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RESUMEN

Salmonella enterica es uno de los principales agentes etiologicos de enfermedades
gastrointestinales en todo el mundo,el cual se asocia principalmente con la ingestion de
alimentos contaminados. El control de la salmonelosis requiere de estrategias de monitoreo
que permitan la deteccion temprana y la tipificacion adecuada del agente causal. La mayoria
de los estudios epidemioldgicos sobre S. entérica en México y en especial en el estado de
Michoacan, sélo reportan la incidencia y los serotipos presentes, y aunque se ha iniciado la
tipificacion genética, no existen estudios sobre genes asociados a virulencia. Los genes
asociados a virulencia se encuentran codificados en el ADN bacteriano de S. enterica en varias
Islas de Patogenicidad (SPI’s, por sus siglas en inglés) y sus productos se encuentran
involucrados en funciones celulares esenciales como el mecanismo de invasion e infeccion de
la bacteria. Algunos de estos genes son invA, rmbA, ssaQ, sopB, sopE y spi4F, cuya
presencia le confieren capacidad invasiva a S. enterica, por lo que sus productos son
considerados factores de virulencia. La virulotipificacion o virulotyping es un nuevo esquema
de tipificacion basado en la deteccion mediante PCR de genes asociados a virulencia, la cual
ha mostrado ser una buena herramienta para la identificacion y separacion de cepas/clonas del
patégeno.Por lo anterior,en este trabajo el objetivo fue identificar genes asociados a virulencia
de cepas de S. enterica aisladas a partir de productos carnicos y lacteos del estado de
Michoacan. Se analizaron 90 cepas obtenidas durante el periodo 2008-2011. Se amplificaron
por PCR los genes invA, rmbA, ssaQ, sopB y spi4Fen cada una de las cepas de estudio. De
acuerdo con laos patrones de presencia/ausencia de fichos genes se encontraron 8 perfiles de
virulencia (PV). No se encontré relacién entre el PV y la Secuencia Tipo (ST) de las cepas,
determinada en estudios previos. Se encontrd relacién entre el PV y el serotipo, con un valor
de p de 0.000. EI PV1 (invA, sopE, ssaQ, rmbA, spi4-F y sopB) fue el de mayor distribucion
geogréfica en el estado encontrandose en todas las jurisidcciones sanitarias. Los PV menos
frecuentes fueron PV3 (invA, sopE, ssaQ, rmbA y sopB), PV4, (invA, ssaQ, rmbA, spi4-F y
sopB), PV5 (sopE, ssaQ, spi4-F y sopB), PV6 (sopE, ssaQ, rmbA y sopB), PV7 (invA, ssaQ,
rmbA y spi4-F) y PV8 (invA, sopE y spi4-F), presentandose solo en una cepa cada uno y en 4
Jurisidicciones sanitarias diferentes (J8, J7, J1 y J3). Los resultados obtenidos muestran que
las cepas de S. enterica obtenidas de alimentos en el estado de Michoacan presentan genes de

virulencia que las hacen de interés en salud publica.
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ABSTRACT

Salmonella enterica is one of the main ethiological agents causing gastrointestinal
disease worldwide, and it is mainly associated to the consumption of contaminated meals.
Monitoring strategies that allow the early detection of the pathogen are requiered, as well as
the molecular typing of these bacteria. Most of the epidemiological studies about S. enterica in
Mexico and in the state of Michoacan, are mainly focused on reporting the incidence of the
serotypes causing illness, although, there has been recent approaches for molecular typing of
S. enterica, there are no reports about virulence genes of this pathogen in Mexico. These genes
are encoded in diferent Pathogenicity Islands of Salmonella (SPI), which are located in the
chromosome of the bacteria. The products of these genes are involved in essencial cellular
functions, like the invasion and infection mechanisms of S. enterica. The presence of the
genes; invA, rmbA, ssaQ, sopB, sopE andspi4F, allow the bacteria to invade, infect and
replicate inside the host.. Virulotyping is a new typing scheme, based on the detection, by
PCR, of these virulence genes and it has proven to be an efficient tool for the identification
and separation of strains/clones of the pathogen. Therefore, the aim of this study was to
identify virulence genes of S. enterica, isolated from meat and dairy products in Michoacan.
90 strains obtained during the period of 2008-2011 where analized, and 6 virulence genes
(invA, rmbA, ssaQ, sopB and spi4F) were ampifyed by PCR, in each strain of study. Based on
the presence/absence of the genes,8 diferent Virulence Profiles were found. No association
between Virulence Profile (VP) and Sequence Type (ST) was found. An association between
VP and serotype was found, with a p value of 0.000. VP1 (invA, sopE, ssaQ, rmbA, spi4-F
andsopB) was the most highly distributed profile in the state. VP3 (invA, sopE, ssaQ, rmbA
andsopB), VP4, (invA, ssaQ, rmbA, spi4-F andsopB), VP5 (sopE, ssaQ, spi4-F andsopB),
VP6 (sopE, ssaQ, rmbA yand sopB), VP7 (invA, ssaQ, rmbA andspi4-F) and VP8 (invA, sopE
andspi4-F), were the least distributed throughout the state, being found in only one strain each,
and located on 4 diferent jurisdictions of the state of Michoacan (J8, J7, J1 and J3). The
results of this study show that strains isolated in the state of Michoacan, carry virulence genes

that are relevant for public health.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del Género Salmonella

1.1.1 Caracteristicas bioquimicas

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

capaces de reducir los nitratos a nitritos.

1.1.2 Clasificacion

El género Salmonellase clasifica actualmente en dos especies: Salmonella
enterica y Salmonella bongori (Tabla 1). S. enterica se divide en 6 subespecies (Durangoet al.,
2004). Salmonella es una de las bacterias mas complejas de la familia Enterobacteriaceae, con
mas de 2500 serotipos,establecidos con base en las diferencias en la porcion de polisacarido de
la capa de lipopolisacarido (antigeno O) y la porcién de filamento del flagelo (antigeno H)
presentes en la superficie celular de la bacteria (Lavalett et al., 2009). En la actualidad se ha
encontrado que el 99% de estos serotipos se encuentran dentro de la especie S. enterica, de
los cuales la mayoria son patogenos para el humano. Dentro de la subespecie
entericaencontramos la sub-division enSalmonella Tifoidea (responsable de causar fiebre

tifoidea) y Salmonella no tifoidea.

Tabla 1. Subespecies del género Salmonella (Durango et al., 2004)

SUBESPECIE TAMBIEN CONOCIDAS COMO
1 S. enterica subespecie enterica

I S. enterica subespecie salamae
IIa S. enterica subespecie arizonae
IIb S. enterica subespecie diarizonae
v S. enterica subespecie houtanae
\% S. bongori

VI S. enterica subespecie indica

Lucia Paulina Maldonado Ruiz 1
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1.2Patologia y Epidemiologia de Salmonella enterica

Dentro de los principales patdgenos causantes de enfermedades gastrointestinales, se
encuentraSalmonella enterica,que es responsable de causar aproximadamente 3 mil millones
de infecciones por afio a nivel mundial. De acuerdo con las estimaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la fiebre tifoidea,causada por Salmonellaenterica subespecie
enterica serotipo Typhymurium, suma hasta 22 millones de estos casos Yy es responsable de
200,000 muertes por afio (Cookeet al., 2007).

Las fiebres entéricas se transmiten por la via fecal-oral, através de agua o alimentos
contaminados y estan asociadas a condiciones inadecuadasde higiene y saneamiento. La
mayoria de los casos de fiebre tifoidea ocurren en los paises en desarrollo, particularmente en
la India y el suroeste de Asia,aunque la enfermedad es endémica en otras partes de Asia 'y
Africa. La enfermedad es cominmente reportada en el centro y Sudamérica. En el resto de los
paises en desarrollo es un adecimientoprincipalmente de viajeros, y se estima una incidencia
de 3 a 30 casos por cada 100, 000 de ellos (Durango et al., 2004; Raffatelu et al., 2007).

La salmonelosis puede tener manifestaciones clinicas leves, como la
gastroenteritis,ygraves, como fiebre tifoidea y bacteriemia. Los serotipos que comprenden a la
subespecie entericade Salmonella, sedivididen en dos grupos clinicamente relevantes de
acuerdo a la infeccion que estos producen. Las infecciones causadas por S. Typhi y S.
Paratyphi provocan una infeccién sistémica invasiva, que a menudo es referenciada como
fiebre tifoidea o entérica. Por otra parte, los serotipos de SalmonellaNo Tifoideas (SNT)
normalmente son responsables de causar en humanos una gastroenteritis asociada a la
inflamacion intestinal y diarrea. Sin embargo, en paises en desarrollo se ha reportado que hasta
un 5% de los casos de SNT, pueden causar enfermedad extra intestinal invasiva
complicandose hasta bacteremia e infecciones focales sistémicas. Por otra parte, en
Africa,Salmonella no tifoidea invasiva (SNTi) ha sido la principal causa de infeccion en la
sangre, en adultos y nifios, con una incidencia estimada de 175-388 casos por cada 100 000
nifios y 2000-7500 casos por cada 100 000 adultos infectados por VIH (Raffatelu et al., 2007).

Existen diferentes factores en el hospedero que predisponen al desarrollode una
enfermedad por SNTi, tales como factores genéticos y el estado inmunolégico. Sin embargo,

debido a que existen ciertos serotipos de SNT que estdn mas inclinadas a causar bacteremia
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con respecto a otras, como S. Choleraesuis y S. Dublin, esclaro que las caracteristicas del
patégeno también son altamente importantes (Raffatelu et al., 2007; Suez et al., 2013).

Se han realizado diversos estudios a nivel global sobre la incidencia de los serotipos
responsables de causar salmonelosis;estos trabajos han evidenciado que en los ultimos 25
afios, los serotiposEnteritidis y Typhimuriumse han vuelto predominantes en el hemisferio
Oriental y Europa, debido en gran parte al consumo de alimentos contaminados de origen
animal, que incluyen pollos y huevos(Miko et al,. 2005) Diversos factores han sido
enumerados para que la salmonelosis, junto con otras enfermedades infecto-contagiosas,
represente aln un riesgo para la salud. Entre estos factores se encuentran la globalizacion, el
trafico de alimentos y la introduccién accidental de patdgenos 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 antibiéticos, o con la capacidad de

sobrevivir a condiciones adversas (Gutiérrez-Cogco et al., 2000).

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 brotes, asi como a
distinguir los serotipos mas frecuentes. En un primer reporte se encontrd que el serotipo mas
comlnmente 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). En un trabajo realizado por Paniagua et al. (2007), se encontr6
que de 300 nifios estudiados, los cuales cursaban por un cuadro de diarrea, un 53.5% de estos,
estaban asociados a Salmonella enterica, encontrandose solo esta bacteria, y en algunos casos
en combinacion con otros enteropatdégenos. 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%). Zaidi y colaboradores (2008) efectuaron uno de los estudios mas amplios
realizados en Meéxico, en el que se incluyeron 4 estados con distintas caracteristicas
socioeconoémicas (Sonora, San Luis Potosi, Michoacan y Yucatan), aislandoS. entericadel
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). Los serotipos mas cominmente aislados de nifios con
padecimiento gastrointestinales fueron Typhymurium (22.2%) y Enteritidis (14.5%),

encontrandose en menor proporcion también los serotipos Agona, Muenchen, Oranienburg,

Lucia Paulina Maldonado Ruiz 3



Virulotipificacidn de aislados de Salmonella enterica obtenidos de productos carnicos y
derivados lacteos provenientes de Michoacan

Anatum, Newport y Meleagridis. En este estudio también se incluyeron algunas muestras de
alimentos, en las que se observd como serotipo mas abundante en carne de res a Anatum
(17.7%), seguido del Meleagridis (13%).

1.3Patogenicidad

En una infeccion natural por S. enterica, ésta es transmitida principalmente por la
ingestion de alimentos o agua contaminada, o por el contacto con algln vehiculo contaminado.
Luego de la ingesta de una carga bacteriana suficiente, una proporcién del indculo sobrevive
al ambiente de pH bajo del estdbmago; para asi pasar al intestino delgado donde se establece la
infeccion. Existe evidencia que muestra que algunas cepas deS. entericatienen preferencia por
invadir las células M localizadas en los micropliegues del intestino delgado. Las células M
son células epiteliales especializadas que muestran el contenido antigénico del intestino
delgado. Luego de que el patégeno penetra la barrera epitelial, preferentemente infecta
fagocitos localizados en la lamina propia. En la gastroenteritis causada por S. enterica la
infeccion suele ser auto limitante y no procede mas alla de la lamina propia. Sin embargo, en
la salmonelosis en la que la bacteria se ha adaptado al hospedero, como en el caso de la fiebre
tifoidea, los fagocitos infectados llegan hasta el torrente linfatico y sanguineo, utilizandolos
como vehiculos para diseminarse a higado,bazo y también en la vesicula biliar y la médula
Osea (Ruby et al., 2012; Tischler y McKinney, 2010).

S. entericaha desarrollado diferentes estrategias para sobrevivir en tipos especificos de
células. Su habilidad para infectar todos y cada uno de los tejidos, incluyendo al cerebro, son
testimonio de su éxito como patdégeno. Ademas,S. enterica también tiene la capacidad de
defenderse del sistema inmune innato y adaptativo del hospedero (Lahiriet al., 2010).

La diversidad gendmica de las cepas bacterianas se debe en gran parte a la ganancia de
funciones a través de la transferencia horizontal de genes (Lawrence, 2005). EI ADN
adquirido que contiene genes relacionados funcionalmente se denomina Isla Genémica (IG).
Las IGs que codifican para genes de virulencia se denominan Islas de Patogenicidad (IPs) y su
presencia en el genoma de las bacterias patdgenas las distingue de las altamente relacionadas
cepas no patdgenas (Gal-Mor y Finlay, 2006).

El conocimiento de la secuencia completa del genoma ha permitido la identificacion y

caracterizacion de muchos genes implicados en la patogénesis de S. enterica. Esto ha revelado
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quedichabacteriaha presentado transferencia horizontal de genes, por lo que ha adquirido
ciertas IPs. Estos elementos genéticosayudan a la bacteria a invadir, replicarse y esparcirse
dentro del ambiente restringido del hospedero. La secuenciacion del genoma, revel6 varios
genes de virulencia con un papelimportante en la patogénesis. Asi, se ha documentado que
tanto la invasién como la supervivencia intracelular estan mediadas por al menos 60 genes
cromosomicos de virulencia, codificados en varias islas de patogenicidad (Lahiri et al., 2010).
En S. enterica se han identificado 21 IPs, a las cuales se les ha denominado de manera
genérica SIP (Sabbagh et al., 2010)ademaés de la isla genémica 1 (SIG1) (Akiba et al, 2006) y
la isla de alta patogenicidad (HIP) (Petermann et al., 2008). Las SIPs juegan un papel muy
importante en la patogénesis (Hensel, 2004) vy la especificidad del huésped (Baumler,
1998).Los sistemas de secrecion tipo tres | (T3SSI) y sistemas de secrecion tipo tres Il
(T3SSII), localizados en las islas de patogenicidad SPI1 y SPI2, respectivamente,
codificanpara proteinas efectoras bacterianas que son secretadas dentro de la célula del
hospedero. Estas proteinas de virulencia sabotean los procesos celulares del hospedero tales
como la transduccion de sefiales y el trafico a través de la membrana. Se ha reportado que la
SPI1, estapresente tanto enS. entericacomo enS.bongori y es requerida para la invasion de
células no fagociticas (Lahiriet al., 2010); mientras que la SPI2, solo se encuentra en
Salmonella enterica. Los genes SopE, avrA, invA, invH, sipA, sipB, sipC, sipD, entre
otros,estan localizados en SPI1, y son estos genes a los que se les ha atribuido principalmente,
el éxito de penetracion de la bacteria en la celula epitelial, como es el caso del gen invA y
SopE a los cuales se ha demostrado ser responsables de la modificacion en el citoesqueleto de
actina de la celula epitelial para favorecer el proceso de invasion de la bacteria(Graziani et al.,
2011; Zou et al., 2011). Por otro lado, los genesssaQ,rmbA, spi4-F, sopB, localizados en las
Islas de Patogenicidad 2 a la 5(SPI2-SP15),se han asociado a replicacién intracelular y el
crecimiento en el interior de las células epiteliales y macrofagos para el establecimiento de la
enfermedad sistémica; asi como también a la supervivencia en un bajo medio ambiente de
Mg*2 dentro de los macrdfagos durante la fase sistémica, a la enteropatogénesis, al proceso de
secrecion de fluido y el reclutamiento de neutréfilos, asi como también a la supervivencia
intracelular en el macrofago (Khoo et al., 2009), y se requieren para la supervivencia
intracelular de la bacteria y su patogénesis sistémica (Lahiriet al., 2010; Moest y Méresse,
2013).
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S. entericalogra entrar a las células no fagociticas por medio de la formacion de
pliegues en la membrana ricos en actina, que conllevan a la internalizacion de la bacteria a la
célula hospedera, lo que eventualmente lleva a la formacion de una vacuola que contiene
alpatégeno, denominada SCV. La supervivencia y la replicacion de S. entericadentro de la
vacuola,estandeterminadas en parte por la translocacion de proteinas efectoras codificadas por
la SPI2, la cual es requerida para la infeccion sistémica (Fig. 1). Se han encontrado varias
proteinas efectoras codificadas en las SPI1 y SPI2, las cuales son responsables de las
modificaciones del citoesqueleto de actina de las células del hospedero (Lilic” y Stebbins,
2004; McGuie et al., 2009).
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Figura 1. Representacion esquematica de las principales etapas de la infeccién por S. enterica (Tomado de
McGuie et al., 2009).

Aunque se sabe de la existencia de hasta 21 islas de patogenicidad diferentes, poco se
conoce de las funciones de las proteinas para los cuales sus genes codifican. Dentro de las SPI
mas estudiadas se encuentran la SPI1 y SPI2, cuya presencia se ha asociado con la capacidad
de la bacteria para penetrar eficazmente en el epitelio intestinal, inducir la apoptosis en los
macrdfagos y la secrecidn de cloruro. Se ha reportado que dentro de las primeras 5 islas de
patogenicidad se encuentran los genes que codifican para los principales mecanismos de
invasion e infeccién. Los genes localizados en la SPI3 se asocian principalmente a

supervivencia en un bajo medio ambiente de Mg*? dentro de los macréfagos durante la fase de
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la enfermedad sistémica, mientras que la SP14 se ha asociado a la replicacion intracelular en el
macrdfago, al igual que la SPI5 asicomo a la enteropatogenesis, secrecion de fluido y el

reclutamiento de neutréfilos (Khoo et al., 2009).

Por otro lado, existen genes asociados a virulencia que se encuentran fuera del DNA
cromosémico, como es el caso del gen spvC, el cual se encuentra en el plasmido pSLT
asociado a virulencia. La diversidad del genoma de S. entericatambién estarelacionada con la
adquisicién de plasmidos que le confieren una ventaja selectiva,via resistencia antimicrobiana
y/o expresion de virulencia. La caracteristica comdn de los loci localizados enplasmidos de
virulencia de dicho patégeno, es que juegan un papel importante tanto de resistencia
antimicrobiana como en la expresion del fenotipo de virulencia deésta.Se ha reportado la
presencia de dicho plasmido en cepas del serotipo Typhimuriumy se ha asociado con la
supervivencia intracelular deS. entericay con la infeccion sistémica(Bugarel et al., 2011).

1.4Identificacion de Salmonella enterica

La identificacion de S. entericatanto en muestras clinicas como en muestras de
alimentos se hace inicialmente con la inoculacion y el cultivo de la muestra en medios
selectivos, seguido de la realizacion de pruebas bioquimicas para la deteccion del
géneroSalmonella;luego de estos ensayos se realizan pruebas de serotipificacién mediante el
empleo de antisueros, procesos que pueden llegar a tardar varios dias. Dichas técnicas
tradicionales, han sido complementadas medianteel empleo de ensayos enfocados en la

identificacion de marcadores moleculares, los cuales estan basados principalmente en la PCR.

1.4.1Serotipificacion

Uno de los métodos de tipificacion més usados para Salmonella enterica, es la
serotipificacion basada en el esquema Kaufmann-White que reconoce 46 antigenos O y 119
antigenos H, los cuales han permitido la caracterizacion de 2,541 serotipos. Es un método
ampliamente utilizado con fines epidemiolégicos, que identifica las serovariedades prevalentes
en cada region y la etiologia de brotes e infecciones en humanos y animales. La variacion del
antigeno O de Salmonella es consecuencia de la diversidad genética dentro de un grupo de

genes, los cuales codifican las enzimas involucradas en la biosintesis y el ensamble de este
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antigeno.La deteccion de estos antigenos es la base de la serotipificacion con antisueros
especificos, de los cuales se derivan las férmulas antigénicas que caracterizan a cada
serogrupo y serotipo (Lavalett et al., 2009). La gran diversidad de antigenos se debe en parte a
las modificaciones genéticas que ocurren en genes relacionados con la translocacion del
antigeno de superficie; un ejemplo de esto es la proteina WZX, la cual es caracteristica del
grupo de antigenos O y es codificada por el gen wzx.Esta proteina es una flipasa utilizada para
la translocacion del antigeno fuera de la membrana, diferentes mutaciones en este gen alteran
la actividad de dicha proteina, lo que a su vez altera la translocacién del antigeno a la
superficie bacteriana.

Aungue la serotipificacion es un método ampliamente utilizado en estudios
epidemiolégicos con buen poder discriminatorio, presenta limitaciones tales como la
necesidad de mas de 250 tipos de antisueros diferentes.Los antisueros comerciales son
costosos, con disponibilidad limitada y calidad variable para los antigenos menos comunes.
Por otra parte, la generacion de los resultados toma de tres a cinco dias, y aproximadamente 5
a 8% de los aislamientos son parcialmente tipificados, debido a que existen cepas rugosas que
no expresan antigenos en la superficie, encapsuladas, y otras que no expresan los antigenos

flagelares de las fases (Lavalettet al., 2009).

1.4.2Tipificacion genético molecular de Salmonella enterica

Diferentes caracteristicas bioquimicas y fenotipicas han sido utilizadas para la
investigacion epidemiolégica de S. enterica. Mas que la caracterizaciéon fenotipica, es
requerido un método discriminatorio a nivel genético. Es un hecho que los métodos de
tipificacion gnético molecular, basados en las diferencias entre las secuencias de ADN, son
esenciales para el estudio epidemioldgico de las serovariedades patogenas de dicho patégeno.
Los genes de mantenimiento (housekeeping) en las bacterias fueron ampliamente utilizados
para la tipificacién molecular y se caracterizan por el andlisis de los polimorfismos en los loci
bien definidos, encontrados en el genoma de la bacteria, los cuales se amplifican por medio de
la reaccién de PCR para posteriormente realizar una secuenciacion de estos productos de
amplificacion (Fendri et al., 2013).

Diversos estudios de tipificacion molecular han sido desarrollados para el anélisis

epidemiolégico de S. enterica, incluyendo la amplificacion de fragmentos polimorficos
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(AFLP), la electroforesis en geles de campos pulsados (PFGE) y el Multi Locus Sequence
Typing (MLST).

La PFGE es actualmente el método considerado “estandar de oro” usado por los
laboratorios de vigilancia epidemioldgica, pertenecientes a la PULSENET,para la
caracterizacion de cepas deSalmonella enterica. El protocolo de PFGEestandarizado por la
CDC, no solo estaestablecido para la determinacién de relaciones genéticas entre cepas deS.
enterica, sinotambién para otras enterobacterias, como Shigella yE.coli.Es un método que se
basa principalmente en el empleo de endonucleasas que cortan el ADN en sitios de restriccion
especificos, que pueden ser frecuentes o poco frecuentes, dependiendo de las enzimas
empleadas. Esto genera fragmentos de ADN de distintos tamafios, los cuales se visualizan
mediante una electroforesis en geles de campos pulsados (PFGE), lo que permite una mejor
resolucion de los fragmentos y genera patrones de bandeo diferentes para cada cepa, es
decir,una huella o patrén Unico para cada uno de losserotipos encontrados deS.
enterica(Wiesner et al,. 2009).

La principal ventaja de la técnica de PFGE es su poder alto de discriminacion
(habilidad para distinguir cepas no relacionadas) para la tipificacion de la mayoria de los
serotipos de Salmonella, lo que le permite ser una buena herramienta para comprender mejor
la epidemiologia molecular de la bacteria. Sin embargo, la PFGE carece de poder
discriminatorio para serotipos altamente clonales como S. Enteritidis. Por otra parte, se han
encontrado grandes grupos clonales mediante PFGE, donde se observa un 98% de homologia,
entre cepas que presentan distinto serotipo (CDC 2007).Adicionalmente, la PFGE no provee
de informacion adecuada para hacer inferencias filogenéticas entre serotipos Por ultimo,
diversos autores mencionan la complejidad y el tiempo de desarrollo de la técnica, lo que
limita su empleo y la generacion rapida de resultados durante la aparicion de brotes (CDC
2007 y Liu et al., 2011).

El MLST es una herramienta muy aceptada para el estudio de la estructura de la
poblacidn, evolucién y la diversidad bacteriana, ya que detecta diferencias en secuencias de
nucledtidos en varios loci de ADN, generando datos altamente informativos, manejables y
reproducibles (Liu et al., 2011). Esta técnica estd basada en las diferencias de alelos
encontrados debido a cambios en las secuencias de nucledtidos de los genes de mantenimiento

de cepas bacterianas de la misma especie (Wiesner et al.,2009). La tipificacién de cepas
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mediante MLST se considera un patron estable en el tiempo, que puede ser almacenado y

compartido a escala global (Achtman et al., 2012).

1.4.3Tipificacionmediante la deteccién de genes asociados a virulencia
(virulotipificacién)

Recientemente, un nuevo esquema de tipificacion basado en la deteccion de genes
asociados a virulencia mediante ensayos de PCR,ha mostrado ser una buena herramienta para
determinar la capacidad de una cepa para causar enfermedad y la severidad de la misma.Dicho
ensayo se basa en la identificacion de genes asociados a virulencia, por lo que ha sido
designado como virulotipificacion (virulotyping, en inglés). Este esquema de tipificacion se
basa en la presencia o ausencia de algunos de estos genes, localizados en diferentes IPs, y en
base a las combinaciones de patrones de presencia o ausencia de dichos genes se obtienen los
diferentes perfiles de virulencia (PV).

Existen estudios de identificacion de genes de virulencia en S. entericaen los cuales se
obtienen diferentes perfiles de virulencia y se busca alguna asociacion de estos con
algunserotipo en particular. Asi, en aislados del serotipo Bovismorbificansse encontraron 5 de
los genes asociados a virulencia (avrA, ssaQ, mgtC, spi4 y sopB), codificados en las islas de
patogenicidad 1 a 5 (SPI1- SPI5). Uno de los genes buscadosque no se encontraban
codificados en islas de patogenicidad, si no en un plasmido asociado a virulencia (spvC), se
identifico en el 80% de las cepas estudiadas (88/110) (Noégrady et al.,2010).Un estudio
recientereveld que en diferentes aislados de Salmonella enterica obtenidos de distintos tipos
de alimentos, habia una prevalencia del 100% de los genes: hilA, hilC, orgA, ttrB, misL,
rhuM, rmbA, pipB, pipD, sopD y sdiA;seguidos de mgtC, orfL y Spi4-F (99%);sifA
(98%);hilD y sopB (97%);ssrB (95%);hilA y pipA (94%) y sopE (83%). Todos estos genes
estdn codificados en las islas de patogenicidad 1 a 5 (SPI1- SPI5). Dentro de las
serovariedades que contaban con una prevalencia del 100% de los genes antes descritos, se
encontraron a S. Typhymurium, S. Paratyphi y S. Enteritidis (Khoo et al., 2009).

Se ha realizado un intento para asociar un perfil de virulencia con un genotipo
determinado. En dicho trabajose llevé a cabo,la tipificacion de cepas deS. entericapor medio
de PFGE, todas del serotipo Napoli, provenientes de humano ydistintos

animales,evidenciandocierta relacion entre un genotipo y un perfil de virulencia(PV).En este
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estudio se buscaron 10 genes asociados a virulencia con la finalidad de encontrar alguna
relacion genotipo/perfil de virulencia, al igual que una relacién huésped/ubicacion geografica
(Graziani et al., 2001). Al realizar PFGE en las 111 cepas estudiadas, se obtuvieron 7 grupos
clonales diferentes, considerandose del mismo grupo clonal con un 80% de similitud en base
al patron de bandeo generado por PFGE, dentro de estas mismas cepas, se encontraron 10
perfiles de virulencia diferentes, los cuales se asignaron con base en las combinaciones de
genes asociados a virulencia encontrados en cada cepa. Los resultados obtenidosmostraron
quelas cepas que pertenecian a los grupos clonales A, B, C y D, presentaban mayor
prevalencia de los PV 1, 2 y 3. Ademas se encontrd una relacion entre estos patrones y el
tipode muestra; es decir; para el grupo clonal A las cepas que caian dentro delPV1,
provenianprincipalmente de muestrashumanas y ambientales, mientras que del mismo grupo
clonal pero con PV2, todas las cepas provenian de muestrashumanas (Graziani et al., 2001).

A la fecha no existen reportes en los que se haya intentado asociar un perfil de
virulencia (PV)conuna secuencia tipo (ST);aunque trabajos recientes han revelado que existen
ciertas ST que albergan islas gendmicas (IG)especificas que favorecen unmecanismo de
virulencia particular, como es el caso de la ST313. Existenuntrabajo en donde se ha vinculado
a S. Tyohimurium ST313 con infeccion invasiva. En un estudio realizado por Herrero-Fresno
y colaboradores (2014),se demostré que la ausencia del gen st313-td, en la isla gendémica
encontrada en las cepas de ST313 (ST313-Gl), causaba una disminucion significativa en la
supervivencia intracelular de S. enterica. Por lo tanto, el gen st313-td parece codificar para un
factor que favorece la supervivencia intracelular, habilidad esencial para la virulencia de dicho
patdgeno,ya que es unabacteria facultativa intracelular. En este estudio se encontr6 que otras
cepas de diferente ST a la 313(ST328 y ST19) también contenian al gen st313-td, sin
embargo no se detectdla presencia de toda la ST313-Gl, sugiriendo la transferencia horizontal
del gen st313-td. Mientras que la ST313 se ha encontrado circulando principalmente en
Africa, la ST19 es la secuencia tipo de S. Typhimurium, méas cominmente identificada y
globalmente predominante. Ambas STs estan circulando simultaneamente en Kenya y esta
co-circulacion probablemente permitié el intercambio genético entre estas cepas,lo que podria

explicar la propagacion del gen st313-td a otros grupos clonales (Herrero-Fresno et al., 2014).
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2. JUSTIFICACION

Aunque S. entericaha sido reconocida como causa de enfermedad de tracto
digestivopor muchos afios y los métodos de control estan bien establecidos, este patégeno
aparece como la primera causa reportada de enfermedades por contaminacién alimentaria en el
mundo, ocasionando brotes diarreagénicos. Por lo que éstepatégenotiene un impacto
importante tanto en la economia como en el sector salud.

En México, los estudios sobre Salmonella enterica y su importancia en Salud Publica
se han enfocado principalmente a registrar la incidencia de ésta en casos de diarrea, asi como a
distinguir los serotipos més frecuentes.

En Michoacan nuestro grupo de trabajoha iniciado estudios de tipificacién genético-
molecular de Salmonella enterica encontrada en alimentos(Regalado-Pineda, 2011;Vazquez-
Narvéez, 2012; Inocencio- Velazquez, 2013).Dentro de los serotipos descritos, Typhimurium,
Agona y Anatum, que comprenden a los mas frecuentes en el estado de Michoacén, se
encontraron 23 ST diferentes, observandose ST exclusivas del serotipo Typhimurium, asi
como ST nuevas, no reportadas en las bases de datos globales. Los resultados de dichos
estudioshan mostrado que no existe una ST asociada a una regiongeografica especifica dentro
del estado. Esto mismo se ha observado para el caso de los serotipos mas frecuentes, a los
cuales se les ha detectado mayor adquisicién de genes asociados a virulencia en otras partes
del mundo. Por lo anterior,es necesario ampliar la informacion genética sobre éstosaislados,
particularmente en relaciona la posible presencia de dichasregiones genéticas asociadas a
patogenicidad y virulencia. Los datos de virulotipificacion de las cepas de S. entericaobtenidas
de Michoacan permitiran conocer el potencial patogénico y el riesgo que pueden representar
en términos de salud publica. Al mismo tiempo, la comparacion sobre la presencia/ausencia de
regiones genéticas asociadas al potencial para causar enfermedad y su posible severidad,
ayudara a establecer a un nivel mas finolas relaciones genéticas entre los aislados de estudio.
Adicionalmente, sera posible establecer correlaciones entre la presencia de genes de virulencia
en un aislado con su procedencia geografica, el serotipo y el genotipo, todo lo cual contribuye
aentenderla dinamica de dispersién de S. enterica en alimentos en el estado de Michoacan.
Dado lo anterior, es de esperar que la informacion genético molecular generada en el presente

trabajo ayude optimizar los sistemas de vigilancia epidemioldgica para establecer estrategias
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de prevencion y control de las enfermedades ocasionadas por S. entericaal ingerir alimentos

contaminados en Michoacan.

3. HIPOTESIS
El perfil de virulencia de cepas de S. enterica aisladas de alimentos del estado de
Michoacan, se relaciona de manera positiva con la secuencia tipo y el area geografica de

procedencia, pero no presenta correlacion alguna con el serotipo.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la relacién de los perfiles de virulencia con los genotipos obtenidos por
diferentes sistemas de tipificacion y la procedencia geografica de cepas de S. enterica aisladas

de alimentos en el estado de Michoacan.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Detectar la presencia de genes asociados a virulencia en las cepas de estudio.

« Generar un esquema para la asignacion de perfiles de virulencia (PV) a cepas de S.
enterica.

« Establecer la posible relacion entre el PV y el genotipo obtenido por otras técnicas de
tipificacion de S. enterica.

« Evaluar la posible relacion entre el PV obtenido y el area geografica de procedencia
de las cepas de estudio.
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5. ESTRATEGIA
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biolégico

En este trabajo se utilizaron 90cepas de Salmonellaenterica aisladas de productos
carnicos y derivados lacteos del estado de Michoacan, por el Laboratorio Estatal de Salud
Publica del Estado de Michoacan, durante los afios 2008-2011. La informacion de las cepas
que incluyen serotipo, region y tipo de muestra de donde fueron aislados, fue proporcionada
por el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan(Tabla 2), (Inocencio-
Veldzquez, 2013).Se utilizaron como controles, las cepas de referencia; S.enterica serotipo
Typhimurium (ATCC 14028), S.Typhi (CDC99) y S.Typhimurium ATCC 700720.Pon las

cepas de referencia que hayas usado.

Tabla 2. Cepas analizadas en este estudio.

AISLADO SEROTIPO PRODUCTO MUNICIPIO 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
21 Typhimurium Ch crudo Léazaro Cardenas 2009
22 Anatum Ch Apatzingan 2009
24 Typhimurium Ch Lazaro Cardenas 2009
26 Agona Ch Apatzingan 2009
28 Typhimurium Ch Uruapan 2009
29 Anatum CcC Morelia 2009
32 Serogrupo B Ch Patzcuaro 2009
38 Serogrupo B CR Uruapan 2008
39 Typhimurium CR Apatzingan 2008
40 Agona CR Léazaro Cérdenas 2008
43 Anatum Ch Léazaro Cérdenas 2008
44 Anatum CR Uruapan 2008
45 Anatum CR Huetamo 2008
47 Serogrupo B CR Lazaro Cardenas 2008
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48 Serogrupo C1 CR Léazaro Cardenas 2008
49 Serogrupo 35 CR Uruapan 2008
53 Anatum CR Léazaro 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 Léazaro Cérdenas 2009
69 Typhimurium CR Lazaro Cardenas 2009
70 Serogrupo E1 Ch Lazaro Cardenas 2009
75 Serogrupo B CR Zamora 2009
81 Agona CR Lézaro Céardenas 2008
84 Anatum Ch Uruapan 2008
86 Agona Ch Apatzingan 2008
89 Typhimurium Ch Charo 2008
90 Agona Ch Apatzingan 2008
96 Typhimurium CR Zamora 2008
97 Serogrupo B CR Léazaro Cardenas 2009
99 Serogrupo C1 CR Lazaro Cardenas 2008
100 Serogrupo E1 L Zitacuaro 2008
107 Serogrupo | Ch Léazaro Cardenas 2008
109 Typhimurium CR Zamora 2009
112 Agona CR Léazaro Cérdenas 2009
113 Serogrupo B CR Léazaro Cardenas 2009
115 Typhimurium QA Tanhuato 2009
116 Typhimurium QP Tanhuato 2009
125 Serogrupo B Ch Uruapan 2009
127 Typhimurium CR La Piedad 2008
132 Agona Ch Morelia 2010
133 Anatum CR Léazaro Cérdenas 2010
139 Anatum QF Tuxpan 2010
141 Serogrupo E4 QF Tepalcatepec 2010
144 Typhimurium Ch Lazaro Cardenas 2010
146 Agona Ch Apatzingan 2010
149 Agona CR Huetamo 2010
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151 Anatum PC Guacamayas 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
169 Serogrupo E4 cC Huetamo 2010
178 Serogrupo B CcC Patzcuaro 2010
180 Serogrupo C1 CR Morelia 2010
185 Agona Pcocido Paracuaro 2011
188 Anatum QA Léazaro Cardenas 2011
191 Serogrupo C1 Ch Pastor Ortiz 2011
193 Serogrupo B Ch Uruapan 2011
196 Typhimurium Ch Patzcuaro 2011
200 Serogrupo B CR Morelia 2011
201 Serogrupo D CR Lazaro Cardenas 2011
202 Serogrupo D CR Léazaro Cardenas 2011
203 Anatum CR Morelia 2011
208 Anatum CR Morelia 2011
213 Serogrupo B CcC Zitacuaro 2011
214 Serogrupo B CR Ocampo 2011
224 Serogrupo B L Zamora 2011
223 Serogrupo B CR Purépero 2011
227 Serogrupo B CR Mdjica 2011
228 Serogrupo E4 P Mujica 2011
229 Anatum CR Léazaro Cérdenas 2011
231 Agona CR Lézaro Cardenas 2011
233 Serogrupo B cC Tuxpan 2011
234 Anatum CR Morelia 2011
236 Serogrupo B CcC Ciudad Hidalgo 2011

Clave: QF: Queso Fresco, CR: Carne de Res, CC: Carne de Cerdo, Ch: Chorizo, L: Longaniza, QA:
Queso Asadero, P: Pollo, QP: Queso Panela.
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Del total de 90 aislados de Salmonellaenterica, 21 corresponden al serotipo Anatum, 16 al
serotipo Typhimurium y 15 al serotipo Agona, la mayor proporcién de aislados corresponden
a cepas no serotipificables (monofésicos), confirmados Gnicamente a nivel de serogrupo, que

corresponden a 38 aislados de los aqui estudiados (Fig.2).

21 Anatum
® 16 Typhimurium
u 15 Agona

® 38 Serogrupo (no
serotipificables)

Figura 2. Porcentaje de serotipos de los aislados de Salmonellaenterica utilizados en este estudio.

De los 38 aislados confirmados a nivel de serogrupo, se encontraron 7 serogrupos
diferentes, dentro de los cuales, el serogrupo B, fue el que se encontré en mayor proporcion
con 23 aislados, seguido del serogrupo E1 con 4 aislados, de los serogrupos E4, C1y D con 3
aislados cada uno y por tltimodelos serogrupos 35 e I, con un aislado cada uno (Fig.3).

2 1139,  Serogrupo B
& Serogrupo E1
~ u Serogrupo E4

# Serogrupo C1
u Serogrupo D
u Serogrupo 35
 Serogrupo |

Figura 3. Porcentaje de los diferentes serogrupos en los aislados de Salmonellaenterica utilizados en este
estudio.
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Las cepas se aislaron de derivados lacteos y de diversos productos cérnicos, tanto
cocinados como crudos (Fig.4).

B Productos Carnicos  m Derivados Lacteos
0,
1008 94.70%
5.70% 87.50%
14.30% 12.50%
0,

| o | - LN
Anatum Typhimurium Agona Serogrupo

Figura 4. Porcentaje de aislados de Salmonellaenterica obtenidos de diversos productos carnicos y
derivados licteos.

6.2 Extraccion de ADN genémico

La extraccion de ADN se realizd6 mediante el protocolo de fenol-cloroformo
(Sambrook y Rusell, 2001) el cual se describe a continuacion. Las colonias bacterianas se
crecieronen agar LB solido y se cosecharoncon ayuda de una espatula previamente
esterilizada, se colocaron en un microtubo de 1.5 mL y se agregaron 400 pL de buffer de lisis
(Tris-HCI 100mM pH 8.0, SDS 2%, NaCl 100mM, EDTA 50mM). Las muestras
fueronagitadas vigorosamente en vortex durante 10 min. A continuacion se extrajo con 1
volumen de fenol-cloroformo (400pL), centrifugando durante 5 min a 1500 x g vy el
sobrenadante se transfiriéa un tubo limpio. EI ADN obtenido se precipitécon 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 (pellet) se lavé 2 veces con 250 pL de etanol 70%
dejandose secar a temperatura ambiente para finalmente ser resuspendido enel volumen
minimo de agua, aproximadamente 20 pL. Las muestras se trataron con RNAasa (Bio-Rad,
USA) incubando a 37 °C por 1 h. La integridad del ADN obtenido se visualizd6 mediante
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electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio (Sambrook y Rusell,
2001). El ADN aislado se guardé a -20°C hasta su utilizacién.

Las imagenes de los geles se obtuvieronempleando un fotodocumentador CHEMI-
DOC Molecular viewer (Bio-Rad, USA).

6.3 Amplificacién por PCR de los genes de virulencia

Para la optimizacién de las condiciones de amplificacion delos genes invA, rmbA,
sopBy spidF, se utilizéel ADN de la cepa Salmonella Typhimurium ATCC 14028, para el gen,
ssaQ,la cepa Salmonella Typhi CDC99 y para el gen sopE,se tomaron como referencia las
cepas de estudio 100 y 84. Las reacciones de PCR contenian 0.2 UM de cada uno de los
iniciadores (Tabla 3), 0.2mM de cada uno de los cuatro desoxirribonucleétidos (dATP, dCTP,
dGTP y dTTP) (Invitrogen, USA), 10 Mm de Tris-HCI (pH 8.2), 1.5 Mm de MgClz, 0.75 U de
Taq polimerasa (Invitrogen, USA) y de 30 a 100ng de ADN en un volumen total de 15 pl.

Tabla 3. Iniciadores utilizados en este estudio

sop E SPII-F  ATTGTTGTGGCGTTGGCATCGT *186 Zouetal,
sPI1 SPII-R  AATGCGAGTAAAGATCCGGCCT 2011
invA SPILI-F  GCTGCGCGCGAACGGCGAAG 389 Ziemeretal,
SPI1 SPILI-R TCCCGGCAGAGTTCCCATT 2003
ssaQ SPI2-F GAATAGCGAATGAAGAGCGTCC *455 Huehn et al.,
SPI2 SPI2-R  CATCGTGTTATCCTCTGTCAGC 2010
rmbA SPI3-F  AGCCTTCACAAATTGTCCATTG 454 Zouetal,
SPI3 SPI3R  TCCGTATAGTTAAGCGTTCGTC 2011
spid-F SPI&F  GTATCATAACCGACACCATTGC 711 Khoo et al.,
SPI4 SPI4R CTGCCGTACCGACTAAAGC 2009
sopB SPISF  GATGTGATTAATGAAGAAATGCC 1170 Khooetal,
SPIS SPISR  GCAAACCATAAAAACTACACTCA 2009

*F: iniciador directo, R:iniciadorreverso.
*Tamaiios de productos de amplificacion reportados en la literatura, diferentes a los obtenidos de manera
experimental.
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La reaccion de amplificacion se realizé en un termociclador Gene Amp 2700 (Applied
Biosystems, USA) con los programas mas delante descritos (Tabla 4), los cuales se obtuvieron
en base a las condiciones mencionadas en las referencias antes sefialadas, mismas que fueron
modificadas para optimizar la amplificacion del producto buscado. Todos los productos de
amplificacion 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
con el sistema ChemiDOC (BioRad, USA).

Tabla 4. Programas de amplificacion utulizados para cada uno de los genes estudiados.

1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo
Gen s, Py
Desna.t u.r ?llzacmn Desnaturalizacion | Alineamiento | Extension e n
inicial final
invA 95°C /5 min 95°C/30s 63C/30s 72°C/30s | 72°C/5min
ssaQ 95°C /1 min 95°C/30s 58°C/30s 72°C/30s | 72°C/4min
rmbA 94°C /5 min 94°C/30s 58°C/30s 72°C/30s | 72°C/5min
spi4-F 94°C /5 min 94°C /1 min 56°C/1min | 72°C/1min | 72°C/5min
sopB 94°C /5 min 94°C/1min 60°C/1min | 72°C/1min | 72°C/5min
1 ciclo 25 ciclos 1 ciclo
Gen o Py
Desna't ur a}llzacmn Desnaturalizacion = Alineamiento | Extension Extensién
inicial final
SopE 94°C /5 min 94°C/30s 58°C/30s 72°C/30s | 72°C/5min

6.4 Asignacion de los diferentes perfiles de virulencia

Los perfiles de virulenciase asignaronconbaseen las combinaciones posibles de los 6
genes buscados, creando una matrzi binaria. Cuando un gen no se encontraba presente en una
cepa se asign6 un valor de cero, cuando se encontraba presente se asignd un valor de 1.
Obteniendo un total de 64combinaciones diferentes,en funcién de la presencia o ausencia de
estos genes.
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6.5 Determinacion de asociacion entre Perfiles de Virulencia con ST y Serotipo

Para la asociaciones entre Perfilde Virulencia con Secuencias Tipo y Serotipo, se
utilizé la prueba estadistica de Chi Cuadrada de Pearson, considerando como asociacion
positiva cuando el valor de p es igual o menor a 0.05utilizandoel programa estadistico

informéatico SPSS versién 20.0.

6.6Relacion genética entre Perfiles de Virulencia con ST y Serotipo

Para determinar la relacion genética entre los perfiles de virulencia, se realizaron
dendrogramas, utilizando la matriz descrita con anterioridad. Se consideraron
ademéscaracteristicas fenotipicas como el serotipo y serogrupo de las cepas. Para la
construccion de arboles se utilizd el programa FreeTree version 0.9.1.50 (Pavlieek et al.,
1999), en el cual se calcularon las distancias genéticas a partir de la matriz binaria empleando
el algoritmo de Nei y Li; con la matriz de distancias genéticas generada se construyo el patrén
de agrupamiento mediante el criterio UPGMA. Para la visualizacion de los dendrogramas se
utiliz6 el software TreeView version 1.6.6(Page, 1996) y para la edicion deéstos se utilizé el
paquete MrEnt versién 2.5 (Zuccon y Zuccon, 2013).
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7. RESULTADOS

7.1 ADN extraido de las cepas de estudio.
Se extrajo el ADN de las 90 cepas de Salmonella enterica de las cuales se disponia
dela informacion de serotipo/serogrupo y secuencia tipo. El ADN extraido en todos los

aislados fue de alto peso molecular (Fig.5).

Figura 5. ADN extraido de las cepas de Salmonella enterica en este estudio.
Gel de agarosa al 1% (p/v) tefiido con bromuro de etidio. Carriles: M, marcador de peso molecular 1 kb
plus ADN ladder (Invitrogen, USA); 1-8 ADN obtenido de diferentes aislados de Salmonella enterica.

7.2. Amplificacion por PCR de los genes de asociados a virulencia en las cepas de
referencia

Se amplificaron los seis genes con el ADN de las cepas de referencia S.enterica
serotipo Typhimurium (ATCC 14028), Typhi (CDC99) y la cepa de estudio nimerol100,
obteniéndose amplicones con el peso molecular esperado para cuatro genes (Tabla3, Fig. 6).
Para dos de los genes, sopE y ssaQ, de la isla 1 y 2 respectivamente, no se obtuvieron los
tamarfios de amplicon reportados en la literatura. Debido a lo anterior, se llevd a cabo una PCR
in silicoutilizandola herramienta en linea in silicoPCR amplification(San Millan et al.,
2013)utilizando como DNA molde el de la cepa de referenciaSalmonella Typhimurium ATCC
700720, que se encuentra reportada en GenBank y losiniciadores indicados en la tabla 3 para
los genes sopE y ssaQ. Los fragmentos obtenidos en el ensayo de PCR in silico fueron
de376pb para el gen sopE y de 644pb para el gen ssaQ, lo que concord6 con los resultados

experimentales obtenidos mediante PCR punto final, parala cepa de estudio 100(Fig.6b y 6c).
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M 2 3 45 6 M 234 5 6

a b
389 pb 376 pb
C d
644 pb
454 pb
e f
1,170 pb
711 pb

Figura 6. Estandarizaciéon del ensayo de PCR paralos 6 genes de estudio en las cepas de referencia.
Geles de agarosa al 2% (p/v) tefiidos con bromuro de etidio. Carriles Mde cada imagen: marcador de peso
molecular 1 kb plus ADN ladder (Invitrogen, USA). a) Gen invA, carriles 2-6 gradiente de temperatura de
56°C a 64°C. b) Gen sopE, carriles 2-6 gradiente de temperatura de 56°C a 64°C. ¢) Gen ssaQ, carriles 2-5
gradiente de temperatura de 54°C a 60°C. d) Gen rmbA, carriles 2-5 gradiente de temperatura de 54°C a 60°C.
¢) Gen spi4F, carriles 2-5 gradiente de temperatura de 54°C a 60°C. f) Gen sopB, carriles 2-5 gradiente de
temperatura de 54°C a 60°C

Para el gen sopE se tomé como referencia la cepa de estudio nimero 100, con la cual
se estandarizaron las condiciones de amplificacion (Fig.6b). Se obtuvo la secuencia del

fragmento de amplificacion. El electroferograma presentd buena calidad de resolucién,
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definicion y nitidez de picos (Fig.7). El procedimiento de secuenciacién se realiz6 por
duplicado, resultando exactamente en la misma secuencia, que al comparar con la base de
datos arrojouna similitud del 100% con la regién correspondiente en los genomas de
Salmonella enterica ya reportados.

170 180 120 200 210 2
ATCTICCCCAGGITAGCCCCGCATTICTGCGCAGCCTICTICCTATCTICTTTCAAAAAGGGGGTAAT

AR ] 1L

Figura 7. Electroferograma del producto de amplificacion del gen SopE.

7.3Amplificacion por PCR de los genes de asociados a virulencia en cepas de estudio
Con las condiciones de reaccion ya estandarizadas se realiz6 la amplificacion por PCR

de los 6 genes asociados a virulencia en las 90 cepas de estudio (fig.8).
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M234567 M234567M234567

Figura 8. Amplificacion por PCR de los genes asociados a virulencia de las cepas de estudio.
Geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio. Carriles 1 de cada imagen: marcador de

peso molecular 1 kb plus ADN ladder (invitrogen, USA.) Carriles 2-7 cepas de estudio
2,4,5,10,13,15.a)invA, b)sopE, c)ssaQ, d)rmbA, e)spi4F yf)sopB.

7.4Perfiles de virulenciaencontrados en las cepas de estudio

Se asignaron los perfiles de virulencia (PV), en funcion de la presencia o ausencia de
los 6 genes asociados a virulencia (Tabla 5).Conbase enlas combinaciones obtenidas,se

asignaron 8 perfiles de virulencia diferentes(1 al 8) en las 90 cepas analizadas.

Tabla 5. Perfiles de virulencia encontrados en las cepas de estudio

Perfil de Combinacién de genes Numero de % total de
Virulencia (PV) invA sopE ssaQ rmbA spi4-F sopB Aislados aislados
1 1 1 1 1 1 1 79 87.8
2 1 1 1 1 1 0 5 5.5
3 1 1 1 1 0 1 1 1.1
4 1 0 1 1 1 1 1 1.1
5 0 1 1 0 1 1 1 1.1
6 0 1 1 1 0 1 1 1.1
7 1 0 1 1 1 0 1 1.1
8 1 1 0 0 1 0 1 1.1
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Con un total de 79 aislados, el perfil de virulencia 1(PV1) fue el que se presentd con
mayor frecuencia(87.8%)ElI PV2 con un total de 5 aislados, es el que ocupa el segundo lugar
en frecuencia (5.5%), seguido de los PV3, PV4, PV5, PV6, PV7 y PV8, los cuales se
presentaron con una frecuencia de 1.1%(Tabla 6).

Tabla 6. Perfiles de virulencia en cepas de estudio (ST y serotipo)

ST Serotipo No.de invA sopE ssaQ rmbA spi4-F sopB PV
aislados

13 Agona 9 1 1 1 1 1 1 1
Agona 1 1 1 1 1 1 1 3
14 Serogrupo 35 1 1 1 1 1 1 1 1
Serogrupo E4 1 1 1 1 1 1 1 1
19 | Typhimurium 1 1 1 1 1 1 1 1
40 Serogrupo B 12 1 1 1 1 1 1 1
Serogrupo B 1 1 1 1 1 1 1 4
Anatum 3 1 1 1 1 1 1 1
Agona 1 1 1 0 0 1 0 8
Serogrupo E1 1 1 1 1 1 1 1 1
48 Serogrupo D 1 1 1 1 1 1 0 2
64 Anatum 13 1 1 1 1 1 1 1
Anatum 2 1 1 1 1 1 1 2
Agona 1 1 1 1 1 1 1 1
Serogrupo B 1 1 1 1 1 1 1 1
65 Serogrupo C1 1 1 1 1 1 1 1 1
72 Serogrupo B 2 1 1 1 1 1 1 1
112 Serogrupo B 1 1 1 1 1 1 1 1
118 | Serogrupo B 1 1 1 1 1 1 1 1
Serogrupo E1 1 1 1 1 1 1 1 1
142 | Serogrupo C2 1 1 1 1 1 1 1 1
155 | Serogrupo E1 1 1 1 1 1 1 1 1
213 | Typhimurium 13 1 1 1 1 1 1 1
Typhimurium 1 1 1 1 1 1 1 2
Agona 1 1 1 1 1 1 1 1
Anatum 1 1 1 1 1 1 0 2
292 | Typhimurium 1 1 1 1 1 1 1 1
321 | Serogrupo C1 2 1 1 1 1 1 1 1
329 Anatum 1 1 1 1 1 1 1 1
440 Serogrupo B 1 1 1 1 1 1 1 1
447 | Serogrupo B 1 1 1 1 1 1 1 1
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7.5Diversidad de Perfiles de Virulencia de acuerdo a 1aST

Al realizar el analisis comparativo de los PV y las ST, se observé que el PV1 se
encontrd presenteen la mayoria de las ST, con excepcion de la ST48 y las No Determinadas
(ND), encontrandose en mayor proporcion dentro de la ST40, ST64, ST213 y ST13, siendo
estas ST las que presentaron mayor diversidad de PVs, al igual que los aislados de secuencia
tipo ND,que incluye 3 PVs distintos (Fig. 9).
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Figura 9. Frecuencia de los Perfiles de Virulencia dentro de las ST.

Se realizé el andlisis de la diversidad de ST dentro de PV1 y se observé que dentro de
este perfil, se encontraban 21 Secuencias Tipo diferentes, encontrandose con una mayor
frecuencia la ST40 con un total de 16 aislados, seguido de la ST64 con un total de 15 aislados,
ST213 con un total de 14 aislados y ST13 con un total de 9 aislados. La ST463 presentoun
total de 3 aislados y el resto de las ST se presentaron con una frecuencia de 2 y 1 aislado en el
PV1 (Fig.10).
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Diversidad de ST en PV1

M ST40 EST64 MST213

WST13 MST463 wmST14

W ST72 MST118 W ST588

W ST1674 waST321  wST19

M ST65 MST112  wST142

W ST155  wST292  wST329

LST440  wST447  aST592

Figura 10. Diversidad yfrecuencia de las ST dentro de los Perfiles de Virulencia menos frecuentes.

Se realiz6 el analisis de STs y Perfiles de Virulencia 2, 3, 4 y 5 de manera
independiente. El PV2 se presentd con un total de 5 aisladossiendo estos, de 3 ST diferentes.
Dentro de las ST que presentaron mayor diversidad de Perfiles de Virulencia, se encontrd a las

ND presentando 3 perfiles distintos(Fig.11).
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Figura 11. Diversidad yfrecuencia de las ST dentro de los Perfil de Virulencia menos frecuentes.

7.6 Asociacion de Perfiles de Virulencia con ST

Para determinar si existia una asociacion entrelos Perfiles de Virulencia y las
Secuencias Tipo, se realizd un analisis estadistico utilizando la prueba Chi cuadrada de
Pearson.Se encontr6é que la diferencia entre las variables comparadas fue grande, dando un
valor de p de 0.932.Se realizo el célculo de residuos tipificadoscorregidos para determinar
entre qué combinaciones de atributos se produce una dependencia, en el que valores absolutos
por encima de dos, representan un cruce con diferencia estadisticamente significativa, en caso
de independencia entre variables(Anexo a); donde se destacan los porcentajes totales
representativos de cada ST por PV. Mediante dicho anélisis se observd que cuando las
STND, presentaban los perfiles de virulencia; 5,6 y 7estas tenian un valor de residual de 5.4.
En segundo lugar se observo a las ST48 (PV2), ST13 (PV3) y ST40 (PV4 y PV8), con un
valor de residual tipificado de 4.1, 2.8 y 2.0 respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 7. Tabla de contingencia con residuos tipificados corregidos de STND.

ST PV Total
1 2 3 4 5 6 7 8
ND Recuento 0 0 0 0 1 1 1 0 3
% del total 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 1.1% 1.1% 0.0% 3.3%
Residuos -4.7 -4 -2 -2 5.4 5.4 5.4 -2
corregidos

7.7 Diversidad de Perfiles de virulencia en relacion alserotipo

Al realizar el andlisis de la diversidad de PV encontradospor serotipo, se observo que
la mayor proporcion de aislados correspondientes a las cepas confirmadas a nivel de serogrupo
caen dentro del PV1, y que dentro de los perfiles encontrados con menor frecuencia (PV3,
PV4, PV5, PV6 PV7 y PV8) se encontraban tanto aislados identificados a nivel de serogrupo
como aislados del serotipo Anatum y Agona, mas no del serotipo Typhimurium. Dentro de las
cepas que tuvieron mayor diversidad de PVs, se encontraron las cepas identificadas hasta
serogrupo, con 5 PV diferentes y el serotipo que presentd menor diversidad de PVs fue el

serotipo Typhimurium, ya que 15 de los 16 aislados pertenecen al mismo PV (Tabla 8).

Tabla 8. Perfiles de virulencia encontrados y frecuencia encontrada en aislados de

estudio.
Perfiles y combinacion de genes Numero (%) de aislados
PV invA, sopE, ssaQ, rmbA, Serogrupo Anatum Typhimurium Agona
spi4-F, sopB
1 1-1-1-1-1-1 34 (88) 17 (81) 15 (94) 13 (86)
2 1-1-1-1-1-0 1(3) 3 (14) 1 (6) 0
3 1-1-1-1-0-1 0 0 0 1(7)
4 1-0-1-1-1-1 1(3) 0 0 0
5 0-1-1-0-1-1 1(3) 0 0 0
6 0-1-1-1-0-1 0 1(5) 0 0
7 1-0-1-1-1-0 1(3) 0 0 0
8 1-1-0-0-1-0 0 0 0 1(7)
Total de aislados 38 21 16 15
Combinaciones de PVs 5 3 2 3
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7.8Asociacion de Perfiles de Virulencia con Serotipo

Al realizar en analisis estadistico utilizando la prueba de Chi cuadrada de Pearsonpara
determinar la relacion entre Perfiles de Virulencia y serotipo, se observé que la diferencia
entre las variables comparadas fue pequefia dando como resultado un valor significativo(p de
0.000). Se realiz6 el célculo de residuos tipificados corregidos para determinar cudles fueron
los datos especificos que aportan esa significancia (Anexo b),en donde se puede observar los
porcentajes totales correspondientes a un serotipo con respecto a los PVs, asi como también
los residuos tipificados corregidos de cada dato. En los casos especificos con valores de
residual tipificado mayor a dos, destacan las cepas del serogrupo I, cuando estas pertenecen al
PV5, con un residuo de 9.5, seguido de las cepas del serogrupo E4, cuando estas pertenecen al
PV7, con un residuo de 5.4, seguido de los serotipos Agona (VP8), Anatum (PV2) y
Serogrupo D (PV2), con valores de residuos tipificados corregidos de 2.2 2.0 y 2.1
respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9. Tabla de contingencia con residuos tipificados corregidos de serogrupos que
aportan significancia.

Serotipo PV Total
1 2 3 4 S 6 7 8

Agona Recuento 13 0 1 0 0 0 0 1 15
% del total 14.4% 0.0% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 16.7%
Residuos -1 -1.0 2.2 -4 -4 -4 -4 2.2
corregidos

Anatum Recuento 17 3 0 0 0 1 0 0 21
% del total 18.9% 3.3% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 0.0% 0.0% 23.3%
Residuos -11 2.0 -.6 -.6 -.6 1.8 -.6 -.6
corregidos

Serogrupo D Recuento 2 1 0 0 0 0 0 0 3
% del total 2.2% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 3.3%
Residuos -11 21 -2 -2 -2 -2 -2 -2
corregidos

Serogrupo E4  Recuento 2 0 0 0 0 0 1 0 3
% del total 22%  0.0% 0.0% 00% 00%  0.0% 11%  0.0% 3.3%
Residuos -11 -4 -2 -2 -2 -2 5.4 -2
corregidos

Serogrupo I Recuento 0 0 0 0 1 0 0 0 1
% del total 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos -2.7 -2 -1 -1 9.5 -1 -1 -1
corregidos
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7.9 Distribucion geografica de PV en el estado de Michoacan

Al colocar cada perfil de virulencia 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 de distribucion de los PV en la entidad (Fig.12). ElI municipio de
Lazaro Céardenas posee la mayor diversidad de PV, con un total 4 perfiles de virulencia
diferentes, seguido por el municipio de Morelia con un total de 3 perfiles diferentes. En los
municipios de Apatzingan, Huetamo, Mujica y Tuxpan se encontraron 2 perfiles de virulencia
diferentes por cada municipio. El resto de los municipios de los que se contaba aislado,
correspondian al PV1 con excepcién del municipio de Charo, el cual presento Unicamente al
PV2.
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Figura 12. Distribucion geografica en el estado de Michoacan de los PV encontrados por Virulotyping de
aislados de Salmonellaenterica.
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7.10 Analisis de relacion genética entre los diferentes Perfiles de Virulencia

Se construy6 un dendrograma partir de la matriz binaria generada con base en la
presencia y ausencia de los 6 genes estudiados dentro de las cepas de estudio. Considerando
Unicamente las caracteristicas genotipicas de las cepas,se gener6 un primer dendograma donde
se observo la formacion de 8 clados diferentes correspondientes a los 8 PV asignados,
encontrandose en un solo clado a 79 aislados con el PV1 (Fig. 13).Los primeros 6 clados
formados por una cepa cada uno de diferente procedencia, diferente serotipo y de secuencias
tipo ST40, STND Y ST13. En el clado7 se agruparon 79 aislados de los cuales 43%
corresponden a las cepas No serotipificables, 22% al serotipo Anatum 19% serotipo
Typhimurium y 16% serotipo Agona. En el clado 7 se observaron 5 cepas de diferente
procedencia, serotipos Typhimurium y Anatum y serogrupo D, con secuencias tipo ST213,
ST64y ST48 (Fig. 13).

Con la intencién de ver si se obtenia un patrén de agrupamiento mas fino, que mostrara
un mayor namero de grupos, se generé un dendrograma incluyendo al serotipo o serogrupo del
aislado. Este analisis arrojo una mayor resolucion en el &rbol para distinguir relaciones entre
cepas, observandose agrupamientos en base a serotipos. Al considerar las caracteristicas
fenotipicas y genotipicas se generé un dendrograma con 8 clados (Fig. 14). Los clados 1 al 4,
constituidos por 1 aislado cada uno, (PV8, PV6, PV5 y PV7) corresponden a los serotipos
Agona, Anatum y 2 aislados No serotipificables. El clado 5(rojo) constituido por 36 cepas,
todas de PV1, corresponden a las cepas Noserotipificables, el clado 6 (rosa) constituido por 16
cepas, con PV1y PV2, corresponden al serotipo Typhimurium. El clado 7 (verde) constituido
por 14 cepas, con PV3y PV1 corresponden al serotipo Agona y el clado8(azul), constituido

de 20 cepas, con PV1y PV2 corresponden al serotipo Anatum.

Se realiz6 un andlisis de coordenadas principales para determinar la dispersion que
existe entre los grupos de PV generados (Fig.15). En dicho gréfico se observocomo grupo mas
cercano al origen y en plano positivo al PV1, seguido de PV2 en plano positivo y PV3 en
plano negativo, PV4 en plano positivo, y més alejados del origen y en plano negativo a los
PV5, PV6, PV7. Se observo al PV8 como el mas alejado del origen y de ejes y en plano

negativo.
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Figura 13. Dendrograma de relacién genética en base a los PV obtenidos en las cepas de estudio.El
dendrograma se genero empleando el software FreeTree calculando las distancias genéticas mediante el
algoritmo de Ne y Li y construyendo el patrén de agrupamiento mediante el criterio UPGMA. El arbol fue
editado empleando el paquete MrEnt.El color de cada rama representa un perfil de virulencia. El grifico
inserto hace referencia a porcentajes exclusivamente dentro de la rama SM 1-1-1-1-1-1. En cada rama
terminal se muestra el nimero de la cepa seguido del patrén de perfil de virulencia, las siglas de la
poblacién de procedencia dentro del estado de Michoacan, el afio del aislamiento, el serotipo y la secuencia
tipo (ST). Clavede municipios: AP, Apatzingan; LC, Lazaro Cardenas; Mor, Morelia; Hue, Huetamo;
MUJ; Mujica; GUA, Guacamayas; CH, Charo; TUX, Tuxpan
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Figura 14. Dendrograma de relacién fenotipica y genotipica entre cepas de estudio. Eldendrograma se
generé empleando el software FreeTree calculando las distancias genéticas mediante el algoritmo de Ne y
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Liy construyendo el patrén de agrupamiento mediante el criterio UPGMA. El arbol fue editado
empleando el paquete MrEnt. Cada rama terminal tiene el nimero de la cepa estudiada y los colores
designan a un serotipo particular, aunque en el caso de Agona y Anatum se presentan las cepas 86 y 208,
respectivamente, separadas del clado principal.

8. DISCUSION
En este trabajo se analizaron un total de 90 aislados de Salmonella enterica con la
finalidad deencontrar patrones de presencia/ausencia de 6 genes asociados a virulencia
seleccionados de 5 Islas de Patogenicidad presentes en dicho patégeno.Los resultados
obtenidos proporcionaron informacion sobre el potencial de virulencia/patogenicidad de las
cepas que se encuentran contaminando alimentos con mayor frecuencia en el estado de

Michoacén.

Las cepas analizadas mostraron 8 Perfiles de Virulencia (PV) diferentes,reultados que
muestran similitud con el trabajo de Graziani et al.(2011), en el que se reportaron 10 perfiles
diferentes analizando 10 genes de virulencia de las mismas 5 islas en un total de 112 cepas de
Salmonella enterica aisladas tanto de muestras clinicas como de muestras de alimentos.Los
perfiles aqui encontrados fueron enumerados del 1 al 8, siendo el PV1 el que se encontrd con
mayor frecuencia, presentandose en 79 (87.77%) de los aislados y constituido por la presencia
de los 6 genes aqui estudiados. Elsegundo PV mas frecuente fue el PV2, encontrandose en 5
de los aislados, representando un 5.55% y conformadopor la presencia de 5 de los genes
seleccionados para este estudio,ausencia excepcién del gen sopBde la SPI5. Debido a las
caracteristicas de dichos perfiles, estos son considerados con mayor potencial de virulencia, ya
que presentan los dos genes seleccionados de la SPI1, lo que les confiere alta capacidad
invasiva, asi como la presencia de los genes en las islas 2,3 y 4,los cuales se han reportado
como los responsables de la supervivencia intracelular de la bacteria y su habilidad

parainvadir a otros tejidos (Khoo et al., 2009; Huehn et al., 2010).

Los perfiles aqui sugeridos como aquellos con menorpotencial patogénico son PV5,
PV6, PV7y PV8, los cuales se presentaron con una frecuencia del 1.1%, conformados por una
cepa cada uno. Dos de las cepas analizadas presentaron el PV5 y el PV6 respectivamente, y
por lo tanto no presentan al gen invA de la SIP1, lo que puede sugerir que las cepas que portan

estos perfiles de virulencia tenganuna capacidad invasiva disminuida, ya que este gen esta
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asociado principalmente al proceso de invasion, aunque dicho mecanismo necesita ser
comprobado particularmente en estas cepas. Este resultado es interesante ya que no existen
reportes en los que se documente que cepas de Salmonella enterica hayan presentado la
ausencia de este gen. Un extenso trabajo realizado por Ziemer y colaboradores (2003), en el
que se buscaron en 52 cepas los genes de la SPI1, incluido el gen invA, mostré que de 37
serotipos y 11 serogrupos de S. entericaestudiados,todostenian dicho gen.El trabajo citado
incluyé cepas de los serotipos y serogrupos analizados enel presente estudio.En aspecto
interesante de éste gen es que diferentes reportes enfocados en la deteccion de Salmonella
enterica en muestras clinicas, ambientales y de alimentosse basan en la amplificaciGnmediante
PCR del gen invA, dando por sentado que se encuentra presente en todas las cepas de
Salmonella enterica (Rahn et al., 1992; Glynn et al., 2006).Los resultados aqui obtenidos
muestran la importancia de analizar a futuro a nivel genémicolas cepas en lasque no se

encontro dicho gen.

Aunque los PV7 y PV8 no presentan el gen sopB de la SPI5, se sugiere que pueden
presentar la misma capacidad invasiva que los perfiles 1 al 4, ya que presentan el gen invA de
la SIP1. La ausencia de los genes de las SPI1 (sopE), SPI2 (ssaQ), SPI3 (rmbA) y SPI5 (sopB)
sugiere una capacidad disminuida de replicacion en el interior de la célula epitelial y del
macréfago y capacidad de invadir otros tejidos;no obstante, existe la posibilidad de que hayala
ausencia de dichas regiones genéticas sea compensada porotros genes que tengan la capacidad
de realizar las mismas funciones,los cuales no fueron estudiados en este trabajo (Lahiri et al.,
2010).

En el presente trabajo se observo que el PV1 esta distribuido en la mayoria de las ST,
lo que puede deberse en parte a que dicho perfil fue el mas abundante en nuestras cepas de
estudio, con excepcion de la ST48 y las ND, no reportadas en la base de datos, y por primera
vez identificadas en el estado de Michoacan. Dentro de las ST con mayor diversidad de PV, se
encontrd a la ST40 y las STND,encontrdndose 3 PV diferentes en cada una de éstas ST. La
diversidad de Perfiles de virulencia en el caso de la ST40 puede debersea que esta secuencia
tipo fue la que se encontré en mayor proporcion, representando un20% del total de las
secuencias tipo aqui estudiadas, con un total de 18 cepas. El caso de las cepas STND es

interesante yaque, no obstante queconstituyen el 3.3% del total de las ST, con un total de 3
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cepas, se encontré una alta diversidad de PVs, presentando el PV5, PV6 y PV7, los cuales, no
se encuentran presentes en ninguna otra ST aqui estudiada. Estos resultados concuerdan con a
deteccion de otros determinante genéticos de virulencia en ST particulares, como se
demostrado en los trabajos de Garcia et al., (2014)y Wiesner et al., (2009), en los cuales se

comprueba la asociacién entre la ST19yla presencia de los genes de virulencia spvC y mig5.

Dentro de las ST que presentaron 2 PV diferentes se encontr6 a la ST64, ST213 y
ST13, las cuales presentaron el segundo lugar en frecuencia entre las cepas de estudio, después
de la ST40,con un 18.8%, 17.7% y 11.1% respectivamente.

Se aplicé la prueba de Chi-cuadrada de Pearson, empleada para la blsqueda de
asociacion entre dos variables no paramétricas, como es el caso de la ST y el PV. El
andlisisarrojo resultados no significativos, con un valor de p de 0.932, lo que indica que no
existe asociacion entre ambas variables.Nuestros resultados difieren de otros estudios en los
que se ha podido asociar un genotipo con una PV, comoel caso especifico del trabajo de
Graziani y colaboradores(2011), quienes sugieren una asociacion entre un genotipo obtenido
por PFGE vy diferentes perfiles de virulencia generados a partir de la bisqueda de 10 genes de
5 SPI.No obstante, cuando se hace el calculo de residuos tipificados corregidospara determinar
entre qué combinaciones de atributos se produce una dependencia, se pudo observar que en los
casos particulares de las STND con PV5, PV6 y PV7, se obtuvo un valor de residual
tipificado corregido de 5.4, lo que implica quecierto valor de dependencia en particular en
estas variables.Esto mismo ocurre en los casos de las ST48 (PV2), ST13 (PV3) y ST40 (PV4y
PV8), con valores de residual tipificado corregido de 4.1, 2.8 y 2.0, respectivamente. Estos
resultados son similares a los reportados en los trabajos realizados por Wiesner et al. (2009),
Garcia et al. (2014) y Liu et al. (2011), en los cuales se muestra que ciertos genotipos
obtenidos por MLST estan asociados a la presencia de regiones genéticasrelacionadas con la

virulencia.

En el presente trabajo se seleccionaron cepas del serotipo Agona, Anatum, y
Typhimurium,por ser los serotipos encontrados con mayor frecuencia en muestras de
alimentos en el Estado de Michoacan.También se incluyeron las cepas no serotipificables,

identificadastinicamente a nivel de serogrupo yque presentaron mayor diversidad de perfiles
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de virulencia. Esta diversidad de PV puede deberse en parte a que estas cepas constituyen el
42.2% de las cepas de estudio, aunque por otro lado también se puede a atribuir a que en estas
cepas existen modificaciones genéticas, tanto en genes de virulencia como en genes
involucrados en la translocacion a la superficie de algunas proteinas, lo que se ve reflejado
como una diferente variante que no expresa el antigeno de superficie, razén por la cual no es
posible su seoripificacion por métodos convencionales (Lavalett et al., 2009). Por otro lado, se
encontrd que en los serotipos Agona yTyphimuriumhabia la menor diversidad de PV, ya que
todas las cepas dentro de estos serotipos presentan solo 2 PV diferentes, siendo a su vez los de
mayor potencial de virulencia. Con base enéste andlisis, y dado que el serotipo Typhimurium
es el que presentd menor variabilidad en cuanto a estos genes, y a su vez presentd los PVcon
mayor potencial de virulencia,se puede considerar al serotipo Typhimurium como mas estable
en cuanto a genes de virulencia y posiblemente como el mas patégeno.Estos datos coinciden
con lo descrito en el trabajo de Garcia et al.(2014), quienesestablecen que el serotipo
Typhimurium tiene unalto potencial patogénico, ya que presenta gran cantidad de genes de
virulencia. Nuestros resultados también coinciden con el trabajo de Khoo et al. (2009),
quienes analizaron la presencia de 19 genes distribuidos en 5 Islas de patogenicidad en cepas
de distintos serotipos, encontrando que aquellas del serotipo Typhimurium los presentaban
todos. La presencia de dichos genes en éste serotipo puede deberse a la adquisicion de
plasmidos de virulencia y su integracion al DNA cromosémico mediante procesos de
recombinacion, o bien mediante la integracion de Islas de Patogenicidad completas especificas

de Salmonella enterica.

Los resultados genéticos de estos estudios previos y los aqui reportadosson
congruentes con estudios experimentales de patogenicidad, en los que se ha encontrado
quecepas del serotipo Typhimurium son capaces de causar una infeccion sistémica aguda en
ratones, siendo mortal en el 80% de los casos al cabo de 4 a 7 dias, una virulencia superior a la
de las cepas de otros serotipos evaluados (Suez et al., 2013).Esto indica claramente que hay
ciertos serotipos que se pueden considerar mas virulentos que otros, siendo en este caso
particular, dada la consistencia delPV1 en las cepas del serotipo Typhimurium, un indicio de

dicho potencial.
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En este trabajo se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre el PV de
una cepa y su serotipo o serogrupo. Los datos que contribuyen a dicha asociaciéon son
independientes de la frecuencia, es decir, los valores que denotan una alta asociacion no son
precisamente los serotipos o serogrupos mas frecuentes aqui encontrados.El valor més alto de
residual tipificado corregido fue del serogrupo I, al presentarse el PV5, con un valor de 9.5,
siendo este serogupo y PV (nicos en este trabajo, seguido del serogrupo E4 con el PV7 (5.4),
Agona PV8 (2.2)y Anatum PV2 (2.0). Por otro lado,se observé a las cepas del serotipo
Typhimurium con valores de residual tipificado corregido por debajo de dos, lo que denota

que la asociacion encontrada no estd dada por este serotipo.

Aunque las cepas estudiadas en este trabajo provienen de diferentes partes del estado
de Michoacéan, los municipios que contribuyeron con mayor nimero de muestras fueron
LazaroCardenas (26.6%), Morelia (13.3%), Uruapan (8.8%), Zamora (7.7%) y Apatzingan
(6.6%); observandose mayor diversidad de PV en las localidades de L&zaroCardenas y
Morelia, con 4 y 3 PV, respectivamente. También se pudo observar que existe una amplia
distribucion en todo el estado del PV1, sugerido aqui como el de mayor potencial de
virulencia, esto puede deberse en parte a que es el PV mayoritario en las cepas de estudio. El
PV2, que fue el PV segundo mas frecuente, no fue especifico de alguna regién, encontrandose
en diferentes municipios del estado. El analisis de la distribucién geografica de los PV mostré
que no existe asociacién entre una region geografica especifica del estado de Michoacan con
un PV. En cuanto a los PV menos frecuentes, se encontraron distribuidos en los municipios de
Apatzingan, Huetamo, Morelia y Mujica. Aunque con base en la informacién obtenida de la
distribucion geogréfica se observo que los PV estdn ampliamente distribuidos en el estado,

falta analizar aquellas localidades de las que no se incluyeron aislados en este estudio.

En el presente trabajo se se analizaron los PV mediante la generacion de dendrogramas
0 patrones de agrupamiento. El andlisis de agrupamiento es un andlisis gréafico
complementarioal anlisis estadistico el cual permite una rapida visualizacion de las
caracteristicas de los perfiles de virulencia en relacidn con caracteristicas fenotipicas, como el
serotipo. Asi, los patrones de agrupamiento presentados permiten visualizar rapidamente la
diversidad de perfiles de virulencia y la variedad de serotipos dentro de cada perfil (Figura

13), asi como la distribucion de las cepas y los serotipos dentro de un perfil devirulencia en
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particular (Figura 14). Para la realizacion de dichos dendrogramas los datos de
presencia/ausencia de cada una de los genes de virlencia analizados en todas las cepas de
estudio fueron convertidos en una matriz binaria de 1 (presencia del gen) y 0 (ausencia del
gen). La generacion de matrices binarias y su analisis mediante la construccion de patrones de
agrupamiento es una herramienta ampliamente utilizada en diversas areas de la microbiologia,
incluyendo la ecologia (Singh et al., 2006), la epidemiologia (Melles et al., 2006) y la
fisiologia (Aquilanti et al., 2007), entre otras. Las matrices binarias pueden generarse tanto
con datos bioquimicos, como con datos genéticos (Singh et al., 2006; Aquilanti et al., 2007).
En particular, el patron de bandeo generado mediante electroforesis en geles de campo
pulsante (PFGE), considerada como la técnica “estandar de oro” para la tipificacioén genético
molecular de cepas de S. enterica en estudios epidemioldgicos, basa su andlisis en la
generacion de una matriz binaria a partir de la cual se construyen patrones de agrupamiento
(Goering, 2010).

Aunque algunos de los estudios de perfiles de virulencia en cepas de S. enterica
Unicamente reportan la presencia o ausencia de genes de virulencia (Bokko et al., 2013) o
bien haplotipos de virulencia (Capuano et al., 2013) sin generar graficos, mientras que en otros
trabajos se utilizan los perfiles encontrados para generar patrones de agrupamiento (Huehn et
al., 2010; Khoo et al., 2009).Estudios previos han utilizado19 (Khoo et al., 2009) y un
microarreglo de 102 (Huehn et al., 2010) genes de virulencia para construir los patrones de
agrupamiento. De manera interesante, en el estudio en el cual se utilizaron 19 genes no se
encontrd relacion entre el patrén agrupamiento y el serotipo (Khoo et al., 2009), mientras que
en el estudio de microarreglos con 102 genes, los patrones de agrupamiento por perfiles de
virulencia coincidieron con el serotipo de las cepas (Huehn et al., 2010), y ademas se logro
identificar variaciones de perfiles dentro de un serotipo. En el presente trabajo Unicamente se
utilizaron Unicamente 6 genes, y en general se logré una separacion entre serotipos y perfiles
de virulencia, a diferencia que del trabajo de Khoo et al. (2009). Los resultados aqui generados
lograron generar 8 grupos asociados a perfiles de virulencia, con 9 genes se definieron 6
grupos asociados a dichos perfiles (Khoo et al., 2009), y con 10 genes es posible visualizar 14

perfiles (Huehn et al., 2010). A futuro seria interesante analizar que ndmero de minimo de
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genes de virulencia y que combinaciones pueden generar patrones de agrupamiento

congruentes con caracteristicas fisiolégicas como el serotipo.

9. RESUMEN DE RESULTADOS

i. Se establecié un esquema para la asignacion de perfiles de virulencia con base en la
deteccidn de 6 genes de virulencia localizados en 5 Islas de Patogenicidad, en cepas de

Salmonella enterica aisladas de alimentos en el estado de Michoacén.

ii. La busqueda de genes asociados a virulencia arrojo 8 Perfiles de Virulencia, siendo el
PV1,sugerido aqui como el de mayor potencial virulencia,el que se encontré con mayor

frecuencia, presentandose en 79 de los aislados (87.77%).

10. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo no mostraron relacion entre el perfil de
virulencia de las cepas de estudio con la secuencia tipo, ni con alguna area
geogréfica especifica del estado de Michoacan, pero si con el serotipo.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo a. Tabla de contingencia de PV y ST con residuos tipificados corregidos

ST

112

118

13

14

142

155

167

19

213

292

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

Recuento
% del total

Residuos
corregidos

1
1.1%

10.0%

1.1%

14
15.6%
0

1.1%
4

0
0.0%
-2

0.0%

0.0%
-2

0.0%

2.2%
13

0.0%
2

0
0.0%
-1

0.0%
=72

1.1%
2.8

0.0%
=72

0.0%
-1

0.0%
=il

0.0%
-2

0.0%
=il

0.0%
-5

0.0%

0
0.0%
-1

0.0%
=72

0.0%
-4

0.0%
=72

0.0%
-1

0.0%
=

0.0%
-2

0.0%
=

0.0%
-5

0.0%

PV

0
0.0%
-1

0.0%
2

0.0%
-4

0.0%
2

0.0%
-1

0.0%
=l

0.0%
-2

0.0%
=l

0.0%
-5

0.0%

0
0.0%
-1

0.0%
2

0.0%
-4

0.0%
2

0.0%
-1

0.0%
=il

0.0%
-2

0.0%
=il

0.0%
-5

0.0%

0
0.0%

0
0.0%

Total

1.1%

2.2%

10

11.1%

2.2%

1.1%

1.1%

2.2%

1.1%

16

17.8%

1.1%
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321 Recuento 2 0 0 0 0 0 0 0 2
% del total 2.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 2.2%
Residuos 5 -3 -2 -2 -2 -2 -2 -2
corregidos

329  Recuento 1 0 0 0 0 0 0 0 1
% del total 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos 4 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1
corregidos

40 Recuento 16 0 0 1 0 0 0 1 18
% del total 17.8% 0.0% 0.0% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 20.0%
Residuos 2 -1.2 -5 2.0 -5 -5 -5 2.0
corregidos

440  Recuento 1 0 0 0 0 0 0 0 1
% del total 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos 4 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1
corregidos

447  Recuento 1 0 0 0 0 0 0 0 1
% del total 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos A4 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1
corregidos

463  Recuento 8 0 0 0 0 0 0 0 3
% del total 3.3% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 3.3%
Residuos 7 -4 -2 -2 -2 -2 -2 -2
corregidos

48 Recuento 0 1 0 0 0 0 0 0 1
% del total 0.0% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos -2.7 41 -1 -1 -1 -1 -1 -1
corregidos

588  Recuento 2 0 0 0 0 0 0 0 2
% del total 2.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 2.2%
Residuos 5 -3 -2 -2 -2 -2 -2 -2
corregidos

592 Recuento 1 0 0 0 0 0 0 0 1
% del total 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos A4 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1
corregidos

64 Recuento 15 2 0 0 0 0 0 0 17
% del total 16.7% 2.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 18.9%
Residuos 1 1.2 -5 -5 -5 -5 -5 -5
corregidos

65 Recuento 1 0 0 0 0 0 0 0 1
% del total 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos A4 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1
corregidos

72 Recuento 2 0 0 0 0 0 0 0 2
% del total 2.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 2.2%
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Residuos -3 -2 -2 -2 -2 -2 -2
corregidos
ND Recuento 0 0 0 1 1 1 0 3
% del total 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 1.1% 1.1% 0.0% 3.3%
Residuos -4.7 -4 -2 -2 5.4 5.4 5.4 -2
corregidos
Total Recuento 79 5 1 1 1 1 1 1 90
% del total  87.8% 5.6% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 1.1% 100.0%
11.2 Anexo b. Tabla de contingencia de PV y serotipo con residuos tipificados corregidos
Serotipo PV Total
1 2 3 4 5 6 7 8
Agona Recuento 13 0 1 0 0 0 0 1 15
% del total 14.4% 0.0% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 16.7%
Residuos -1 -1.0 2.2 -4 -4 -4 -4 2.2
corregidos
Anatum Recuento 17 3 0 0 0 1 0 0 21
% del total 18.9% 3.3% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 0.0% 0.0% 23.3%
Residuos -11 20 -6 -6 -6 1.8 -6 -6
corregidos
Salmonella35 Recuento 1 0 0 0 0 0 0 0 1
% del total 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos 4 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1
corregidos
Serogrupo B Recuento 21 0 0 1 0 0 0 0 22
% del total 23.3% 0.0% 0.0% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 24.4%
Residuos 13 -1.3 -6 1.8 -6 -6 -6 -6
corregidos
Serogrupo C1  Recuento 3 0 0 0 0 0 0 0 3
% del total 3.3% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 3.3%
Residuos 7 -4 -2 -2 -2 -2 -2 -2
corregidos
Serogrupo C2  Recuento 1 0 0 0 0 0 0 0 1
% del total 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos 4 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1
corregidos
Serogrupo D Recuento 2 1 0 0 0 0 0 0 3
% del total 2.2% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 3.3%
Residuos -1.1 2.1 -2 -2 -2 -2 -2 -2
corregidos
Serogrupo E1  Recuento 4 0 0 0 0 0 0 0 4
% del total 4.4% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 4.4%
Residuos 8 -5 -2 -2 -2 -2 -2 -2
corregidos
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Serogrupo E4  Recuento 2 0 0 0 0 0 1 0 3
% del total 2.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 0.0% 3.3%
Residuos -1.1 -4 -2 -2 -2 -2 5.4 -2
corregidos
Serogrupo I Recuento 0 0 0 0 1 0 0 0 1
% del total 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 1.1%
Residuos -2.7 -2 -1 -1 9.5 -1 -1 -1
corregidos
Typhimurium  Recuento 15 1 0 0 0 0 0 0 16
% del total 16.7% 1.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 17.8%
Residuos 8 1 -5 -5 -5 -5 -5 -5
corregidos
Recuento 79 5 1 1 1 1 1 1 90
% del 87.8% 56% 11% 11% 11% 11% 1.1% 11% 100.0%
total
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