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RESUMEN

Salmonella enterica subsp.enterica es uno de los principales patdégenos
causantes de enfermedades transmitidas por alimentos. La identificacion y la
diferenciaciéon de cepas de S. enterica es un paso fundamental en investigaciones
epidemiologicas para el establecimiento de estrategias de prevencion y control. El
objetivo del presente trabajo fue obtener cepas de S. enterica en alimentos del estado
de Michoacan y realizar una caracterizacién bioquimica, serolégica y genético-
molecular de éstos.Se analizaron 8,414muestras de alimentos en el Estado de
Michoacan para el aislamiento de S. enterica mediante la norma oficial mexicana la
NOM-114-SSA1-1994 duranteel periodo 2008-2009.A los aislados obtenidos se les
determiné el serotipo por el esquema Kauffman-White. Se realizé un ensayo RAPD con
tres oligonucleodtidosy con los patrones de amplificacion obtenidos se determinaron las
distancias genéticas entre los aislados de estudiomediante el calculo de las distancias
euclidianas,a partir delas cuales se generéun dendograma empleando el criterio de
Ward. Se obtuvieron 120 aislados de Salmonella enterica, la mayoria de los cuales(53
%)provenian de la region centro del estado de Michoacan, correspondiente a la
jurisdiccén sanitaria 1.El 46% de los aislados se obtuvieron de carnes crudas, 34% de
chorizos, 14% de quesos y el resto de otros productos, reflejando incidencias en dichas
muestras de 13 %, 10.5 % y 2.2 %, respectivamente. Los serotipos mas abundantes
fueron Typhimurium (13%), Anatum (12%), serogrupo B (11%) y Agona (9%)
encontrandose en menor proporcion otros 30 serotipos. EI dendograma generado
mostré cuatro grupos principales a un 85% de similitud genética y 27 genotipos a un
95% de similitud.El dendograma generado no mostré agrupamiento de los aislados por
tipo de muestra, por localidad de origen o por serotipo. Cuando se realizaron patrones
de agrupamiento para los tres serotipos mas frecuentes se encontré6 que algunos
genotipos se encuentran restringidos geograficamente dentro del estado mientras que
otros presentan una distribucion amplia. Los resultados obtenidos muestran una alta
diversidad fenotipica y genotipica de S. enterica en las muestras aisladas, aunque los
valores de incidencia en las muestras analizadas fueron relativamente bajos para el

periodo de estudio.



I. INTRODUCCION

Distintos serotipos de la bacterias Salmonella enterica subsp. enterica son
patégenos zoonoticos de distribucion mundial, causantes de diversas enfermedades
como diarrea, gastritis, fiebre tifoidea, bacteremias y septicemias, entre otras (FDA,
2009). El ciclo de contaminacién por Salmonella tiene origenes multiples a partir de
materia fecal. Las heces de animales son capaces de contaminar el alimento de otros
animales asi como el agua con la que se riegan distintos cultivos (Toledo, 2008).
También existe contaminacion en los mataderos, en donde a causa de las heces se
contamina la carne que consumimos (Creus et al., 2007). Las personas portadoras de
este patdogeno y que no tienen buenas practicas de higiene pueden contaminar
alimentos, asi como el material para la elaboracion de los mismos (Arbuzoba, 1960;
Weissfeld et al., 1994).

Salmonella tiene un impacto importante tanto en la economia como en el sector
salud. En paises en desarrollo, provoca aproximadamente 22 millones de casos de
fiebre tifoidea anualmente, con 220 000 muertes (Crump et al., 2004; Parry, 2004). La
mayoria de los pacientes que se recuperan de la infeccion son capaces de eliminar la
bacteria completamente de sus cuerpos. Sin embargo, algunos de estos permanecen
como portadores sanos, pudiendo contagiar a otras personas, debido a que

continuamente estan eliminando S. enterica en sus heces (Tauxe et al., 1988).

Debido a la amplia distribucién de éste patdogeno y a su capacidad para infectar
es necesario contar con estrategias de vigilancia sanitaria para evitar brotes e
implementar acciones para disminuir la incidencia de éste patdégeno. En este sentido,
las herramientas moleculares como los RAPD’s han sido muy utiles para la tipificacion

genética de cepas de Salmonella (Lim et al., 2005; Shabarinath et al., 2007).

Losestudios genéticos como el realizado en el presente trabajo permiten
determinar las relaciones que existen entre distintas cepas, brindando informacion
valiosa sobre su posible origen en caso de brotes. Los estudios de genotipificacion en
aislados de S. enterica a partir de muestras de alimentos permiten establecer relaciones



con aislados clinicos provenientes de pacientes con procesos de infeccion y
manifestaciones clinicas de enfermedades ocasionadas por éstepatégeno. Dichas
relaciones son muy utiles en salud publica, ya que posibilitan el disefio de estrategias
de prevencion de enfermedades infecto-contagiosas, mediante la deteccion rapida vy

especifica de posibles fuentes de contaminacion.



Il.- ANTECEDENTES

2.1 Clasificacion taxonémica

El género Salmonellapertenece a la familia Enterobacteriaceae, y comparte
caracteristicas generales de las enterobacterias. Las especies pertenecientes a este
género son bacilos Gram negativos, no esporulados, generalmente méviles por flagelos
peritricos y anaerobios facultativos. En relacion a las caracteristicas bioquimicas, estas
bacterias son capaces de fermentar glucosa, son catalasa positivos y oxidasa negativos
(Popoff et al., 2004).

Estudios de hibridacién de ADN han demostrado que el género Salmonella esta
constituido por dos especies: Salmonella enterica y S. bongori. A su vez, la especie S.
enterica esta compuesta por seis subespecies que son: S.enterica (), S. arizonae (llla),
S. diarizonae (llIb), S. houtenae (IV), S. salamae (Il) y S.indica (VI). La especie S.

bongori s6lo posee la subespecie V (Garrity et al., 2004).

Las especies de Salmonella se dividen en serotipos, identificados con base en
sus caracteristicas antigénicas de acuerdo al esquemade Kauffmann-White. Dicho
esquema se basa en la reactividad de antisueros a antigenos de superficie O, H y en
algunos casos Vi. El antigeno somatico O detecta diferencias de carbohidratos en la
capa de lipopolisacaridos (LPS), el antigeno H detecta proteinas en flagelo y el
antigeno capsular Vi tiene que ver con la deteccion de proteinas especificas de
virulencia. La combinacién de estos antigenos ha llevado a la identificacion de mas de
30 serogrupos y 2523 serotipos o serovares de Salmonella (Popoff et al., 2004); la
mayoria de estos dentro de la subespecie enterica. Es también en esta subespecie en
la que se encuentran el mayor numero de serotipos patégenos para el hombre (Brenner
et al., 2000).
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2.2 Salmonelosis

2.2.1 Proceso de infeccidn, cuadro clinico y tratamiento

La salmonelosis es una enfermedad infectocontagiosa que se caracteriza por
presentar sindromes febriles asociados a manifestaciones gastrointestinales o
sistematicas. La infeccion se localiza principalmente en la membrana interna del ileo
terminal o en el intestino grueso. Solo los serotipos Typhi y Paratyphi invaden la
circulacion sanguinea, mientras que las otras se limitan generalmente a la mucosa
intestinal (Bhutta, 2008). El cuadro mas comun es la diarrea, en la que la respuesta
inflamatoria debido a la internalizacion de Salmonella produce la liberacion de
prostaglandinas que a su vez estimula la produccibn de AMP ciclico y como
consecuencia secrecion activa de liquidos. La bacteria se ingiere por alimentos o agua
contaminados y tiene que pasar la barrera gastrica para provocar enfermedad. El
agente que consigue sobrevivir las primeras 24 a 72 h penetra el intestino ocasionando
alteraciones histopatolégicas (Bhutta, 2008). En el caso de la fiebre tifoidea, los bacilos
buscan un habitat intracelular, lo que corresponde a la fase mesentérica en la cual las
bacterias penetran los ganglios para multiplicarse y posteriormente pasar a circulacion
sanguinea y a las placas de Peyer, 6rganos linfoides del intestino. Muchas de las
manifestaciones de la fiebre tifoidea son causadas por el acido araquidonico, los
radicales libres y otros metabolitos secundarios secretados por la bacteria (Bhutta,
2008).

Dentro de las manifestaciones clinicas comunes de las infecciones asociadas a
Salmonellaesta la fiebre acompafada de dolor abdominal, evacuaciones intestinales
frecuentes, liquidas, de aspecto verdoso, fétidas, mucoides y en ocasiones con estrias
de sangre. Estos cuadros clinicos son mas severos en los nifios y en las personas de
edad avanzada. En nifios desnutridos puede observarse la diseminacion hematdgena
dando lugar a bacteremias con compromiso de otros érganos tales como las meninges,

el oido, los pulmones, los rifiones y el hueso (Kaye y Kaye, 2007).

Las complicaciones pueden presentarse en cualquier 6rgano, sin embargo las

mas severas y mas temidas son la hemorragia digestiva y la perforacion intestinal.
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Otras complicaciones de las salmonelosis son los aneurismas micoticos, los cuales han
sido descritos a nivel de la aorta abdominal, las arterias poplitea, iliaca y carotida (Kaye
y Kaye, 2007). Esta condicién requiere un diagnéstico temprano y de tratamiento
meédico y quirurgico debido al riesgo de hemorragias cataclismicas. El diagndstico
puede ser a través de un hemocultivo, urocultivo, coprocultivo, cultivo de bilis duodenal
y mielocultivo. Para el tratamiento de la salmonelosis se emplean distintos antibiéticos,
o0 combinacion de ellos, entre los que se encuentran la ampicilina, la amoxacilina, el
sulfametoxazol - trimetoprim, las cefalosporinas de tercera generacién, como la
cefotaxina, la cefoperazona, la ceftriaxona; y las fluoroquinolonas como la ciprofloxacina

y la ofloxacina(Kaye y Kaye, 2007).

2.2.2 Salmonelosis e incidencia de Salmonella en Europa

Debido a que en Meéxico no existen estadisticas basadas en muestreos
especificos para conocer la importancia en salud publica de la salmonelosis, es
necesario recurrir a datos de paises desarrollados que nos permitan generar una idea
sobre la relacion de S.enterica con procesos infecciosos y la incidencia de ésta en la

contaminacioén de alimentos.

Segun datos de la Autoridad de Seguridad Alimentaria en Europa (EFSA,
http://www.efsa.europa.eu/en/scdocs/doc/1496.pdf), en el 2008 la Salmonelosis fue la
segunda enfermedad zoondtica mas frecuente en humanos, causando
aproximadamente 131 468 casos confirmados. Los casos mas frecuentes por
salmonelosis se han detectado en nifios entre 0 y 4 afnos. La causa principal de esta
enfermedad es por infeccién alimentaria, siendo Salmonella, después de
Camplylobacter, el patégeno con mayor frecuencia relacionado con enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAs). Los alimentos con mayor incidencia por este
patdgeno son los huevos, con un 23.1 % en huevos crudos y alimentos preparados con
huevo, seguido de carnes crudas de pollo, pavo, cerdo y res con una incidencia de 5.1
%, 5.6 %, 0.7 % y 0.2 %, respectivamente. En el caso de los quesos, para ese ano la
incidencia de Salmonella fue menor al 1 %. En frutas, vegetales y yerbas el dato

correspondiente fue 0.7 %, mientras que en mariscos se detectd menos del 1 %. En
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relacion a la época del afio, los meses con mayor incidencia de salmonelosis fueron de
Junio a Octubre.

De los paises de la Union Europea, Espaia reporta los mayores porcentajes de
incidencia por S. enterica en alimentos, con valores en carne de cerdo del 12.7 %, en
carne de res de 5% y en quesosde 3.1 %. Los serotipos mas frecuentemente
relacionados con estas intoxicaciones son Typhimurium y Enteritidis, presentes en el
79.9% de los casos. Estos datos son el resultado de distintas acciones preventivas que
se han tomado a través de normas estrictas de sanitizacion que incluyen un
seguimiento continuo de estudios microbiologicos en distintos puntos de la manufactura
alimentaria, desde las granjas de animales hasta el punto de venta. Estas medidas se
han estado tomando desde hace 6 afios en los paises parte de la Union Europea (UE),

mostrando como resultado una disminucidn considerable de casos por salmonelosis.

2.2.3 Salmonelosis e incidencia de Salmonella en Estados Unidos

En Estados Unidos Salmonellaenterica es la principal bacteria causante de ETAs
(FDA, 2009). Datos proporcionados por el Food Safety and Inspection Service (FSIS)
muestran en un total de 29 116 productos carnicos crudos analizados en el 2009 una
incidencia de Salmonella en pollo del 7.2 % de 6 439 muestras, en carne de cerdo el
2.3 % de 4 747 muestras, en carne de res de 0.6 % de 2 036, en carne molida de res de
1.9 % de 8 541, en carne molida de pollo de 18.2 % de 374, en carne molida de pavo
10.7 % de 608 y en carne de pavo el 3.8 % de 1 432 muestras. Estos porcentajes
documentan una disminucion para todos los tipos de muestras respecto a los obtenidos
en anos anteriores. Los serotipos mas frecuentes en alimentos de los Estados Unidos
son Enteritidis, Typhimurium, Newport, Javiana, Agona, Heilderbeg, Montevideo,
Saintpaul, Anatum, Muenchen, Braenderup y Derby, entre otros (FSIS, 2009b).
Estimaciones de la FDA reportan que en los Estados Unidos los casos por salmonelosis
van de 2 a 4 millones por afo, de los cuales segun datos del Centers for Disease
Control and Prevention(CDC), el mayor numero de casos se presenta en niflos de 0 a 4
anos. Actualmente se estd combatiendo un brote por Salmonella en millones de

huevos de gallina contaminados en distintas productoras de lowa. No se ha podido
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identificar la fuente de la contaminacion, aunque se ha aislado Salmonella del alimento
que se les da a las gallinas, asi como de las heces acumuladas en el lugar donde se
encuentran. No se ha podido afirmar que el alimento de gallina sea el causante de la
contaminacion de las mismas, debido a que no se ha encontrado evidencia para
concluir que el alimento ya venia contaminado de fabrica o se contaminé dentro de las
instalaciones de los distintos proveedores. La portavoz del CDC, Lola Rusell, declaro
que entre el 1 de mayo y el 31 de julio del 2010 se enfermaron de salmonelosis unas

1,953 personas, segun cifras preliminares

(http://www.jornada.unam.mx/2010/08/22/index.php?section=economia&article=024n1e
CO).

2.2.4 Salmonelosis e incidencia de Salmonella en América Latina

Segun datos del programa Global Salm-Surv, ahora “ Global Foodborne
Infections Network ” (GFN) de la World Health Organization
(WHO)(http://www.who.int/gfn/en/), en el periodo 2000 a 2008 en los 10 paises
sudamericanos (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Paraguay, Peru,
Uruguay y Venezuela) que reportan en PulsNet, se ha encontrado que los serotipos
Typhimurium y Anatum son los de mayor incidencia en bovinos, cerdos y aves
domeésticas. Particularmente el serotipo Enteritidis fue aislado especificamente en aves,
siendo el serotipo mas abundante en éstas. Uno de los ultimos brotes reportados en
Latino América fue el del 23 de marzo del 2008, cuando la FDA alert6 a los mercados y
consumidores por la presencia de Salmonella en melones Hondurefios, al detectar 50
casos de infeccion en 16 estados de Estados Unidos, y 9 en Canada, de los cuales 14

casos requirieron hospitalizacion.

2.2.5 Salmonelosis e incidencia de Salmonella en México

En México no se cuenta con estadisticas nacionales recientes publicadas sobre
infecciones por Salmonella. Con frecuencia, el médico hace un diagndstico basandose
en el cuadro clinico del paciente, sin contar con los estudios microbiologicos necesarios

para establecer un diagndstico certero. La falta de un sistema de vigilancia eficiente con
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una comunicacion entre epidemiologos, médicos, microbidlogos, veterinarios y sectores
de agricultura y pesca, asi como la falta de infraestructura necesaria, impide que paises
como el nuestro pueda identificar las serovariedades de Salmonella en distintos puntos
de riesgo para la salud de los seres humanos. Esta informacion es necesaria para
disminuir la morbilidad y mortalidad por las infecciones causadas por Salmonella, asi
como los costos que estas representan en distintos sectores socioecondmicos (Zaidi,
2006a).

Para conocer los serotipos mas frecuentes en México se realizé un estudio en el
que se analizaron 24 394 cepas de Salmonella obtenidas tanto en muestras humanas y
no humanas colectadas desde 1972 a 1999(Gutiérrez et al., 2000). Los resultados
mostraron a 199 distintos serotipos provenientes tanto de humanos como de muestras
ambientales yde distintos alimentos. En particular, en humanos se identificaron a los
serotipos Typhimurium, Enteritidis y Typhi como los mas frecuentes (Gutiérrez et al.,
2000). Los primeros 2 serotipos también se obtuvieron como los mayoritarios en
muestras no humanas. En las cepas de S. enterica aisladas tanto de humanos como de
muestras no humanas se identificaron ademas a los serotipos Derby, Agona, Anatum,
Newport, Heidelberg, Infantis, Hadar, Muenchen, Give, entre otros (Gutiérrez et al.,
2000).

Segun datos del Sistema de Informacion Regional para la Vigilancia
Epidemiolégica de las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (SIRVETA), en el
periodo de 1993 al 2002 se registraron 2409 personas enfermas por salmonelosis en
México a consecuencia de infeccidon alimentaria, de las cuales hubo 2 muertes. En el
2005 se reportaron 139,742 casos de infecciones por Salmonella en los sistemas de
Salud Publica, la cual debe de ser considerada como una cifra baja, ya que la mayor
parte de los casos no son reportados debido a que no se realizan los estudios clinico-
microbioldgicos correspondientes y por tanto los datos estadisticos obtenidos poseen

valores subestimados.
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Algunos estudios realizados en México, muestran la incidencia de S. enterica en
diversos alimentos. Figueroa y colaboradores (2005) realizaron un estudio en meldn
cantaloupe, en donde se detectd la presencia de éste patdgeno y se rastred la fuente
de contaminacion. Se aislaron cepas deS. entericaen el agua de riego y en heces de
iguanas, siendo estos la fuente de contaminacion del meldn. Los serotipos identificados

en esta contaminacion fueron Poona, Infantis y Anatum.

En el mes de abrii de 2008, se inici6 un Dbrote de
infeccionporSalmonellaSaintpaulen los Estados Unidos, asociada con el consumo de
tomate mexicano, las autoridades norteamericanas tiempo después sefRalaron
publicamente que no era posible asegurar la participacion del tomate en este brote(El
Universal, 2008). El 21 de junio al 3 de julio, los técnicos de la FDA y funcionarios de la
Secretaria de Salud, a través de la Comision Federal contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) y de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) a través del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA), visitaron areas de produccion en México. Las
muestras de agua, suelo y tomate, resultaron negativas a Salmonella, lo cual fue

confirmado por la Secretaria de Salud y la FDA (El Universal, 2008).

Los estudios realizados en México muestran una alta incidencia de Salmonella
enterica en carnes crudas y chorizo del estado de Guerrero (Bello et al., 1990; Bello y
Abarca, 1991). En otros estudios mas recientes, se observd una relacion entre cepas de
S. enterica aisladas de distintas muestras humanas y no humanas en distintos estados
de la Republica Mexicana, en donde se pudo confirmar la gran dispersion de S.
enterica, asi como su importancia como agente zoondético causante de enfermedades

transmitidas por alimentos los alimentos (Zaidi et al., 2008; Wiesner et al., 2009).

Debido a la alta prevalencia de este patdégeno en alimentos y a su capacidad
para infectar y causar enfermedades, se requieren actividades para prevenir brotes e
infecciones, por lo que los estudios epidemiolégicos de S. enterica son de gran

importancia para el control de la infeccibn. En ese sentido, la identificacién y la
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diferenciacion de cepas de dicha bacteria patdogena es un paso fundamental en
investigaciones epidemioldgicas y las técnicas de genética molecular son herramientas

utiles para tales fines.

2.3 Marcadores genético - moleculares en el estudio de S. enterica

Durante décadas, la diversidad de S. enterica se caracterizObasandose en los
serotipos basados en el esquema de Kauffman-White,a los cudles se afadieron
posteriormente el analisis de isoenzimas y la tipificacion de fagos.En las ultimas dos
décadas se han adicionado diversos métodos genético-moleculares. Entre las
caracteristicas deseables de un método de tipificacion genético-molecular para su
empleo en estudios epidemiolégicos se encuentran la rapidez, la reproducibilidad, la
facilidad de desarrollo, la especificidad y la sensibilidad (Buch y Nitschko, 1999).Todas
las técnicas genético-moleculares presentan ventajas y desventajas para su empleo en
estudios epidemioldgicos y se pueden dividir, en principio, en dos grandes grupos,
aquellas no dependientes de la amplificacion mediante PCR y aquellas basadas en
PCR.

2.3.1 Técnicas independientes de PCR

En el primer grupo se utilizé inicialmente la técnica de ribotipificacion, en la cual
se hacia uso de una sonda del gen de RNA ribosomal de la subunidad 16S para
detectar diferencias en los patrones de hibridacion Southern de distintos aislados cuyo
ADN gendémico habia sido cortado con una enzima de restriccidon. La ribotipificacion se
basa en la localizacion y el niumero de secuencias del gen que codifica para el RNA
ribosomal (rRNA) en todo el genoma bacteriano. Este método de tipificacién es
actualmente realizado mediante PCR, visualizando los productos de amplificacion
obtenidos del gen de la subunidad 16S ribosomalen geles de agarosa
medianteelectroforesis (Bouchet et al., 2008).Se han utilizado sistemas automatizados
de ribotipificacion para Salmonella spp. en los que se ha demostrado su alta
reproducibilidad (Bailey et al., 2002).
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Otra metodologia similar consiste en el analisis de las secuencias de insercion
(IS), en donde en vez de utilizar sondas que se unen a secuencias del gen rRNA, se
une a secuencias de insercion en el genoma bacteriano. En particular se han utilizado
las secuencias IS200 en distintos serotipos de S. enterica. Estas secuencias son de
aproximadamente 700 pb y se encuentran distribuidas aleatoriamente a lo largo del
genoma en distintas cepas. No todas las cepas de Salmonella presentan las
secuencias del 1S200, por lo que el poder discriminatorio de esta metodologia para

estas cepas es ineficiente (Millemann et al., 2000).

La otra técnica de tipificacion no basada en PCR es la electroforesis en geles de
campo pulsante (PFGE, por sus siglas en inglés), la cual es considerada como el
“‘estandar de oro” para la diferenciacion entre aislados de Salmonella (Fakhr et al.,
2005; Bessa et al., 2007). En esta técnica se generan fragmentos de megabases
mediante la digestion del ADN gendmico con enzimas de restriccion de corte poco
frecuente y los fragmentos generados son separados en geles de agarosa sometidos a
un campo eléctrico en el que se cambia el angulo de incidencia sobre la muestra (Ribot
et al.,, 2006). Las enzimas comunmente utilizadas en patdgenos como Salmonella ,
Shigella y E. coli son Xbal, BInl o Spel (Ribot et al., 2006).Se pueden obtener entre 10 y
20 bandas de alrededor de 20 a 800 kb (Lukinmaa et al., 2004; van Belkum et al.,
2007). Este método es laborioso, el numero de muestras a analizar por corrida es
reducido y requiere alrededor de 4 dias para su realizacion y analisis (Foley et al.,
2007). El PFGE ha sido utilizado para tipificar cepas de Salmonella en alimentos y
humanos (Aktas et al., 2007; Kam et al., 2007; Nayak et al., 2004) y ha mostrado tener
un alto poder discriminatorio, asi como una gran reproducibilidad (Foley et al., 2006;
Nayak y Stewart-King, 2008).

2.3.2 Técnicas basadas en PCR

Existe una gran diversidad de técnicas de tipificacion de S. entericabasadas en el
ensayo de PCR, entre las que se pueden mencionar, la identificacion de serotipos

mediante ensayos de PCR con primers dirigidos a los genes de los antigenos O y H
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(Hong et al., 2008),la amplificaciéon de fragmentos de ADN polimérficos (AFLP)
(Giammanco et al., 2007), el analisis de secuencias concenso repetitivas intergenicas
de enterobacterias (ERIC) (Versalovic et al., 1991), la generacion de huellas genéticas
empleando el elemento movil 1S200 (Threlfall et al., 1994; Bessa et al., 2007) y de
particular interés para el preente trabajo,la amplificacion de ADN polimérfico al azar
(RAPD) (Millemann et al., 2000; Jin et al., 2006), de los cuales se presentara con mayor
amplitud sus aplicaciones en el estudio de S. enterica.Los AFLP combinan las ventajas
de las enzimas de restriccion con el analisis por PCR. Utilizan varios sitios de restricciéon
a lo largo del genoma para poder definir diversidad genética entre aislados (Mueller y
Wolfenbarger, 1999). En comparacién con el método PFGE, los AFLP han mostrado
resultados similares para distinguir genotipos de Salmonella (Lindstedt et al., 2000;
Tamada et al., 2001).En el analisis de regiones ERIC se utilizan dos primers para la
reaccion PCR. Estos primers flanquean secuencias repetitivas extragénicas y que se
encuentran principalmente en enterobacterias (Versalovic et al., 1991). En diversos
estudios realizados con distintas cepas de Salmonella se ha obtenido un excelente
indice de discriminacion (Lim et al., 2005; Shabarinath et al., 2007; Albufera et al., 2009)
y se ha reprotado una reproducibilidad del 100% (Gopal et al., 2010).

Una técnica para el anadlisis de poblaciones de S. enterica y otras bacterias
patdgenas que combina el ensayo de PCR con el analisis de secuencias, es elde
tipificacion mediante el analisis de secuencias de locus multiples (Multi-locus sequence
typing, MLST)EI método de MLST se basa en la amplificacién por PCR de secuencias
de fragmentos internos de 7 genes de metabolismo primario (house-keeping)
aproximadamente de 450 a 500 pb. Las secuencias obtenidas a partir de dichos
productos de amplificacion se analizan para determinar las relaciones filogenéticas
entre los aislados de estudio. Una ventaja de esta técnica es que los datos pueden ser
comparados con secuencias de cepas de todo el mundo mediante la consulta de un
banco de genes disponible en la red (mlst.net) (Maiden et al., 1998; Spratt, 1999;
Torpdanhl, et al., 2005; Lan et al., 2009).
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Los RAPD’s son marcadores que amplifican aleatoriamente segmentos de ADN.
Dicha técnica se basa en la probabilidad estadistica de que se presenten sitios
complemetarios en el genoma a los de primers de una longitud de 10 nucle6tidos
empleadosenesta metodologia (Williams et al., 1990). El polimorfismo de las bandas en
los individuos se debe a que en la PCR el primer se hibrida a lo largo del genoma en
secuencias homoélogas tanto en sentido 5'como 3", permitiendo amplificar fragmentos
de distintos tamafios. Los fragmentos sélo amplifican si la region en la que se une el
oligo en sentido 5" no se encuentra muy alejada del oligo que se une en sentido 3".
Como resultado se obtienen multiplesamplicones de distinto peso molecular y esto nos
permite distinguir un patrén 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 relaciéon entre distintas cepas
bacterianas (Franciosa et al., 2001;Abdelhalim et al., 2009).

Los marcadores RAPD son dominantes, es decir, no pueden discriminar entre
homocigotos dominantes de los heterocigotos para un segmento en particular
(Backeljau et al., 1995), lo cual no es significativo en el analisis genético de bacterias,
debido a que éstas poseen genomas simples en una sola copia. Entre las principales
ventajas de esta técnica esta el hecho de que reconocen tanto regiones codificantes
como las no codificantes del ADN, y revelan niveles de variacion mas altos que los
RFLP y de las isoenzimas (Williams et al., 1990; Linch y Milligan 1994; Otero et al.,
1997; Russell et al., 1997; Parker, 1998). 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 amplificacion obtenidos son el resultado de un‘mapeo”
realizadoa lo largode todo el genoma.Ademas, es una técnica de bajo costo, se
requiere poca cantidad de ADN en comparacion con otras metodologias, y es capazde
identificar altos niveles de polimorfismo que nos ayudan a encontrardiferencias

intraeinterespecifica en bacterias (Ruiz et al., 2008;Abdelhalim et al., 2009).
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Sin embargo, una de las principales criticas realizadas al ensayo RAPD ha sido
su falta de reproducibilidad, debido a que pequeios cambios en los reactivos utilizados
0 a la variacion en las condiciones de amplificacion pueden alterar la el patréon de

amplificacion obtenidos (Meunier y Grimont, 1993; Micheli et al., 1994).

No obstante, esta desventaja pierde sentido cuando se analizan poblaciones
bacterianas locales sin intencion de comparacion con poblaciones de otras regiones
geograficas, realizadas por distintos grupos de trabajo (Lim et al., 2005; Albufera et al.,
2009). Por otro lado, Hilton et al. (1997), realizaron la optimizacion de la metodologia
RAPD en Salmonella, en donde determinaron las condiciones éptimas para tener un
mejor resultado en cuanto a la reproducibilidad y el poder discriminatorio de la
metodologia. Dichos autores encontraron que el primer1254 (CCGCAGCCAA) es
altamente reproducible entre laboratorios para definir diferencias genéticas entre
distintos serotipos de Salmonella. En estudios realizados para determinar la diversidad
genética y la relacion que guardan distintas cepas de S. Enteritidis, se han comparado
distintas metodologias como RAPD’s, PFGE, fagotipificacion, ribotipificacion y RFLP’s,
encontrandose que los RAPD’s fueron la herramienta con mejor poder
discriminatorio(Skibsted et al., 1998; Lopes et al., 2004).

En otro estudio, al intentar resolver lasrelacionesgenéticas entre 5 cepas de
Salmonella Niakhar resistentes a ciprofloxacina empleandoRAPD’s, PFGE vy
ribotipificacion, se obtuvoel mismonivel deresolucion mediantelas
tresmetodologias(Tankson et al., 2006).Los iniciadores utilizados para la técnica RAPD
en dicho trabajo fueron el 1254 (CCGCAGCCAA) y el 1290
(GTGGATGCGA).Adicionalmente, se ha reportado que los RAPD’s son capaces de
diferenciar no solamente entre serotipos de Salmonella enterica subsp. enterica, sino
que también en algunos casos son capaces de discriminar de manera efectiva a nivel

intra serotipos (Hilton et al., 1997; Chansiripornchai et al., 2000).

Segun Hunter y Gaston (1988), una metodologia con un buen poder

discriminatorio es aquella que presenta un indice de diversidad de Simpson (D) mayor a
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0.9. Para algunos ensayos RAPD aplicados a la diferenciacion de cepas de S. enterica
se ha reportado valores deD = 0.996 (Lim et al., 2005). En varios trabajos recientes se
ha concluido que los RAPD’s son una herramienta efectiva para tipificar cepas de
Salmonella enterica subsp. enterica con un buen poder de discriminacién, y que éste
aumenta si se combina con alguna otra metodologia de tipificacion molecular como
ERIC's o PFGE (Lim et al.,, 2005; Delgado et al., 2006; Shabarinath et al., 2007,
Albufera et al., 2009).

2.3.3 Estudios genético — moleculares de Salmonella enterica en México

En el 2006 un estudio realizado en Yucatan (Zaidi et al., 2006b), se analizaron
cepas de Salmonella provenientes de pacientes con cuadros diarreicos, nifios
asintomaticos y carnes de pollo, res y puerco. En estas muestras se encontré6 a S.
Typhimurium, S. Agona y S. Anatum como los serotipos mas abundantes en pacientes
diarréicos. S. Agona se encontré presente como uno de los serotipos mayoritario en
todos los aislados de las distintas fuentes.El estudio genético realizado por PFGE
mostré un agrupamiento por serotipo, en el que se encuentran generalmente el
genotipo de cepas aisladas de pacientes con cuadros diarreicos relacionadas con

genotipos de cepas aisladas en alimentos.

En otro estudio realizado por Zaidi et al. (2008), se comparan cepas de S.
Thypimurium aisladas de pacientes con cuadros diarreicos, carne de res, cerdo y pollo
en distintos estados de México. Se realizé un analisis por PFGE a las 102 cepas
obtenidas, en el que se obtuvieron 14 patrones de bandeo distintos, de los cuales 4 de
ellos se presentaban en mas de un estado, mostrando evidencia sobre la amplia
capacidad de dispercion de éste patdégeno en México. En este trabajo también se
concluye, con base en la relacion genética que existe entre cepas de pacientes y

alimentos, que estos ultimos son la principal causa de salmonelosis en México.
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En otro estudio realizado con cepas de S. Typhimurium, se observo que tanto en
genes housekeeping como en genes accesorios una muy baja diversidad genética en
estas cepas, mostrando un patrén clonal(Weisner et al., 2009). El analisis realizado por
MLST y PFGE en este trabajo, reveld la amplia distribucion de clonas de Typhimurium
obtenidas de distintas fuentes en distintos estados del pais y en distintos tiempos.
También observaron que los aislados obtenidos en alimentos y en personas estan
relacionados, aportando evidencia sobre la transmision de Salmonella a través de los
alimentos (Weisner et al., 2009).
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lll.- JUSTIFICACION

Es necesario contar con informacion sobre los serotipos, genotipos y la
distribucion geografica de cepas de Salmonellaenterica que se encuentran
contaminando alimentos en todo el pais debido a su relacién con los casos clinicos de
salmonelosis. De esta manera se obtienen datos epidemioldgicos que nos pueden
orientar sobre las distintas actividades preventivas y correctivas que se tienen que
poner en practica para mermar la incidencia de éste patdogeno tanto en alimentos como
en personas. En Europa, se instalé un programa intensivo de seguridad sanitaria para
detectar los puntos criticos de contaminacion por Salmonella. Los datos arrojados por el
programa permitieron ubicar los puntos criticos y tomar acciones tanto preventivas
como correctivas, incluso adoptando nuevas leyes para poderlas llevar a cabo con
mayor rigor. A lo largo de 8 afos se ha observado en Europa una disminucién
considerable de la presencia de este patdogeno a causa de las medidas tomadas con

anterioridad.

En México existen programas de vigilancia sanitaria y clinica a lo largo del
territorio, en dodne la busqueda de Salmonella en muestras humanas y no humanas se
da a diario. A pesar de la basta informacion, no existe un analisis estadistico publicado
recientemente sobre la incidencia de S. enterica en el pais. Esta informacién podria
generar al igual que en Europa, lineamientos legales y de prevencion para evitar la

incidencia de éste patdogeno en el ambiente.

Particularmente en el estado de Michoacan, el Laboratorio Estatal de Salud
Publica (LESP Michoacan) realiza constantemente vigilancia sanitaria y epidemiologica
en busqueda de patdgenos que se encuentran contaminando alimentos y personas. El
analisis de los aislados obtenidos se realiza hasta obtener el serotipo. Una herramienta
genético — molecular que sea rapida, de buen poder discriminatorio y econémica como
los RAPD’s, puede ayudar a ampliar el conocimiento sobre las cepas y su distribucion
en el estado, permitiendo asi un trabajo epidemiolégico mas completo. A si mismo la
rapidez de esta metodologia permitiria poder tomar acciones en caso de brotes en el
estado.
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IV.- HIPOTESIS
Los productos carnicos y derivados lacteos para consumo humano del estado de
Michoacan presentan una alta incidencia de contaminacion por S. enterica y dichas

cepas pertenecen a diversos serotipos que pueden ser agrupados con base en sus

distancias genéticas y geograficas.

V.- OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

Caracterizar bioquimica, serologica y genéticamentelas cepas
deSalmonellaenterica subsp. entericaobtenidas de alimentos carnicos y derivados
lacteos del estado de Michoacan.

V.2 Objetivos especificos

1. Obtener cepas de S. enterica de diversos productos carnicos y derivados lacteos

del estado de Michoacan.

2. ldentificar los serotipos de las cepas de S. enterica.

3. Determinar las relaciones genéticas entre las cepas de S. enterica.

4. Establecer la relacion entre la distancia geografica, serotipo y la distancia

genética de las cepas de S. enterica.
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VI. ESTRATEGIA GENERAL
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alimentos en
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VIl.- MATERIAL Y METODOS

7.1 Origen de lasmuestras

Las muestras incluidas en el presente trabajo se obtuvieron del estado de
Michoacan durante los afios 2008 y 2009 a través de un sistema calendarizado de
muestreo en las 8 jurisdicciones sanitarias que utiliza el sistema de salud en el estado

con fines operativos (Fig. 1).

Figura 1. Mapa del estado de Michoacan que muestra la division en 8 jurisdicciones sanitarias

utilizadas con fines operativos por la Secretaria de Salud.

Cada una de las jurisdicciones sanitarias del estado de Michoacan esta compuesta
por varios municipios y tiene como sede administrativa y operativa la cabacera

municipal mas importante por su tamafio y nimero de habitantes (Tabla 1).
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Tabla 1. Jurisdicciones Sanitarias y municipios que las componen en el estado de

Michoacan.
Jurisdiccion - Cabecera
. Municipios .
sanitaria municipal
1 Alvaro Obregén, Copandaro, Cuitzeo, Charo, Chucandiro, Huandacareo,
Indaparapeo, Maravatio, Morelia, Queréndaro, Santa Ana Maya, .
. - . . Morelia
Tarimbaro, Tzitzio y Zinapécuaro.
2 Brisefias, Cotija, Chavinda, Chilchota, Ecuandureo, Ixtlan, Jacona,
Jiquilpan, Marcos Castellanos, Pajacuaran, Purépero, Cojumatlan de
Régules, Sahuayo, Tangamandapio, Tangancicuaro, Tinguindin, Zamora
Tocumbo, Venustiano Carranza, Villamar, Vista Herrmosa y Zamora.
3 Angangueo, Aporo, Contepec, Epitacio Huerta, Hidalgo, Huetamo, Irimbo,
Juarez, Jungapeo, Ocampo, San Lucas, Senguio, Susupuato, Tiquicheo s
e . e Zitacuaro
de Nicolas, Tlalpujahua, Tuxpan, Tuzantla y Zitacuaro.
4 Acuitzio, Ario, Caracuaro, Coeneo, Erongaricuaro, Huaniqueo, Huiramba,
Jiménez, Lagunillas, Madero, Nocupetaro, Panindicuaro, Patzcuaro,
Quiroga, Salvador Escalante, Tacambaro, Turicato, Tzintzuntzan y  Patzcuaro
Zacapu.
5 Charapan, Cheran, Gabriel Zamora, Nahuatzen, Nuevo Parangaricutiro,
Nuevo Urecho, Paracho, Periban, Los Reyes, Tancitaro, Taretan,
. . . Uruapan
Tingambato, Uruapan y Ziracuaretiro.
6 Angamacutiro, Churintzio, Morelos, Numaran, Penjamillo, La Piedad,
Puruandiro, Tanhuato, Tlazazalca, Yurécuaro, Zinaparo y Jose Sixtos .
La Piedad
Verduzco.
7 Aguililla, Apatzingan, Buenavista, Coalcoman, Churumuco, La Huacana,
Mugica, Paracuaro y Tepalcatepec. Apatzingan
8 Aquila, Arteaga, Coahuayana, Chinicuila, Lazaro Cardenas y Lazaro
Tumbiscatio. Cardenas
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7.2 Muestreo

El muestreo se llevd a cabo mediante un calendario preestablecido, el cual se
describe brevemente. Las muestras se colectaron durante todas las semanas de los
dos afios anteriormente especificados. Los lunes secolectaron 18 muestras de la
jurisdiccion 1. El resto de la semana se colectaron 9 muestras de la jurisdiccion 1 mas
otras 9 muestras correspondientes al resto de jurisdicciones. La colecta de muestras en
las jurisdicciones 2 a 8 se llevd a cabo de tal forma que en la misma semana se tuvieran
muestras de estas siete jurisdicciones y una misma jurisdiccién no fuera muestreada

dos veces antes de haber muestreado el resto.

Se tomaron muestras de acuerdo al esquema de muestreo de la secretaria de
salud que escarne de res y puerco cruda y cocida, carne de pollo cocida, mariscos
cocidos, ostiones crudos, quesos, cremas y embutidos. Las muestras se tomaron de
manera aleatoria de tiendas, establecimientos comerciales, carnicerias, fondas, cocinas

econdmicas y restaurantes.

7.3 Manejo de muestras

Las muestras se colectaron en condiciones asépticas utilizando para ello
guantes, cubrebocas y material estéril. Se almacenaron en bolsas de polipapel estériles
y se conservaron en una hielera a una temperatura entre 2 y 8°C para su posterior

analisis en el laboratorio en un lapso no mayor de 24 h a partir de la colecta.

7.4 Aislamiento de Salmonella spp.

La obtencién de aislados de Salmonella enterica se realizd mediante la
metodologia estipulada en la Norma Oficial Mexicana (NOM-114-SSA1-1994) para el
aislamiento de dicha especie en muestras de alimentos, la cual se describe a

continuacion. Se colocaron 25 g de la muestra en 225 ml de caldo lactosado (CL, Difco,
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USA), incubandose a 35 °C por 24 h. Posteriormente se transfiri6 1 ml de dicho cultivo a
10 ml de caldo tetrationato (CTT, DIFCO, USA) suplementado con 0.1 ml de verde
brillante y 0.2 ml de yodo-yoduro, como inhibidores de bacterias Gram positivas, y se
incubd a 35 °C por 24 h. Del cultivo inicial en caldo lactosado también se tomaron 0.1
ml para inocular en 10 ml de caldo Rappaport (CRP, DIFCO, USA), incubandose a 42
°C por 24 h. Una vez terminado el periodo de incubacién en CTT y CRP, con la ayuda
de un hisopo se transfir6 una pequefa alicuota de cada uno de éstos a cajas de Petri
con agares selectivos (Tabla 2). La alicuota transferida se distribuyd en cada agar
estriando con un asa bacteriologica para obtener colonias aisladas después de incubar
a 35 °C por 24 h.

Tabla 2. Medios de agar selectivos para el aislamiento de Salmonella.

Medios Siglas Marca
Xilosa-Lisina-Desoxicolato XLD BIOXON
Sulfito de Bismuto SB BIOXON
Hektoen H BIOXON
Salmonella - Shigella SS BIOXON

Al término de la incubacion en los medios de agar selectivos se analizaron las
placas en busca de colonias con la morfologia tipica de Salmonellaspp., caracterizada

por la presencia de un halo transparente y la produccion de acido sulfhidrico al centro.

7.4.1 Caracterizacion bioquimica de Salmonella spp.

Para la caracterizacion bioquimica se utilizé una colonia tipica de Salmonella
spp. de cada aislado sospechoso en los agares selectivos mencionados anteriormente.
Los medios inoculados para la caracterizacién bioquimica se incubaron nuevamente a
35 °C por 24 h. Se identifico el patron metabdlico tipico de Salmonella spp. (Tabla 3), el

cual se describe de manera breve a continuacion.
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Tabla 3.Medios utilizados para las pruebas
bioquimicas caracteristicas de Salmonella

empleadas en este trabajo.

Bioquimica* Patroén tipico
TSI K/A H,S (+)
LIA K/K H,S (+)
Citrato (+)
MIO Movilidad (+)
Ornitina (+)
Indol (-)
Urea (-)

* TSI, agar triple hierro azucar; LIA, agar hierro lisina; MIO,
movilidad indol ornitina. Ver NOM-114 para detalles.

Tanto el agar TSI como el LIA se prepararon en forma de flauta, esto permite
tener 2 camaras de reaccién en un mismo tubo. Con el asa bacterioldgica se tomo una
colonia del aislado a analizar, se pico el fondo del agar sin perforar para generar un
ambiente limitado en oxigeno, y posteriormente se estri6 la flauta del agar. Para el
citrato, que también se prepardé en forma de flauta, unicamente se estrio la flauta. El
MIO se inocul6 picando con el asa bacteriolégica al centro sin llegar al fondo del tubo.

En el caldo urea se disperso el indculo en el caldo (Figura 2).

En el TSI se observa en la flauta (regidon aerobia) la utilizacion de la glucosa, de
manera que se genera una pequeina cantidad de &acido, que posteriormente se
neutraliza por las aminas derivadas de la descarboxilacién oxidativa de las proteinas
(medio alcalino, “K”). Como resultado el medio conserva la coloracién roja en la
superficie. En el fondo del agar se lleva a cabo la fermentacion de la glucosa, lo cual
genera acido, y por consiguiente el colorante indicador rojo de fenol vira a color amarillo
(medio acido, “A”). En medio acido, el tiosulfato de sodio es utilizado como el aceptor
final en la cadena transportadora de electrones y como consecuencia éste compuesto
se reduce a acido sulfhidrico, que a su vez reacciona con el hierro presente en el medio

formando un precipitado negro de sulfuro de hierro.
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En el caso de LIA se observa en el pico de la flauta al igual que en el TSI la
utilizacién aerobia de la glucosa y su neutralizacion por las aminas generadas por la
descarboxilacion oxidativa (medio alcalino, “K”). En el fondo del agar, se fermenta la
glucosa generando un medio acido. Es en éste ambiente acido es donde se lleva a
cabo la descarboxilacion de la lisina que posteriormente neutraliza el medio por lo que
el indicador de purpura de bromocresol regresa su coloracion a un tono violeta (medio

alcalino, “K”). Al igual que en el agar TSI se genera precipitado de sulfuro de hierro.

El agar citrato contiene como unica fuente de carbon el citrato, por lo que
solamente las bacterias que contengan la enzima citrato permeasa podran multiplicarse
y utilizar los fosfatos de amonio que son la unica fuente de nitrdgeno del medio. Estos
formaran junto con la eliminacién del citrato amoniaco, generando una basificaciéon muy
fuerte lo que ocaciona el cambio de color azulado en el colorante azul de bromotimol

del medio.

En el semiagar MIO se observa la movilidad de Salmonella spp. por la turbidez
del medio. El indol es el resultado de la degradacion del triptofano por accion de la
enzima triptofanasa, al agregar reactivo de Kovacs (p NN dimetil aminobenzaldehido),
este reacciona con el indol y se produce un compuesto de color rojo. Salmonella spp.
carece de triptofanasa, por lo que la prueba de indol es negativa. La descarboxilacién
de la orinitina se lleva a cabo por la accién de la enzima ornitina descarboxilasa. Esto
resulta en la formacion de amina putrescina y liberacién bidéxido de carbono, lo que
genera un incremento del pH tornandose el indicador purpura de bromocresol a una

coloracion violeta — purpura.

En el caldo urea se busca la accién de la ureasa, enzima que es capaz de
hidrolizar la urea produciendo amoniaco, que al reaccionar con el caldo, forma
carbonato de amonio produciéndose alcalinizacién del medio y un cambio en la
coloracion por accién del indicador rojo de fenol presente en el medio. Esta enzima no

esta presente en Salmonella spp. por lo que no hay cambio de coloracién en el medio.
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En aquellos aislados en los que se observo el metabolismo tipico de Salmonella,
se tomo una alicuota del tubo LIA y se hizo un pase en agar base sangre (BAB)
incubandose por 24 h a 35 °C. Después del periodo de incubacién, se tomdé una
alicuota para realizar la prueba de oxidasa en disco (BIO-RAD, USA) asi como una
prueba serolégica (antisuero polivalente de Salmonella O: A-l + Vi, InDRE) para
observar aglutinacién. La prueba de la oxidasa se realiza para comprobar la existencia
de citocromo c, proteina que forma parte de la cadena transportadora de electrones en
el metabolismo respirador, la cual no esta presente en la familia Enterobacteriaceae,
por lo que ésta prueba es negativa para Salmonella spp. Aquellos aislados que
aglutinaron y presentaron prueba de oxidasa negativa se sembraron en agar Mac
Conkey y se incubaron a 35 °C por 24 h. Se seleccion6 una de las colonias crecidas en
dichas placas y se le realizaron las pruebas bioquimicas utilizando kit CRYSTAL E/NF
ID SYSTEM (BBL, USA) para confirmacién de la identificacion. La placa del kit
inoculada con la cepa se incubo6 durante 24 h a 35 °C y se tomo lectura del resultado

con ayuda del software del kit, de acuerdo a las especificaciones del proveedor.

3}

¥
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Figura 2. Resultados tipicos de las pruebas bioquimicas para la identificacion de Salmonella. TSI (K/A,
basico sobre &cido) presencia de &cido sulfidrico y acidificacién del medio en regién hipdxica por
metabolismo de glucosa (A), LIA (K/K basico/basico) presencia de acido sulfidrico y descarboxilacion de
la Lisina (B), Citrato se observa una basificacion del medio (color azul) por la utilizacion del citrato como
fuente de carbono (C), MIO presencia de movilidad (turbidez) y descarboxilacion de la ornitina (fondo del
tubo violeta-purpura) (D), Caldo Peptonado ausencia de indol, no reacciona con el reactivo de Kovacs (E)

y Urea negativa (F).
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7.5 Serotipificacion de Salmonella spp.

La serotipificacion se realizé mediante el esquema tradicional de Kauffmann-
White (WHO, 2001) con distintas combinaciones de antisueros para los grupos
somaticos, flagelares y capsular. Todos los antisueros utilizados para la serotipificacion
fueron proporcionados por el Instituto Nacional de Referencia Epidemiolégica (InDRE)

en donde se llevo a cabo éste procedimiento.

Las cepas de Salmonella obtenidas con las pruebas anteriormente descritas se
sembraron en agar base sangre (BAB) y se incubaron a 35 °C por 24 h. A las colonias
obtenidas se les hizo reaccionar con antisuero especifico para la identificacion del
grupo somatico “O” y poder definir el serogrupo. Este ensayo se realiz6 en un
portaobjetos, colocando en un extremo de este una gota de solucion salina en la que se
homogeneiz6 una muestra de la colonia bacteriana, en el otro extremo del portaobjetos
se colocd una gota del antisuero y se mezclé con el homegeneizado bacteriano
agitando 1 min con la ayuda de un asa bacteriologica, evaluando posteriormente de

manera visual la aglutinacion.

Una vez definido el serogrupo se continué con la busqueda de las fases
flagelares para determinar el serotipo. Del crecimiento colonial obtenido en BAB se
inoculé medio de caldo soya tripticaseina (TSA) y se incubo a 35°C por 24 h. Al término
de la incubaciéon a cada tubo de TSA se le agregaron 10 ml de solucién salina
formalinizada (0.6%) y se dejaron reposar por 2 h. Una vez concluido el periodo de
reposo se tomaron 0.9 ml y se agregaron a un tubo de ensaye con 0.1 ml de antisuero
especifico para las fases flagelares de cada serogrupo definido, los cuales se incubaron
en bafo maria a 50 °C por 1 h. La lectura de aglutinacién en cada tubo con un antisuero

especifico se realiz6 con la ayuda de una lampara de luz blanca.

Para el caso de las cepas que no presentaron fases flagelares, o solo una fase,
se tomd una asada del crecimiento obtenido anteriormente en BAB y se inocul6é por

toque al centro en caja Petri con semiagar GARD (Koehn 1970) para inducir la

34



movilidad ylas fases flagelares. Se incub6 a 35°C por 24 h y después del periodo de
incubacion se observo la movilidad de la bacteria. Para el caso de las cajas en donde
no se observo movilidad pero si crecimiento, se volvidé a pasar de esa placa a otra de

GARD para seguir el procedimiento mencionado anteriormente.

En el caso de algunos serogrupos, después de varios pases, no se pudo obtener
ninguna o sélo una de las fases flagelares, por lo que se identificaron solo a nivel de
serogrupo o con la leyenda de monofasicas a las que expresaron solo una fase flagelar.
Cuando se observé movilidad en GARD, se tomdé una alicuota de la cepa, de la parte
mas alejada al centro, y se sembro en caldo TSA para repetir el procedimiento en busca

de una o de las 2 fases flagelares.

7.6 EnsayoRAPD

7.6.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd6 mediante el protocolo de fenol-cloroformo
(Sambrook y Russell, 2001), el cual se describe de manera breve. La extraccion se
realizd a partir de la colecta de 5 colonias de cultivos crecidos en Agar Hektoen
(BIOXON, USA) por 24 h a 35 °C. Las colonias cosechadas se colocaron en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml y se afiadieron 400 ul de regulador de lisis [Tris-HCI 1.0M a
pH=8.0, dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10%, NaCl 5.0M y EDTA 0.5M a pH=8.0] y se

agitaron por 5 min.

Posteriormente se anadieron 400 ul de fenol — cloroformo (1:1 v/v) y se
homogeniz6 durante 5 min. Los tubos se centrifugaron por 5 min a 1,500xg y se rescato
la fase acuosa. EI ADN fue precipitado afiadiendo a la fase acuosa recuperada el
mismo volumen de isopropanol frio y manteniendo los tubos con muestra por 10 min a -
20 °C. Nuevamente se centrifugd a 1 500xg por 10 min. Se desecho el sobrenadante y

la pastilla recuperada se lavé con 250 ul de etanol al 70 %.
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Finalmente la pastilla se seco a temperatura ambiente y se resuspendié en 20 pl
de agua desionizada esterilizada. El ARN presente en las muestras se digiri6 con
RNasa (Bio—Rad, USA) incubando las muestras a 37 °C por 1 h. La calidad de ADN se
visualizé en geles de agarosa al 1 % tefidos con bromuro de etidio mediante técnicas
convencionales (Sambrook y Russell, 2001). Las imagenes de los geles se adquirieron
emplando un fotodocumentador CHEMI-DOC Molecular viewer (BIO-RAD, USA). Se
obtuvo una unica banda de alto peso molecular libre de ARN. EI ADN obtenido se

guardo a -20 °C hasta su posterior utilizacion.

7.6.2 PCR

La reaccion de amplificacion para los ensayos RAPD se realiz6 en un volumen
final de 25 ul conteniendo: buffer Tris-HCI 10 mM pH 8.0, 1.5 mM de MgCl,, 1.25
unidades de Taq polimerasa, 2 mM de de cada uno de los nucledtidos, 10 uM de cada
primer (Tabla 4), y 25 ng de ADN. Todos los reactivos utilizados para la PCR fueron
adquiridos de Invitrogen, USA. El programa de amplificacion fue el mismo para los tres
primers empleados y consistio de 1 ciclo de desnaturalizacién a 95 °C durante 5 min,
seguido de 40 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a 36 °C y 2 min a 72 °C. Todos los
ensayos de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 2700
(Applied Biosystems, USA).

Tabla 4. Oligos utilizados para el analisis RAPD

Primer Secuencia Referencia

53 bibliografica
1252 5'-GCGGAAATAG-3’ Pacheco et al., (1997)
1254 5"-CCGCAGCCAA-3’ Hilton et al., (1997)
1290 5-GTGGATGCGA-3’ Tankson et al., (2006)

Los patrones de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa al 2%
(Sambrook y Russel, 2001), utlizando la escalera de 1 kb (Invitrogen, USA) como

marcador de peso molecular.
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7.6.3 Analisis de agrupamiento

Los geles con los patrones de amplificacion RAPD se analizaron mediante el
softwareQuantity One 4.4.1 (Bio-Rad, USA), el cual permite eliminar el fondo de
fluorescencia para definer major las bandas de amplificacion. Una vez definidas las
bandas de amplificacion el software permite la generacion de curvas densitométricas
para cada uno de los carriles del gel. Las curvas densitométricas generadas para cada
carril pueden ser sobrepuestas para comparar el patrén de amplificacion entre estos

como un patrén de picos.

El software también incluye la funcion MATCH, mediante la cual una vez que se
ha completado el analisis densitométrico permite generar una matriz binaria de 1 y 0.
Adicionalmente, el software permite ajustar el porcentaje de diferencia entre el tamafo
de las bandas generadas entre carriles para considerar cuando dos bandas de
diferentes carriles deben ser consideradas como la misma. En este trabajo dicho
porcentaje de tolerancia se ajustdé al 3%. Todo este proceso de analisis permite
minimizar la subjetividad que puede introducirse mediante el analisis exclusivamente
visual de los geles. Todas las bandas superiores a 200 pb e inferiores a 4 kb fueron

incluidas en el proceso anteriormente descrito.

A partir de la matriz binaria generada se realizé un analisis de agrupamiento
empleando el paquete PAST version 1.4 (Hammer et al., 2001) utilizando distancias
euclidianas para el calculo de las distancias genéticas y realizando el dendograma
mediante el algoritmo de Ward. Con base en diversos trabajos de la literatura (Lim et
al., 2005; Tankson et al., 2006; Shabarinath et al., 2007) se considerd una similitud

genética minima del 95% para asignar un aislado dentro de un genotipo.

Para conocer el poder de discriminacion de los marcadores RAPD generados en

los aislados de estudio se calculé el indice de diversidad de Simpson (D) de acuerdo a

1
N(N-1)

la formulaD =1 —

iLo(n* (n—1))como se describe en Hunter y Gaston

(1988).Donde N = No. total de individuos (cepas) y n = No. de cepas dentro de cada

genotipo.
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7.7 Analisis de coordenadas principales

Un método de analisis multivariado alternativo al analisis de agrupamiento de
Ward lo constituye el analisis de coordenadas principales (PCoA). Dicha aproximacién
utiliza las distancias Euclidianas para generar un mapa de distribucion de las distancias
entre las cepas en un espacio de ordenacion, intentando explicar la mayor varianza en
el conjunto de datos originales. Este analisis se realiz6 con ayuda del paquete
estadistico GenAlex ver 6.0 (Peakall and Smouse 2006), para observar la distribucién

de las cepas de estudio de acuerdo al tipo de muestra de procedencia.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Obtencion de las cepas e incidencia de S. enterica.

Mediante el esquema de muestreo seguido en el presente trabajo se analizaron
un total de 8 414 muestras de alimentos en el estado de Michoacan (Tabla 5). La
jurisdiccion 1, dentro de la cual se encuentra la capital del estado, fue de la que se
analizaron un mayor numero de muestras con 4461, mientras que la jurisdiccion 5
(Uruapan) fue aquella de la que se analizé un menor numero de muestras con 579.
Como se observa, el numero de muestras de la jurisdiccion 1 es, en promedio, siete

veces superior al del resto de las jurisdicciones.

Tabla 5. Muestras de alimentos analizados por producto y porjurisdiccion sanitaria del estado de

Michoacan para el aislamiento de Salmonella enterica en el periodo 2008-2009.

Jurisdiccion Carnicos Chorizo Quesos Coctelescr Cremas Carnicosc Total

Crudos udos ocidos
1 76 79 180 12 78 4036 4461
2 52 51 100 6 52 353 614
3 52 51 100 9 52 396 660
4 52 51 100 15 52 322 592
5 52 51 100 13 52 311 579
6 52 51 100 5 52 348 608
7 52 51 100 8 52 388 651
8 52 51 100 34 52 402 691
Total 440 436 880 102 442 6556 8414

En cuanto al tipo de muestra, los productos carnicos cocidos; que incluyen carne
de res, cerdo, pollo, embutidos, pescado, camaroén y pulpo, fueron aquellos que mas se
analizaron, con un total de 6 556, mientras que de los que menos muestras se
procesaron fueron los cocteles de mariscos crudos (ostiones), con unicamente 102
muestras (Tabla 5). De hecho, los carnicos cocidos representaron el 90.5 % de todas
las muestras analizadas en la jurisidiccion 1 y mas del 50% de las muestras evaluadas

en el resto de las jurisdicciones.
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Del total de muestras analizadas se logré el aislamiento de 130 cepas de
S.enterica (Fig. 3), lo cual refleja una incidencia en alimentos carnicos y derivados
lacteos de éste patdgeno en el estado de Michoacan de 1.46 %. De carnes de res
crudas; tanto fileteadas, en trozo 6 molida, se obtuvieron la mayoria de las cepas con
58, seguida de muestras de chorizo con 46. De los quesos analizados, tanto de marca
como artesanales, se aislaron un total de 19 cepas unicamente en los quesos de
elaboracion artesanal en el estado. De las muestras que menor cantidad de aislados se
obtuvo fue de los productos carnicos cocidos, de los que se logré recuperar unicamente
3 cepas, mientras que de los cocteles solo se pudieron recuperar cuatro cepas (Fig. 3)
En alimentos carnicos cocidos se analizaron 6 556 muestras, de las cuales sélo se
obtuvieron 3 cepas en un chorizo cocido de La Goleta, un guisado de pollo en Zamora y
unos tacos de jamon en Morelia. Se analizaron 442 cremas de las cuales no se obtuvo

ningun aislado.

—

CARNES * chorizo e -~ /

CRUDAS QUESOS T—— —
COCTELES

COCIDOS

Figura 3. Numero de cepas de Salmonellaenterica obtenidos en los distintos tipos de alimentos

muestreados en el estado de Michoacan, en los afios 2008 y 2009.

La regidon con mayor incidencia por este agente zoondtico fue la jurisdiccion 8,
con presencia en el 4 % del total de muestras analizadas en esta zona (Fig. 4A). En las
jurisidicciones 1, 4 y 7 se observo solo el 1% de incidencia de S. enterica para el total
de muestras analizadas en cada una de éstas. La mayor incidencia de S. enterica en
carne de res cruda, se presentd en la jurisdiccion 8, con 31% de las muestras

analizadas en esta region. (Fig. 4B). Por su parte, en las jurisdicciones 5, 7 y 8 se
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presentd la mayor incidencia de S. enterica en muestras de chorizo crudo, con valores
de, 18 %, 17 % y 20% del total de muestras analizadas para cada una de dichas
regiones, respectivamente (Fig. 4C). En los quesos se obtuvieron 19 cepas, con mayor
presencia de este patdégeno en las jurisdicciones 1, 3 y 6 (Fig. 4D). Se analizaron 102

muestras de cocteles crudos, obteniendo 4 cepas de S. entérica, dos en coctel de

ostion (en Morelia) y dos en coctel de callo de hacha (en Uruapan).

Figura 4. Porcentajes de incidencia de Salmonella enterica del total de alimentos analizadosen cada
jurisdiccion sanitaria (A), sélo en muestras de carne de res cruda (B), en chorizos (C) y quesos (D).
Valores obtenidos tomando en cuenta el total de muestras obtenidas en cada una de las 8 jurisdicciones

sanitarias en que divide al estado de Michoacan la Secretaria de Salud.
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8.2 Serotipos identificados

La mayoria de las cepas de Salmonellaenterica se pudieron serotipificar. Solo 20
cepas se definieron a nivel de serogrupo, debido a que no expresaron una o ninguna de
las dos fases flagelares. De los 34 serotipos obtenidos el de mayor frecuencia fue
Typhimurium con 16 cepas, seguido de Anatum con 15, posteriormente Agona con 11
(Tabla 6). No se encontré una relacion entre el serotipo y el tipo de muestra o

jurisdiccion de donde se obtuvieron los aislados.

8.3 Analisis RAPD

Los patrones de amplificacion RAPD generaron un minimo de 4 y un maximo de
12 bandas, dependiendo del primer utilizado y el tipo de cepa analizada (Fig. 5). En el
caso del primer 1252 se generaron bandas entre 400 pb y 3.83 kb de tamario,
proporcionando un total de 14 bandas para el analisis de agrupamiento. El primer 1254
generd bandas entre los 300 pb y 3.52 kb, con un total de 16 bandas. Por ultimo, en el
caso del primer 1290 se generaron bandas entre los 490 pb y los 2.074 kb de tamano,

con un total de 12 bandas (Fig. 5).
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Tabla 6. Serotipos de S. enterica identificados en muestras de alimentos crudos, cocidos y procesados

en el estado de Michoacan durante el periodo 2008 - 2009.

Serotipo Porcentaje

Typhimurium 13
Anatum 12
Serogrupo B 11
Agona

Derby

Give

Vejle

Muenster
Serogrupo C1
Newport
Panama
Adelaide
Havana
Reading
Senftenberg
Serogrupo E1
London
Mbandaka
Montevideo
Sinstorf
Serogrupo O 35
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Borismorbotficans
Serogrupo D monofasica
SerogrupoE1 monofasica
Enteritidis
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Infantis

Lockleaze

Meleagridis
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Poona

Saintpaul

Sandiego

Weltevreden
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El indice de discriminacion de Simpson (D) calculado de acuerdo a los
resultados del ensayo RAPD fue de 0.965, lo cual representa un valor que indica un

buen poder de discriminacidn entre los aislados de la poblacion estudiada.

M 1234567 8 910

Primer 1252

Primer 1254

s

Primer 1290

el
|

Figura 5.Gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio que muestra patrones representativos de

amplificacion RAPD de las cepas de S. enterica aisladas. En cada panel se sefiala el primer utilizado. M,

marcador de tamafo molecular, escalera de 1Kb (Invitrogen, USA). Carriles 1-10, patrones de
amplificacion RAPD de distintos aislados de S. enterica.

8.4 Andlisis de agrupamiento

En el dendograma obtenido, a un 85% de similitud se observaron cinco grupos

principales y a un 95% se distinguen 28 genotipos (Fig. 6). El dendograma generado no

mostro relacion de los genotipos por tipo de muestra, localidad de origen o por serotipo
(Fig. 6).
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Se realizaron analisis de agrupamiento de los 3 serotipos mayoritarios,
excluyendo a los demas serotipos,con la finalidad de encontrar patrones de distribucion
de sus genotipos en el estado (Fig. 7). El patron de dispersion observado en los 4
genotipos identificados para S. Typhimurium fue heterogéneo, El genotipo G1, mostro
una distribucién restringida a la region norte del estado, abarcando las jurisdicciones 1,
2y 6 (Fig. 7A). En el caso de los genotipos G2 yG4 se observd una dispersion norte-
sur, aunque con diferencias en la presencia de algunas de las jurisdicciones. El
genotipo G3 se presento en las jurisdicciones 1, 3 y 8, las primeras dos adyacentes en
la region noreste del estado, pero la tercera distante de éstas, ubicada en el sur del
estado. Para el caso de S. Anatum se identificaron 5 genotipos distintos, prevaleciendo
en la region centro y noreste del estado (Fig. 7B), salvo el caso de dos aislados que se
presentaron en la region sur, especificamente en la jurisdiccion 8. El serotipo Agona se
dividio en 3 genotipos distintos, los cuales se ubicaron en general hacia el sur del
estado, en las jurisdicciones 7 y 8. Solo el genotipo G3 mostrd un distribucion a lo largo

del eje norte-sur del estado (Fig. 7C).

45



Distance

0¢
-.C
e
Fic

-8l

N N
o N © (<) w
1 I

~o

o o=

U1 0 OO N DB WNIN A0
OHNDP 2 2NO2 A S IRRDRRN B

25

43
f

00L

~o Gt

14
ron

PWRNWAUGIRO W

9

N

(O 8AA A A A0 AR WNNDDONNUTTR VNN OS2 2 S DOI= SN AN
AR DXOPNOWN~NO O

O~NORO==2ONNNWNNINNN =R AR OO0

NI
~

i

96
q
9
9
0
014500
SIONWRNZOWOINDORODO2BOONN ~HITNRNROEY

[

E{SENSNRTGIIEN

cLL
1

o)
L
(000000000 D) S ODIDI= =3 =3 3O 3 3 3 LI~ILIGXIN

[+

N Yy

waanunannnn

enteritidis
montevideo
anatum
meleagridis
anatum

borismorbotfican

typhimurium
B

derby
havana
typhimurium
weltevreden
havana

veijle
muenster

B.

veile
typhimurium
typhimurium
veijle

B

anatum
adelaide
anatum

B
typhimurium
Oranienburg
typhimurium
agona
agona
senftenberg
Sinstorf
lockleaze
london
senftenberg
anatum
typhimurium
typhimurium
c1
mbandaka
senftenberg
typhimurium
anatum
anatum

give

agona
london
mbandaka
derby
panama

B
derby
B

derby
B

infantis
anatum
derby
muenster
typhimurium
agona

D monofasica
typhimurium
E1

anatum
anatum
anatum

B

agona
anatum
veijle

veijle
typhimurium
typhimurium
reading
derby

give

B.

adelaide
veile

B.

B

Newport

c1

c1

c1

reading
derby

B

agona

35

anatum
Sinstorf
Newport
poona

B

havana

give

adelaide
give

panama
typhimurium
Newport
give

give

E1l monofasica
1

agona

panama
anatum
Newport
montevideo
agona
muenchen
derby
muenster
typhimurium
agona
agona

Figura 6. Dendograma generado a partir delos ensayos de amplificacion RAPD de las cepas de
aisladas.Se incluyeron los resultados obtenidos de los tres iniciadores empleados para calcular las distancias
genéticas mediante la determinacion de las distancias euclidianas. Los resultados obtenidos se emplearon para

generar el patrén de agrupamiento mediante el algoritmo Ward.
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Figura 7. Dendograma generado para cada uno de los serotipos mayoritarios de S. enterica encontrados.
Paneles (A)Typhimurium,(B) Anatum,(C) Agona.Los patrones obtenidos se generaron calculando las
distancias genéticas mediante el calculo de distancias euclidianas y con los valores obtenidos se realizé

el patrén de agrupamiento empleando el algoritmo de Ward.

8.5 Analisis de coordenadas principales

El analisis de coordenadas principales (PCoA) no mostrd una correlacién directa
(r = 0.0612) entre los genotipos y el sitio de origen. Los primeros 3 cuadrantes explican
el 68.05 % de la variacion de los datos. Los grupos que se generan en los cuadrantes
no estan bien definidos por una sola jurisdiccion, lo que indica que los genotipos se

encuentran ampliamente distribuidos en las jurisdicciones.
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IX. DISCUSION

En este trabajo se estudiaron 130cepas de Salmonella enterica de muestras de
alimentos provenientes de todo el estado de Michoacan durante los afios 2008 y 2009.
Una de las primeras observaciones que es importante destacar es el hecho de que se
determind la presencia deS. enterica principalmente en alimentos crudos de origen
animal del estado de Michoacan. Este dato indica la importancia del proceso de coccion
en los alimentos, ya que en alimentos cocidos fue practicamente nulo el aislamiento de

este patdgeno.

La presencia de esta bacteria en los 3 tipos de alimentos cocidos analizados
pudo deberse a una contaminacion cruzada por malas practicas (ej. mala higiene del
personal y del material de trabajo) en la elaboracion del alimento. La contaminacién de
procesados de origen animal por mala higiene durante el procesamiento ha sido
previamente reportadoa (Humphrey et al., 1994; Haysom y Sharp, 2005). El
conocimiento del origen de estas muestras permite acciones de prevencion para la
contaminacion que podrian incluir un adecuado lavado de material, cloracion del agua,
desinfeccion de la mesa de trabajo y equipo o maquinaria que se utilice en la
preparacion de los alimentos, buen habito de limpieza del personal que maneja los

alimentos.

La incidencia de S. enterica en carnes de res crudas para el estado fue de
13.2%. Este dato contrasta con datos obtenidos en un estudio realizado con carnes
crudas en distintas localidades del estado de Guerrero (Bello et al., 1990), en el que se
hadeterminado una incidencia de este patdgeno del 32.44 %. Para el caso de las
muestras de chorizo, encontramos en Michoacan 10.5 % de incidencia, mientras que un
trabajo realizado por Bello y Abarca (1991), determinaron un 40.7 % de incidencia en

chorizos de distintas localidades del estado de Guerrero.
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La discrepancia de los datos obtenidos en los trabajos de Bello et al. 1990 y Bello
y Abarca, 1991 con respecto al presente trabajo pudiera deberse en parte alaamplia
diferencia temporal en que se realizaron los estudios y a las medidas de prevencion que
se han tomado en los distintos estados del pais para disminuir la incidencia de éste
agente zoondtico, ya que existe una campafa para la prevencion a nivel federal
conforme a la ley general de salud, en la que la Secretaria de Salud ejerce atribuciones
de regulacion, control y fomento sanitario, a través de la Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS),que incluye acciones como la
prevencion y el control de los efectos nocivos de los factores ambientales en la salud
del hombre y el control sanitario de productos, servicios y de su importacion vy

exportacion y de los establecimientos dedicados al proceso de los productos.

Por otro lado, en el presente trabajo encontramos un 31 % de incidencia en
carnes crudas provenientes de la jurisdiccion 8, que es la zona costera del estado de
Michoacan. Esta coincidencia con el porcentaje de incidencia obtenido para el estado
de Guerrero puede obedecer al hecho de que ambas son regiones calurosas y
humedas todo el afio con temperaturas promedio de 27.8 °C con un rango de ocilacién
anual de 27 °C a 48 °C y una precipitacion pluvial anual de 1 276.8 mm, lo que favorece
las condiciones para la presencia de este patégeno. Se ha documentado plenamente
que temperaturas promedio de 35 °C a 37 °C(Juneja et al., 2007) y una alta humedad
relativa entre 0.94 y mayores a 0.99 son adecuadas para el desarrollo de
Salmonella(http://www.fda.gov/Food/ScienceResearch/ResearchAreas/SafePracticesfor
FoodProcesses/ucm094145.htm).

Recientemente se reportd una incidencia de Salmonelladel 36.4 % de un total de
1835 muestras de carne de puerco cruda y del 29.9 % de un total de 1733 muestras de
carne de res cruda,enlos estados de Michoacan, Sonora, San Luis Potosi y Yucatan
(Zaidi et al., 2008). Estos porcentajes resultan mayores a los obtenidos para el estado
de Michoacan en el presente trabajo, en donde también se encontréuna mayor
incidencia de S. enterica en carne de res cruda en comparacion con la carne de cerdo

cruda (chorizo). Las diferencias en dichos valores pueden deberse a que en Michoacan
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durante varios afos se ha llevado a cabo la vigilancia sanitaria de agua y alimentos con
éxito, observando una disminucion importante a lo largo del tiempo en la contaminacion
de alimentos de venta al publico (G.A. Figueroa Aguilar, comunicacion personal,
Reporte Anual LESP Michoacan, 2009).

A pesar de que se obtuvo en Michoacan una menor incidencia de S. enterica en
comparacién con otros estados de la Republica Mexicana (Bello, et al., 1990; Bello y
Abarca, 1991; Zaidi et al., 2008), esta incidencia es elevada en comparacion con otros
paises. En Europa, los porcentajes de incidencia en alimentos segun datos de la EFSA
para el 2008 fueron de 0.7 % en carne cruda de cerdo, 0.2 % en carne cruda de res y
menor al 1 % en quesos. Los mayores porcentajes se encontraron en Espana, en
donde se obtuvo un 12.7 % en carne cruda de cerdo, 5 % en carne cruda de res y un
3.1 % en quesos. Por otra parte,los datos del FSIS en Estados Unidos para el 2009,
muestran que la incidencia de ésta bacteria es de 2.3 % en carne cruda de cerdo y 2.5
en carne cruda de res. La comparacion entre las incidencias por Salmonella en otros
paises de Europa y Estados Unidos reflejan el alto porcentaje de prevalencia de éste
patdogeno en México, y la necesidad de tomar medidas para disminuir su presencia en
los alimentos, ya que son la principal via de contaminacion por salmonelosis en este
pais (Zaidi et al., 2008; Weisner et al., 2009).

En el presente trabajo se determinaron 34 serotipos invadiendo distintos tipos de
alimentos en el estado de Michoacan, mientras que en otros estudios realizados en
distintos estados del pais sehan encontrado 56 serotipos distintos obtenidos tanto de
alimentos como de pacientes con cuadros diarréicos en un periodo de 4 afos (Zaidi et
al., 2008). En otro estudio realizado en México analizaron cepas de S. enterica
obtenidas de distintas fuentes entre los afios 1972 y 1999, en el que determinaron 199

distintos serotipos (Gutiérrez et al., 2000).

En el presente trabajo los serotipos mayoritariosfueron Typhimurium (12.3 % del
total de cepas), Anatum (11.5 %) y Agona (8.5 %). Estos resultados coinciden con otros

estudios realizados tanto en alimentos como en pacientes con cuadros diarreicos en
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México, en donde se ha observado que el porcentajede Typhimurum con respecto al
totalde aislados estudiados oscila entre 10.2 % y 22.2 %, de Anatum entre 4.8 % y
17,7%y Agona entre 4.5 % y 9.5 % (Bello et al., 1990; Bello et al., 1991; Gutiérrez et al.,
2000; Zaidi et al., 2008; Weisner et al., 2009), esto en el caso de alimentos. En el caso
de cuadros diarréicos se han obtenido porcentajes de aislamiento de Typhimurium entre
16% y 31 %, Anatum entre 0.6 % y 8 % y Agona entre 6.6 % y 8.3 % (Gutiérrez et al.,
2000; Paniagua et al., 2007; Zaidi et al., 2008; Weisner et al., 2009).

Mediante el analisis RAPD se encontraron 28 genotipos a un nivel de 95% de
similitud en la distancia genética calculada. Adicionalmente, el poder discriminatorio,
medido como indice de Simpson (D), calculado con el empleo de este tipo de marcador
fue de 0.965. Estos resultados son congruentes con lo reportado en la literatura cuando
se analizan aislados de Salmonella con distintos marcadores genético-moleculares. Por
ejemplo, Lim et al. (2005) analizaron 57 cepas encontrando 42 genotipos con
marcadores RAPD, mientras que cuando emplean ERIC encuentran 50 tipos genéticos
distintos. Al combinar el analisis ERIC y RAPD’s, el numero de genotipos identificado es
de 57. Estos autores obtienen un alto poder discriminatorio mediante las dos
metodologias, con un valor de D igual a 0.996 para RAPD’s y 0.993 para ERIC’s. En
otro trabajo realizado con el empleo combinado de RAPD’s y ERIC’s, detectaron en 12
cepasanalizadas 4 genotipos, con un poder de discriminacién de (D = 0.56) para ambas

herramientas de tipificacion (Shabarinat et al., 2007).

Enestudios adicionales realizados empleando PFGE para la diferenciacion de
cepasmuestran la presencia de 73 genotipos a partir de 99 cepas (Torpdahl et al.,
2005), 78 genotipos de 243 cepas (Kotetishvili et al., 2002) y 38 genotipos de 157 cepas
(Delgado et al., 2006). Diversos trabajos en los cualesse utilizan RAPD’s en
combinacion con otros marcador de tipificacion, se encuentra que el indice de
discriminacionse incrementa(Lim et al., 2005; Delgado et al., 2006; Shabarinath et al.,
2007). Cuando se calcula la relacion numero de genotipos/numero de aislados
analizados, en las referencias antes citadas se obtienen valores que oscilan entre 0.23
(Delgado et al., 2006) y 0.96 (Lim et al., 2005). En el presente trabajo, se obtuvieron 28
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genotipos de 130 cepas a los que se les tipifico por RAPD, encontrando una relacion
genotipos / numero de cepas de 0.22, ligeramente por debajo de lo que se ha

observado en la literatura.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo empleando marcadores RAPD’s,
no muestranun patron de agrupamiento de acuerdo al serotipo, encontrando distintos
serotipos dentro de un mismo genotipo. La relacion genotipo-serotipo muestra
resultados contrastantes en la literatura. El estudio genético con la metodologia PFGE
de distintos serotipos ha mostrado una relacion directa entre el genotipo y el serotipo
(Zaidi et al., 2008; Weisner et al., 2009). Esta relacion genotipo-serotipo ha sido
también documentada cuando se emplean otros marcadores de tipificacion genética
como REP (Weigel et al., 2004; Rasschaert et al., 2005; Albufera et al., 2009), RAPD’s
(Hilton et al., 1996; Chansiripornchai et al., 2000; Lim et al., 2005; Shabarinath et al.,
2007)y ERIC’s (Versalovic et al., 1991; Lim et al., 2005; Shabarinath et al., 2007).

En otros estudios, también se ha documentado que un mismo serotipo puede
estar presente en distintos linajes genéticos cuando se generan patrones de
agrupamiento basados en los resultados de tipificacion obtenidos mediante
maracadores RAPD’s (Khoodoo et al., 2002),REP (Burr et al., 1998) y, aun, empleando
MLST (Torpdanhl et al., 2005) yPFGE (Falush et al., 2006; Lan et al., 2009). Estos datos

aportan evidencia de que no siempre existe una relacidén entre serotipo y genotipo.

En nuestros resultados obtuvimos en general a distintos serotipos compartiendo
un genotipo. Los datos de identificacion del origen de los serotipos principales, y la
identificacion mediante ensayo RAPD de sus genotipos, permitieron observar la
distribucién geografica de los genotipos a lo largo del territorio Michoacano, permitiendo
identificar a los genotipos de los serotipos mayoritarios que tienen una amplia
distribucion en el estado, asi como los que por algun motivo se encuentran restringidos

a una zona geografica determinada.
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El conocimiento del comportamiento de la distribucion de los genotipos de S.
enterica en el estado es de gran importancia epidemiolégica para conocer que tan
oscilante es la poblacion en el estado, cuantos genotipos nuevos llegan, cuales
permanecen, y cuales son eventuales, ademas de poder comparar los genotipos
identificados en alimentos o muestras ambientales con los identificados en pacientes

portadores de S. enterica y poder obtener una relacion entre los patégenos.

La distribucidon que presentan los genotipos de los principales serotipos es
heterogenea para cada uno. Typhimurium fue uno de los serotipos con mayor
diversidad genética con 4 genotipos distintos, en el que se observd una amplia
distribucion en general, teniendo sélo un genotipo restringido a la zona norte del estado
(G1), probablemente esto se deba a la falta de ciertas caracteristicas especificas que le
permitieran a este genotipo una amplia distribucidn, restringiéndolo a condiciones
especificas de esta zona.Anatum fue el serotipo con un mayor numero de genotipos (5)
que se distribuyen heterogéneamente a lo largo del territorio Michoacano. En el caso de
los genotipos de Agona fueron 3, mostrando en dos de sus genotipos una distribucion
restringida en la region sureste del estado (G1 y G2), y el otro genotipo se disperso a lo
largo del estado, desde Lazaro Cardenas (J-8) hasta la Piedad (J-6) pasando por las

jurisdicciones 7 y 5.
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X. CONCLUSIONES

Se encontraron 27 serotipos distintos y 7 serogrupos de S. entericacontaminando
carne de res cruda, chorizo, quesos, ostiones y algunos productos carnicos cocidos en
el estado de Michoacan durante el periodo 2008 — 2009 en un total de 130 cepas
aisladas de 8 414 alimentos analizados. Se determiné a Typhimurium, Anatum y Agona

como los serotipos mayoritarios aislados en este tipo de alimentos para el estado.

La recuperacion de S. enterica del total de las carnes de res crudas analizadas
para el estado de Michoacan mostré una incidencia de 13.2 %, porcentaje que es
menor en comparacion con otros estados de la Republica Mexicana en dodne se ha
reportado una incidencia de hasta 32.44 %. Sin embargo, resulta mayor cuando se
compara con la incidencia por éste patdogeno en alimentos en otros paises, como por
ejemple Estados Unidos y Europa, en donde se reporta una incidencia en carne de res

cruda de 2.5 % y 0.2 % respectivamente.

De igualmanera, en carne de cerdo cruda (chorizo) se determiné para el estado
de Michoacan una incidencia por ésta bacteria de 10.5 %, siendo menor a lo reportado
en otros estudios en México, donde se ha reportado una incidencia de hasta 40.7 %.
Por otra parte, el resultado de la presencia de S. enterica en chorizos del estado de
Michoacan es alta en comparacién con lo reportado en Estados Unidos y Europa, en

donde reportan una incidencia en éste tipo de productos alimenticios de 2.3 % y 0.7 %.

La incidencia de S. enterica en quesos y ostiones en el estado fue menor a 1 %,
y coincide en lo reportado para otros paises. Para los alimentos cocidos la incidencia de
S. enterica en el estado fue practicamente nula, lo que evidencia la importancia del

proceso de coccion de los alimentos en su inocuidad.
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La tipificacion de S. enterica mediante ensayo RAPD, ha mostrado un alto poder
discriminatorio. Al igual que lo reportado, en el presente trabajo también se obtuvo un
alto poder discriminatorio al obtener D = 0.965, permitiendo identificar 28 genotipos
distintos de las 130 cepas aisladas. A su vez se ha evidenciado la capacidad de esta
metodologia para poder clasificar a los individuos de esta subespecie a nivel
intraserotipos e interserotipos con los primers aqui utilizados, por o que se esperaba

ese tipo de diferenciacion en el presente trabajo.

Sin embargo, se obtuvo una agrupacién de individuos de S. enterica en donde un
mismo serotipo se encuentra formando parte de distintos genotipos, es decir, que los
serotipos no muestran una relacion directa con el genotipo, teniendo a distintos
serotipos compartiendo un mismo genotipo. Por otrolado, este resultado concuerda con
otros estudios realizados mediante MLST y PFGE para la tipificacion de S. enterica, en

donde se observa a un mismo serotipo compartiendo distintos genotipos.

En el presente trabajo no se observd una relacion directa entre el genotipo con
respecto al tipo de muestra o lugar de origen, mostrando una correlacién muy baja
(0.0612) entre el lugar de origen de la muestra y el genotipo en el analisis de

coordenadas principales.

El patron de distribucion de los genotipos de los serotipos mayoritarios;
Typhimurium, Anatum y Agona, fue en general heterogéneo, mostrando en los 3
genotipos al menos un genotipo que se distribuye a lo largo del territorio Michoacano
del sureste al noreste o visceversa, se requieren otros tipos de estudios para definir la
direccionalidad del desplazamiento. Por otra parte, se observé una distribucion de
restringida para el caso de algunos genotipos, tal es el caso del genotipo 1 de
Typhimurium, que se encuentra establecido en la regidon norte del estado. A su vez,
también el genotipo 1 y 2 de Agona se encuentran restringidos a la zona sureste del
estado.
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12.3 Tabla matriz binaria del oligo 1252
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