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RESUMEN.

Salmonella enterica es uno de los principales agentes etiologicos de enfermedades
gastrointestinales en todo el mundo y se asocia principalmente con la ingestiéon de alimentos
contaminados, presentando altos indices de morbilidad y mortalidad. El control de Ia
salmonelosis requiere de estrategias de monitoreo que permitan la deteccion temprana y la
tipificacion adecuada del agente causal. La mayoria de los estudios epidemiolégicos sobre
Salmonella en México y en especial en el estado de Michoacdn, sélo reportan la incidencia y los
serotipos presentes. Una herramienta molecular muy util en el estudio de poblaciones
bacterianas es la caracterizaciéon por Multi Locus Sequence Typing (MLST), técnica que incluye
la amplificacion y secuenciacidon de fragmentos de genes de mantenimiento (housekeeping)
cuyos productos se encuentran involucrados en funciones celulares esenciales. Esta técnica
permite la determinacién de las relaciones filogenéticas entre cepas, asi como una visualizacidon
global de la distribucion de los principales complejos clonales en una poblacién analizada,
trazando procesos de dispersién. Los objetivos del presente trabajo fueron determinar las ST
de cepas de Salmonella enterica aisladas de productos carnicos y derivados lacteos del estado
de Michoacdn, comparar los perfiles alélicos obtenidos con los de cepas analizadas con los de
otros paises y asignar a un serogrupo y grupo clonal, las cepas no asignadas mediante
serotipificacion convencional. Se utilizaron 72 cepas de los serotipos Typhimurium (12), Anatum
(16), Agona (13) y 31 cepas no asignadas a un serotipo por métodos convencionales, aisladas de
carne y productos lacteos del estado de Michoacan colectadas durante el periodo 2008 - 2011.
Se encontraron 20 ST diferentes y 2 ST no determinadas con una amplia distribucién geografica
mundial asi como su persistencia en una amplia variedad de hospederos y contaminando varios
alimentos y muestras de medio ambiente. Se logré asignar serotipos a algunos aislados que sélo
se encontraban confirmados a nivel de serogrupo, asi como un grupo clonal Para el caso
especifico de México se encontraron dos ST previamente reportadas y los drboles de minima
expansiéon como los grupos eBG formados con las ST de los aislados de S. enterica aqui
estudiados, sugieren que la ST19 puede ser la fundadora original de la poblacion estudiada para

Michoacan.
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1. INTRODUCCION

1.1 El género Salmonella

1.1.1 Generalidades

Los miembros del género Salmonella son bacilos Gram negativos de tamafio 0.7 — 1.5 x
2.5 um pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, son anaerobios facultativos, no forman
esporas, bioquimicamente se caracterizan por no fermentar lactosa y por la produccion de
acido a partir de glucosa, son oxidasa negativo, catalasa positivo, indol y Voges-Proskauer
negativo, citrato de Simmons positivo, lisina y ornitina descarboxilasa positivo. También son

capaces de reducir los nitratos a nitritos (Bergey, 2000; Hawley, 2004).

1.1.2 Nomenclatura

El género Salmonella comprende a las especies S. bongori y S. enterica,
reconociéndose seis subespecies de esta ultima (Tindall et al., 2005). Las especies de Salmonella
se han dividido en distintos serotipos, establecidos con base en las diferencias en la porcién de
polisacarido de la capa de lipopolisacarido (antigeno O) y la porcidn de filamento del flagelo
(antigeno H) presentes en la superficie celular de la bacteria (Voogt et al.,, 2002). En la
actualidad se han descrito mas de 2, 500 serotipos de Salmonella, encontrandose el 99% de
estos dentro de la especie S. enterica, la cual contiene la mayoria de serotipos que son

patégenos de humano (Popoff et al., 2001).

Figura 1. Antigenos somaticos y flagelares de Salmonella enterica (Tomado de Caffer 2001)

UMSNH Laboratorio de Genética Molecular Microbiana 1
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1.1.3 Epidemiologia y Patologia

Un alto porcentaje de las enfermedades diarreicas son originadas por alimentos
contaminados, aunque las estimaciones de enfermedades ocasionadas por alimentos
contaminados son dificiles de realizar debido a distintas circunstancias, entre las que se
encuentran las diferencias para definir una enfermedad diarreica aguda en distintos estudios, el
hecho de que la mayoria de este tipo de padecimientos no son reportadas a los sistemas de
salud publica y debido a que pocas enfermedades pueden ser ligadas con seguridad a la comida
ingerida (WHO, 2008). Uno de los agentes patdégenos comuinmente asociados a alimentos
contaminados es Salmonella spp. (WHO, 2008). La salmonelosis puede manifestarse mediante
distintos sindromes que incluyen gastroenteritis, bacteremia, fiebre tifoidea e infecciones
localizadas en ciertas areas del cuerpo (Darwin y Miller, 1999). La fiebre tifoidea es una
manifestacion Unica de enfermedad asociada con infeccidn por S. enterica serotipo Typhi. La
manifestacion mas comun de salmonelosis no tifoidea es una gastroenteritis de leve a
moderada, con presentacién de diarrea, dolor abdominal, vémito 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 normalmente pueden remitir en
un lapso de 2 a 7 dias, se puede desarrollar septicemia e infecciones invasivas de d6rganos,
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 nifos, los adultos mayores y las personas inmunocomprometidas, las cuales requieren
de terapia antimicrobiana para superar la enfermedad (Benenson 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 a que en diversas
partes del mundo se ha vuelto mas frecuente. En los Ultimos 25 afos el serotipo Enteritidis se
ha vuelto predominante en el hemisferio Oriental y Europa, debido en gran parte al consumo
de alimentos contaminados de origen animal, que incluyen pollos y huevos (WHO, 2002).
Diversos factores han sido enumerados para que la salmonelosis, junto con otras enfermedades

infecto-contagiosas, represente aun un riesgo para la salud y sea considerada como

UMSNH Laboratorio de Genética Molecular Microbiana 2
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enfermedad emergente por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2002). Entre estos
factores se encuentran la globalizacion del trafico de alimentos y la introduccion accidental de
patdégenos en nuevas areas geograficas. También se han considerado los cambios asociados a
las poblaciones microbianas, lo que permite que surjan cepas mas virulentas y con resistencia a
antibidticos, o con la capacidad de sobrevivir a condiciones adversas (Gutiérrez-Cogco et al.,
2000).

Otro factor importante es la movilidad internacional de personas expuestas a
patdgenos, por ejemplo, se estima que cerca del 90% de los casos de salmonelosis que se
presentan en Suecia son importados de viajeros que fueron a lugares con alta incidencia del
patégeno. Los cambios en la poblacién humana, incluyendo modificaciones en la edad de la
poblacién, la alimentacién deficiente y otras enfermedades como las infecciones por VIH,
ocasionan una mayor susceptibilidad a infecciones por Salmonella y otras bacterias patégenas.
En el caso de los paises en vias de desarrollo como México, los nifios con alimentacion
deficiente son una poblacidon mads susceptible a las enfermedades transmitidas por alimentos.
Los cambios en el estilo de vida son otro factor que favorece la transmision de salmonelosis por
alimentos, debido al incremento en el consumo de comida rdpida en lugares con escasas
condiciones de higiene.

Un estudio realizado en el 2011 reporta la incidencia de serotipos que causan
salmonelosis en diferentes regiones del mundo. Los serotipos que frecuentemente se
identifican en alimentos contaminados con Salmonella son los serotipos Typhimurium y
Enteritidis. Para la regién de Africa los 5 serotipos mayormente aislados son: Enteritidis,
Typhimurium, Livingstone, corvallis y Tiphy. Para Asia, los serotipos Enteritidis, Weltevreden,
Typhi, Stanley y Typhimurium son los 5 serotipos mas frecuentemente encontrados. Para la
region de Europa, son los serotipos, Enteritidis, Typhimurium, Hadar, Virchow e Infantis, para
Norteamérica, Typhimurium, Enteritidis, Newport, Heidelberg y Javiana. En Oceania son los
serotipos, Typhimurium, enteritidis, Virchow, Saintpaul e infantis. Por ultimo, en Latinoamérica
los 5 serotipos mayoritariamente aislados son: Enteritidis, Typhimurium, Typhi, Agona y

Paratyphi B (Hendriksen et al., 2011).
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En México, los estudios sobre Salmonella y su importancia en 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 encontré que el serotipo mas
comunmente encontrado en los pacientes ingresados a los servicios de salud publica sin
distincién de edad, fue Typhimurium, mientras que el serotipo menos frecuente fue Ohio
(Gutiérrez-Cogco et al., 2000). Estudiando una poblacién de 300 nifios que cursaban un cuadro
de diarrea, se encontrd que Salmonella enterica estaba asociada a un 53.5% de casos de nifios
menores de 12 afos, sola o en combinacidén con otros enteropatdgenos (Paniagua et al., 2007).
En dicho estudio, los serotipos encontrados con mayor frecuencia fueron Ohio (28.3%),
Typhimurium (16.3%), Infantis (8%), Anatum (0.6%) y Newport (0.3%). En uno de los estudios
mas amplios realizados en Meéxico, en el que se incluyeron 4 estados con distintas
caracteristicas socioeconémicas (Sonora, San Luis Potosi, Michoacdn y Yucatdn) se aisld
Salmonella del 12.3% (2, 893 muestras) de nifios menores de 6 afios con cuadro de diarrea y del
5.3% de nifios asintomaticos (6, 685 muestras) (Zaidi et al., 2008). Los serotipos mads
comunmente aislados de niflos con padecimiento gastrointestinales fueron Typhymurium
(22.2%) y Enteritidis (14.5%), encontrandose en menor proporcién también los serotipos
Agona, Muenchen, Oranienburg, Anatum, Newport y Meleagridis. El serotipo mas abundante
en carne de res fue el Anatum (17.7%), seguido del Meleagridis (13%). En este mismo estudio se
encontrd una alta incidencia de contaminacion de carne de vaca por Salmonella (21.3%-36.4%)
al analizar 1, 733 muestras de carne en expendios de venta al menudeo.

En el caso del estado de Michoacan, la prevalencia de contaminacién por Salmonella
en carne de bovino fue del 16%, encontrandose un 5.8% de prevalencia de la bacteria en casos
de nifios con episodios de diarrea y de aproximadamente 2% en muestras de nifos
asintomaticos. En particular, los serotipos mas frecuentemente aislados de carne de res en el
estado de Michoacdn son Typhimurium (34.1%) y Derby (24.4%), seguidos del Anatum (9.8%),
mas otros 11 serotipos en menor proporcion. En total, se han detectado 24 serotipos distintos
contaminando carne de cerdo, res y pollo en el estado de Michoacan (A. Figueroa, Laboratorio

Estatal de Salud Publica, comunicacidn personal).
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1.1.4 Identificacion de Salmonella

La deteccién de Salmonella en alimentos se realiza cominmente mediante el cultivo
en medios selectivos, seguido de la realizacidn de pruebas bioquimicas, proceso que puede
tardar varios dias. Estas técnicas tradicionales han sido complementadas con el uso de ensayos
de amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR) que permiten la tipificacion genético-
molecular de Salmonella empleando iniciadores selectivos o especificos para la amplificacion de
diversas regiones genéticas. La especificidad de los iniciadores disefiados ha ido mejorando con

el tiempo, lo que ha originado ensayos de PCR mds selectivos (Ziemer y Steadham, 2003).

1.2 Tipificacion genético- molecular de bacterias

Las técnicas moleculares que analizan propiedades o polimorfismos genéticos en los
microorganismos han ampliado notablemente el campo de la tipificacion en microbiologia. La
mayor ventaja de estos métodos radica en la estabilidad de los marcadores genéticos utilizados
y en la posibilidad de aplicarlos universalmente a distintos géneros y especies de
microorganismos.

Los marcadores genético-moleculares se han definido como una secuencia de ADN que
puede o no codificar para una funcidén que por herramientas moleculares se puede identificar y
observar variaciones en un organismo (Srivastana and Mishra., 2009). La identificacion y
caracterizacion de marcadores genético- moleculares ha tenido aplicacion en diferentes
campos y su disponibilidad ha mejorado nuestro conocimiento sobre la patogénesis e historia
natural de ciertas infecciones; la deteccién de brotes y epidemias; la identificacién de
reservorios y de mecanismos de transmisién de patdgenos; el disefio de medidas de control de
propagacion de la infeccion, y la evolucidn genética de poblaciones microbianas (Dominguez et
al., 2005).

En todas estas aplicaciones el objetivo de los marcadores moleculares es el de definir la
relacion existente, clonal o no, entre los aislamientos estudiados. El término clona o grupo
clonal en epidemiologia hace referencia al grupo de aislamientos relacionados por el hecho de
descender de un ancestro comun, esto es, por formar parte de una cadena de replicacion y

transmisién. Las cepas relacionadas provienen, pues, de la expansién clonal de un precursor
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Unico y poseen un nivel de similitud entre sus genotipos y fenotipos significativamente superior
al que se encontraria entre aislamientos no relacionados de la misma especie seleccionados
arbitrariamente (Ruiz y Moreno., 2005). En este trabajo se utiliza la definicion de cepa como
variante fenotipica de una especie que en conjunto comparten al menos una caracteristica,
mientras que aislamiento se considera como un conjunto de microorganismos que se
encuentran en un cultivo puro.

Se han implementado diversas técnicas para obtener marcadores genético moleculares,
gue presentan varias ventajas y desventajas de su empleo en estudios epidemiolégicos, éstas
técnicas se dividen en dos grandes tipos, aquéllas no basadas en la amplificacién mediante PCR

y aquéllas que si estan basadas en dicha amplificacién (Winokur, 2003).

1.2.1 Técnicas que no se encuentran basadas en la reaccion de PCR

El andlisis mediante la técnica de ribotificacidon estd basado en la deteccién y andlisis de
la subunidad ribosomal 16s del RNA. Consiste en el tratamiento del DNA con enzimas de
restriccion seguido de la separacion de los fragmentos por electroforesis transfiriéndolo a una
membrana de nylon, posteriormente se realiza la hibridacién con una sonda del gen de RNA
ribosomal, detectandose asi las diferencias en los patrones de hibridacion. Actualmente, ésta
técnica puede ser realizada haciendo uso de la amplificacion del gen de la subunidad 16s por
PCR, y los productos amplificados pueden visualizarse realizando una electroforesis en geles de
agarosa (Bouchet et al., 2008).

Otra técnica es la técnica de PFGE la cual ha sido aceptada como el estdndar de oro para
la genotipificacion de aislados de Salmonella por el Centro de Control de Enfermedades (CDC)
de Estados Unidos (Cimons, 2000) y es recomendada por la Organizacién Mundial de la Salud
para estudios epidemioldgicos de enfermedades y brotes ocasionados por alimentos
contaminados (WHO, 2008). Esta técnica consiste en la macrorrestriccién del DNA con enzimas
de restriccion de corte poco frecuente generdndose de 20 a 30 fragmentos en el orden de las
megabases, estos fragmentos son separados por electroforesis sometiéndolos a dos campos
eléctricos de distinta orientacion, de esta manera, se obtiene un patrén de bandeo, el cual es

interpretado bajo varios criterios. (Ribot et al., 2006). Existen distintos trabajos que reportan el
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uso de PFGE aplicado al analisis 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 ha podido distinguir entre aislados del

serotipo Enteritidis (Boxrud et al., 2007; Goering RV, 2010).

1.2.2 Técnicas basadas en la reacciéon de PCR

Existe una gran diversidad de técnicas para la tipificacion de aislados de Salmonella
enterica que se encuentran basadas en la PCR, por mencionar algunas de ellas: la amplificacion
de fragmentos de ADN polimérficos (AFLP) (Giammanco et al., 2007), la amplificacion de ADN
polimérfico al azar (RAPD) (Regalado., 2010), el analisis de elementos repetitivos que incluyen a
los ensayos de ERIC (secuencias consenso repetitivas intergénicas de enterobacterias), REP
(secuencias palindromicas repetitivas extragénicas) y BOX (elementos mosaico repetitivos)
(Sharples y Lloyd., 1990; Stern et al., 1984; Martin et al., 1992 ). Los AFLP combinan las ventajas
de las enzimas de restriccién con el analisis por PCR. Utilizan varios sitios de restriccién a lo
largo del genoma para poder definir diversidad genética entre aislados (Mueller vy
Wolfenbarger, 1999). Los RAPD’s son marcadores que amplifican aleatoriamente segmentos de
ADN. (Williams et al., 1990). En la PCR el iniciador se hibrida a lo largo del genoma en
secuencias homdlogas tanto en sentido 5'como 3°, permitiendo amplificar fragmentos de
distintos tamafios. Como resultado se obtienen multiples amplicones de distinto peso
molecular y esto nos permite distinguir un patrdn tipico para cada cepa (Busch y Nischko,
1999). Los productos de amplificacion son separados por electroforesis en geles de agarosa y
los patrones de bandeo son utilizados para identificar la relacion entre distintas cepas
bacterianas (Franciosa et al., 2001; Abdelhalim et al., 2009). Es una técnica relativamente facil
de implementar que no necesita conocimiento previo de la secuencia de ADN que se va a
analizar. Los productos de amplificacidn obtenidos son el resultado de un “mapeo” realizado a
lo largo de todo el genoma. Ademas, es una técnica de bajo costo, se requiere poca cantidad de
ADN en comparacién con otras metodologias, y es capaz de identificar altos niveles de

polimorfismo que nos ayudan a encontrar diferencias intra e interespecifica en bacterias (Ruiz
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et al., 2008; Abdelhalim et al., 2009). Sin embargo, una de las principales criticas realizadas al
ensayo RAPD ha sido su falta de reproducibilidad, debido a que pequefios cambios en los
reactivos utilizados o a la variacién en las condiciones de amplificacion pueden alterar la el

patron de amplificacién obtenidos (Meunier y Grimont, 1993; Micheli et al., 1994).

La tipificacidn basada en el andlisis de elementos repetitivos pueden discriminar cepas a
nivel de subespecie debido a la distribucién de esos elementos en los genomas de varios
miembros de Eubacterias e incluyen los ensayos de REP-PCR (secuencias palindromicas
repetitivas  extragénicas), ERIC (secuencias consenso repetitivas intergénicas de
enterobacterias), y BOX (elementos mosaico repetitivos). 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 de la mayoria de las bacterias Gram negativas y
varias de las Gram positivas (Dias et al., 2007).

En la actualidad, las técnicas de biologia molecular mas empleadas para la
diferenciacion y el establecimiento de relaciones genéticas entre aislados de Salmonella son la
electroforesis en geles de campo pulsante (PFGE) y aquellas basadas en el ensayo de PCR. De
particular interés para este trabajo, la genotipificacién de aislados de Salmonella mediante la
tipificaciéon de Secuencias Multi Locus (Multi Locus Sequence Typing, MLST, por sus siglas en
inglés) que se considera como una herramienta que provee un alto poder de discriminacion y
una poderosa capacidad de analisis de los datos requiriendo una minima interpretacion
humana (Kotetishvili et al., 2002).

Los marcadores moleculares anteriormente mencionados poseen distintos poderes de
resolucidn, por ejemplo, la amplificacion de secuencias repetitivas y la amplificacién de ADN
polimdrfico amplificado al azar, poseen menor poder de resolucion comparado con el poder de

resolucion que posee la secuenciacion del ADN (Fig. 2)
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Figura 2 . Poder de resolucidon de diferentes técnicas para obtener marcadores moleculares

_Por otro lado, dichos marcadores poseen diferente poder de discriminacién (capacidad de un
método de distribuir las cepas en el mayor nimero de grupos). Un indice de discriminacién
para los métodos de tipificacién se describe sobre la base de la probabilidad de que dos cepas
no relacionadas estén caracterizadas con el mismo tipo. Este indice se puede utilizar para
comparar los métodos de tipificacion y seleccionar el mas discriminatorio (Hunter y Gaston.,

1988)

1.2.3 Tipificacion por secuenciacion Multilocus: Multi Locus Sequence Typing (MLST).

Es una técnica genética para la caracterizacion taxondmica de bacterias, desarrollada y
disefiada para identificar clonas y/o lineas clonales. El procedimiento caracteriza muestras de
especies microbianas mediante el uso de secuencias de ADN de fragmentos internos de varios
genes de mantenimiento (housekeeping, en inglés). EI MLST es un marcador molecular de
aplicacion en epidemiologia global o a largo plazo (identificaciéon de grupos poblacionales con

independencia de pequefias variaciones que puedan surgir geografica y/o temporalmente),
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aunque ha sido ocasionalmente utilizado para dar respuesta a interrogantes planteados en
epidemiologia local o a corto plazo, como caracterizacion de brotes, reinfecciones y/o fallos
terapéuticos, entre otras (Dominguez et al., 2005).

En general, regiones especificas de los genes analizados son responsables de la mayor
parte de la variabilidad observada, mientras que el resto del locus presenta un alto grado de
conservacion. Este hecho ha permitido definir en el desarrollo del andlisis mediante MLST que
es suficiente analizar solo un fragmento interno de entre 450-500 pb de cada gen. Asi, el nivel
de variabilidad combinado entre los genes analizados proporciona un alto grado de
discriminacion y permite reducir el nimero de loci o genes analizados. Asi mismo, la
secuenciacion permite detectar variantes que suponen tan sélo un cambio en una base en el
gen analizado, de forma que se calcula que encontrando una media de 30 alelos diferentes por
locus, y estudiando tan sélo 7 genes, se podrian distinguir hasta 30’ genotipos diferentes. Esta
circunstancia ha llevado a consensuar 7 cdmo el nimero de genes que se considera adecuado
para el analisis por secuenciacién de los fragmentos seleccionados (Dominguez et al., 2005).

La técnica de MLST ha sido utilizada para la caracterizacion genotipica de varias especies
de bacterias patdgenas de humano como Neisseria meningitidis (birtles et al., 2005),
Streptococcus pneumonie (Dunne et al.,, 2011), Staphylococcus aureus (Lamers et al 2011),
Vibrio cholerae ( Lee et al., 2006), Listeria monocytogenes (Wang et al., 2012), Escherichia coli
078 (Adiri et al., 2003) vy recientemente Campylobacter jejuni (Nielsen et al., 2009). Dicha
herramienta ha sido utilizada ademas para la caracterizacién genotipica de cepas de Salmonella
enterica pertenecientes a distintos serotipos (Fakhr et al., 2005; Kidgell et al., 2002; Ikumapayi
et al., 2007; Hughes et al., 2010).

Para el analisis mediante MLST en aislados de Salmonella enterica, se recomienda el
esquema de 7 loci (Fig. 3, Tabla 1). Dichos genes codifican para proteinas con diferentes
funciones dentro de la célula como por ejemplo, la biosintesis de aminoacidos, la sintesis de
metabolitos intermediarios del metabolismo basal y la replicacion del ADN , estos se expresan
de forma constitutiva en todas las células y son necesarios para el funcionamiento y la

sobrevivencia celular (Riley, 1993; Gil et al., 2004).
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Figura 3. Localizacion genomica de los genes de mantenimiento o housekeeping empleados en el analisis
mediante MLST en Salmonella enterica Clave: hemD, gen uroporfirinégeno Ill cosintasa; dnaN, gen DNA
polimerasa Ill subunidad beta; thrA, gen aspartocinasa homoserina deshidrogenasa; purk, gen fosforribosil
aminoimidazol carboxilasa; sucA, gen alfa cetoglutarato deshidrogenasa; hisD, gen histidinol deshidrogenasa ;

aroC, gen corismato sintasa.

Tabla 1. Esquema de genes de mantenimiento para el anadlisis por MLST en Salmonella

enterica
PROTEINA GEN FUNCIONES
Biosintesis de pequefas moléculas
Aspartocinasa homoserina thrA Regulacion de la biosintesis de Treonina e
deshidrogenasa Isoleucina
Fosforribosil purk Biosintesis de novo de nucleétidos de purina

aminoimidazol carboxilasa

Histidinol deshidrogenasa hisD Biosintesis de Histidina

Corismato sintasa aroC Biosintesis de aminoacidos aromaticos

Fenilalanina, Tirosina y Triptéfano

Uroporfirinogeno Il hemD Sintesis de Grupo hem y porfirinas
cosintasa

Metabolismo central intermediario

Alfa Cetoglutarato SucA Cataliza la carboxilacidn oxidativa de a-
deshidrogenasa cetoglutarato

Metabolismo de macromoléculas
DNA polimerasa lll dnaN Sintesis y modificacién del DNA. Replicacidn,
subunidad beta restriccién, modificacidn, recombinacién y

reparacion del DNA
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a) Asignacion de alelos y ST

Existe una base de datos disponible en internet para la caracterizacién genotipica por MLST
en aislados de Salmonella enterica que consiste en comparar las secuencias de ADN de los
genes de mantenimiento para asignar alelos y ST, esta base de datos se encuentra a cargo del
Instituto de Investigacion ambiental (ERI) de la Universidad de Cork Irlanda, en el sitio web:

http://mlst.ucc.ie/mlist/mist/dbs/Senterica/. Hasta la fecha (14 de agosto del 2013) se

encuentran registradas 1793 ST diferentes de un total de 6094 ST depositadas e incluye
informacién de cada uno de los aislados ahi depositados como por ejemplo: serotipo, fagotipo,

complejos clonales, afio de aislamiento, region geografica, detalles del hospedero, etc.

1.3 Epidemiologia molecular de S. enterica empleando MLST

Kotetishvili et al., (2002) fueron los primeros que emplearon un ensayo de MLST basado
en 4 genes (16S RNA, pduF, ginA, y manB) para discriminar tanto entre serotipos como entre
cepas de origen clinico y ambiental. El ensayo MLST mostré un mejor poder de discriminacién
gue el PFGE sobre las cepas analizadas. El analisis de los genes manB, gInA y pduF mediante
Splitstree encontré que los origenes evolutivos de estos genes son distintos y que han estado
sujetos a recombinacién. El primer ensayo de MLST basado en un esquema de 7 genes de
mantenimiento (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA y thrA) fue realizado por Kidgell et al.
(2002). Los genes empleados se eligieron del genotipo de una cepa del serotipo Typhi debido a
gue se encuentran dispersos a lo largo de todo el cromosoma, a que son genes circundantes
tienen funciones conocidas y a la ausencia de presidn selectiva en el proceso de diversificacion.
El estudio mostréd una composicidon altamente clonal en el serotipo Typhi debido a la
identificacion de solo tres ST en una coleccién de 26 aislados. El uso de mediciones de reloj
molecular basado en dos polimorfismos de nucledtidos sindnimos en los aislados analizados
permitié estimar en 50, 000 afios la separacion del serotipo Typhi del resto de serotipos de S.
enterica, con un rango entre 15, 000 y 150, 000 afios.

Después de estos dos reportes pioneros se desarrollaron esquemas de MLST que

presentaron variantes en el nimero y tipo de genes empleados en el ensayo. La inclusion de los
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genes pefBy fimH de fimbria y de virulencia hilA incrementd el poder de discriminacién entre
aislados del serotipo Typhimurium (Foley et al., 2006).

Otro esquema desarrollado empleando 7 genes de mantenimiento y virulencia distintos a los
empleados previamente (panB, fimA, acek, mdh, icdA, manB, y spaN) (Sukhnanand et al., 2005)
mostré un alto poder discriminatorio. En este estudio se documentd por primera vez que
dentro de una misma secuencia tipo se podian encontrar aislados de serotipos diferentes o,
dicho en otros términos, que habia serotipos polifiléticos y otros monofiléticos. Este mismo
trabajo propone la reduccién de 7 genes al uso de los tres genes con mayor variaciéon (manB,
fimA, mdh) para realizar el analisis de MLST con buenos resultados. Este ultimo esquema de
MLST basado en tres genes (fimA, manB, y mdh) fue utilizado para analizar 335 aislados de S.
enterica de muestras de humano y bovino, dividiendo a los aislados de estudio en 72 ST, 7 de
las cuales agrupaban a cepas de distinto serotipo. Se encontraron tanto ST compartidas como
especificas de cada uno de los hospederos analizados (Alcaine et al., 2006.). Dicho estudio
también mostré que las cepas del serogrupo 4,5,12:i:— estudiadas estan filogenéticamente
relacionadas con las del serotipo Typhimurium, y que las cepas del serotipo Newport estaban
divididas en dos lineas evolutivas independientes, cuyas frecuencias difieren entre los
hospederos estudiados. Algunos de los aislados mostraron dos copias del gen manB vy
deleciones en el gen fimA, cambios posiblemente relacionados con vias de rapida
diversificacién en moléculas de superficie.

La combinacién de dos genes de mantenimiento con dos genes de flagelina (fliC y fIjB)
desarrollado posteriormente por Tankouo-Sandjong et al. (2007) mostré un gran poder de
discriminacion, encontrandose una ST/1.23 aislados analizados; dicho valor fue superior al
reportado por los trabajos de Sukhnanand et al. (2005) de una ST/2.64 aislados y Kidgell et al.
(2002) de una ST/2.2. También se han empleado genes de profagos para el ensayo MLST en
aislados del serotipo Typhimurium, con mejores resultados de discriminacion que el ensayo
convencional de 7 genes de mantenimiento (Ross et al., 2005). El estudio de Tankouo-Sandjong
et al. (2007) muestra la transferencia horizontal y eventos de recombinacién del gen fliC entre
distintos serotipos, asi como el origen polifilético de distintos serotipos, en concordancia con

estudios previos.
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El esquema de MLST de 7 alelos ha permitido evaluar a nivel global la expansién de la
resistencia a antibiéticos mediada por integrones en S. enterica, deteminando que tanto la
expansion clonal como la transferencia horizontal juegan un papel importante en dicho
fenémeno (Krauland et al., 2009).

Una opcién que se ha ensayado con buenos resultados es la combinaciéon de MLST con
otras técnicas de tipificacién, por ejemplo, se ha reportado que la combinacién del andlisis de
dos genes de virulencia (ssel y fimH) con dos loci CRISP provee de un poder de discriminacion
elevado para aislados del serotipo Enteritidis, diferenciando aislados de un brote y clonas de
otros serotipos (Liu et al., 2011)

En el Unico reporte para México de analisis de aislados de Salmonella enterica mediante
MLST, Wiesner et al. (2009) analizan 114 aislados del serotipo Typhimurium obtenidos de
alimentos carnicos e intestinos animales, asi como de heces de humanos sanos y con cuadro
clinico de diarrea, provenientes de cuatro estados distintos, incluido Michoacdn; 66 de estos
son analizados mediante el esquema de 7 genes y 48 mediante el esquema de tres genes. En
dicho trabajo se encuentran tres nuevos alelos para los genes housekeeping analizados, los
cuales fueron denominados purt70, purE110 y sucAl144. Los aislados se distribuyeron en 4 ST,
las cuales fueron ST19, ST213, ST302 y ST429. De manera interesante, al momento del estudio
se encontré que la ST429 estaba presente solo en México (Unicamente en Michoacdn) y
Zimbawe, y que las ST213 (Michoacan, Sinaloa, Yucatdn, San Luis Potosi) y ST302 (Sonora) se
encontraban exclusivamente en México. La ST19 presenta una amplia distribucién geogréfica a
nivel global. Las ST19 (n=41) y ST213 (n=68), fueron los genotipos mdas abundantes, estando
presentes en todos los estados analizados durante todo el periodo de muestreo que abarcé el
periodo 2000 al 2005. Un hallazgo importante fue que la ST213 predominaba en muestras de
alimentos animales mas que en muestras clinicas humanas y que dicho genotipo modifico su
abundancia, incrementando del afio 2000 al 2005 en la mayoria de los estados analizados y
volviéndose el genotipo mds frecuente hacia el final del estudio en todas las areas, indicando
un reemplazo de la ST19, la cual habia sido el mas abundante al inicio del estudio. Por otra

parte, los resultados muestran una estrecha correlacion entre las ST y la presencia de
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elementos genéticos de resistencia o virulencia. Asi, el plasmido portador de genes de
virulencia pSTV fue encontrado Unicamente en las ST19 y ST302, la isla de genes de resistencia
a antibidticos SGI1 estuvo presente Unicamente en aislados ST19, todos los aislados que tenian
el plasmido pCMY-2, portador de genes de resistencia a cefalosporinas de amplio espectro, asi
como los que portaban el integrén IP-1, también relacionado con determinantes de resistencia
a antibidticos, fueron ST213

Las conclusiones derivadas del estudio de Wiesner et al. (2009) incluyen: existen
mecanismos efectivos de dispersiéon de S. Typhimurium por todo el pais, por lo que puede
considerarse que los aislados analizados constituyen una sola poblaciéon. Los aislados
provenientes de humanos y muestras animales estan genéticamente relacionados, lo cual es
congruente con la transmision de S. enterica al hombre mediante la cadena de produccion de
alimentos. Las clonas presentes en humanos sanos son iguales a las presentes en individuos
enfermos, lo que muestra que la densidad del inéculo y el estado inmunolégico del individuo
son determinantes en la manifestacién de un cuadro clinico.

Recientemente Achtman et al. (2012) han propuesto el reemplazo definitivo del
esquema de serotipificacion establecido hace 70 afios en S. enterica por la tipificacion mediante
MLST. Entre los argumentos senalados por los autores para desechar el esquema de
serotipificacion incluyen el bajo rendimiento, alto costo, el requerimiento de una gran bateria
de anticuerpos y la complejidad técnica para obtenerlos, la susceptibilidad de dicha técnica
para generar errores de tipificacidn y el hecho de que no es adecuada para la automatizacion.

No obstante, el principal argumento contra la serotipifaciéon consiste en la informacién
gue proporciona, lo cual genera en algunos casos interpretaciones epidemiolégicas erréneas
(Achtman et al.,, 2012). La serotipificacion puede agrupar a cepas que no necesariamente
poseen las mismas caracteristicas de virulencia o que no guardan relacidon epidemiolégica,
debido a que detecta diferencias esenciales en los fondos genéticos de las cepas comparadas.
Adicionalmente, la serotipificacidon puede separar a individuos genéticamente cercanos, debido
a que no poseen los mismos determinantes antigénicos, los cuales pudieron haber sido
adquiridos mediante transferencia horizontal. Ain mas, la serotipificacién tiene problemas para

tipificar aquellas cepas que no presentan algunos de los determinantes antigénicos.
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Achtman et al. (2012) hacen énfasis en el hecho de que el analisis mediante MLST de S.
enterica subs. enterica muestra una estructura de poblacién en grupos (clusters) bien definidos
gue semejan una estrella explotando (starburst) a los cuales designan grupos eBG. Estos grupos
son soportados estadisticamente por distintos tipos de andlisis realizados con diferentes
algoritmos, lo que para los autores implica la generaciéon de grupos “naturales”, los cuales
predicen que en su mayoria dichos grupos serdn estables a largo plazo no obstante la
generacién de secuencias gendmicas adicionales o la inclusién de mas aislados y ST en la base
de datos. No obstante, aunque la pertenencia de un grupo de organismos a un eBG implica que
estos estan estrechamente relacionados por descendencia de un ancestro comun, los datos
actuales no permiten afirmar con certeza porque existen y como emergieron, debido a las
inconsistencias en las velocidades de mutacion de los genes de distintas bacterias patégenas
(Achtman et al., 2012). El poder predictivo de la pertenencia de un aislado a uno de estos
grupos es mas fuerte, en todo caso, en el drea epidemioldgica, particularmente en relacién a la
adaptacion a hospederos.

Desde el punto de vista de la complejidad técnica, el costo y la rapidez para la obtencién
de resultados, el MLST es comparable con la serotipificacion o aun mas accesible. Lo anterior,
aunado al hecho de la existencia de una base de datos de acceso global, hace del MLST una
técnica adecuada para la tipificacién de S. enterica que posibilita la comparacién y el anilisis de
los resultados a cualquier escala geografica. Asi, el analisis mediante otras técnicas mas
discriminatorias para ciertos serotipos (PFGE, MLVA, fagotipificacién) es recomendado para el
estudio de brotes o seguimientos locales. Dado que todavia en un futuro cercano la
identificacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) es mas eficiente mediante MLST
gue por analisis de genomas completos, es de esperar que esta técnica no sea reemplazada en

el corto plazo (Achtman et al., 2012).

1.3.1 Estudios de diversidad genética de Salmonella enterica en el Estado de Michoacan
En el estado de Michoacan ya se han realizado analisis para evaluar la diversidad
genética en aislados de Salmonella enterica haciendo uso de diferentes marcadores

moleculares.
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En un estudio realizado en el 2011, Regalado- Pineda (2011) evalud la diversidad
genética de 130 aislados de Salmonella enterica obtenidos de productos carnicos y derivados
lacteos en el estado de Michoacan durante los afios 2008 y 2009. Mediante la serotipificacion
convencional se encontraron 34 serotipos diferentes. El dendograma generado mediante
marcadores obtenidos de ADN polimdrfico amplificado al azar (RAPD) mostré 28 genotipos
distintos a un corte de similitud a un 95%. En dicho estudio no se encontré correlacidn entre los
genotipos y el tipo de muestra de procedencia del aislado, la localidad de origen o el serotipo.
Al analizar los genotipos de los serotipos mayoritarios (Typhimurium, Anatum y Agona) se
encontré que algunos de éstos tienen una amplia distribucién geografica en el estado de
Michoacdn, mientras que otros se encuentran restringidos a ciertas areas.

En otro estudio realizado por Vazquez-Narvaez (2012) se evalué la diversidad genética
de algunos de los aislados de S. enterica utilizados en el estudio de Regalado-Pineda. Se
tipificaron un total de 102 aislados haciendo uso de tres marcadores moleculares basados en la
amplificacién de elementos repetitivos ERIC, REP y BOX. El andlisis de agrupamiento realizado
empleando dichos marcadores mostré un nimero diferente de genotipos para cada ensayo a
un corte de similitud de 95%. Para el ensayo REP se encontraron 19 genotipos, con el marcador
BOX 20 genotipos y para ERIC 22 genotipos. También, se encontraron diferentes valores de
poder de discriminacién, para REP se obtuvo un poder de discriminacion de 0.953, para BOX el
indice de discriminacién fue igual a 0.964 y para ERIC de 0.959. Se realizd el andlisis de
agrupamiento mediante la combinacién de estos tres marcadores y el anadlisis arrojoé al mismo
nivel de corte, un total de 44 genotipos y un indice de discriminacién de 0.984. Los resultados
obtenidos de este estudio muestran que los ensayos de amplificacién de elementos repetitivos
presentan un alto nivel de discriminacion entre los aislados de estudio y los patrones de
agrupamiento de los dendogramas generados sugieren que varios de los genotipos de
Salmonella enterica encontrados tienen una gran capacidad de dispersion por el estado de

Michoacan.
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2. JUSTIFICACION

En México un alto porcentaje de las enfermedades diarreicas son originadas por alimentos
contaminados. Los estudios realizados sobre Salmonella en México generalmente se enfocan al
registro de la incidencia y la identificacion de los serotipos. Con la finalidad de tener
informacién que permita generar mejores estrategias de vigilancia epidemioldgica y prevencion
de brotes resulta importante incluir técnicas genético-moleculares para la tipificacion de
aislados, y la evaluacidn de la diversidad genética en Salmonella enterica.

El comercio de carne y otros productos alimenticios entre distintas areas geograficas con
distintos niveles de control sobre la higiene en la produccidn puede facilitar la dispersion de
lineas clonales de Salmonella dentro del estado de Michoacan y en el pais. Por lo anterior, es
necesario aplicar técnicas con un mayor poder de discriminacién entre aislados. La combinacién
de técnicas convencionales con técnicas genético moleculares posibilita un mejor
entendimiento del comportamiento epidemioldgico y de la capacidad de dispersidén de ciertos
genotipos. La tipificacidn genética de aislados de S. enterica provenientes de alimentos permite
establecer relaciones con cepas obtenidas de las infecciones y brotes, posibilitando una rapida
identificacion de la fuente de contaminacién. El grado de polimorfismo genético dentro de una
poblacién es un factor de vital importancia en los estudios de epidemiologia molecular, por lo
qgue la deteccién y diferenciacion genética de aislados provenientes de productos alimenticios
de origen animal pueden tener un alto impacto en el desarrollo de estudios epidemioldgicos
posteriores.

En el estado de Michoacdn todavia son escasos los estudio de tipificacion genético
molecular de S. enterica. En el caso de tipificacién mediante MLST, el nimero de aislados
tipificados en el estado es particularmente bajo y Unicamente del serotipo Typhimurium.
Incrementar el nimero de aislados y serotipos tipificados mediante MLST permitird depositar
las secuencias tipo (ST) encontradas en una base de datos internacionales. Esto, a su vez,
ayudard a comparar los genotipos encontrados en el estado con los reportados para otras
regiones del mundo. También permitird, a futuro, conocer la persistencia o el recambio de
genotipos dentro del estado. Dichas comparaciones geograficas y temporales son una

herramienta muy util para conocer los patrones de dispersién y permanencia de genotipos
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particularmente virulentos o resistentes a antibiéticos. Esta informacion es muy valiosa para el
disefio de estrategias a corto y largo plazo para la prevencion de brotes. Por esto, con el fin in
de mejorar los estudios epidemiolégicos en el Estado, en el presente trabajo se pretende

tipificar a una coleccién de cepas del estado de Michoacdn mediante Multi Locus Sequence

Typing.
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3. HIPOTESIS

Existen multiples perfiles alélicos en aislados de S. enterica obtenidos de alimentos del estado

de Michoacdn, algunos de los cuales son especificos de la regién y otros de dispersion global.

4. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar genotipicamente aislados de Salmonella enterica encontrados en productos

carnicos y derivados lacteos del Estado de Michoacan

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar los perfiles alélicos y las secuencias tipo obtenidas para las cepas de S.

enterica del estado de Michoacdn con otras regiones.

e Establecer relaciones entre las secuencias tipo y los posibles serotipos a los que

pertenecen las cepas no tipificadas mediante la serotipificacién convencional.

e Establecer grupos clonales entre las cepas analizadas.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Siembra y resiembra de aislados de S.
entérica en LBA.

!

Extraccion de ADN gendmico y tratamiento
con RNAsa

U

Amplificacion del ADN por PCR de 7
housekeeping genes de Salmonella enterica

4

Secuenciacién de los productos
amplificados por PCR

J

Analisis BLAST de cada aislado de los 7
housekeeping genes

i

Alineamiento multiple y edicién (corte) de

secuencias

ﬂ

Comparacion de secuencias de aislados
con secuencias depositadas en base de
datos, asignacion de perfil alélico y
Secuencias Tino

{

Concatenacion de secuencias y
alineamiento multiple

{

Analisis de los resultados y construccion
de arbol de minima expansién
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1. Material biolégico
Se analizaron 72 cepas de S. enterica. Todas las cepas analizadas fueron aisladas de
productos carnicos y derivados lacteos del estado de Michoacan por el Laboratorio Estatal de
Salud Publica del Estado de Michoacdn durante los afios del 2008 al 2011 (LESPM,

comunicacion personal; Regalado- Pineda, 2011) (Tabla 2.)

Tabla 2. Aislados utilizados en este estudio

AISLADO SEROTIPO PRODUCTO LOCALIDAD ANO
2 Anatum Ch Morelia 2009
4 Typhimurium QF Ciudad Hidalgo 2009
5 Anatum QF La Piedad 2009
10 Serogrupo B CR Pastor Ortiz 2009
13 Serogrupo B CR Uruapan 2009
15 Anatum CR Ciudad Hidalgo 2009
16 Typhimurium CR Morelia 2009
17 Anatum CR Morelia 2009
22 Anatum Ch Apatzingan 2009
24 Typhimurium Ch Lazaro Cardenas 2009
26 Agona Ch Apatzingan 2009
28 Typhimurium Ch Uruapan 2009
29 Anatum cC Morelia 2009
32 Serogrupo B Ch Patzcuaro 2009
38 Serogrupo B CR Uruapan 2008
39 Typhimurium CR Apatzingan 2008
40 Agona CR Lazaro Cardenas 2008
43 Anatum Ch Lazaro Cardenas 2008
44 Anatum CR Uruapan 2008
45 Anatum CR Huetamo 2008
47 Serogrupo B CR Lazaro Cardenas 2008
48 Serogrupo cl CR Lazaro Cardenas 2008
49 Salmonella35 CR Uruapan 2008
53 Anatum CR Lazaro Cardenas 2008
54 Typhimurium CR Tacambaro 2009
56 Anatum CR Morelia 2009
62 Agona Ch Yurécuaro 2009
65 Agona CR Mujica 2008
67 Serogrupo B QF Zacapu 2008
68 Serogrupo D CR Lazaro Cardenas 2009

monofasica
69 Typhimurium CR Lazaro Cardenas 2009
70 Serogrupo E1 Ch Lazaro Cardenas 2009
75 Serogrupo B CR Zamora 2009
86 Agona Ch Apatzingan 2008
89 Typhimurium Ch Charo 2008
90 Agona Ch Apatzingdn 2008
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96 Typhimurium CR Zamora 2008
97 Serogrupo B CR Lazaro Cardenas 2009
99 Serogrupo cl CR Lazaro Cardenas 2008
100 Serogrupo E1 L Zitdcuaro 2008
monofasica
112 Agona CR Lazaro Cardenas 2009
113 Serogrupo B CR Lazaro Cardenas 2009
115 Typhimurium QA Tanhuato 2009
125 Serogrupo B Ch Uruapan 2009
127 Typhimurium CR La Piedad 2008
132 Agona Ch Morelia 2010
133 Anatum CR Lazaro Cardenas 2010
139 Anatum QF Tuxpan 2010
146 Agona Ch Apatzingan 2010
149 Agona CR Huetamo 2010
153 Serogrupo E1 Ch Morelia 2010
155 Anatum CR Zamora 2010
156 Agona CR Angamacutiro 2010
157 Serogrupo B CR Lazaro Cardenas 2010
160 Serogrupo E1 cC Yurécuaro 2010
161 Agona L Zamora 2010
167 Serogrupo B Ch Zamora 2010
180 Serogrupo cl CR Morelia 2010
193 Serogrupo B Ch Uruapan 2011
196 Typhimurium Ch Patzcuaro 2011
200 Serogrupo B CR Morelia 2011
201 Serogrupo D CR Lazaro Cardenas 2011
monofasica
202 Serogrupo D CR Lazaro Cardenas 2011
monofasica
208 Anatum CR Morelia 2011
214 Serogrupo B CR Ocampo 2011
224 Serogrupo B L Zamora 2011
monofasica
227 Serogrupo B CR Mujica 2011
228 Serogrupo E4 P Mujica 2011
229 Anatum CR Lazaro Cardenas 2011
231 Agona CR Lazaro Cardenas 2011
233 Serogrupo B cC Tuxpan 2011
236 Serogrupo B cC Ciudad Hidalgo 2011

Clave: QF: Queso Fresco, CR: Carne de res, CC: Carne de cerdo, Ch: Chorizo, L: Longaniza, QA: Queso asadero, P:
pollo. Todos los productos cérnicos fueron obtenidos de productos crudos, excepto el aislado nimero 89 que fue

Obtenido de producto guisado.

De un total de 72 aislados de Salmonella enterica se tienen 16 aislados de Salmonella
Anatum, 13 aislados de Salmonella Agona, 12 de Salmonella Typhimurium y 31 aislados

confirmados a nivel de serogrupo (Fig. 4).
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® Anatum (16)
m Agona (13)
= Typhimurium (12)

Confirmados a nivel
de Serogrupo (31)

Figura 4. Porcentaje de serotipos de aislados de Salmonella enterica utilizados en este estudio

De los 31 aislados que sélo se encuentran asignados a nivel de serogrupos se tienen seis
serogrupos diferentes, el serogrupo B con la mayoria de los aislados con un total de 19, seguido
por el serogrupo E1 con 4 aislados, posteriormente los serogrupos C1 y D con 3 aislados cada

unoy por ultimo los serogrupos E4 y 35 con 1 aislado cada uno (Fig. 5).

M Serogrupo B (19)
m Serogrupo E1 (4)
m Serogrupo C1 (3)
m Serogrupo D (3)
Serogrupo E4 (1)
Serogrupo 35 (1)

Figura 5. Porcentajes de aislados de Salmonella enterica confirmados a nivel de serogrupo utilizados en este
estudio
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Las cepas se aislaron de diversos productos carnicos y derivados lacteos (Fig.6).

0,
100% - 12% o4 17‘%] 3%
80% -
Derivados lacteos
60% 1 100% o, Productos carnicos
40% - 88% 83% o7
20% -
0% . . ; .
Anatum Agona Typhimurium Confirmados
a nivel de
serogrupo

Figura 6. Porcentaje de aislados de Salmonella enterica obtenidos de diversos productos carnicos y derivados
lacteos.

7.2. Extraccion del ADN de los aislados bacterianos

Las colonias bacterianas crecidas en medio de cultivo LBA durante 8 h a 37°C se
cosecharon con ayuda de una espatula estéril y se colocaron en un microtubo de 1.5 ml para
agregar 400 uL de buffer de lisis (Tris-HCI 200mM pH 8.0, SDS 2%, NaCl 100mM, EDTA 50mM).
Las muestras se agitaron vigorosamente en vortex durante 10 min. A continuacién se agregaron
400 uL de cloroformo agitandose en vértex durante 5 min. Se centrifugd durante 10 min a 1500
X g y el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio cuidando de no arrastrar la fase organica.
Se extrajo con 1 volumen de fenol-cloroformo, centrifugando durante 5 min a 1500 x g vy el
sobrenadante se transfirid a un tubo limpio. El ADN obtenido se precipité con 1 volumen de
isopropanol frio, incubando 10 min a -20°C y centrifugando durante 10 min a 1500 x g . El
sobrenadante se desechd y la pastilla se lavé 2 veces con 250 pL de etanol 70% dejandose secar
a temperatura ambiente para finalmente resuspender en el volumen minimo de agua,
aproximadamente 20 pL. La integridad del ADN obtenido se visualizd mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1%, empleando técnicas convencionales (Sambrook y Russell., 2001). El

ADN aislado se guardd a -20°C hasta su utilizacion.
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7. 3. Amplificacién por PCR de los genes de mantenimiento

Para la optimizacion de las condiciones de amplificacion se llevaron a cabo ensayos de
PCR de los siete loci empleando el ADN de la cepa de referencia Salmonella Typhimurium ATCC
14028. La reaccién de PCR inicial se desarrollé con 0.5 uM de cada uno de los iniciadores (Tabla
4), 200 uM de cada uno de los cuatro deoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (InVitrogen,
USA), 20 mM de Tris-HCI (pH 8.2), 1.5 mM de MgCl,, 0.5U de Tag polimerasa (InVitrogen, USA)
y 30 ng de ADN en un volumen total de 30 ul (Kumar et al., 2008b). Se utilizé el siguiente
programa de amplificacidon en un termociclador Applied Biosystems Gene Amp 2700 (USA): un
ciclo a 94 °C durante 10 min seguido de 32 ciclos a 94 °C por 1 min, 58 °C por 1 miny 72 °C por 1
min. Se realizé un paso final de extension a 72 °C durante 5 min (Dione et al., 2011). Estas
condiciones iniciales empleadas en la cepa de referencia se fueron modificando para optimizar
el ensayo de PCR de cada uno de los 7 loci en todos los aislados de estudio. La obtencién de una
sola banda para cada gen en suficiente cantidad para ser secuenciada en todas las cepas
analizadas se logrd con las condiciones que se encuentran en la tabla 3 y los programas que a

continuacion se detallan.

Tabla 3. Condiciones empleadas en los ensayos de PCR para amplificar los genes de

mantenimiento en aislados de Salmonella enterica.

20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
200 uMm 200 um 200 uMm 200 uMm 200 uMm 200 uMm 200 um
0.4 uMm 1.0 uM 1.0 uM 0.4 uM 0.8 uM 0.4 uM 0.5 uMm
0.4 uM 1.0 uM 1.0 uM 0.4 uM 0.8 uM 0.4 uM 0.5uM

1.5 mM 2.0 mM 2.0 mM 1.5 mM 2.0 mM 2.0 mM 2.0 mM
0.5 U/uL 0.5 U/uL 1.0 U/uL 0.5 U/uL 0.5 U/uL 0.5 U/uL 1.5 U/uL
30 ng 30 ng 30 ng 30 ng 30 ng 30 ng 100 ng

Todas la reacciones se llevaron a un volumen final de 30 pLL.

Las reacciones de amplificacién de los genes aroC, dnaN, hemD, hisD, purE y sucA se
realizaron en un termociclador Applied Biosystems Gene Amp 2700 (USA) con el siguiente

programa: un ciclo a 94 °C durante 10 min seguido de 32 ciclos a 94 °C por 1 min, 58 °C por 1
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miny 72 °C por 1 min. Se realizé un paso final de extension a 72 °C durante 5 min (Dione et al.,
2011). Las reacciones de amplificacidon para el gen thrA se realizaron en un termociclador
Corbert research CG1-96 (USA) con el siguiente programa de amplificacién: un ciclo de 94 °C
durante 10 min seguido de 32 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 45 seg y 72 °C por 1 min. Se
realizd un paso final de extensién a 72 °C durante 5 min. Todos los productos de amplificacién
se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de
etidio (Sambrook y Russell, 2001) y las imagenes de los geles fueron capturadas en un

fotodocumentador ChemiDOC (BioRad, USA).

Tabla 4. Iniciadores utilizados para la caracterizacion de aislados de Salmonella enterica por

Aspartocinasa homoserin thrA F 5'-GTCACGGTGATCGATCCGGT-3' 852
deshidrogenasa R 5'-CACGATATTGATATTAGCCCG-3'
R15'-GTGCGCATACCGTCGCCGAC-3'
Fosforribosil aminoimidazol purE F 5'-ATGTCTTCCCGCAATAATCC-3' 510
carboxilasa R 5'-TCATAGCGTCCCCCGCGGATC-3'
R1 5'-CGAGAACGCAAACTTGCTTC-3'
Alfa Cetoglutarato SucA F 5'-AGCACCGAAGAGAAACGCTG-3' 643
deshidrogenasa R 5'-GGTTGTTGATAACGATACGTAC-3'
Histidinol deshidrogenasa hisD F 5'-GAAACGTTCCATTCCGCGCAGAC-3' 894
R 5'-CTGAACGGTCATCCGTTTCTG-3'
Corismato sintasa aroC F 5'-CCTGGCACCTCGCGCTATAC-3' 826
R 5'-CCACACACGGATCGTGGCG-3'
Uroporfirinogeno lll cosintasa hemD F 5'-ATGAGTATTCTGATCACCCG-3' 666
F1 5'-GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG-3'
R 5'-ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA-3'
DNA polimerasa Ill subunidad dnaN F 5'-ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA-3' 833
beta R 5'-AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC-3'
R1 5'-CCGCGGAATTTCTCATTCGAG-3'

(Stepan RM et al., 2011; http://mlst.ucc.ie/mlist/dbs/Senterica/documents/primersEnterica_html)
Para los genes thrA, purE, hemD y dnaN en los que indican tres iniciadores, se hizo uso de una sola combinacion
utilizando de los iniciadores F y R.

7.4. Secuenciacion de los productos de PCR
Los productos amplificados fueron secuenciados por Macrogen Corp. (USA) en un
secuenciador LifeTech’s AB 3730XL. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con

secuencias depositadas en el GenBank empleando el algoritmo Blastn
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La secuencia de cada uno de los aislados y de cada uno de los siete loci que componen el
esquema para la tipificacién de S. enterica por MLST fue analizada usando el sitio web de la

base de datos para Salmonella enterica http://mlist.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica las secuencias de

los aislados se alinearon y se compararon con las secuencias que ya se encuentran depositadas
en dicha base de datos, una vez alineadas las secuencias, la base de datos asignd un ndimero y
la combinacién de los siete nimeros recibe el nombre de perfil alélico que define a la secuencia

tipo.

7.5 Asignacion de Secuencias Tipo
Una vez que se obtiene el perfil alélico, es introducido a la base de datos y la
combinacién de alelos asigna la secuencia tipo y el complejo clonal al que pertenece dicho

perfil.

7.6 Andlisis filogenético

Se realizd un alineamiento multiple para todos los aislados utilizados en este estudio y
por separado para cada uno de los 7 genes housekeeping utilizando una secuencia control para
cada gen disponible en la base de datos

http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica/documents/primersEnterica html. Para el alineamiento

multiple se utilizé el programa ClustalX (Thompson et al., 1997) Las secuencias obtenidas del
alineamiento multiple de los aislados de Salmonella enterica fueron editadas manualmente en
el programa Bioedit version 3.03 (Hall TA., 1999) para definir el punto de corte de cada uno de
los loci. Posteriormente las secuencias de los 7 loci por aislado fueron concatenadas para
realizar un nuevo alineamiento multiple utilizando el programa ClustalX y la generacion de un
dendograma se realizé utilizando el programa MEGA versiéon 5.2 (Tamura et al., 2011). Este
mismo paquete se utilizd para evaluar el modelo éptimo de evolucién para el célculo de las
distancias genéticas. Las distancias genéticas de los loci concatenados se calcularon mediante
K2 + G + 1 y el patréon de agrupamiento se generdé mediante Neighbour-Joining.

Determinacién de grupos eBurst
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La generacién de arboles de minima expansidon y grupos genéticos entre los aislados de
estudio se realizd6 empleando el paquete Phyloviz (Fransico et al., 2012). Dicho software utiliza
el algoritmo goeBurst para construir arboles de minima expansion y agrupa los genotipos (ST)
en distintos niveles de variaciones de loci. El algoritmo goeBurst constituye una optimizacion
global del algoritmo eBurst (Feil et al., 2004), por lo que en general la misma aproximacién es
utilizada para la interpretacién de resultados con ambos algortimos. Para la formacién de
complejos o grupos de ST se utilizd el criterio descrito por Achtman et al. (2012), el cual se
describe brevemente. Los grupos formados por distintas ST se designan como grupos eBG
(acronimo del inglés eBurstGropus), esta designacidén se considera mas apropiada que las de
Complejos Clonales o Complejos de ST utilizadas en diversas publicaciones debido a que la
primera implica clonalidad de las ST agrupadas, lo cual no es el caso en S. enterica, en la que la
recombinacién entre diferentes lineas genéticas ha sido documentada; por otra parte, el
término de Complejos de ST no especifica un algoritmo de agrupamiento en particular. Asi, de
acuerdo con Feil et al. (2004) se designa como un eBG a cualquier grupo de dos o mas ST que

comparte seis de los siete alelos que definen una ST.
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8. RESULTADOS

8. 1. ADN extraido de los aislados utilizados en este estudio.
Se extrajo el ADN de 72 Aislados de Salmonella enterica de los serotipos Typhimurium,
Anatum, Agona, asi como de los aislados tipificados a nivel de serogrupo. El ADN extraido en

todos los aislados fue de alto peso molecular (Figura 7).

Figura 7. ADN extraido de las cepas de Salmonella enterica en este estudio. Gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Carriles: M, marcador de peso molecular 1 kb plus ADN ladder (invitrogen, USA); 1-12 ADN
obtenido de aislados de Salmonella enterica.

8.2. Amplificacién por PCR de los genes de mantenimiento

Se amplificaron los siete loci con la cepa de referencia Salmonella enterica serotipo
Typhimurium ATCC 14028 obteniéndose amplicones con el peso molecular esperado para cada

uno de los siete loci (Figura 8).
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M 1 2 3 4 5 6 7 M

Figura 8. Amplicones de los genes de mantenimiento obtenidos con ADN de la cepa de referencia Salmonella
Typhimurium ATCC 14028.
Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio que muestra los Carriles: M. Marcador de peso molecular 1 kb
plus ADN ladder (invitrogen, USA) 1: dnaN, 2: hemD, 3: purE, 4: aroC, 5:sucA 6:hisDy 7: thrA.

Una vez optimizadas las condiciones de amplificacién con la cepa de referencia se realizaron las
amplificaciones de los 7 loci para cada uno de los aislados de estudio. Se obtuvieron los

amplicones para cada uno de los 7 genes con el peso molecular esperado (Fig. 9)
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Figura 9. Amplicones de los genes de mantenimiento obtenidos con ADN de los aislados bacterianos
Gel de agarosa al 2% teiiido con bromuro de etidio que muestra la amplificacion de los genes: A) aroC, B)dnaN, C)
hembD, D) hisD, E) purE, F) sucA y G) thrA. Carriles: M, marcador de peso molecular 1 kb plus ADN ladder
(invitrogen, USA); 1-12 amplicones obtenidos con ADN de los aislados 2, 4, 5, 10, 13, 15, 16, 17, 22, 24, 26 y 28.
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8.3. Secuenciacion de los productos de PCR

Se obtuvieron las secuencias de cada uno de los 7 genes de mantenimiento para todos
los aislados de interés. Los electroferogramas presentaron buena calidad resolucién, definicién

y nitidez de picos (Fig. 10)

410 420 430 440 450 460 470
ATCECACCTCEGAAATTGTCGAGCCCEGG TEETEATEGEGC TCCETECETGCCCEGTCTEGACCGACTEGGACGAACC G

L e e o LD Y O B

Figura 10. Ejemplos de electroferogramas de las secuencias obtenidas para cada uno de los 7 loci analizados en
los aislados de S. enterica de interés.

8.4 Analisis BLAST de las secuencias
Cada una de las secuencias fue alineada con secuencias que se encuentran depositadas

en el Centro Nacional de Informacidn sobre Biotecnologia (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

para corroborar que la secuencia amplificada correspondiera al gen amplificado en Sa/monella.
De un total de 90% de secuencia analizada se obtuvieron porcentajes de 99% de identidad para

cada uno de los aislados analizados.

8.5 Analisis de secuencias en la base de datos del MLST

a) Asignacion de perfil alélico en aislados de Salmonella enterica.
Se realizd un alineamiento multiple por separado para cada uno de los 7 genes de
mantenimiento para todos los aislados, para ello se hizo uso de las secuencias control
publicadas en servidor web de la base de datos del MLST, se realizd el corte de dichas
secuencias y se compararon con las secuencias depositadas en la base de datos, cada una de

las secuencias de los aislados de Salmonella enterica utilizados en este estudio fueron alineadas
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con las secuencias que se encuentran disponibles en la base de datos a cargo del Instituto de
Investigacion ambiental (ERI) de la Universidad de Cork Irlanda, en el sitio web:

http://mlst.ucc.ie/mlst/mlst/dbs/Senterica/.Esto permiti6 obtener el perfil alélico y Ia

asignacion de la Secuencia Tipo de cada aislado (Tabla 5).

Tabla 5. Perfiles alélicos y ST asignadas por la base de datos para los aislados utilizados en
este estudio

alelo alelo alelo alelo alelo alelo alelo

AISLADO aroC dnaN hemD hisD purE SucA thrA >t
16 10 7 12 9 70 9 2 213
24 10 7 12 9 70 9 2 213
28 10 7 12 9 70 9 2 213
£ 39 10 7 12 9 70 9 2 213
5
E 54 104 100 54 78 104 9 48 292
o
E 69 10 7 12 9 70 9 2 213
3
S 89 10 7 12 9 70 9 2 213
£
3 96 10 7 12 9 70 9 2 213
115 10 7 12 9 70 9 2 213
127 10 7 12 9 70 9 2 213
196 10 7 12 9 70 9 2 213
2 82 38 26 12 115 78 70 329
o 5 10 14 15 31 25 20 33 64
3 E
S S
S ® 15 10 14 15 31 25 20 33 64
T <
@ 17 10 14 15 31 25 20 33 64
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22 10 14 15 31 25 20 33 64
29 19 20 3 20 5 22 22 40
43 19 20 3 20 5 22 22 40
44 10 14 15 31 25 20 33 64
45 10 14 15 31 25 20 33 64
53 10 14 15 31 25 20 33 64
56 10 14 15 31 25 20 33 64
133 10 14 15 31 25 20 33 64
139 10 14 15 31 25 20 33 64
155 19 20 3 20 5 22 22 40
208 13 11 25 49 88 23 33 ND
229 10 14 15 31 25 20 33 64
26 3 3 7 4 3 3 7 13
40 92 125 78 128 138 9 141 463
62 3 3 7 4 3 3 7 13
65 3 3 7 4 3 3 7 13
g 86 19 20 3 20 5 22 22 40
i: 90 3 3 7 4 3 3 7 13
g 112 3 3 7 4 3 3 7 13
§ 132 10 7 12 9 70 9 285 ND
146 3 3 7 4 3 3 7 13
149 10 14 15 31 25 20 33 64
156 189 70 68 132 175 9 172 592
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161 3 3 7 4 3 3 7 13
231 3 3 3 4 3 3 7 13
10 19 20 3 20 5 22 22 40
13 19 20 3 20 5 22 22 40
32 186 35 78 75 39 182 97 588
38 140 105 85 93 14 10 3 440
47 19 20 3 20 5 22 22 40
48 119 10 17 42 12 13 4 321
49 7 6 8 8 7 8 13 14
g— 67 19 20 3 20 5 22 22 40
g 68 22 11 25 21 10 23 23 48
g 70 92 125 78 128 138 9 141 463
>
E 75 19 20 3 20 5 22 22 40
(C
;':‘3 97 19 20 3 20 5 22 22 40
‘—§ 99 119 10 17 42 12 13 4 321
E 100 10 60 58 66 6 65 16 155
§ 113 16 2 45 43 36 39 42 118
125 19 20 3 20 5 22 22 40
153 16 2 45 43 36 39 42 118
157 10 14 15 31 25 20 33 64
160 19 20 3 20 5 22 22 40
167 13 127 92 113 114 107 4 447
180 11 10 13 32 10 13 4 65
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193 19 20 3 20 5 22 22 40
200 19 20 3 20 5 22 22 40
201 13 12 17 520 13 16 4 1674
202 13 12 17 520 13 16 4 1674
214 19 20 3 20 5 22 22 40
224 19 20 3 20 5 22 22 40
227 19 20 3 20 5 22 22 40
228 7 6 8 8 7 8 13 14
233 40 36 3 37 29 9 36 72
236 40 36 3 37 29 9 36 72

http://mlst.ucc.ie/mlst/mlist/dbs/Senterica/

Clave. ND: Secuencias Tipo no determinadas

Se obtuvieron diferentes numeros de alelos para cada locus, el locus hisD fue el que
presentd mayor nimero de alelos con un total de 20, seguido por el locus purE con 19 alelos
diferentes. Los loci dnaN y thrA presentaron 18 y 17 alelos diferentes respectivamente. Para los
loci aroC y hemD se encontraron 16 alelos diferentes y por ultimo, el locus sucA presenté el
menor niumero de alelos diferentes, encontrandose 14. En la tabla 6 se muestran los alelos

obtenidos para cada uno de los 7 loci para los 72 aislados analizados.
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Tabla 6. Nimero y porcentaje de alelos encontrados para cada locus de los aislados de
Salmonella enterica utilizados en este estudio

gen aroC gen dnaN gen hemD gen hisD gen purE gen sucA gen thrA

Sl ¢>2 | 8| 8>2 | § g2 | 8 -2 | 8 g2 | G oo | S oo
3 |8(11%) | 2 2(3%) | 3 |120(28%)| 4 | 8(11%) | 3 | 8(11%) | 3 | 8(11%) | 2 [11(15%)

7 2 (3%) 3 |8(11%) | 7 | 7(10%) | 8 2 (3%) 5 |18 (25%)| 8 2 (3%) 3 1(1%)

10 |26 (36%)| 6 2(3%) | 8| 2(3%) 9 [12(17%)| 6 1(1%) 9 |18(25%)| 4 6 (8%)

11 | 1(1%) 7 112(17%) (1212 (17%)| 12 | 1(1%) 7 2(3%) | 10 | 1(1%) 7 | 8(11%)

13| 4(6%) | 10 | 3(4%) |13| 1(1%) | 20 |17(24%)| 10 | 2(3%) | 13 | 3(4%) | 13 | 2(3%)

16 | 2(3%) | 11 | 2(3%) |15|13(18%)| 21 | 1(1%) | 12 | 2(3%) | 16 | 2(3%) | 16 | 1(1%)
19 |17 (24%) | 12 | 2(3%) |17| 4(6%) | 31 |13 (18%)| 13 | 2(3%) | 20 |13 (18%)| 22 |17 (24%)

22 | 1(1%) | 14 |13(18%)|25| 2(3%) | 32 | 1(1%) | 14 | 1(1%) | 22 |17 (24%)| 23 | 1(1%)

40 | 2(3%) | 20 |17 (24%) (26| 1(1%) | 37 | 2(3%) | 25 |13 (18%)| 23 | 2(3%) | 36 | 2(3%)
82| 1(1%) | 35| 1(1%) (45| 2(3%) | 42| 2(3%) | 29| 2(3%) | 39| 2(3%) | 33 |14 (20%)

92 | 2(3%) | 36| 2(3%) (54| 1(1%) |43 | 2(3%) | 36| 2(3%) | 65| 1(1%) | 42 | 2(3%)

104 1(1%) |38 | 1(1%) |58| 1(1%) |49 | 1(1%) | 39| 1(1%) | 78 | 1(1%) | 48 | 1(1%)

119 2(3%) | 60 | 1(1%) |68| 1(1%) | 66 | 1(1%) | 70 [11(15%)|107| 1(1%) | 70 | 1(1%)

140 1(1%) | 70 | 1(1%) |78| 3(4%) | 75| 1(1%) | 88 | 1(1%) |182| 1(1%) | 97 | 1(1%)

186| 1(1%) |100| 1(1%) |85| 1(1%) | 78 | 1(1%) |104| 1(1%) 141| 2 (3%)

189 1(1%) |[105| 1(1%) |92| 1(1%) | 93 | 1(1%) |114| 1(1%) 172 1(1%)

125| 2 (3%) 113 1(1%) |115| 1(1%) 285 | 1(1%)

127 1(1%) 128 | 2(3%) |138| 2(3%)
132 1(1%) |175| 1(1%)
520| 2(3%)
Total
de 16 18 16 20 19 14 17
alelos

b) Asignacion de ST por MLST en aislados de Salmonella enterica

Al asignar el perfil alélico a cada uno de los aislados e introducir este en la base de datos
para MLST de S. enterica se encontraron 20 secuencias tipo (ST) diferentes y en el caso de dos
de los aislados analizados no se pudo asignar secuencia tipo, lo que sugiere que estos
representan nuevas secuencias tipo a nivel mundial. En la tabla 8 se muestran las secuencias

tipo encontradas, el numero de aislados y porcentaje correspondientes para cada una de las
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secuencias tipo. La secuencia tipo encontrada con mayor frecuencia fue la ST-40 con 17
aislados, seguida de la ST-64 con 13 aislados. Las secuencias tipo ST-213 y ST-13, se encontraron
en 10 y 8 aislados, respectivamente. En la consulta de los complejos clonales para cada
secuencia tipo reportada en la misma base de datos anteriormente mencionada se encontraron

16 complejos clonales o grupos eBURST diferentes (Tabla 7).

Tabla 7. ST encontradas por MLST en los aislados de
Salmonella enterica utilizados en este estudio

Numero Complejo
de clonal

aislados eBURST

13 8 (11%) 54
14 2 (3%) 55
19 1 (1%) 1
40 17 (24%) 57
a8 1 (1%) 42
64 13 (18%) 64
65 1(1%) 12
72 2 (3%) 40
118 2 (3%) 2
155 1(1%) NA
213 10 (14%) 1
292 1 (1%) 45
321 2 (3%) 36
329 1 (1%) 72
440 1 (1%) 82
447 1 (1%) 46
463 2 (3%) 83
588 1 (1%) NA
592 1 (1%) 101
1674 2 (3%) NA
ND 2 (3%) NA

Clave ND: No Determinada, NA: No asignado

Al colocar cada secuencia tipo y aislado de estudio en el mapa del estado de Michoacan

de acuerdo al lugar de procedencia de cada uno de los aislados analizados, se observa el patron
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de distribucidon de las ST en la entidad. El municipio de Lazaro Cardenas posee la mayor
diversidad de ST, con un total de 9 ST diferentes, seguido por el municipio de Morelia con 6 ST
diferentes y una ST no determinada. En el municipio de Uruapan se encontraron 5 ST
diferentes, mientras que para los municipios de Apatzingdn y Zamora se encontraron 4 ST
diferentes. Mujica y Ciudad Hidalgo poseen 3 ST diferentes cada uno. Los municipios que
poseen 2 ST diferentes son: Yurécuaro, La Piedad, Tuxpan y Patzcuaro. Por ultimo, los
municipios en los que se encontrd una sola ST fueron: Pastor Ortiz, Zacapu, Ocampo, La Piedad,
Angamacutiro, Tacdmbaro, Huetamo, Zitdcuaro, Charo y Tanhuato. El municipio de Lazaro
Cardenas fue el que mayor diversidad de ST presentd, los serotipos distribuidos en dichas
secuencias tipo son: Typhimurium, Agona, Anatum, y los serogrupos B, D, E1 y C1. Para el
municipio de Morelia los serotipos distribuidos en las 6 ST encontradas son: Typhimurium,
Anatum, Agona, y los serogrupos C1 y E1. En el municipio de Uruapan se encontraron los
serotipos Typhimurium, Anatum, y los segrupos B y 35 distribuidos en las 5 ST encontradas.
Para los municipios de Apatzingan y Zamora, cada uno con 4 ST diferentes, se encontraron los
serotipos Typhimurium, Anatum, y Agona en ambos casos, mientras que para Zamora se
encotrd adicionalmente al serogrupo B. Mujica y Ciudad Hidalgo presentaron 3 ST diferentes,
encontrandose en el primero al serotipo Agona y los serogrupos B y E4, y los serotipos
Typhimurium, Anatum vy el serogrupoB, en el caso del segundo. Para los municipios que se
encontraron 2 y 1 ST los serotipos distribuidos en estas ST fueron: Typhimurium, Agona,

Anatum, y los serogrupos By E1 (Figura 11).
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Secuencias Tipo
—~ @®s113 @s1292
N .ST-14 ST-321
ST-19  @sT-329
L/

@®sr-40 ST-440
] @ sT-48 ST-447
0% ® ST-64 @ ST-463
ST-65 ST-588

2

@s7-72  @sT-592
@s7-118 @sT-1674

0 25 S0 100 @sT-155 ST-ND
e —
Kilometros @s7-213

Figura 11. Distribucion geografica en el estado de Michoacan de las ST encontradas por MLST en aislados de
Salmonella enterica

Se realizd la comparacién de la distribucidn geografica de las 20 secuencias tipo
encontradas en nuestro estudio con las secuencias tipo que se encuentran depositadas en la
base de datos (Tabla 8). Podemos observar que de las 20 ST aqui encontradas se reportan en
varios paises de distintos continentes. Por ejemplo, en Estados Unidos de Norteamérica se han
reportado 16 ST de las 20 ST encontradas en nuestro estudio, en Alemania 12, en el Reino
Unido 9, en Canada y Dinamarca 8 y 6 respectivamente. Dos de las ST aqui encontradas (ST-72y
ST-1674) sélo se encuentran reportadas en los Estados Unidos de Norteamérica. Del total de las
13 ST que se encuentran reportadas en la base de datos para México, en este estudio sdlo se

encontraron 2, que fueron la ST-19 y la ST-213.
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Tabla 8. Comparacion de la distribucion geografica en el estado de Michoacan y diferentes
paises de los aislados de Salmonella enterica de las ST obtenidas por MLST.

)

Numero de

aislados y
porcentaje

Municipios

Serotipo
reportado
por LESP

Paises reportados en base de datos MLST
Salmonella enterica

13 8 (11%) Apatzingan, Yurécuaro, Agona Francia, Estados Unidos de Norteamérica,
Mujica, Lazaro Australia, Canad3, Espaiia, Jordania, China,
Cardenas, Zamora, Dinamarca, Reino Unido, Argelia, Alemania,
Irlanda, Grecia, Escocia, Peru.
14 2 (3%) Uruapan, Mdjica Serogrupo 35  Katar, Estados Unidos de Norteamérica, Jordania,
y E4 Francia, Alemania, Noruega, Dinamarca,
Zimbabue, Escocia, China.
19 1(1%) Ciudad Hidalgo Typhimurium México, Estados Unidos de Norteamérica,
Alemania, Irlanda, Canada, Reino Unido, Holanda,
China, Dinamarca, Portugal, Benin, Sur de Africa,
Espafia, Francia, Japon, Tailandia, Republica Checa,
Katar, Brasil, Noruega, Italia, Taiwan, Corea, Mali,
Panama, Kenia, Mongolia, Bélgica, Australia,
Austria, Suecia, Zimbabue, Escocia.
40 17 (24%) Morelia, Lazaro Anatum, Dinamarca, Estados Unidos de Norteamérica,
Cardenas, Zamora, Agona, Portugal, Inglaterra, Francia, Reino Unido, Irlanda,
Apatzingan, Pastor Serogrupo B, Filipinas, Taiwan.
Ortiz, Uruapan, Ldzaro  Serogrupo E1
Cardenas, Zacapu,
Yurécuaro, Ocampo,
Mujica
48 1(1%) Lazaro Cardenas Serogrupo D Italia, Alemania, Estados Unidos de Norteamérica,
Dinamarca, Austria, Puerto Rico, Portugal, Reino
Unido, Guyana Francesa, Espaia, Guadalupe.
64 13 (18%) La Piedad, Ciudad Anatum, Katar, Canada, Reino Unido, Estados Unidos de
Hidalgo, Morelia, Agona, Norteameérica, Zimbabue, Sur de Africa, Alemania,
Apatzingan, Uruapan, Serogrupo B. Senegal, Portugal, Australia, Dinamarca.
Huetamo, Lazaro
Cardenas, Tuxpan
65 1(1%) Morelia Serogrupo C1  Estados Unidos de Norteamérica, Alemania, Reino
Unido, Escocia.
72 2 (3%) Tuxpan, Ciudad Hidalgo  Serogrupo B Estados Unidos de Norteamérica
118 2 (3%) Lazaro Cardenas, Serogrupo B Portugal, Estados Unidos de Norteamérica,
Morelia y Serogrupo Alemania, Francia, Suiza, Argelia, Tunez
E1l
155 1(1%) Zitacuaro Serotipo E1 Italia, Alemania, Filipinas, Canada
213 10 (14%) Morelia, Uruapan, Typhimurium México, Holanda, Irlanda, Reino Unido
Apatzingan, Lazaro
Cardenas, Charo,
Zamora, Tanhuato, La
Piedad, Patzcuaro
292 1(1%) Tacdmbaro Typhimurium  Canada Taiwan, Estados Unidos de Norteamérica,
Alemania, Jordania
321 2 (3%) Lazaro Cardenas Serogrupocl  Benin, Alemania, Reino Unido, Estados Unidos de

Norteamérica, Taiwan
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329 1(1%) Morelia Anatum Estados Unidos de Norteamérica, Espafia,
Alemania, Tailandia, Chile

440 1(1%) Uruapan Serogrupo B Australia, Katar, Canada

447 1(1%) Zamora Serogrupo B Escocia, Estados Unidos de Norteamérica

463 2 (3%) Lazaro Cardenas Agona, Estados Unidos de Norteamérica, Canad3, Reino

Serogrupo E1 Unido

588 1(1%) Patzcuaro Serogrupo B Alemania, Holanda

592 1(1%) Angamacutiro Agona Estados Unidos, Canada

1674 2 (3%) Lazaro Cardenas Serogrupo D Estados Unidos de Norteamérica

ND 2 (3%) Morelia Agona, No se encuentra en la base de datos
Anatum (Posible ST nueva)

Se realizd la comparaciéon de la relacion entre la ST y el serotipo de los aislados
analizados con la asignacién de ST y serotipo que se encuentran depositados en la base de
datos de MLST de S. enterica (Tabla 9). Como se puede observar, existen varias secuencias tipo
distintas depositadas en la base de datos que son asignadas a cepas de un mismo serotipo, asi
como aquellas que son exclusivas de un solo serotipo. Al comparar las secuencias tipo de
nuestros resultados, encontramos que el serotipo de varios aislados concuerda con el serotipo
gue se encuentra depositado en la base de datos. Por ejemplo, la ST-13 se ha asignado a cepas
de los serotipos Agona, Typhimurium, Enteritidis en la base de datos, aunque la mayoria de las
cepas con dicha ST en la base de datos pertenecen al serotipo Agona. Esto concuerda con
nuestros resultados, ya que los 8 aislados del serotipo Agona aqui estudiados presentaron la
ST-13.

La ST-19 también estd presente en distintos serotipos de la base de datos, aunque
mayoritariamente en el serotipo Typhimurium. Nuestros resultados son congruentes con lo
reportado en la base de datos para dicha ST, ya que el aislado corresponde al serotipo
Typhimurium. En el caso de la ST-64, en este estudio se encontrd presente en cepas de los
serotipos Anatum, Agona, y Serogrupo B. En la base de datos dicha secuencia tipo también se
reporta en distintos serotipos que incluyen a Anatum, Vejle, Rosseleben y Ngor, siendo el
serotipo Anatum el mas comun. Asi, los 12 aislados del serotipo Anatum aqui analizados
presentan la ST-64, en congruencia con la base de datos. No obstante, en este trabajo también
se encontré que cepas del serotipo Agona y del serogrupo B pueden presentar la ST-64 lo cual

no aparece en la base de datos. Adicionalmente, la asignacion de serotipos para las secuencias
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tipo ST-40, ST-292, ST-329, ST-463 y ST-592 de los aislados de este estudio no concuerdan con
la base de datos.

Las secuencias tipo encontradas para algunos de los aislados tipificados Unicamente a
nivel de serogrupo permitieron asignar serotipo que para las secuencias tipo que éstos aislados
presentaron existe una asignacién unica de serotipo, tal fue el caso de los aislados que
presentaron las secuencias tipo ST-14, ST-65, ST-72, ST-155, ST-321, ST-440, ST-447, ST-588 y
ST-1674. A los aislados que presentaron las secuencias tipo ST-48 y a la ST-118 no se les pudo
asignar un serotipo, ya que en la base de datos se reportan 2 o mas serotipos diferentes para
éstas (Tabla 9). Todos los aislados analizados en este trabajo fueron obtenidos de muestras de
productos carnicos (67 aislados) y derivados lacteos (5 aislados) y en ese sentido resulta
interesante analizar de qué tipo de hospedero o ambiente han sido aislados las ST reportadas
en la base de datos. La tabla 10 muestra dicha informacidn. Para los aislados analizados, todas
las ST se encuentran en todos los productos carnicos analizados, excepto la ST-19, que fue la

Unica ST que se encontrd en queso fresco y no en producto cérnico.

Tabla 9. Comparacion de ST obtenidas por MLST de los serotipos encontrados en aislados de
Salmonella enterica utilizados en este estudio con los serotipos de las ST reportadas en la
base de datos.

Tipo de Muestra

ST Serotipo LESP  Serotipo reportado Hospederos/Ambiente

en base de datos
MLST

reportados en base de
datos MLST

13 Agona Agona, Chorizo, Carne de res, Humanos, aves de corral,
Typhimurium, longaniza medio ambiente (rios),
Enteritidis porcinos, ovinos,
alimentos (leche),
alimentos para animales.
14 Serogrupo 35 Senftenberg Carne de res, pollo Alimentos, humanos,

vy E4

medio ambiente (rios),
aves, reptiles.

19 Typhimurium

Typhimurium, Queso fresco

Hato, Hartford,

Humanos, bovinos, Ovinos,
porcinos, aves, equinos,

Farsta reptiles, medio ambiente,
zariglieya, conejos.
40 Anatum, Derby Carne de cerdo, , carne Bovinos, humanos,
Agona, de res, chorizo, queso alimentos, medio

Serogrupo B,
Serogrupo E1

fresco, longaniza

ambiente, porcinos.

48 Serogrupo D

Panama, Houston, carne de res

koessen, Miami

Reptiles, humanos, medio
ambiente,
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64 Anatum, Anatum, Vejle, Queso fresco, carnede  Medio ambiente, humano.
Agona, Rossleben, Ngor res, chorizo
Serogrupo B.
65 Serogrupo C1 Brandenburg Carne de res Reptil
72 Serogrupo B Derby Carne de cerdo Aves
118  Serogrupo By Newport, Carne de res, chorizo Medio ambiente,
Serogrupo E1 Muenchen humanos, reptiles,
bovinos, aves, alimentos,
porcinos, equinos.
155 Serotipo E1 London Longaniza Humanos, porcino.
213 Typhimurium Typhimurium Carne de cerdo, Humanos, bovinos,
chorizo, carne de res, , alimentos, aves.
queso asadero
292 Typhimurium Albany, Carne de res Humanos, aves de corral,
Oranienburg
321 Serogrupo cl Muenster carne de res Medio ambiente, bovinos,
humanos, aves,
329 Anatum Ohio Chorizo Humanos, medio
ambiente.
440 Serogrupo B Adelaide Carne de res Reptil, humano, bovino.
447 Serogrupo B Poona Chorizo Humano
463 Agona, Meleagridis Chorizo, Carne de res Aves, medio ambiente
Serogrupo E1
588 Serogrupo B Havana Chorizo Planta
592 Agona Worthington Carne deres Aves
1674 Serogrupo D Javiana Carne de res Humano
ND Agona, No aplica Chorizo de puerco, No se encuentra en la base
Anatum carne de res de datos
(Posible ST nueva)

http://mlist.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica/GetTablelnfo html

8.6 Patron de agrupamiento de las ST

La concatenacién de las secuencias de los 7 genes housekeeping con un total de 3336 pb
y un total de 20 secuencias tipo diferentes de los 72 aislados fueron agrupados en un
dendograma construido por el método de Neighbor-Joining las secuencias tipo se agruparon en
seis principales grupos. La distribucién de 17 aislados del grupo A corresponden a la ST-40, 12
aislados de este grupo estan asignados al serogrupo B, 3 aislados al serotipo Anatum, 1 aislado
al serotipo Agona y 1 al serogrupo E1. En el grupo B conformado por 5 aislados se agruparon 3
ST diferentes, la ST -155 con un aislado del Serogrupo E1, la ST-118 con dos aislados asignados a
los serogurpos By E1, y la ST-14 también con 2 aislados confirmados a nivel de serogrupo 35y

E4. El grupo C con un total de 11 aislados contiene a 3 ST diferentes, la ST-13 con 8 aislados se
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encuentran serotipificados como Agona, la ST-72 con dos aislados del Serogrupo B, y 1 aislado
del serotipo Typhimurium. En el grupo D, los 12 aislados conforman a 2 ST (ST-213 con 10
aislados y la ST-19 con 1 aislado) también se agrupd para este grupo 1 ST no determinada con 1
aislado serotipificado como Agona. 14 aislados fueron agrupados en el grupo E, aislados
serotipificados como Anatum estdn genotipificados por MLST con la ST-64 (11 aislados) dos
aislados mas con esta misma ST estan serotipificados 1 con el serotipo Agona y el otro
Serogrupo B, la ST-239 aqui agrupada esta conformada por 1 aislado del serotipo Agona. El
grupo F contiene 13 aislados y es el que tiene la mayor variedad de ST agrupadas (9) asi como

variedad de aislados de diferentes serogrupos y serotipos como se muestra en la figura 12.
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Figura 12. . Dendogram

o~
a de los aisla

[}
dos de S. enterica construido con las secuencias de 7
genes de mantenimiento concatenados. Cada color representa una ST diferente. Los simbolos

en negro indican serotipos y serogrupos agrupados distintas ramas terminales. El patrén de
agrupamiento se generd mediante el criterio Neighbour-Joining utilizando el programa MEGA
versién 5.2.

8.7 Patrdon de agrupamiento de las ST por geoBurst

El arbol de minima expansion generado excluyendo a las secuencias tipo ND muestra en
el nodo central a la ST19, relacionandose estrechamente con el resto de ST Figura 13 A). Este
arbol presenta dos ramas, una simple en la que la ST463 estd unida a la ST19 y a la ST588; la
otra rama es una bifurcaciéon que parte del nodo de la ST321, una de estas bifurcaciones esta
formada por la ST1674 y la ST447, mientras que la otra la componen las ST 65 y 48 (Figura 13

A). Cuando en el andlisis se incluye a las secuencias ND, el nodo central es la ST213 en vez de la

ST19 (Figura 13 B) y esta forma parte de una rama adicional a las antes descritas, que incluye a
la ST40.
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D

eBG5

Figura 13. Agrupamientos gBurst de los aislados de S. enterica de Michoacan. A-B, Arboles de minima expansion
de todos los aislados; B-C grupos gBurst que difieren en un alelo; D-E grupos gBurst que difieren en dos alelos. A,
C, E analisis que no incluye a las secuencias tipo ND; B, D, F, analisis que incluyen a las secuencias tipo ND. C, D
eBGs de ST que difieren en un alelo; E, F, eBGs de ST que difieren en dos alelos. C, D analisis de variantes de un
solo locus (SLV); E, F, analisis de variantes de dos loci (DLV). Los contornos de los paneles designan grupos de ST
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que forman eBGs complejos, el resto de grupos esta formado por una sola ST. Cada nodo (circulo) designa una ST
diferente indicada por el nimero dentro de éste. El cédigo de colores para cada ST es igual al de la figura ¢??. El
tamafio de cada nodo es proporcional al nimero de aislados con la misma ST. Las lineas que conectan los nodos no
indican distancias genéticas.

Cuando se analiza la formacién de grupos eBG que difieren en un solo locus, se forma
dos grupos complejos tanto cuando se incluye a las secuencias ND como cuando se excluyen
(Figura 13 B ). La unica diferencia entre ambos casos es la inclusion de dichas secuencias en el
eBG mas complejo (eBG1 y eBG3). El otro eBG formado en ambos casos incluye a 5 ST distintas
(eBG2). El resto son secuencias sin agrupar. Algo similar ocurre cuando se forman eBG con

diferencias de 2 loci al incluir y excluir las secuencias tipo ND (eBG4 y eBG6).

En algunas de las ST se agrupan distintos serotipos, mientras que otras estan formadas
por un solo serotipo (Figura 14). Asi, las ST 19, 213 y 292 presentan aislados exclusivamente del
serotipo Typhimurium, mientras que la ST13 y 592 estdn constituidas exclusivamente por
miembros del serotipo Agona. Un caso extremo en el presente estudio lo constituye la ST40, la
cual esta agrupa aislados de los serotipos Agona, Anatum, Serogrupo By serogrupo E1 (Figura
14). La otra ST que agrupa a mas de dos serotipos es la ST64, con aislados de Agona, Anatum vy

serogrupo B. El resto de ST estds constituidas por aislados de un serogrupo o de dos.
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Agona

Anatum
Typhimurium
Serogrupo B
588 Serogrupo C
Serogrupo C1
Serogrupo D

Serogrupo E1

Serogrupo E4
Serogrupo 35

Figura 14. Arbol de minima expansién que muestra la distribucién de serotipos en cada secuencia tipo. Cada
nodo (circulo) designa una ST diferente indicada por el nimero dentro de éste. El tamafio de cada nodo es
proporcional al nimero de aislados con la misma ST. Las lineas que conectan los nodos no indican distancias
genéticas.
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9. DISCUSION

En este estudio se analizaron un total de 72 aislados de Salmonella enterica. El andlisis
de secuencias para cada uno de los siete /oci analizados por MLST arrojé diferentes nimeros de
alelos. La diversidad de alelos ha sido previamente reportada en el estudio de Liu et al. (2011),
en el que de un total de 121 aislados de Salmonella enterica se encontré un mayor nimero de
alelos para los loci hisD (33), aroC (32) y dnaN (30), mientras que los loci que presentaron
menor nimero de alelos fueron thrA (29), purE (27), sucA (27) y hemD (26). En el presente
trabajo se encontré mayor diversidad de alelos para los loci hisD (20), purE (19) y dnaN (18), por
lo que los resultados aqui obtenidos concuerdan con los resultados obtenidos en el estudio
anteriormente mencionado para los loci hisD y dnaN, pero no en el caso del locus purE. El
menor nimero de alelos en este trabajo se encontrd para el locus sucA, mientras que en el
estudio de Liu et a. (2001). reportan al locus hemD con la menor diversidad de alelos. Asi, el
contraste entre nuestros resultados y datos previos de la literatura muestra que en distintas

poblaciones de S. enterica, |la variabilidad de los loci analizados puede presentar diferencias.

Se encontraron 20 Secuencias tipo diferentes para todo el conjunto de 72 aislados
analizados. La mayoria de éstas ST ya se encuentran registradas en la base de datos, por lo que

se realizd la comparacidn de las ST aqui en encontradas con las registradas.

Para nuestro estudio la ST predominante fue la ST-40 con un total de 17 aislados
distribuidos entre los Serogrupos B y E1, asi como en aislados serotipificados como Anatum vy
Agona. Dicha distribucién no concuerda con lo que estd depositado en la base de datos, ya que
las 175 cepas depositadas para la ST-40, estan reportadas con el serotipo Derby, aunque la
mayoria de los aislados que conforman a esta ST de este trabajo se encuentran confirmados
solo a nivel de serogrupo. La mayoria de los aislados dentro de la ST-40 fueron obtenidos de
productos carnicos y sélo 1 aislado fue obtenido de queso fresco, lo cual concuerda con lo
reportado en la base de datos para dicha ST, con aislados provenientes de muestras de bovinos
y porcinos, asi como de alimentos, aunque la mayoria de registros son principalmente de
humanos. Esto es importante ya que muestra que la ST-40 encontrada en los alimentos de

Michoacdn es un genotipo que puede ocasionar brotes, lo cual resalta la importancia de la

UMSNH Laboratorio de Genética Molecular Microbiana 51



Caracterizacion por Multi Locus Sequence Typing de aislados de Salmonella enterica obtenidos de
productos carnicos y derivados lacteos provenientes de Michoacan

distribucién geografica de esta ST en el Estado de Michoacdn ya que se encontré en 10
municipios ubicados en los cuatro puntos cardinales y en el centro del estado. La distribucion
geografica mundial que se reporta en la base de datos es para la ST-40 incluye
mayoritariamente a paises del continente Europeo, pero también en algunas regiones de los
Estados Unidos de Norteamérica y Filipinas. De hecho, el reporte mds antiguo depositado en la
base de datos para la ST-40 es de 1921, para cepa aislada en alimento encontrada en el Reino
Unido. Posteriormente se reporta la existencia también en el afio de 1986 en Estados Unidos de
Norteamérica y mds recientemente en los afios del 2001 al 2009 en Filipinas, Estados Unidos de
Norteamérica, Portugal, Francia, Dinamarca, Taiwan, Inglaterra e Irlanda. En un estudio
publicado en el 2013 por Hayward et al. (2013) se menciona que aislados del serotipo Derby y
Mbandaka con dicha ST se aislan con frecuencia en el Reino Unido y Estados Unidos de
Norteamérica y ambos serotipos pueden causar facilmente enfermedad en humanos. Ademas
de que la incidencia en el ganado muestra asociaciones diferentes, en el Reino Unido
aproximadamente el 50% y 40% de los casos de Salmonella Derby se encuentran en pavos y
cerdos, lo que concuerda con nuestros resultados, ya que la mayoria de estos aislados fueron
obtenidos de ganado bovino y porcino. En la base de datos aln no se encuentra reportada esta
ST para México por lo cual, en este trabajos se estaria reportando la llegada de dicho genotipo

para el pais, lo que representa un dato epidemiolégicamente importante.

Para el caso particular de México, se encuentran reportadas en la base datos 13 ST
diferentes (ST-15, ST-19, ST-23, ST-31, ST-112, ST-213, ST-214, ST-302, ST-415, ST-429, ST-431,
ST-1097 y ST-1615) distribuidas en varios serotipos de Salmonella enterica (Heidelberg,
Typhimurium, Oranienburg, Newport, Muenchen, Adelaide, Meleagridis y Azteca). Nosotros
encontramos dos ST ya reportadas para México, éstas ST son las ST-19 y ST-213, pertenecientes
al serotipo Typhimurium. La base de datos tiene depositadas 42 cepas para la ST-213, la mas
antigua reportada en el 2000 en Irlanda; En México los reportes son de los afios 2002 al 2007,
sin embargo en el Reino Unido se reporta en el 2001 y 2003 y en Holanda en el 2009, indicando
claramente la dispersién a nivel global de esta cepa en pocos afios. La ST-19 es la ST mas

predominante en la base de datos, con un total de 530 cepas depositadas aisladas en los cinco
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continentes de 33 paises diferentes, con el reporte mas antiguo en el afio de 1948 sin
especificar pais. En los afios 1974 y 1975 dicha ST fue aislada en Alemania, en 1978 en Brasil y
1979 en Noruega. Mas recientemente, en los afios 2000 al 2009, se ha aislado en una gran
variedad de paises los cuales se encuentran especificados en la tabla 8 Esto comprueba la
distribucién y alta frecuencia de la ST-19 a nivel mundial en una gran variedad de hospederos
animales (bovinos, ovinos, porcinos, aves, equinos, reptiles, conejos), humanos y en muestras

procedentes de medio ambiente obtenidas de agua de rios.

La ST-64 fue la segunda secuencia mayoritariamente encontrada en este estudio (n=13).
Esta secuencia tipo se encuentra reportada en paises de tres continentes (Europa, Africa y
Ameérica) y el reporte mas antiguo es del afio 1919 para una cepa aislada de aves en los Estados
Unidos de Norteamérica. Posteriormente, se encontré en Senegal (1962), Alemania (1966-
2001), Zimbabue (1996) y mas recientemente en Canada, Australia, Dinamarca y Sur de Africa
(2001). En el afio 2009 se le encontré en el Reino Unido. En cuanto a hospederos, dicha ST se ha
encontrado también en humanos, reptiles y en agua de rios. Existe discrepancia de serotipos
gue componen esta ST, ya que la base de datos reporta cepas de los serotipos Anatum, Vejle,
Rossleben y Ngor, siendo mayoritarios aislados del serotipo Anatum. En nuestro estudio los
aislados de esta ST estdn serotipificados como Anatum (n=11), Agona (n=1) y Serogrupo B (n=1)
por lo que la mayoria de nuestros resultados concuerdan con lo reportado. Mds adelante se

discutiran las razones por las cuales una ST puede estar constituida de distintos serotipo.

La tercera ST mayoritaria fue la ST-13, y en ésta los resultados de nuestro estudio
concuerdan con lo que reporta la base de datos, ya que todos los aislados pertenecen al
serotipo Agona y han sido obtenidos de productos carnicos. Esta ST se ha encontrado en varios
hospederos que incluyen humanos, aves, porcinos y ovinos. También se ha encontrado
contaminando alimentos como la leche, y alimento animal. En cuanto a distribucién geogrifica,
esta ST se encuentra ampliamente distribuida en varios paises del continente Europeo,
aislandose desde el afio de 1969 hasta el 2009. También se ha reportado en China (2007) y en
Estados Unidos (2006).
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El resto de ST encontradas en este estudio (ST-14, ST-48, ST-65, ST-72, ST-118, ST-155,
ST-292, ST-321, ST-329, ST-440, ST-447, ST-447, ST-643, ST-588, ST-592 y ST-1674) se han
reportado principalmente en el continente Europeo, aunque también se han encontrado en
paises del continente Americano (Estados Unidos, Canada y Chile) Los genotipos se han

encontrado desde el ano 1931 hasta el 2009.

Un aspecto importante del presente trabajo es el hecho de que se pudieron asignar
serotipos a aislados que solo se encontraban confirmados a nivel de serogrupo. Dichos aislados
fueron los que asignados a las ST-14, ST-65, ST-72, ST-155, ST-321, ST-440, ST-447, ST-463, ST-
588 y ST-1674 ya que en la base de datos dichas ST estan conformadas por un solo serotipo. Las
secuencias tipo asignadas a dos o mas serotipos fueron las ST-48, ST-118 y ST-292. El aislado de
la ST-48 del serogrupo D en este estudio no se pudo asignar serotipo, ya que la base de datos
reporta un total de 24 cepas de 4 serotipos diferentes (Panama, Houston, Koessen y Miami),
aunque la mayoria se encuentra reportada con el serotipo Panama. Para el caso de la ST-118,
de un total de 85 ST reportadas en la base de datos 84 cepas son del serotipo Newport y sélo 1
cepa del serotipo Muenchen. Los dos aislados de nuestro estudio estdn clasificados con el
serogrupo B y E1, por lo que muy probablemente puedan asignarse al serotipo Newport.
Aislados de las ST-292 y ST-329 que se encuentran serotipificados en nuestro estudio con los
serotipos Typhimurium y Anatum no concuerdan con lo reportado en la base de datos

(serotipos Albany, Oranienburg y Ohio).

De las 20 ST encontradas en nuestro estudio, sélo dos se encuentran reportadas para
México, las otras 18 ST restantes se han encontrado en varias partes del mundo pero no
estaban reportadas para el pais. Esto es importante porque permite ir formando una base de
datos que puede ayudar a evaluar la dinamica de genotipos en el estado, identificando ST que
permanecen por periodos prolongados en algunas regiones del estado y registrando nuevas ST
con caracteristicas epidemioldgicas de interés, como virulencia y patrones de resistencia a
antibidticos. Por otra parte, la base de datos con las ST aisladas de todo el mundo, constituye
un sistema muy valioso para evaluar los cambios en los patrones de dispersién de genotipos a

nivel global.
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Antes de discutir los resultados del andlisis de MLST para la formacién de grupos eBG, es
importante resaltar el nivel de interpretacion que nos permite este tipo de estudio. De acuerdo
con Achtman et al. (2012), los clusters que se forman cuando se analizan las ST de S. enterica
mediante el analisis geoBurst contienen diferentes aislados que radian de un nodo central; este
fendmeno se interpreta comunmente como la formacion de linajes monofiléticos de ST que han
evolucionado de un nodo fundador (Turner y Feil, 2007). Achtman et al. (2012) evitan utilizar
interpretaciones de historias evolutivas dentro de eBGs, incluyendo la identificacion de ST
fundadores, hasta que se realicen estudios gendmicos de aislados histéricamente
representativos, por lo que para ellos la asignacién de niumeros a cada eBG es arbitraria y no
informativa en cualquier otro sentido. De hecho, se ha documentado que aunque el algoritmo
eBurst provee de un escenario robusto de la estructura poblacional, este no funciona
adecuadamente para describir poblaciones con altos niveles de recombinacién (Turner et al.,
2007); por lo que los grupos eBurst deben de ser considerados como una hipdtesis sobre los
grupos ancestrales y los patrones de descendencia entre ST relacionadas, lo cual debe de ser
corroborado con informacién adicional (Turner et al., 2007; Feil et al.,, 2004). Es en este
contexto general en el que se enmarca la siguiente discusién de nuestros resultados.

Tanto los arboles de minima expansidon como los grupos eBG formados con las ST de los
aislados de S. enterica aqui estudiados, sugieren que la ST19 puede ser la fundadora original de
la poblacién estudiada para Michoacan. De manera interesante, cuando al analisis se agregan
las secuencias tipo ND, la ST19 es reemplazada por la ST213 como nodo central del arbol de
minima expansién. Previamente Wiesner et al (2009) han reportado a la ST213 como exclusiva
de México, y sus datos sugieren esta ha ido desplazando paulatinamente a la ST19 como el
genotipo mayoritario contaminando productos carnicos y asociado a infecciones en el estado
de Michoacan en particular y México en general. Asi, los resultados aqui obtenidos refuerzan
dicha hipotesis, y parecen indicar que la ST213 es la principal generadora de nuevas ST en el
estado, que a la vez constituyen nuevas variantes seroldgicas. Es factible que un analisis
gendmico permita corroborar las hipdtesis planteadas en ese sentido, permitiendo comprobar

las relaciones entre las ST19, ST213 y las ND.
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Uno de los resultados encontrados en el presente trabajo es el agrupamiento de distintos
serotipos dentro de una misma ST, asi como la dispersién de aislados del mismo serotipo en
distintas ST. En nuestro estudio, los aislados del serotipo Typhimurium se distribuyeron en las
ST 19, 213 y 292. Esta dispersién del serotipo Typhimurium en distintas ST se ha documentado
previamente. Asi, Torpdahl et al. (2007) reportaron la distribucion de 10 aislados del serotipo
Typhimurium en 4 ST distintas. El analisis de 9 cepas del serotipo Typhimurium obtenidas de
aves silvestres en Inglaterra mostré que esta poblacién esta compuesta de dos ST, la ST568 y la
ST19, de las cuales la mds abundante es la primera (Hughes et al., 2010). La ST568 es escasa en
aislamientos humanos en el area, con solo tres casos reportados de infecciéon. Los autores
concluyen que dicho genotipo presenta adaptaciones especificas de hospedero que la hacen
mas virulenta, ocasionando una alta tasa de mortalidad en las aves silvestres. En el analisis de
62 aislados de distintos serotipos obtenidos de nifios con infecciones invasivas en Gambia, los
aislados del serotipo Typhimuriun presentaron las ST 19 (n=4) y 34 (n=1). Los aislados del
serotipo Agona también se encontraron dispersos en 5 ST tipo distintas, para este serotipo la
dispersién en distintas ST también ha sido previamente reportada (Sukhnanand et al., 2005).

La distribucién de aislados del mismo serotipo en distintas ST ha sido ampliamente
documentada no solo para los casos encontrados en el presente trabajo, sino para una amplia
variedad de serotipos. Dicho fendmeno ha sido discutido recientemente por Achtman et al.
(2012) y comentada previamente en este trabajo. El analisis mediante MLST forma eBG que son
grupos naturales estrechamente relacionados, mientras que los genes que codifican para
proteinas con epitopes antigénicos, como los utilizados en el proceso de serotipificacion
pueden ser adquiridos mediante transferencia horizontal y recombinacion homdéloga entre
aislados de linajes genéticos no relacionados. Esto provoca que serotipos genéticamente
relacionados como el Heidelberg y el Typhimurium posean distintos alelos del gen fliC (un
factor de serotipificacién), mientras que aislados de serotipos genéticamente distintos pueden
presentar alelos practicamente idénticos (Smith et al., 1990).

La mayoria de los aislados analizados (n=31) en el presente trabajo presentaron
féormulas antigénicas incompletas, por lo que no podian ser asignados a serotipos especificos. El

analisis de este tipo de aislados muestra la capacidad de tipificacion del MLST, ya que puede

UMSNH Laboratorio de Genética Molecular Microbiana 56



Caracterizacion por Multi Locus Sequence Typing de aislados de Salmonella enterica obtenidos de
productos carnicos y derivados lacteos provenientes de Michoacan

relacionar a dichos aislados con otros de serotipos especificos, permitiendo la comparacion con
otros aislados de la misma regiéon o comparaciones a nivel global. Los aislados estudiados de los
serogrupos B y E1 muestran una estrecha relacidn con los aislados del serotipo Typhimurium.
Diversos estudios han reportado la tipificacién de aislados con serotipos no definidos y su
relacion el serotipo Typhimurium. Asi, el analisis de 190 aislados del serogrupo 4,5,12:i:— (n =
90) y del serotipo Typhimurium (n =100) mostrd que estos se distribuian en seis ST distintas
compartiendo ambos grupos la ST6, y encontrandose también la ST51 para el primero (Soyer et
al., 2009). En un estudio en el que se analizaron aislados provenientes de muestras humanas y
de bovino, los aislados del serogrupo 4,5,12:i:— analizados presentaron la misma secuencia tipo
qgue los del serotipo Typhimurium (Hoelzer et al., 2010), la cual fue la ST251 que es la
predominante para dicho serotipo en la base de datos.

El serotipo Typhimurium posee la férmula antigénica [1],4,[5],12:i:1,2, en dicha férmula
los corchetes representan antigenos que pueden o no estar presentes en la designacion del
serotipo (Achtman et al., 2012). La presencia de distintas variantes seroldgicas compartiendo el
mismo eBG con aislados del serotipo Typhimurium indica que dichas variantes (que han perdido
antigenos y se denominan de acuerdo a sus caracteristicas como monomérficas, no-métiles,
rugosas) representan mutaciones o eventos de recombinacidon que afectan la expresién del
lipopolisacarido (LPS) o los antigenos flagelares fliC (fase 1) y fliB (fase 2) (Achtman et al., 2012).
En ese sentido, se ha documentado que los aislados del serogrupo 4,5,12:i:— presentan una
delecidn gendmica en la que se eliminaron los genes fljA y fljB, relacionados con los antigenos
de fase 2 de flagelo, los cuales si estdn presentes en los aislados del serotipo Typhimurium
(Soyer et al., 2009). Se encontraron dos tipos diferentes de deleciones en las regiones que
abarcaban dichos genes. Este puede ser el caso de los aislados aqui estudiados que se
relacionan estrechamente con el serotipo Typhimurium por lo que, a futuro, seria interesante
realizar analisis que muestren el tipo de cambio genético ocurrido en los aislados de este

trabajo que poseen férmulas antigénicas incompletas.
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