, cerdo, pollo, embutidos, pescado camarén vy
pulpo) con 6 556 muestras y en menor cantidad cocteles de mariscos crudos (ostiones) con
Unicamente 102 muestras y productos lacteos con 1322 muestras.

Del total de muestras analizadas se aislaron 130 cepas de S. enterica lo cual refleja una
incidencia de 1.46% en el estado de Michoacan. De carnes crudas de res, tanto fileteadas, en trozo o
molida, se obtuvieron la mayoria de las cepas (58) seguida de muestras de chorizo (46), de los
quesos analizados, tanto de marca como artesanales, se aislaron un total de 19 cepas Unicamente
en los quesos de elaboracion artesanal en el estado. De las muestras que menor cantidad de
aislados se obtuvo fue de los productos carnicos cocidos, de los que se recuperaron 3 cepas,

mientras que de los cocteles solo se aislaron 4 cepas (Fig. 6).

La region con mayor incidencia fue la jurisdiccion 8 con la presencia del 4% del total de
muestras analizadas en esta zona, en las jurisdicciones 1, 4, 7 se observd solo el 1% de incidencia
de S. enterica para el total de muestras analizadas en cada una de éstas. Se obtuvieron 34

serotipos, el de mayor frecuencia fue Typhimurium con 16 cepas, seguido de Anatum con 15y
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Agona con 11. También se obtuvieron 20 cepas que no se pudieron serotipificar. La diversidad
genética de los aislados se analiz6 mediante ensayos RAPD observandose cinco grupos principales
y 28 genotipos, (Fig. 7). No se encontré una correlacion entre el serotipo, genotipo y el tipo de
muestra o jurisdiccion de donde se obtuvieron.
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Figura 7. Dendograma generado a partir de los ensayos de amplificacion RAPD de las gépas de S.
enterica aisladas (Regalado-Pineda, 2011).
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El andlisis de agrupamiento del serotipo mayoritario (S. Typhimurium) generé 4 genotipos
identificados como G1, G2, G3 y G4 los cuales mostraron un patrén de dispersién heterogéneo en el
estado, el genotipo G1, mostré una distribucion restringida a la regiéon norte del estado, abarcando
las jurisdicciones 1,2y 6 (Fig. 8 ).
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Figura 8. Dendograma generado en base al ensayo RAPD de los aislados del serotipo
Typhimurium. (Regalado-Pineda, 2011).

En el caso de los genotipos G2 y G4 se observd una dispersidn norte-sur, aunque con
diferencias en la presencia de algunas de las jurisdicciones. El genotipo G3 se presentd en las
jurisdicciones 1, 3 y 8. Las primeras dos adyacentes en la regién noroeste del estado, pero la tercera
distante de éstas ubicada.
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lll. JUSTIFICACION

Aunque Salmonella ha sido reconocida como causa de enfermedad intestinal por muchos
anos y los métodos de control estan bien establecidos, este patégeno aparece como la primera
causa reportada de enfermedades por contaminacién alimentaria en el mundo y ocasionando brotes.
Esta bacteria tiene un impacto importante tanto en la economia como en el sector salud.

Ademas dos cambios importantes en la epidemiologia de la salmonelosis no asociada a
tifoidea han ocurrido en la mitad del siglo XX en Europa y los Estados Unidos, la emergencia de
infecciones por alimentos con S. Enteritidis y la multiple resistencia a antibiéticos por cepas de S.
Typhimurium. Por los afnos 80 s S. Enteritidis 09,12:9.m emergi6é en los alimentos en Europa y en
América. Para 1990 en Europa y para 1993 en Estados Unidos, era el serotipo mas frecuentemente
reportado, lo cual se ha modificado en anos recientes. Es posible que algunos de estos cambios
epidemiologicos se estén también generando en México, no obstante la informacion en ese sentido
en el pais es limitada en el espacio y en el tiempo, comparado con los paises desarrollados. En
México, los estudios sobre Salmonella y su importancia en Salud Publica se han enfocado
principalmente a registrar la incidencia de ésta en casos de diarrea, asi como a distinguir los
serotipos mas frecuentes.

En los paises desarrollados, las herramientas moleculares para la tipificacién de S. enterica se
han utilizado para evaluar las relaciones genéticas entre aislados provenientes de muestras clinicas
y alimentos. En México es importante contar con herramientas genético moleculares que permitan
establecer relaciones con aislados clinicos provenientes de pacientes con procesos de infeccion,
estudiar la dinamica de la transmision de enfermedades en amplias areas geograficas, estudios de
brotes en hospitales, estudio de microorganismos nuevos 0 emergentes pero sobre todo conocer
fuentes de infeccién lo que permitiria disefar estrategias de prevencion y medidas oportunas para el
control de enfermedades infecto-contagiosas.

En Michoacan se han iniciado los estudios para la tipificacion genético-molecular de
Salmonella enterica en alimentos (Regalado- Pineda, 2011). No obstante, es necesario ampliar la
informacién obtenida utilizando diversas técnicas de analisis genético que permitan distinguir entre
aislados de S. entericay establecer las posibles relaciones entre estos, con la finalidad de hacer méas
robustas las inferencias sobre abundancia y distribucién de genotipos en el estado, establecer
patrones de dispersion, detectar brotes, identificar fuentes de contaminacién e identificar alimentos
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de alto riesgo, todos estos aspectos indispensables en estudios epidemiolégicos. Asi, dado lo
anterior, es de esperar que la informacion genético molecular generada ayude establecer
estrategias de prevencion y control de las enfermedades ocasionadas por Salmonella al ingerir

alimentos contaminados en Michoacan.
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IV. HIPOTESIS

Existe una correlacién entre los serotipos de las cepas de Salmonella enterica aisladas en el
estado de Michoacan y los genotipos obtenidos mediante el analisis de los elementos repetitivos

presente en el genoma de éstas.

V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Determinar la diversidad genética de cepas de Salmonella enterica aisladas a partir de

productos carnicos y lacteos del estado de Michoacan.

V.2. Objetivos especificos

i) Comparar la eficiencia de los elementos repetitivos de ADN (BOX, REP Y ERIC) para
diferenciar entre los aislados de S. enterica en estudio.

ii) Establecer la relacion entre la distancia genética y los serotipos de las cepas estudiadas.

iii) Determinar la relacion entre la distancia genética y la distancia geografica de las cepas de
estudio.

QFB. Elda Gabriela Vazquez Narvaez Pagina 24



Elementos Repetitivos para el Analisis de Diversidad Genética de Cepas de Salmonella
enterica Aisladas de Productos Carnicos y Lacteos del Estado de Michoacan.

VI.1. Material Bioldgico

VL. MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se utilizaron 102 aislados de Salmonella sp de las 130 cepas obtenidas de

8,856 muestras de alimentos (productos carnicos y lacteos) en el periodo 2008-2009 en el estado de

Michoacan (Regalado et al., 2010). Se eliminaron 28 cepas por contaminacion y/o falta de datos

epidemiologicos. De los 30 serotipos encontrados el de mayor frecuencia fue Typhimurium vy

Salmonella grupo “B” ambos con 13 cepas, seguido de Anatum con 12 y Agona con 9 (Tabla 2).

Tabla 2. Cepas utilizadas en este trabajo

SEROTIPO NUMERO DE SEROTIPO NUMERO DE
AISLADOS AISLADOS

Typhimurim 13 Havana 2
Serogrupo B 13 Senftenberg 1
Anatum 12 Newport 1
Agona 9 Reading 1

Vejle 7 Borismorbotficans 1

Derby 6 Mbandaka 1

Give 6 Enteritidis 1
Panama 4 Poona 1
Muenster 3 Meleagridis 1
Serotipo C1 2 Serogrupo 35 1
Montevido 2 Sinstorf 1
London 2 Serogrupo D 1
Reading 2 Saint Paul 1
Adelaide 2 Oranienbug 1
Serogrupo E1 2 Weltevreden 1
Muenchen 2
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VI.2. Extraccion de ADN genémico

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el protocolo de fenol-cloroformo (Sambrook y
Rusell. 2001) el cual se describe a continuacién. Las colonias bacterianas se crecen en LB sdlido y
se cosechan con ayuda de una espatula previamente esterilizada, se colocan en 400 pL de
regulador de lisis (Tris-HCI 100 mM pH 8.0, SDS 2%, NaCl 100 mM, EDTA 50 mM) en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL, agitando vigorosamente durante 10 min. A continuacion se agregan 400
uL de fenol-cloroformo (1:1 v/v) y se agita en el vértex durante 5 min. Se centrifugan a 1 500xg por
10 min y se transfiere el sobrenadante (fase acuosa) a otro tubo limpio. El ADN se precipita con 1
volumen de isopropanol frio incubando 10 min a -20 °C y centrifugando a 1 500xg por 10 min. El
sobrenadante se desecha y la pastilla se lava con 250 puL de etanol al 70% y se deja secar a
temperatura ambiente para finalmente resuspender en un volumen minimo de agua,
aproximadamente 20 pyL. El ARN presente en las muestras se dirigi6 con RNasa (Bio-Rad, USA)
incubando las muestras a 37°C por 1 h. La integridad del ADN obtenido se visualiza desarrollando
una electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (Sambrooh y Rusell,
2001). Las imagenes de los geles se obtuvieron empleando un fotodeocumentadir CHEMI-DOC
Molecular viewer (BIO-RAD USA). Se obtuvo una unica banda de alto peso molecular libre de ARN.

El ADN aislado se guarda a una temperatura de -20 °C hasta su utilizacion.

V1.3. Ensayos rep-PCR

V1.3.1. Ensayo ERIC-PCR

Las reacciones se llevan a cabo en un volumen final de 25 pL y contienen: buffer 10X (Tris-
HCI 20 Mm pH 8.4, KCI 50 Mm), MgCI2 1.5mM, 0.2 mM de cada deoxinucleétido (dATP, dGTP,
dCTP y dTTP), 10 pmol de cada iniciador ERIC 1R/ ERIC 2 (ATGTAAGCTCCTGGGGATTAC
/AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC), 2 U de Tag ADN polimerasa (Invitrogen, USA) y 25 ng de ADN
templado. Las condiciones de amplificacion que se utilizan para este ensayo son: desnaturalizaciéon
inicial a 95°C por 7 min; 30 ciclos de a 90°C por 30 seg, 50°C por 1 min y 65°C por 8 min; con una
extension final de 65°C por 16 min (modificado de Versalovic et al., 1991), en un Termociclador
Gene-Amp. PCR System 2700 (Applied Biosystems, USA).

QFB. Elda Gabriela Vazquez Narvaez Pagina 26



Elementos Repetitivos para el Analisis de Diversidad Genética de Cepas de Salmonella m

enterica Aisladas de Productos Carnicos y Lacteos del Estado de Michoacan.

V1.3.2. Ensayo BOX-PCR

Las reacciones se llevan a cabo en un volumen final de 25uL y contienen: Buffer 10X (Tris-HCI
20 Mm pH 8.4, KCI 50Mm), MgCI2 1.5 mM, 0.2 mM cada deoxinucleétido (dATP,dGTP, dCTP
ydTTP), 10 pmol del iniciador BOX A1R: CTACGGCAAGGCGCTGACG, 2U de Tag ADN polimerasa
(Invitrogen, USA), 25 ng de ADN templado. Las condiciones de amplificacién que se utilizan para
este ensayo son: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 30 ciclos a 94°C por 1 min, 59°C por 1
min y 65°C por 8 min, con una extension final de 16 min (modificado de Oliveira et al. 2007), en un
Termociclador GeneAmp.PCR System 2700 (Applied Biosystems, USA).

V1.3.3. Ensayo REP-PCR

Las reacciones se llevan a cabo en un volumen final de 25 ul y contienen: buffer Tris-HCI 20
Mm, pH 8.4, KCI 50 Mm), MgCI2 1.5mM, 0.2 mM de cada deoxinucleotido (dATP, dGTP,dCTP,dTTP)
20 pmol de cada iniciador (REP 1R-1: IlICGICGICATCIGGC y REP 2-1:ICGICTTATCIGGCCTAC),
2 U Tag ADN polimerasa (Invitrogen USA), 25 ng de ADN templado. Las condiciones de
amplificacion que se utilizan para este ensayo son: desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min, 30
ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C por 1 min, alineamiento a 47°C 1 min, y extensién a 65°C por 8
min, con una extensiéon final de 65°C por 16 min (modificado de Oliveira et al., 2007), en un
termocilador GeneAmp. System 2700 (Applied Biosystems, USA).

La cepa de S. Typhimurium ATCC 14028 se incluye en cada grupo de reacciones como
parametro interreaciones y cada ensayo tiene controles de reaccién negativos. Los productos de
amplificacion se corren por electroforesis en un gel de agarosa al 2.0% a 70 V/cm. Los geles se tifien
con bromuro de etidio (1.5u/mL) y se visualizan en un transiluminador UV. El tamafo de los
amplicones se determina por comparacion con un marcador de peso molecular de ADN (escalera de
IKb de, Invitrogen).

VI.4. Andlisis de los patrones de bandeo

La imagen de los amplicones en los geles se captura con un Chemidoc marca BIO RAD y se
utiliza la versién 4.5 del software “Quantity One” para la deteccion de bandas, permitiendo un 5% de
tolerancia. Una vez definidas las bandas de amplificacién el software permite la generacién de
curvas densitométricas para cada uno de los carriles del gel. Las curvas densitométricas generadas
para cada carril pueden ser sobrepuestas para comparar el patrén de amplificacién entre estos como
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un patron de picos. El software también incluye la funcién MATCH, mediante la cual una vez que se
ha completado el andlisis densitométrico permite generar una matriz binaria de 1 y 0. Adicionalmente
el software permite ajustar el porcentaje de diferencia entre el tamafo de las bandas generadas
entre carriles para considerar cuando dos bandas de diferentes carriles deben ser consideradas
como la misma. En este trabajo dicho porcentaje de tolerancia se ajustd al 5%. Todo este proceso de
andlisis permite minimizar la subjetividad que puede introducirse mediante el analisis exclusivamente
visual de los geles. Los patrones de amplificacidon obtenidos para cada uno de los ensayos REP,
ERIC y BOX-PCR, se transforman en un cédigo binario dependiendo de la ausencia o presencia de

cada banda y se asigna 0 6 1 respectivamente.

VL.5. Elaboracién de Dendogramas
A partir del cédigo binario obtenido en los diferentes ensayos se genera un dendograma

utilizando el software PAST (Hammer 2008). Con dicho paquete se calculan las distancias genéticas
mediante el algoritmo de Dice y se genera un patrén de agrupamiento mediante el criterio de Ward.
Con base en diversos trabajos de la literatura (Lim et al., 2005) se considera una similitud genética
minima del 95% para asignar un aislado dentro de un genotipo. El andlisis boostrap se realiza
mediante el mismo software utilizando 1000 réplicas.

Para determinar el poder de discriminacion de los marcadores ERIC, REP y BOX generados
en los aislados de estudio, se calcula el indice de diversidad de Simpson (D) de acuerdo a la

formula:
D=1-1/N(N-1) >n(n-1)

Como se describe en Hunter y Gaston (1988). Donde N es el No. total de individuos (cepas) y

n es el No. de cepas dentro de cada genotipo.

VI.6. Prueba de Mantel
La evaluacién de la correlacién entre la distancia genética y la distancia geografica de los

aislados de estudio se realizd la Prueba de Mantel. Para evaluar si existia correlacién entre la
distancia genética y la distancia geografica de los aislados de estudio se realizé una prueba de
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Mantel. En este tipo de analisis, se grafica la distancia genética contra la distancia geografica de
todas las combinaciones de pares de aislados. Una correlacién positiva indicaria que a medida que
aumenta la distancia geografica entre los pares de aislados comparados, también aumenta la
distancia genética. Una correlacion positiva ideal se mostraria como una recta que pasa por el origen
con un angulo de 45° con respecto a cada uno de los ejes en un grafico x (distancia genética) contra
y (distancia geogréfica). La pendiente de dicha recta tendria un valor de 1 y en el analisis de Mantel
la pendiente es considerara el factor de correlacion (R2) A medida que dicha correlacion positiva se
pierde, la recta se va “acostando” hasta ser completamente horizontal, en el caso de que no exista
ninguna correlacion entre las dos distancias medidas. Conforme la correlacion se va perdiendo el
valor de R2 se va alejando de 1. Este andlisis se realizé con ayuda del paquete estadistico GenAlex
ver 6.0 (Peakall and Smouse 2006).
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VIl. RESULTADOS

VIL.1. ADN extraido de las cepas de estudio
El ADN extraido de las 102 cepas de Salmonella fue en todos los casos de alto peso

molecular y de buena calidad (figura 9).
M 1 2 3 4 5 M

Figura 9. ADN extraido de las cepas de Salmonella enterica en estudio. Gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio que muestra los carriles: M marcador de peso molecular 1Kb Plus ADN ladder
(Invitrogen, USA); 1-5 ADN obtenido de cepas de Salmonella enterica de estudio.

VII.2. Resultados del ensayo BOX-PCR.

Los patrones de amplificacion obtenidos con el ensayo BOX-PCR, generaron un minimo de 3
bandas y un maximo de 14 bandas por cepa, con pesos que van desde los 350 pb hasta las 8Kb. En
la figura 10 se muestran algunos de los patrones de bandeo obtenidos con este marcador.
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Figura 10. Patrones de bandeo obtenidos con el ensayo BOX-PCR. Gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio que muestra carriles: M, marcador de peso molecular 1Kb Plus ADN ladder
(Invitrogen, USA); 1-18, amplicones obtenidos con el ensayo BOX-PCR de las cepas de Salmonella
enterica.

El dendograma generado con los patrones de amplificacion BOX (figura 10) muestra que las
cepas se distribuyeron en 3 grupos principales. El grupo A esta formado por 30 cepas de 17
serotipos distintos, siendo los mayoritarios Typhimurium (6), Agona (4) y Vejle (3). El grupo B
contiene 37 cepas de 17 serotipos distintos, siendo los mayoritarios Anatum (8), serogrupo “B” (5) y
Agona (5). El grupo C tiene 38 cepas de 15 serotipos diferentes siendo los mayoritarios serogrupo
“B” (6), Give (5) y Typhimurium (5). Se observa que el grupo A y C comparten el serotipo
Typhimurium, A 'y B comparten a Agona pero el grupo A es el Unico que contiene al serotipo Vejle y
el grupo C es el unico que contiene al serotipo Give. Los grupos B y C comparten al serogrupo “B”,
ademas se puede observar que a un 95% de similitud se distinguen 20 genotipos (Fig. 11).
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Figura 11. Dendograma generado a partir de los ensayos de BOX-PCR de las cepas de S.
enterica.
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El indice de discriminacion de Simpson (D) calculado de acuerdo a los resultados del ensayo
BOX fue de 0.964, lo cual indica un buen poder de discriminacion entre los aislados de la poblacién
estudiada (Tabla 3).

VII.3. Resultados del ensayo REP-PCR.

Los patrones de amplificacién obtenidos con el ensayo REP-PCR, generaron un minimo de 3
bandas y un maximo de 14 bandas por cepa, con pesos que van desde los 200 pb hasta las 10.5 Kb.
En la figura 12 se muestran algunos de los patrones de bandeo obtenidos con este marcador.
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Figura 12. Patrones de amplificacion obtenidos mediante el ensayo REP-PCR. Gel de agarosa al
2% tenido con bromuro de etidio que muestra carriles: M, marcador de peso molecular 1Kb ADN Plus
ladder (Invitrogen, USA); 1-18 amplicones obtenidos con el ensayo de REP-PCR de las cepas de
Salmonella enterica.

El dendograma generado con los patrones de amplificacion de REP (figura 13) muestra que
las cepas se distribuyeron en 3 grupos. El grupo A esta conformado por 27 cepas y 14 serotipos
distintos, siendo los mayoritarios Anatum (4), del serogrupo “B” (4) y Typhimurium (3). El grupo B
esta constituido por 37 cepas y con 20 serotipos distintos, siendo los mayoritarios Typhimurium (5),
Anatum (5), Agona (4) y Vejle (4). Al grupo C lo forman 38 cepas con 17 serotipos distintos, siendo
los mayoritarios del serogrupo “B” (6), Typhimurium (5) y Agona (5). Se observa que los grupos A, B
y C comparten al serotipo Typhimurium, mientras que el grupo A y B comparten al serotipo Anatum,
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Figura 13. Dendograma generado a partir de los ensayos de REP-PCR.

los grupos B y C comparten al serotipo Agona, pero el grupo B es el Unico con el serotipo Vejle,
ademas un 95% de similitud se distinguen 19 genotipos.
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El indice de discriminacion de Simpson (D) calculado de acuerdo a los resultados del ensayo
REP fue de 0.953, lo cual representa un valor que indica un buen poder de discriminacidén entre los

aislados de la poblacién estudiada (Tabla 3).

VIl.4. Resultados del ensayo ERIC-PCR.

Los patrones de amplificacién obtenidos con el ensayo ERIC-PCR, generaron un minimo de 3
bandas y un maximo de 13 bandas por cepa, con pesos que van desde los 50 pb hasta las 5Kb. En
la figura 14 se muestran algunos de los patrones de bandeo obtenidos con este marcador.
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Figura 14. Patrones de amplificacidon obtenidos mediante el ensayo ERIC-PCR. Gel de agarosa al
2% tenido con bromuro de etidio que muestra carriles: M, marcador de peso molecular 1Kb ADN Plus
ladder (Invitrogen, USA); 1-11 amplicones obtenidos con el ensayo de ERIC-PCR de las cepas de
Salmonella enterica.

El dendograma generado con los patrones de amplificacion ERIC (Fig. 15) muestra que las
cepas se distribuyeron en 4 grupos (A, B, C y D) el grupo A con 15 cepas y con 12 serotipos
diferentes siendo los mayoritarios Anatum (3), serogrupo “B”(2) y Agona (2), el grupo B con 35
cepas y con 20 serotipos diferentes siendo los mayoritarios Agona (5), Typhimurium (4), Vejle (4) y
Give (4), el grupo C con 27 cepas y con 15 serotipos diferentes y siendo los mayoritarios el
serogrupo “B” (5), Anatum (5) y Typhimurium (4) y el grupo D con 24 cepas y 13 serotipos diferentes

siendo los mayoritarios Typhimurium (4), serogrupo “B”(4) y Anatum (3). Se observa que los grupos
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Figura 15. Dendograma generado a partir de los ensayos de ERIC.PCR

A, C, y D comparten al serotipo Anatum y al serogrupo “B” mientras que los grupos B, C, y D

comparten el serotipo Typhimurium y los grupos A y B comparten al serotipo Agona y el grupo B es
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el Uunico que contiene a los serotipos Give y Vejle, ademas a un 95 % de similitud se distinguen 22
genotipos.

El indice de discriminacion de Simpson (D) calculado de acuerdo a los resultados del ensayo
ERIC fue de 0.959, lo cual indica un buen poder de discriminacion entre los aislados de la poblacion
estudiada (Tabla 3).

VIL.5 Resultados obtenidos de la combinacion de los ensayos de ERIC-PCR, REP-PCR y BOX-
PCR.

El dendograma generado al combinar los patrones de amplificacion de los tres ensayos
muestra que las cepas se distribuyeron en 4 grupos principales (Fig. 16). El grupo A esta formado
por 29 cepas de 14 serotipos distintos, siendo los mayoritarios Anatum (7), Typhimurium (5) y
serogrupo “B” (38). El grupo B esta formado por 14 cepas con 10 serotipos distintos, siendo los
mayoritarios serogrupo “B” (3), Give (2) y Typhimurium (2). El grupo C esta constituido por 25 cepas
con 16 serotipos distintos, siendo los mayoritarios serogrupo “B” (3), Agona (2), Typhimurium (2),
Agona (2). El grupo D incluye 31 cepas y 19 serotipos distintos, siendo los mayoritarios Typhimurium
(5), Vejle (4) y Agona (4). Se observa que los grupos A, B, C y D comparten al serotipo
Typhimurium, mientras que los grupos A, B y C comparten ademas al serogrupo “B”, el grupo A
contiene como mayoritario al serotipo Anatum y lo comparte con el grupo C, el grupo B es el Unico
con el serotipo Give y comparte al serotipo Agona con el grupo D pero es el Unico que contiene el
serotipo Vejle, ademas a un 95% de similitud se distinguen 44 genotipos. Al calcular el indice de
discriminacion considerando los patrones de amplificacién de los tres marcadores se obtuvo un valor
de D =0.984 (Tabla 3).
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Tabla No. 3 Genotipos de los aislados de Salmonella enterica

Marcador
Aislados de | Genotipos Genotipos Genotipos Genotipos
Salmonella BOX REP ERIC ERIC/REP/BOX
enterica 20 19 22 44
D=0.964 D=0.953 D=0.959 D=0.984

D. indice de Discriminacion
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Figura 16. Dendograma generado a partir de los ensayos ERIC-PCR, BOX-PCR y REP-PCR.
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VIL.6. Analisis de los serotipos mayoritarios.

Se realizd el andlisis de agrupamiento de los 3 serotipos mayoritarios excluyendo a los demas
serotipos, con la finalidad de encontrar patrones de distribucién de sus genotipos en el estado. Para
el serotipo Typhimurium con 13 aislamientos se encontraron 6 genotipos. El genotipo TyG1 se
encontr6 ubicado en la jurisdiccion 8 al sur del estado, el genotipo TyG2 en las jurisdicciones 5,1 y 8
el genotipo TyG3 en las jurisdicciones 2 y 7 ubicados al oeste de estado, el genotipo TyG4 se
encontrd en la Jurisdiccién 6 al norte del estado, el genotipo 5 en las jurisdicciones 6 y 8 y el
genotipo TyG6 en las jurisdicciones 3 y 4 al este del estado (Fig. 17). Los genotipos TyG4 y TyG5
provienen de la Jurisdiccion 6 y del mismo alimento (quesos), pero el TyG4 tiene 2 aislamientos que

son del mismo genotipo mismo alimento y misma ciudad (Tanhuato en la Jurisdiccién 6).
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Figura 17. Dendograma generado para las cepas de S. Tiphymurim. Los patrones obtenidos se
generaron calculando las distancias genéticas mediante el célculo de distancias euclidianas y con los valores
obtenidos se realizo el patrén de agrupamiento empleando al algoritmo de Ward.

Los genotipos TyG2 y TyGS se encuentran en la misma regién geogréfica (Jurisdiccion 8) pero
provienen de diferentes alimentos. Los demés genotipos estan dispersos en el estado (Tabla 4).
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Tabla 4. Cepas con relacion entre localidad jurisdiccion y tipo de alimento

SEROTIPO GENOTIPO NO. AISLADO LOCALIDAD JURISDICCION ALIMENTO
S.Typhimurium  TyG2 21 Lazaro J8 Chorizo
Cardenas
TyG5 69 Lazaro J8 Carne de
Cardenas res molida
116 Tanhuato
Queso
TyG4 127 La Piedad J6 Panela
TyG5 115 Tanhuato J6 Queso
asadero
S. Anatum AnG1 17 Morelia J1 Carne de
res
AnG3 29 Morelia J1 Carne de
puerco
AnG4 02 Morelia J1 Chorizo
AnG5 56 Morelia J1 Carne de
res
S. Agona AgG1 26 Apatzingan J7 Chorizo
AgG4 86 Apatzingan J7 Chorizo
90 Apatzingan J7 Chorizo
AgGS5 91 Apatzingan J7 Carne de
res

Para el serotipo Anatum con 12 aislamientos se encontraron 5 genotipos. El genotipo AnG1 se
encontr6 ubicado en las jurisdicciones 1 y 3 al noroeste del estado, el genotipo AnG2 en las
jurisdicciones 5y 8 en el centro y sur, el genotipo AnG3 en las jurisdicciones 7, 5y 1 en sur y noreste
del estado, el genotipo AnG4 en las jurisdicciones 1 y 3 al noreste, el genotipo AnG5 en las
jurisdicciones 6,1 y 3 al norte y sur (Fig. 18). Se puede observar que las jurisdicciones 1 y 3
comparten los genotipos AnG1, AnG4, y AnG5 y que la jurisdiccion 1 contiene a todos los genotipos
excepto al genotipo 2 pero provienen de diferentes tipos de alimentos (Tabla 4).

QFB. Elda Gabriela Vazquez Narvaez Pagina 41



Elementos Repetitivos para el Analisis de Diversidad Genética de Cepas de Salmonella m

enterica Aisladas de Productos Carnicos y Lacteos del Estado de Michoacan.

Distance

il
-87¢Ci
4L

7]
] o
1 1

9l

v9

96

@ e @06 6

illi

[
@

Figura 18. Dendograma generado para las cepas de S. Anatum. Los patrones obtenidos se generaron
calculando las distancias genéticas mediante el calculo de distancias euclidianas y con los valores obtenidos
se realiz6 el patrén de agrupamiento empleando al algoritmo de Ward.

Para el serotipo Agona con 9 aislamientos se encontraron 5 genotipos. El genotipo AgG1 se
encontrd ubicado en la jurisdiccidn 7 al sur del estado, el genotipo AgG2 en la jurisdiccién 8 al sur del
estado, el genotipo AgG3, AgG4 y AgG5 en las jurisdicciones 7 y 8 todas ubicadas al sur del estado
(Fig. 19). Como se puede observar todos los genotipos de este serotipo se ubicaron al centro-sur del
estado. Se observa que ademas comparten el mismo alimento (chorizo) y la misma localidad
Apatzingan J7 (Tabla 4).
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Figura 19. Dendograma generado para las cepas de S. Agona. Los patrones obtenidos se generaron
calculando las distancias genéticas mediante el calculo de distancias euclidianas y con los valores
obtenidos se realiz6 el patrén de agrupamiento empleando al algoritmo de Ward.

Los valores del indice de discriminacion (D) para los genotipos de los serotipos mayoritarios
oscilaron entre 0.995 en el caso del marcador BOX en las cepas del serotipo Typhimurium, y 0.998
en el caso de las cepas del serotipo Agona con los marcadores REP y ERIC (Tabla 5). La
combinacién de los tres tipos de marcadores optimiza el valor de D hasta 0.998-0.999.

Tabla 5. Genotipos de los serotipos mayoritarios

MARCADOR

SEROTIPO Genotipos Genotipos  Genotipos Genotipos
BOX REP ERIC ERIC
REP
BOX
Typhimurium 3 3 4 6
D= 0.995 D= 0.995 D= 0.997 D= 0.999
Agona 2 3 3 5
D= 0.996 D= 0.998 D= 0.998 D=0.999
Anatum 3 4 3 5
D= 0.996 D= 0.997 D= 0.996 D=0.998

D. Indice de diversidad genética
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VIL7. Correlacion entre distancia genética y distancia geografica.

Se obtuvo un primer grafico de Mantel en el cual se incluyeron las 102 cepas analizadas y la
combinacién de los tres marcadores genéticos (ERIC, BOX y REP). El grafico obtenido muestra que
no existe correlacién entre la distancia genética y la distancia geografica, generando un valor de R?
de 0.0007 (Fig. 20A). Al considerar cada uno de los marcadores genéticos de manera independiente
para el calculo de las distancias genéticas empleadas en la prueba de Mantel se obtiene el mismo

resultado, en ningun caso se observa correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica.
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Figura 20. Grafico del analisis de Mantel para las 102 cepas de estudio con los tres marcadores genéticos (ERIC,
BOX y REP). Se muestran los resultados con el valor de R® para los 102 aislados de S. enterica empleando las
distancias genéticas calculadas a partir de los resultados de amplificacion obtenidos con los tres marcadores (A) y
considerando Unicamente los resultados del ERIC (B), BOX (C) y REP (D) de manera independiente. La prueba de
Mantel se realizé considerando 9999 permutaciones.

No obstante, de manera interesante, de los tres marcadores el que presenta el valor de R mas alto
fue el marcador BOX con un valor de 0.0209 (Fig. 20 C), superior en un orden de magnitud al valor
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de R? del marcador ERIC, el cual fue de 0.0026 (Fig. 2B), y en tres érdenes de magnitud mayor al
valor de R? que se generé con el marcador REP, con un valor de 0.0009 (Fig. 20 D), siendo el mas
bajo.

Al realizar el analisis de Mantel de manera independiente con los aislados de cada uno de los
tres serotipos mayoritarios (Agona, Anatum y Typhimurium), los resultados son semejantes a los
obtenidos con todos los aislados, es decir los valores de R? en todos los casos son bajos, mostrando

la falta de correlacidon entre la distancia genética y la distancia geografica (datos no mostrados).
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VIIl. DISCUSION

En este trabajo se estudiaron 102 cepas de Salmonella enterica de muestras de alimentos
provenientes de todo el estado de Michoacan durante los afos 2008 y 2009, siendo importante
destacar el hecho de que se determind la presencia de S. enterica principalmente en alimentos
crudos de origen animal del estado de Michoacan. Este dato indica la importancia del proceso de
coccion en los alimentos, ya que en alimentos cocidos fue practicamente nulo el aislamiento de este
patdgeno.

La tipificacion genético-molecular de cepas de S. enterica aisladas de diferentes fuentes de
alimentos es importante para poder implementar medidas de prevencion y control de infecciones en
la poblacién, asi como para tener una idea mas precisa de las fuentes de enfermedades
gastrointestinales provocadas por dicho patégeno.

Uno de las observaciones iniciales que se generan del patrén de agrupamiento es que los
genotipos encontrados no separan a los aislados de acuerdo al serotipo. Los resultados encontrados
a ese respecto en la literatura son contradictorios. Por ejemplo, Van Lith y Aarts (1994), estudian 65
aislados pertenecientes a 49 serotipos empleando los iniciadores ERIC1R/ERIC2, encontrando que
los aislados de un mismo serotipo poseen el mismo patrén de amplificacion, por lo que concluyen
que dicho marcador es util para diferenciar entre serotipos. Por otro lado, Burr et al. (1998) y
Milleman et al. (1996) concluyen que no es posible diferenciar entre serotipos de S. enterica
empleando el marcador ERIC. La capacidad de diferenciacion entre aislados de distintos serotipos
usando elementos repetitivos para funcionar mejor cuando se comparan ciertos serotipos. Por
ejemplo, cuando se comparan con marcadores REP y ERIC aislados de los serotipos Typhimurium,
Enteritidis y Virchow, los patrones obtenidos permiten diferenciar entre éstos y, aun mas, se
encuentran algunos loci asociados a cepas resistentes a antibi6ticos (Bennasar et al., 2000). El
analisis rep-PCR también ha funcionado para agrupar cepas de un mismo serotipo cuando éstas
provienen de distintos tipos de muestra, aunque las cepas de los serotipos Newport, Virchow vy
Heidelberg presentan mayores distancias genéticas (Ben-Darif et al., 2010). En el caso concreto de
muestras de alimentos, Learn-Han et al. (2008) logran agrupar la mayoria de cepas estudiadas de
los serotipos Agona y Weltevreden provenientes de carne de pollo y vegetales empleando el
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marcador ERIC. El mismo resultado se obtuvo con aislados de distintos serotipos provenientes de
muestras de alimentos marinos (Bhowmick et al., 2012).

Rasschaert et al. (2005) hacen un trabajo exhaustivo para determinar la capacidad del
marcador ERIC de diferenciar entre serotipos, concluyendo que efectivamente no todos los aislados
de un mismo serotipo presentan el mismo patron de amplificacién. Sin embargo, dicho grupo de
trabajo encuentra que la heterogeneidad de los patrones de amplificacion de los aislados de un
mismo serotipo es limitada, por lo que proponen que el marcador ERIC puede ser utilizado como
método prospectivo para asignar aislados a un serotipo, siempre y cuando se use mas de una cepa
de referencia.

Existen diferentes argumentos para explicar la discrepancia entre serotipo y genotipo
empleando ensayos de rep-PCR. Por un lado se ha propuesto que algunos serotipos como el
Enteritidis son polifiléticos, de tal forma que aunque las cepas no estan filogenéticamente
relacionadas, comparten algunas caracteristicas genéticas, como los antigenos somaticos vy
flagelares (Torpdahl y Ahrens, 2004). Por otra parte, se ha sugerido que posiblemente algunos
serotipos, como el Thompson, acumulan diferencias genéticas mas rapidamente que otros, lo cual
lleva a medir distancias genéticas comparativamente mas altas entre estos cuando se utilizan
ensayos de rep-PCR (Wise et al., 2009). Adicionalmente, se ha postulado que algunas
caracteristicas genéticas pudieron haber co-evolucionado en distintos serotipos, acercandolos
genéticamente (Beltran et al., 1988).

El analisis realizado en este trabajo nos permitié evaluar tanto la diversidad genética de los
aislados de S. enterica en el estado de Michoacan, como el poder de discriminacién de los
marcadores de rep-PCR utilizados. Los patrones de agrupamiento generados mostraron 19, 20 y 22
genotipos para los ensayos REP, BOX, ERIC, respectivamente, al considerar un corte al 95% de
similitud. La combinacién de los resultados de los tres tipos de marcadores mostré 44 genotipos al
mismo nivel de corte. En relacidén al poder de discriminacion de los marcadores, medido como indice
de Simpson (D), se encontr6 un valor de 0.953 para REP, 0.959 para ERIC, y 0.964 para BOX;
mientras que para la combinaciéon de los 3 marcadores el valor encontrado fue de 0.981. Estos
valores muestran que los ensayos rep-PCR tuvieron un alto poder de discriminaciéon entre los
aislados de estudio.

Cuando se comparan los resultados generados en el presente trabajo con los reportes
encontrados en la literatura es importante considerar diferencias en el tipo de muestra(s) de
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procedencia de los aislados, el numero de aislados analizados, la cantidad de serotipos involucrados
en el andlisis y la extension geografica sobre la cual se realizd el muestreo. En relacion al andlisis
genético molecular, algunos de los factores a tener en cuenta son los algoritmos empleados tanto
para el calculo de la distancia genética como para la construccion del patron de agrupamiento, asi
como el nivel de similitud genética considerado para diferenciar los grupos genéticos de los aislados
de estudio.

Learn-Han et al. (2008) obtienen un valor de D igual a 0.7836 al analizar mediante ERIC 41
aislados del serotipo Agona y 33 del serotipo Weltevreden provenientes de carne de pollo y
vegetales, formando 10 grupos genéticos. Sin embargo, dichos valores fueron generados a una
similitud de 60%, criterio de corte significativamente mas bajo que el aplicado en este trabajo de
95%. Una posibilidad para el menor poder de resolucién encontrado en el trabajo de Learn-Han et al.
(2008), comparado con nuestros datos es la extensidn geografica sobre la cual estos muestrearon,
ya los aislados de dicho reporte fueron colectados en un radio no mayor de 20 km en tres ciudades
distintas de Malasia. EI muestreo sobre una menor distancia geografica aumenta la probabilidad de
que los aislados estén mas relacionados genéticamente, disminuyendo la capacidad de
discriminacion del ensayo ERIC.

Otros reportes muestran valores de D iguales a los generados en este trabajo con los tres
elementos repetitivos. Al analizar mediante un ensayo rep-PCR semiautomatizado 71 aislados de 21
serotipos distintos de S. enterica obtenidos de diferentes tipos de muestras (humanas, alimentos,
ambientales) provenientes de lugares no especificados del Reino Unido, se generaron 38 genotipos,
con un valor de discriminacion de 0.95 (Ben-Darif et al., 2010) a un nivel de similitud del 95%,
aunque en el caso de los aislados de los serotipos Newport, Virchow y Heidelberg, el agrupamiento
se generd al considerar similitudes mas bajas, de 84%, 90% and 89%, respectivamente. De la misma
forma, el marcador ERIC tuvo un valor de D de 0.96 a un corte de 50% de similitud en aislados de S.
enterica provenientes de muestras de alimentos marinos (Bhowmick et al., 2012).

En relacién al andlisis de los serotipos mayoritarios es interesante la observacion de que tanto
el serotipo Typhimurium como el Anatum se encuentran distribuidos por todo el estado de
Michoacan, mientras que el serotipo Agona solo se ha aislado de la regidén centro-sur del estado.
Esto puede sugerir que este Ultimo serotipo tiene una menor capacidad de dispersion dentro del
estado que los dos primeros, o bien que ha tenido menos tiempo para dispersarse dentro de
Michoacan debido a que su introduccién es mas reciente que la de los otros dos serotipos.
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En los tres serotipos mayoritarios se observa una division semejante en genotipos, en el caso
de Typhimurium los 13 aislados de dividen en 6 genotipos, mientras que en Anatum los 12 aislados
se dividen en 5 genotipos, el mismo numero en que se dividen los 9 aislados de Agona. Aunque el
namero de aislados analizados en cada caso es reducido, se puede observar, particularmente en el
caso de los serotipos Typhimurium y Anatum, una mezcla de genotipos que presentan una amplia
distribucién por el estado de Michoacan (TyG2 y AnG3), con genotipos restringidos geograficamente
(TyG6 y AnG5). Por otra parte, en los tres serotipos mayoritarios, el valor de D para los marcadores
rep-PCR oscil6, tomados independientemente o de manera conjunta, entre 0.995 y 0.999, valores
que muestran claramente el poder de discriminacion de dichas herramientas de tipificacion.

Los valores del indice de discriminacion para analizar aislados de un mismo serotipo de S.
enterica encontrados en el presente estudio son similares los reportados en la literatura para el
elemento ERIC, ya que para los otros dos elementos repetitivos practicamente no existen
antecedentes. En el Unico estudio encontrado en la literatura en el cual se comparan los tres
elementos repetitivos para discriminar entre 118 aislados del serotipo Typhimurium provenientes de
muestras de humanos y alimentos, se obtuvieron con el marcador ERIC 21 genotipos con un valor
de D = 0.948, con REP 18 genotipos y un D= 0.957, con BOX 17 genotipos un D= 0.936 (Woo y
Lee, 2006). En otro estudio, Kumar et al. (2008) analizan 18 aislados del serotipo Typhimurium
provenientes de distintas muestras de mariscos y pescado encontrando un indice de discriminacion
de 0.902.

Valores de indice de discriminacion especificos de cepas de los serotipos Agona y Anatum no
se encontraron en la literatura, pero los valores para otros serotipos no analizados en este trabajo
también, presentan valores altos y menores a nuestros valores de D, empleando el marcador ERIC.
En ese sentido, para aislados de los serotipos Rissen y Weltevreden obtenidos de mariscos y peces
se han reportado valores de 0.969 y 0.965, respectivamente (Kumar et al., 2009). En el caso del
analisis de cepas de muestras clinicas del serotipo Typhi obtenidas durante un periodo de 20 afos,
el valor de D reportado con ERIC es de 0.9821 (Nath et al., 2010).

En general, los valores del indice de discriminacion de los distintos estudios, incluido el
presente trabajo se encuentran por encima de 0.900. Es importante remarcar la observacién de que
en la mayoria de los estudios dicho poder de discriminacion es independiente del serotipo analizado,
el numero de aislados tipificados, la muestra de procedencia, el periodo de muestreo considerado.
Esto muestra la utilidad de los elementos repetitivos, particularmente el marcador ERIC, para
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diferenciar genéticamente entre aislados de S. enterica de un mismo serotipo, tanto en estudios
epidemioldgicos de brotes como en andlisis de inocuidad alimentaria.

Los resultados del presente trabajo no mostraron correlacion entre la distancia genética y la
distancia geografica de las cepas estudiadas, ni cuando se consideran los 102 aislados en conjunto,
ni cuando se analizan de manera independiente las cepas de los tres serotipo mayoritarios. Los
resultados de la prueba de Mantel junto con los patrones de agrupamiento de los dendogramas
generados sugieren que varios de los genotipos de los serotipos mayoritarios de S. enterica
encontrados en los alimentos tienen una gran capacidad de dispersion por el estado de Michoacan.

A la fecha, practicamente no existen estudios de correlacion entre distancia genética y
distancia geogréfica entre aislados de ningun serotipo de Salmonella enterica. La mayoria de los
estudios de transmision de S. enterica han sido realizados en ambientes de produccion de aves
(Kim et al., 2007), cerdos (Dorr et al., 2009) o ganado lechero (Langvad et al., 2006), los cuales no
involucran grandes distancias geograficas. En uno de estos estudios se analizan granjas en un area
de 15 km (Langvad et al., 2006) y se encuentra que un alto porcentaje de estas, entre las cuales no
ha habido intercambio de animales, comparten un genotipo del serotipo Typhimurium, por lo que se
sugiere que la transmisién puede deberse a personas, maquinaria u otro factor fisico. El personal
que trabaja en empresas relacionadas con produccion de alimentos ha sido relacionado con la
dispersion a pequena escala de S. enterica (Todd et al., 2009), por lo que la movilidad de personas
en una escala geografica mas amplia puede ser un factor de diseminacion de dicho patdégeno, lo que
puede explicar parcialmente la dispersion de ciertos genotipos en Michoacan.

Se ha documentado que Salmonella enterica es capaz de sobrevivir por largos periodos en el
ambiente de suelo y agua fuera de sus hospederos (Winfield y Groisman, 2003). Adicionalmente,
debido a que diversos serotipos de S. enterica no parecen mostrar especificidad por algun
hospedero y al hecho de que diversos animales pueden ser acarreadores asintomaticos, se ha
sugerido un ciclo de infeccion- excrecidn-infeccidn a nuevo hospedero, que permite la transmision de
S. enterica (Winfield y Groisman, 2003). Tanto la capacidad de sobrevivencia de S. enterica afuera
del tracto digestivo de los animales y el hombre, como la posibilidad de colonizar el tracto digestivo
de distintos tipos de animales silvestres, pueden ser factores que contribuyan a la dispersion de este
patdgeno a grandes distancias geograficas. En particular, se ha reportado que diversas especies de
aves silvestres pueden ser portadoras de S. enterica (Tsiodras et al., 2008).
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Otros factores de dispersion de S. enterica como el viento y las lluvias no deben ser
descartados, sin embargo, a la fecha estas variables no han sido exploradas en distancias

geograficas amplias, como las abarcadas en el presente trabajo.
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IX. CONCLUSIONES

a) De los tres marcadores, el ensayo ERIC mostrd tener un mayor poder de discriminacion entre

las cepas de estudio.

b) La combinacién de los tres marcadores (ERIC, REP, BOX) mostr6 mayor poder de

discriminacién que el analisis por separado de cada marcador.

c) Existe una gran diversidad genética significativa entre las cepas analizadas, evidenciada por
el numero de genotipos encontrados y por el valor de D calculado, tanto cuando se
consideran todos los aislados como cuando se analizan los serotipos mayoritarios.

d) Los patrones de agrupamiento por genotipos no muestran relacion con los serotipos

analizados.

e) Existe una distribucién geogréfica diferencial entre los genotipos de los serotipos mayoritarios,
ya que mientras algunos de estos se distribuyen ampliamente en Michoacan, otros muestran

mayor restriccion geogréfica.

f) No se observo correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica de los aislados

analizados.
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