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RESUMEN

Salmonella enterica es uno de los principales agentes etioldgicos de enfermedades gastrointestinales,
asociada con la ingestién de alimentos contaminados. La tipificacién genética de S. enterica permite
establecer relaciones entre cepas obtenidas de alimentos y aquellas provenientes de infecciones y brotes,
ayudando a una rapida identificacion de la fuente de contaminacién para el establecimiento de medidas
de prevencion y control. Se ha documentado que la respuesta de S. enterica a diferentes condiciones de
estrés ambiental (cambios de pH, osmolaridad, temperatura, humedad, radiacidn, etc.), al cual puede
enfrentarse S. enterica fuera del hospedero, no solo impacta a la sobrevivencia y al crecimiento del
patdgeno, sino que también pueden influir en la virulencia y la multi-resistencia a antibidticos. También
se ha reportado que cepas con diferencias metabdlicas tienen diferencias en su capacidad infectiva. Por
otro lado se sabe que el estrés osmdtico fomenta la formacién de células filamentosas provocando un
aumento en la biomasa total que en un alimento podria conducir al aumento del nimero de células
potenciales para causar infecciones. En el Laboratorio de Genética Molecular Microbiana se cuenta con
una coleccién de 180 cepas de S. enterica aisladas de alimentos por el Laboratorio Estatal de Salud Publica
de Michoacdn. De todas las cepas se conoce el serotipo y origen geografico, de 100 se ha determinado su
genotipo, Secuencia Tipo (ST), Perfil de virulencia (PV) y resistencia a antibidticos, pero no se conoce su
capacidad metabodlica. El serotipo mas abundante es el de Typhimurium (16 cepas). La combinacion de la
informacién genética existente con el analisis fisioldgico y bioquimico, generard informacidn valiosa para
entender mejor la biologia de cepas y clonas de relevancia en salud publica en el estado de Michoacén, y
aportara informacion sobre los mecanismos de diversificacidon y adaptacion regional. Objetivo General:
Analizar la diversidad de patrones metabdlicos y de resistencia a estrés asociado con la preservacion de
alimentos entre cepas de S. enterica serotipo Typhimurium aisladas de productos cdrnicos y derivados
lacteos del estado de Michoacan. Material y métodos: Se utilizaron 15 cepas de S. enterica serotipo
Typhimurium ST 213 y una cepa ST19. Para analizar la diversidad metabdlica se utilizaron las placas GNIII
del sistema BIOLOG. Para los ensayos de resistencia a estrés, las bacterias obtenidas de pre-cultivos de 16
h en LB a 37°C, se resuspendieron en medio LB control o medio LB con actividad de agua reducida y se
incubaron a 6°C. Se permitié su recuperacion a 37°Cy 150 rpm durante 6 h, y se medié la absorbancia a
600nm cada 2 h. La formacién de células filamentosas se observd mediante la tincion de Gram.
Resultados: Se encontrd que las cepas pueden recuperarse mas rapidamente del estrés a 6°C que a TA,
ya sea en ausencia o presencia de ay. Las cepas: 021, 024, 089 y 096 presentaron un retraso en el inicio
de la fase exponencial en las 4 condiciones de exposicidn, pero logran un crecimiento similar a las 6 horas
de cultivo. La velocidad de crecimiento en las condiciones TA con aw, 6°C y 6°C con aw fue mayor que a
TA. La baja temperatura favorece la formacién de células filamentosas. Todas las cepas mostraron
patrones distintos de utilizacidon de sustratos. La cepa 016 puede utilizar todos los sustratos analizados,
mientras que las cepas 116 y 196 utilizaron una baja cantidad de sustratos. Se encontré correlacion directa
entre el crecimiento en la condicidn sin estrés y el metabolismo en presencia de B-metil-D-glucdsido, NaCl
al 1%, acido-D-glucorédnico y acido propidnico. Ademas se observé correlacién inversa con B-metil-D-
glucésido bajo la condicion de 6°C.

palabras Clave: salmonella, resistencia, estrés, supervivencia y metabolismo.
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ABSTRACT

Salmonella enterica is one of the main etiological agents of gastrointestinal diseases associated
with ingestion of contaminated food. Genotyping of S. enterica can establish relationships
between strains obtained from food and those from infections and outbreaks, helping to quickly
identify the source of contamination for the establishment of prevention and control measures.
It has been documented that S. enterica response to different environmental stress conditions
(changes of pH, osmolarity, temperature, humidity, radiation, etc.), which may face S. enterica
outside the host, not only impacts the survival and growth of the pathogen, but can also influence
virulence and multi-antibiotic resistance. It has also been reported that metabolic differences
strains have differences in their infectivity. Furthermore it is known that osmotic stress promotes
the formation of filamentous cells causing an increase in the total biomass in a food could lead
to increased number of potential cells to cause infections. In the Molecular Genetics Laboratory
of Microbial it has a collection of 180 strains of S. enterica isolated from food by the State
Laboratory of Public Health of Michoacan. All strains of serotype and geographical origin is
known, it is determined 100 genotype, Sequence Type (ST), Virulence Profile (PV) and antibiotic
resistance, but its metabolic capacity is unknown. The most abundant serotype is Typhimurium
(16 strains). The combination of the genetic information with the physiological and biochemical
analysis, generate valuable information to better understand the biology of strains and clones of
relevance to public health in the state of Michoacan, and provide information on the mechanisms
of diversification and regional adaptation. General Objective: To analyze the diversity of
metabolic patterns and resistance to stress associated with the preservation of food among
strains of S. enterica serotype Typhimurium isolated from meat and dairy products derived
Michoacan state. Methods: 15 strains of S. enterica serotype Typhimurium ST 213 and ST19 strain
were used. To analyze the metabolic diversity the system GNIII BIOLOGY plates were used. For
stress resistance tests, bacteria obtained from pre-cultures of 16 h in LB at 37°C, resuspended in
LB medium control or LB medium with reduced water activity and incubated at 6°C. Recovery at
37°C and 150 rpm for 6 h allowed, and absorbance at 600nm each the 2 h was measured. The
formation of filamentous cells was observed by Gram staining. Results: It was found that strains
can recover faster stress to 6°C than at RT, either in the absence or presence of aw. Strains: 021,
024, 089 and 096, showed a delay in the start of the exponential phase 4 exposure conditions,
but achieved a similar growth 6 hours of growth. The growth rate in conditions RT with aw, 6°C
and 6°C with aw was higher than at RT. The low temperature favors the formation of filamentous
cells. All strains showed distinct patterns of substrate utilization. The 016 strain can use all
substrates analyzed and strains 116 and 196 used a low amount of substrates. A direct correlation
was observed between the increase in stress condition and metabolism in B-methyl-D-glucoside,
presence, NaCl 1%, acid-D-glucuronic and propionic acid. Additionally inverse correlation was
observed with B-methyl-D-glucoside under the condition of 6°C.
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CARACTERIZACION METABOLICA Y RESPUESTA A ESTRES DE CEPAS DE SALMONELLA ENTERICA AISLADAS DE 2016
ALIMENTOS COLECTADOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN

1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades sobre el género Salmonella

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

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

1.2 Clasificacion

El género Salmonella comprende a las especies S. bongoriy S. enterica, reconociéndose
seis subespecies de esta ultima: Subespecie | enterica (1547 serotipos), Subespecie Il salamae
(513 serotipos), Subespecie llla arizonae (100 serotipos), Subespecie lllb diarizonae (341
serotipos), Subespecie IV houtanae (73 serotipos) y Subespecie VI indica (13 serotipos) (Tindall
et al., 2005). Las especies de Salmonella se han dividido en distintos serotipos, establecidos con
base en las diferencias en la porcién de polisacdrido de la capa de lipopolisacarido (antigeno O)
y la porcién de filamento del flagelo (antigeno H) presentes en la superficie celular de la bacteria
(Voogtetal., 2002) (Fig. 1). En la actualidad se han descrito mas de 2,500 serotipos de Salmonella,
encontrandose el 99% de éstos dentro de la especie S. enterica, la cual contiene la mayoria de

serotipos que son patégenos para los humanos (Popoff et al., 2001).
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ALIMENTOS COLECTADOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN

—— Flagella (H antigen)

Capsule (K or Vi antigen)

— Lipopolysaccharide (LPS) or
endotoxin

_— Outer membrane

— Periplasmic space

Peptidoglycan

Inner membrane

C O polysaccharide O antigen
‘% Polysaccharide core (common antigen) ECA
Lipid A (endotoxin)

g JO8. 5000 L . W M by My .o o o i o ) g vt

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

1.3 Identificacion de Salmonella

1.3.1 Serotipificacion

Uno de los métodos de tipificacién mds usados para Salmonella es la serotipificacién
basada en el esquema Kaufmann-White que reconoce 46 antigenos O y 119 antigenos H, los
cuales han permitido la caracterizacién 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 antigeno. Por otra parte,
la proteina WZX es caracteristica del grupo de antigenos O y es codificada por el gen wzx; esta
proteina es una lipasa utilizada para la translocacién del antigeno fuera de la membrana. La
deteccion de estos antigenos es la base de la serotipificacidn con antisueros especificos, de los
cuales se derivan las fdrmulas antigénicas que caracterizan cada serogrupo (Lavalett et al., 2009).

Aunque la serotipificacion es un método ampliamente utilizado en estudios
epidemioldgicos 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
generacién de los resultados toma de tres a cinco dias y, aproximadamente, 5% a 8% de los

aislamientos son tipificados parcialmente, debido a que existen cepas rugosas que no expresan
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antigenos en la superficie, encapsuladas, y otras que no expresan los antigenos flagelares

(Lavalett et al., 2009).

1.3.2 Tipificacion genético molecular de Salmonella

Las herramientas de genética molecular han sido utilizadas ya por mas de 20 afios para
la tipificacion, el diagndstico y el analisis epidemioldgico de S. enterica. En la actualidad existe
una amplia gama de técnicas que permiten la diferenciacién de cepas relacionadas con brotes y
la relacidn epidemioldgica entre aislados de S. enterica (Foley et al., 2009; Wattiau et al., 2011).
Las técnicas de biologia molecular mas empleadas para la diferenciacion y el establecimiento de
relaciones genéticas entre aislados de Salmonella son la electroforesis en geles de campo
pulsante (PFGE, por sus siglas en inglés) y aquellas basadas en el ensayo de PCR. La PFGE ha sido
aceptada como el estdndar para la genotipificacidon de aislados de S. enterica por el Centro de
Control de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos (Cimons, 2000) y es recomendada por la
Organizacion Mundial de la Salud para estudios epidemioldgicos de enfermedades y brotes
ocasionados por alimentos contaminados (WHO, 2008). No obstante que la técnica de PFGE ha
mostrado un gran poder de discriminacién en diferentes serotipos de S. enterica, también se han
documentado casos en los que no ha podido distinguir entre aislados del serotipo Enteritidis
(Liebana, 2002). Las herramientas genético-moleculares basadas en la PCR y empleadas para la
diferenciaciéon entre aislados son la tipificacién por secuencias de multiples locus (MLST, por sus
siglas en inglés) (Sangal et al., 2010), los polimorfismos en los fragmentos de amplificacién (AFLP,
por sus siglas en inglés) (Giammanco et al., 2007) y el nimero variable de repeticiones en tdndem
VNTR, por sus siglas en inglés) (Boxrud et al., 2007). Es de esperar que a corto plazo todas las
técnicas anteriores sean desplazadas por el analisis de genomas completos ya que la sensibilidad
para detectar diferencias entre aislados, la rapidez y el abatimiento de costos hacen factible dicha

prediccion.
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1.4 Epidemiologia y Patologia

Las enfermedades diarreicas son la segunda mayor causa de muerte de nifios menores
de cinco afos. Son enfermedades prevenibles y tratables (WHO, 2013). Un alto porcentaje de las
enfermedades diarreicas son originadas por alimentos contaminados, aunque las estimaciones
de enfermedades ocasionadas por alimentos contaminados son dificiles de realizar debido a
distintas circunstancias, entre las que se encuentran las diferencias para definir una enfermedad
diarreica aguda en distintos estudios, el hecho de que la mayoria de este tipo de padecimientos
no son reportadas a los sistemas de salud publica y debido a que pocas enfermedades pueden
ser ligadas con seguridad a la comida ingerida (WHO, 2008). Aproximadamente 93,8 millones de
casos de gastroenteritis ocurren cada afio en el mundo, y entre estos, 80,3 millones de casos son
transmitidas por los alimentos (Chauhan y Kang, 2014).

Uno de los agentes patdgenos comunmente asociados a alimentos contaminados es
Salmonella spp. (WHO, 2008). La salmonelosis es una de las zoonosis mds prevalentes en el
mundo entero. En los ultimos afios ha habido un aumento significativo en la incidencia y la
severidad de los casos de salmonelosis, la mayoria de ellos en paises pobres cuyas condiciones
socioecondmicas y sanitarias favorecen la proliferacion de estos microorganismos (Ortega,
2007). A pesar de los avances tecnoldgicos y los esfuerzos educativos por mejorar el manejo de
los productos alimenticios a lo largo de la cadena de produccidn y comercializacidn, los brotes de
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) debido a Salmonellas, siguen siendo frecuentes,
en particular los que involucran consumo de alimentos lacteos (Scaramelli et al., 1999). La
salmonelosis puede manifestarse mediante distintos sindromes que incluyen gastroenteritis,
bacteremia, fiebre tifoidea e infecciones localizadas en ciertas areas del cuerpo (Darwin y Miller,
1999). La fiebre tifoidea es una manifestacién uUnica de enfermedad asociada con infeccién por
S. enterica serotipo Typhi. La manifestacion mds comun de salmonelosis no tifoidea es una
gastroenteritis de leve a moderada, con presentacidn de diarrea, dolor abdominal, vomito y
fiebre. Los sintomas de gastroenteritis aparecen normalmente entre las 6 a 72 h después de
ingerir alimentos contaminados con la bacteria (Pegues et al., 2005) y aunque normalmente
pueden remitir en un lapso de 2 a 7 dias, se puede desarrollar septicemia e infecciones invasivas

de drganos, originando problemas de salud mas serios como osteomielitis, neumonia y
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meningitis (Cohen et al., 1987). Después de la ingestidon de un numero suficiente de indculo, las
bacterias sobreviven al pH acido del estdmago para entrar al intestino delgado, donde se
establece la infeccidn. Un rasgo de virulencia importante de Salmonella, es su capacidad para
invadir y crecer dentro de las células huésped. Existen determinantes genéticos esenciales para
los procesos relacionados a virulencia. La invasion de las células epiteliales requieren de la
expresion de un sistema de secrecién tipo lll, el cual permite el ingreso de proteinas bacterianas
en las células del huésped. Las proteinas implicadas en este proceso estan codificadas por un
gran grupo de genes denominados como islas de patogenicidad de Salmonella (SPI1) (Clements
et al., 2002). Una vez en el intestino Salmonella tiene preferencia por las células M, que son
células epiteliales especializadas que estdn adosadas al intestino delgado y muestran un alto
contenido antigénico de éste drgano. La bacteria penetra la barrera epitelial y es capaz de infectar
fagocitos dentro de la ldmina intestinal. En la gastroenteritis causada por Salmonella, la infeccion
suele ser autolimitante y no migrar mas alla de la lamina intestinal, sin embargo, en algunas
ocasiones los fagocitos infectados pueden tener acceso a vasos linfaticos y al torrente sanguineo,
permitiendo de esta manera que se extienda a otros érganos como el higado y el bazo (Ruby et
al., 2012).

Los grupos sociales mas susceptibles a estas manifestaciones severas de la enfermedad
son los nifios, los adultos mayores y las personas inmunocomprometidas, las cuales requieren de
terapia antimicrobiana para superar la enfermedad (Benenson y Chin, 1995). Las enfermedades
diarreicas en México ocupan uno de los primeros lugares como causa de morbilidad en poblacién
menor de cinco afios de edad, generando el 20% de la demanda de consulta en los servicios de
salud y el 10% de las hospitalizaciones pediatricas. Este grupo de edad presenta entre 2 y 4
episodios diarreicos al aifo, presentandose Salmonella spp. como la quinta causa de enfermedad
diarreica aguda. En el 2010 se presentaron 878 egresos hospitalarios por Salmonella spp.,
presentdndose 392 casos en el sexo masculino y 485 en el sexo femenino. Fue la causa numero
2 de defunciones con 59 casos; sin embargo, las defunciones relacionadas con Salmonella no
tifoidea han presentado una disminucion importante en el periodo del 2000 al 2010, siendo la

reduccion de tasa del 60% (SINAVE, 2012). En EUA se registran mas de 1,2 millones de enfermos,
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con aproximadamente 23,000 hospitalizaciones y 450 muertes cada afio, siendo la principal causa
de enfermedades transmitidas por alimentos (Yanga et al., 2015).

La salmonelosis es una enfermedad que ha sido reportada durante décadas, sin
embargo, dicho padecimiento se considera emergente debido a que en diversas partes del
mundo se ha vuelto mas frecuente. En los ultimos 25 afios, el serotipo Enteritidis se ha vuelto
predominante en el hemisferio Oriental y en Europa, debido en gran parte al consumo de
alimentos contaminados de origen animal, que incluyen pollos y huevos (WHO, 2002). Diversos
factores han sido enumerados para que la salmonelosis, junto con otras enfermedades infecto-
contagiosas, represente aun un riesgo para la salud y sea considerada como enfermedad
emergente por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2002). Entre estos factores se
encuentran la globalizacién del trafico de alimentos y la introduccién accidental de patégenos en
nuevas areas geograficas. También se han considerado los cambios asociados a las poblaciones
microbianas, lo que permite que surjan cepas mas virulentas y con resistencia a antibidticos, o
con la capacidad de sobrevivir a condiciones adversas (Gutiérrez-Cogco et al., 2000).

Los dos serotipos de Salmonella mas frecuentemente encontrados alrededor del mundo
son Enteritidis y Typhimurium, que representa el 52,3% (11.8 por 100,000 habitantes) y 23,3%
(5,3 por 100.000 habitantes), respectivamente, de todos los serotipos reportados en los casos de
salmonelosis confirmada. Los casos humanos de S. Enteritidis fueron mas comidnmente asociados
con el consumo de huevos contaminados y aves de corral, mientras que los casos de S.
Typhimurium se asociaron principalmente con el consumo de carne de cerdo contaminada, carne
de aves de corral y la carne bovina (Alvarez et al., 2012).

Otro factor importante es la movilidad internacional de personas expuestas a
patégenos. Por ejemplo, se estima que cerca del 90% de los casos de salmonelosis que se
presentan en Suecia son importados de viajeros que fueron a lugares con alta incidencia del
patégeno. Los cambios en la poblacién humana, incluyendo modificaciones en la edad de la
poblacién, la alimentacion deficiente y otras enfermedades como las infecciones por VIH,
ocasionan una mayor susceptibilidad a infecciones por Salmonella y otras bacterias patégenas.
En el caso de los paises en vias de desarrollo como México, los nifios con alimentacion deficiente

son una poblacién mas susceptible a las enfermedades transmitidas por alimentos. Los cambios
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en el estilo de vida son otro factor que favorece la transmisidn de salmonelosis por alimentos,
debido al incremento en el consumo de comida rdpida en lugares con escasas condiciones de
higiene (WHO, 2002).

Se estima que el 90-95% de los casos de salmonelosis en el humano estdn asociados al

consumo de alimentos contaminados, otras vias de trasmisidn incluyen: contacto con personas
infectadas, animales infectados (recientemente por reptiles utilizados como mascotas siendo los

nifios el grupo mas vulnerable) (UERIA, 2011) (Fig. 2).
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Figura 2. Vias de transmisidn de Salmonella enterica (Fuente: UERIA, 2011).

Un estudio realizado en el 2011 reporta la incidencia de serotipos que causan
salmonelosis en diferentes regiones del mundo. Los serotipos que frecuentemente se identifican
en alimentos contaminados con Salmonella son Typhimurium y Enteritidis. Para la regién de
Africa, los 5 serotipos mayormente aislados son: Enteritidis, Typhimurium, Livingstone, Corvallis
y Tiphy. Para Asia, los serotipos Enteritidis, Weltevreden, Typhi, Stanley y Typhimurium son los
mas frecuentemente encontrados. Para la regién de Europa, son los serotipos Enteritidis,

Typhimurium, Hadar, Virchow e Infantis; para Norteamérica Typhimurium, Enteritidis, Newport,
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Heidelberg y Javiana. En Oceania son los serotipos Typhimurium, Enteritidis, Virchow, Saintpaul
e Infantis. Por ultimo, en Latinoamérica los 5 serotipos mayoritariamente aislados son:
Enteritidis, Typhimurium, Typhi, Agona y Paratyphi B (Hendriksen et al., 2011).

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

En el caso del estado de Michoacan, la prevalencia de contaminacién por Salmonella en
carne de bovino fue del 16%, encontrandose un 5.8% de prevalencia de la bacteria en casos de
niflos con episodios de diarrea y de aproximadamente 2% en muestras de nifios asintomaticos.
En particular, los serotipos mas frecuentemente aislados de carne de res en el estado de
Michoacan son Typhimurium (34.1%) y Derby (24.4%), seguidos del Anatum (9.8%), mas otros 11

serotipos en menor proporcién. En total, se han detectado 24 serotipos distintos contaminando
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carne de cerdo, res y pollo en el estado de Michoacdan (A. Figueroa, Laboratorio Estatal de Salud

Publica, comunicacion personal).

1.5 Caracteristicas de crecimiento y supervivencia

Salmonella crece normalmente a 37°C; sin embargo algunos serotipos pueden crecer a
temperaturas incluso entre 5 y 7°C (Matches y Liston, 1968). Las bajas temperaturas pueden
influir en la capacidad de crecimiento de este patédgeno en los alimentos almacenados durante
largos periodos de tiempo a temperaturas superiores a 5°C. Algunos alimentos especialmente las
carnes parecen tener un efecto protector para Salmonella durante procesos de congelacion,
asociados a su contenido de grasa (Oscar, 2009).

Salmonella generalmente es sensible a altas concentraciones de sal (9%), aunque los
niveles éptimos de crecimiento son en presencia de concentraciones menores a 3% de NaCl
(Thomas y Wimpenny, 1996).

La adicidon de compuestos conocidos como humectantes en los alimentos es un proceso
gue funciona para controlar la actividad de agua (aw, la cantidad de agua “libre” o disponible en
un sustrato), para mejorar la estabilidad, mejorar el sabor y limitar el deterioro de los alimentos.
El humectante mas utilizado es la sal comun (NaCl) y varios azucares, tales como sacarosa y
fructuosa. Otros humectantes que pueden ser utilizados incluyen glicerol, sorbitol y KCl. Muchas
bacterias Gram-negativas, incluyendo Salmonella, requieren un nivel de aw> 0.93 para su
crecimiento. Salmonella es la causa etiolégica en la mayoria de los brotes vinculados a los
alimentos de baja aw. Algunos estudios han comenzado a arrojar luz sobre los mecanismos por
los cuales Salmonella sobrevive en un ambiente seco que esta presente en las fabricas. Cuando
Salmonella se encuentra en un producto alimenticio con baja aw, es capaz de entrar en un estado

de latencia en donde menos del 5% del genoma se logra transcribir (Finn et al., 2015).
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Tabla 1. Factores que afectan al crecimiento y la supervivencia de Salmonella spp

Parametro Intervalo de crecimiento
Minimo Optimo Maximo
Temperatura 5°C 33-43°C 45-47°C
Actividad de agua 0.94 0.99 -
% NacCl - - 4-5%

Rodriguez y Santos, 2014.

1.6 Resistencia a estrés

Las células bacterianas pueden adaptarse normalmente a condiciones desfavorables
para su crecimiento tras una breve exposicion a estrés leve. Ejemplos de este fendmeno incluyen
la respuesta de choque térmico y la respuesta de tolerancia a un medio acido (Gahan y Hill, 1999).
Varios estudios han intentado determinar si la adaptacidon de los patégenos a estos tipos de
estrés puede afectar el resultado de la infeccion.

Respecto a la sobrevivencia de Salmonella, se sabe que crece bien en alimentos
(especialmente si tienen un alto contenido de proteina como el pollo y el huevo), asi como en
superficies de la industria de alimentos. La habilidad de Salmonella para sobrevivir en la cadena
agroalimentaria se debe en parte a su capacidad para responder efectivamente a los cambios
medioambientales (Humphrey, 2004). La presencia de Salmonella en las superficies de plantas
procesadoras de alimentos puede conducir a la contaminacién de los productos alimenticios,
aumentando el riesgo de infecciones transmitidas por alimentos tanto a animales como a
humanos. Los serotipos de Salmonella, incluyendo S. Agona, S. Montevideo y S. Senftenberg, se
sabe que logran sobrevivir y persistir por aifios en el entorno de las procesadoras de alimentos.
En consecuencia, las fabricas generalmente implementan medidas estrictas de control, con base
en el monitoreo bacterioldgico del entorno de produccion y de los productos finales (Habimana
et al., 2014). A pesar de que tradicionalmente se ha asociado a Salmonella con los alimentos de
origen animal, productos alimenticios tales como frutas frescas, verduras y jugos de frutas se
reconocen cada vez mas como importantes fuentes de infeccion por Salmonella enterica. En

Inglaterra y Gales S. Typhimurium es uno de los serotipos mds importantes y responsable de
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causar enfermedad en los humanos. Se ha detectado que S. Typhimurium DT104 es la cepa que
se presenta con mayor frecuencia entre los animales criados para la produccién de alimentos.
Las técnicas de conservacidn intentan producir un entorno perjudicial para el crecimiento
bacteriano en los productos alimenticios (Humphrey et al., 2011).

Aunque el tracto digestivo es el habitat natural de S. enterica, este patdgeno infecta a
su hospedero mediante la ingesta de comida contaminada, por lo que puede tener periodos
prolongados de exposicion al ambiente fuera del tracto digestivo, en los cuales debe de enfrentar
cambios subitos en las condiciones fisicoquimicas del entorno. El tipo de ambiente al cual se
puede enfrentar S. enterica, ademas del hospedero, puede ser natural, incluyendo suelo y
cuerpos de agua, y comercial que abarcaria entre otros, plantas de procesamiento de alimentos,
rastros y refrigeradores de comercios (Winfield y Groisman, 2003). En dichos ambientes los
cambios de pH, osmolaridad, temperatura, humedad, radiacién, etc., son constantes. De manera
importante, la respuesta de S. enterica a estas condiciones de estrés fuera del hospedero no sélo
impactan a la sobrevivencia y el crecimiento del patégeno, sino que también pueden afectar la
virulencia y la multi-resistencia a antibiéticos (Altier, 2005; Clements et al., 2001; Kenyon vy
Spector, 2012; McMahon et al., 2007). Pocas bacterias patdgenas son capaces de enfrentar de
manera exitosa la amplia gama de condiciones de estrés presentes en los microambientes
naturales, comerciales y del hospedero como lo hacen los distintos serotipos de S. enterica
(Kenyon y Spector, 2012; Rychlik y Barrow, 2005).

S. enterica serotipo Typhimurium es de particular interés para la industria alimentaria
debido a la gravedad de la enfermedad en humanos, que es capaz de provocar su resistencia a
multiples farmacos y a los extensos reservorios animales. La reduccién del agua disponible en los
alimentos es un método establecido para controlar el crecimiento bacteriano. La desecacion o el
aumento de un humectante en los alimentos dan lugar a una reduccién de la actividad de agua.
Estas bacterias son capaces de tolerar diversas condiciones estresantes y pueden sobrevivir en
alimentos con baja aw durante largos periodos. Se pueden incorporar varios solutos a los
alimentos con el fin de reducir la aw y mantener un margen de seguridad razonable antes de que

se pueda producir el crecimiento de microorganismos. Posiblemente debido al acido que se

MARIANA ESTHER KUK SOBERANIS 11



CARACTERIZACION METABOLICA Y RESPUESTA A ESTRES DE CEPAS DE SALMONELLA ENTERICA AISLADAS DE 2016
ALIMENTOS COLECTADOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN
produce después del estrés osmatico subletal, es que ha aumentado la preocupacién sobre la
supervivencia de las bacterias bajo estas condiciones (Mattick et al., 2000).

Durante mucho tiempo se ha creido que la refrigeracidon y el tratamiento de los
alimentos que tienden a bajar el pH o disminuir la actividad de agua son bacteriostaticos para S.
enterica, pero de hecho se ha probado que éste no es el caso. Los alimentos con una aw <0.93 no
permiten el crecimiento de Salmonella aunque puede sobrevivir largos periodos de tiempo en
condiciones de baja aw. Son inhibidas por concentraciones de 3-4% de NaCl pero la tolerancia a
la sal aumenta en el intervalo de 10-30°C. La supervivencia en medios con baja aw es una
caracteristica de estos microorganismos. Por ejemplo, pueden sobrevivir en chocolate (aw 0.3 -
0.5) durante meses. En estas condiciones, puede aumentar considerablemente su resistencia al
calor (CAE, 2008). También se ha documentado la capacidad de Salmonella para sobrevivir por
largos periodos de tiempo en otros productos con baja aw, por ejemplo, cascaras de almendras
secas, mantequilla de cacahuate, leche en polvo, polvo de cacao y productos de alimentacién de
las aves de corral, incluso en la nuez (Margas et al., 2014).

Siendo Salmonella un patégeno intracelular en animales de sangre fria y caliente, tiene
gue sobrevivir en un rango de condiciones de estrés ambiental tanto dentro como fuera de un
hospedero. La capacidad de realizarlo es en parte gobernada por reguladores transcripcionales
con alta capacidad de respuesta. Estos responden a estimulos especificos y encienden una
cascada de sefializacion para contrarrestar la tension dada. Las tensiones ambientales, que dafian
la membrana externa o interrumpen la homeostasis periplasmica de bacterias Gram-negativas
conducen a la estimulacion de la envoltura de respuesta al estrés (ESR). La ESR se compone
parcialmente de un minimo de 5 sistemas superpuestos, siendo estos el factor sigma alternativo
sk (RpoE), dos componentes reguladores CpxAR y BaeSR, las proteinas de choque de fago
(PspABCDEF) y el sistema fosforilativo RcsCDB (Appia-Ayme et al., 2011).

Humphrey y colaboradores examinaron la capacidad de las cepas de S. Typhimurium
SL1344 y DT104 para recuperarse de la exposicion prolongada al ambiente comun de produccion
de alimentos, como la reduccién de aw, y la temperatura de refrigeracion (6°C). La exposicién a
NaCl (685 mM) fue seleccionado para simular la aw reducida, tal condicién se encuentra en los

alimentos con alto contenido de sal, como es el caso del tocino. La exposicidn al estrés por
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temperatura baja (6°C) se utilizé para medir la recuperacién de Salmonella después de haber
estado bajo refrigeracion. Se encontré que S. Typhimurium SL1344 como DT104 son capaces de
reanudar el crecimiento exponencial y la divisidon celular normal, tras recuperarse de una lesién
inducida por el estrés dentro de las 6 horas posteriores a la eliminacidn del medio estresante
(Humphrey et al., 2011).

En un estudio, 38 cepas Typhimurium/DT104 fueron examinadas por su capacidad para
sobrevivir a una exposicion al calor y al estrés acido, asi como la supervivencia en superficies,
siendo clasificadas como sensibles o resistentes (Jgrgensen et al., 2000). En otro estudio, 7 cepas
Enteritidis/PT4 fueron identificadas como sensibles, tras ser expuestas a tensiones de calor,
acido, secado al aire en superficies y secado con peréxido de hidrégeno, alterando de esta
manera su virulencia (Humphrey et al., 1995). Ambos estudios se centran en la comparacion al
estrés acido y exposicidn al calor con la supervivencia en superficies.

La baja temperatura es uno de los métodos mas utilizado para inhibir el crecimiento de
patdgenos y el deterioro de microorganismos, ya sea en la forma de enfriamiento rdpido o como
depdsitos a largo plazo a temperaturas de refrigeracion. Un nimero de condiciones de estrés
pueden causar dafios y mal plegamiento de las proteinas, representando una amenaza para la
bacteria (Knudsen et al., 2014).

Se ha demostrado que las células de Salmonella pueden entrar en un estado fisioldgico
de latencia en la que siguen siendo activas metabdlicamente y por lo tanto pueden presentar una
fase de crecimiento exponencial posterior. Las células que se encuentran en estado de latencia
pero que son metabdlicamente activas son capaces de recuperarse y multiplicarse para lograr
causar una infeccién se definen como células viables pero no cultivables (VBNC), mientras que
aquellas que no son cultivables pero son metabdlicamente activas se definen como activas pero
no cultivables (ABNC). Un estado no cultivable puede ser inducido por factores de estrés tales
como temperatura subdptima, estrés osmético o falta de nutrientes. Los entornos de
procesamiento de alimentos son conocidos por manejar diferentes temperaturas y humedades,
por lo tanto podrian inducir potencialmente un estado de VBNC en Salmonella. Se ha demostrado
qgue las células VBNC pueden resucitar y crecer en agar nutritivo después de la exposicion al

choque térmico, antioxidantes, compuestos de H,O, degradantes y la incubacién en medios
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nutricionales. Curiosamente, la presencia especifica de moléculas secretadas por células
cultivables es lo que permite que sean células viables. Existe un factor de reanimacién secretada
por Salmonella serotipo Typhimurium LT2 el cual permite persistir durante anos en entornos de

procesamiento de alimentacion (Habimana et al., 2014).

1.7 Formacion de células filamentosas

Las bacterias han evolucionado en organismos con sistemas mdas complejos para
mantener morfologias celulares consistentes; sin embargo, en ciertas circunstancias, las
bacterias alteran este proceso altamente regulado para transformarse en organismos
filamentosos. Existen pruebas de los papeles biolégicos importantes para la filamentacién en
entornos de estrés, incluyendo a los sitios de interaccion entre bacterias patdégenas y sus
hospederos. La filamentacién podria representar una respuesta destinada a sefiales ambientales
especificas que promueven la supervivencia en medios donde las bacterias se sientan
amenazadas (Justice et al., 2008). La formacion de filamentos conduce a un aumento en la
biomasa total sin ningin aumento en el nimero de células. Naturalmente, esto presenta un
problema para los fabricantes de alimentos. Si la filamentacion bacteriana se produce dentro de
un producto alimenticio podria conducir a la subestimacion del nimero de células potenciales;
como la formacién de filamentos largos no aumentan las CFU cuando se prueba utilizando
métodos microbiolégicos convencionales. El uso de una etapa de enriquecimiento puede
permitir que se produzca una etapa de septacidn lo cual resulta en un nimero superior de células
patdégenas (Finn et al., 2013).

La refrigeracidon, los métodos que disminuyen el pH de los alimentos, asi como la
disminucion de actividad de agua son condiciones que pueden inhibir la septacién y la division
celular, pero no detienen el crecimiento bacteriano o la replicacién del cromosoma (Humphrey,
2004). En situaciones de estrés osmotico, las bacterias se dividen en dos subpoblaciones: uno se
adapta y crece de manera exponencial, mientras que el otro no prolifera. Esto puede ser debido
a que las células mueren o se encuentran en un persistente estado viable, pero no cultivable

(George et al., 2015).
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El crecimiento continla en estas condiciones, como lo muestra el incremento de
biomasa y se forman grandes filamentos multinucleados (>200 um). Este comportamiento se ha
reportado en los serotipos Enteritidis y Typhimurium, en cierto tipo de alimentos, a bajas
temperaturas y bajos valores de aw (Mattick et al., 2003).

Se sabe que el crecimiento de bacterias filamentosas en forma de bastén se produce en
condiciones subdptimas donde la division celular se inhibe, a pesar de que el crecimiento no se
ve afectado. Diferentes serotipos de S. enterica forman filamentos durante el crecimiento en
condiciones hiperosmoéticas, asi como en ambientes alcalinos o acidos durante la refrigeracién
de los alimentos. Salmonella es capaz de generar filamentos a valores de aw de 0.92 a 0.96 en
medios suplementados con glicerol, sacarosa o NaCl (Pratt et al., 2012).

Cuando las bacterias se exponen a un entorno de baja aw, deben equilibrar la
osmolaridad interna de la célula con la del ambiente externo con el fin de evitar la pérdida de
agua. Las bacterias poseen numerosos mecanismos celulares que estan involucrados en este
proceso de osmoregulacion, como los osmoprotectores, tales como prolina, glicina-betaina, y
ectoina que pueden facilitarle a la célula bacteriana limitar la pérdida de agua. Los
osmoprotectores pueden concentrarse en altos niveles tanto dentro como fuera de las bacterias.
Los principales transportadores de éstos son ProP (MFS permeasas), Prou y OSMU. Se ha
demostrado que estos transportadores desempefian un papel importante durante la exposicion
a medios con baja aw. En estas condiciones se ha observado la biosintesis de la trealosa, la cual
es un soluto compatible con la osmo-adaptacién en Salmonella. Se ha propuesto que las células
derivan energia por medio del catabolismo de los acidos grasos, siendo de elevado costo para la
bacteria, pero efectiva fuente de energia para la produccion de ATP. También existe una
regulacién sobre los genes implicados en la formacién de complejos Fe-S, ya que se han
detectado durante la desecacién, dicha regulacién puede estar vinculada a un aumento de la
energia demandada la cual se obtiene a través de la cadena de transporte de electrones. Se sabe
qgue el K* y glutamato estimulan la produccidn y el transporte de osmoprotectores.

En respuesta a un estrés por baja aw, existe también la expresion de dos porinas de
membrana, OmpF y OmpC, que son vias alternas de regulacion externa. Estas porinas estan

involucradas en la difusion pasiva de osmoprotectores (Finn et al, 2013), en altas
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concentraciones de sal, la porina OmpF se sustituye por la porina OmpC que forma poros de la
membrana externa con un didmetro menor, disminuyendo asi la afluencia de solutos en el
periplasma (Rychlik y Barrow, 2005). También existen factores sigma alternativos (oS y oE)
relacionados con la supervivencia durante la inanicion y las condiciones de estrés osmatico, pero
su importancia va a depender de la composicidon del medio ambiente donde se encuentre la
bacteria, se sabe que la importancia del factor alternativo oE radica en que otorga a Salmonella
tolerancia a la deshidratacién. La formacién de filamentos puede ocurrir debido a la inhibicién
de las proteinas de la divisidon celular como resultado del estrés osmético. Sin embargo, varios
autores plantearon la hipétesis de que Salmonella puede producir inhibidores de la division
celular en respuesta al estrés osmotico con el fin de obtener una ventaja de supervivencia (Finn

et al., 2013) (Fig. 3).
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Figura 3. Respuesta de las células bacterianas durante la exposicién a ambientes con baja aw.
(Finn et al., 2013).
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1.8 Caracterizacion fenotipica de Enterobacterias

1.8.1 Microarreglos metabdlicos

Un aspecto clave del estudio microbioldgico involucra la determinacidon de
caracteristicas fenotipicas de las células microbianas. Las pruebas fenotipicas deben realizarse
bajo condiciones perfectamente estandarizadas para obtener resultados reproducibles (Van
Damme et al., 1996).

La Microestacion Biolog es un semiautomatizados apropiado para los estudios
denominados Microarreglo de Fenotipos (MFs) y estd conformada por un lector de microplacas
compatible que puede leer automdticamente y en unos cuantos segundos los patrones de
oxidacion y de asimilacién desarrollados en las microplacas con 95 fuentes carbohidratos,
nitrégeno y azufre. Cada pozo de la placa contiene violeta de tetrazolio el cual es utilizado como
colorante redox para indicar la utilizacidn de fuentes de carbono, nitrégeno, fésforo y azufre, por
cada una de las cepas estudiadas. Aquellos pozos en los que el sustrato puede ser metabolizado
por la cepa analizada, la respiracién de las células provoca la reduccidn del tetrazolio, generando
una coloracién purpura. En los pozos en los que no se presenta respiracion celular el tetrazolio
no es modificado y permanece incoloro, al igual que el pozo control que posee agua. Para
detectar el cambio o no de color, al término de la incubacién la absorbancia de cada pozo de Ia
placa es leido a 570 nm mediante el lector de placas Biolog. (Klingler et al., 1992).

El panel de prueba GEN Ill microplaca™ proporciona un método estandarizado donde se
analizan los microorganismos en 94 pruebas fenotipicas: ensayos de utilizacion de 71 fuentes de
carbono (Fig. 4, columnas 1-9) y 23 ensayos de sensibilidad quimica (Fig. 4, columnas 10-12).

El panel de prueba proporciona una “huella digital fenotipica” del microorganismo que
puede ser utilizado para identificarlo a nivel de especie. Todos los nutrientes y productos
bioguimicos necesarios estan precargados y secados en los 96 pocillos de la microplaca. El azul
de tetrazolio se utiliza para indicar colorimétricamente la utilizacion de las fuentes de carbono o

la resistencia a productos quimicos inhibitorios (Biolog Inc., 2013).
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Figura 4. Sustratos presentes en la microplaca GEN Ill (Fuente: www.biolog.com).

1.9 Ventajas de la combinacién del analisis genético y la caracterizacion fenotipica de S.

enterica

La tipificacién genética de S. enterica se ha utilizado en combinaciéon con estudios
fisioldgicos y bioquimicos, generando asi informacion valiosa para entender mejor la biologia de
cepas y clonas de relevancia en salud publica; también aporta informacién sobre los mecanismos
de diversificacidn y adaptacidon de éstas. Asi, al analizar dos cepas del serotipo Enteritidis que
tienen un 99.99% de identidad genética, el sistema de microarreglos fenotipicos de Biolog mostré
gue aquella cepa capaz de formar biofilms e infectar huevos era metabdlicamente mas activa
gue la cepa que no podia infectar huevos (Bochner et al., 2008), dicho hallazgo fue utilizado como
guia para seleccionar cepas para el analisis gendmico.

La resecuenciacién de genomas guiada por el analisis fenotipico permitié encontrar
mutaciones que alteraban la estructura de proteinas de funciones conocidas entre las cepas

comparadas. Los microarreglos fenotipicos también fueron la base para encontrar que el operén
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de D-serina es un sitio “caliente” de variacion genética en el serotipo Enteritidis, debido a una
delecion de 10 pb que interrumpe el marco de lectura del gen dsdA dentro de dicho operdn
(Bochner et al., 2008).

El andlisis gendmico de cepas del serotipo Enteritidis ha mostrado alteraciones en el
operdn sefABCD en cepas del mismo fagotipo; dicho operdn estd involucrado en el ensamble de
la fimbria y ha sido relacionado con patogenicidad. Mutantes de este fagotipo en el operdn
sefABCD han mostrado deficiencias en sus capacidades metabdlicas, evidenciadas mediante el
analisis de microarreglos fenotipicos de Biolog (Morales et al., 2012). En particular, la ausencia
del gen sefD dentro de dicho operdn ha sido relacionada con virulencia, al facilitar el crecimiento
dentro del hospedero mediante el aprovechamiento de una gran variedad de sustratos (Morales
etal., 2012).

El andlisis de microarreglos fenotipicos de cepas del serotipo Typhimurium del genotipo
DT104 multirresistente a antibidticos y relacionado con epidemias, mostré que las cepas de dicho
genotipo presentan cambios Unicos en el metabolismo de la histidina y el glioxilato, los cuales no
se presentan en la cepa de referencia LT2 del mismo serotipo. Las cepas DT104 son capaces de
utilizar la histidina como fuente de carbono y nitrégeno, lo cual no puede hacer las cepas LT2
debido a una mutacién que modifica el marco de lectura del gen hutU. Por otra parte, las cepas
DT104 resistentes a cinco antibidticos son incapaces de metabolizar glioxilato como fuente de
carbono, debido probablemente a la pérdida de una regiéon del cromosoma que contiene los
genes involucrados en esta ruta metabdlica, ya que una cepa de este genotipo que posee dichos
genes es capaz de metabolizar el glioxilato. A |la fecha se desconoce la significancia de esta region
genética en el incremento de la virulencia y sobrevivencia dentro del hospedero, algo que sin
duda es interesante de investigar (Bochner et al., 2008).

Los datos anteriores muestran la importancia de la vinculacidén entre datos fenotipicos
y genotipicos en el estudio de cepas de S. enterica, particularmente del uso de fuentesde Cy N
y de resistencia a antibidticos con la presencia de mutaciones en regiones genéticas especificas.
Dichas correlaciones permiten generar hipdtesis sobre procesos microevolutivos dentro de S.
enterica, elucidar mecanismos para la aparicion de cepas virulentas o adaptadas a hospederos

especificos, generar marcadores para la deteccién de dichas cepas y conocer las variaciones
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presentes dentro de una poblacidén asociada a brotes, entre otras aplicaciones. Eisenstark y
colaboradores (2002) examinaron aislados de Salmonella que habian sido almacenadas en agar
blando a temperatura ambiente durante 40 afios. Por pruebas de C y N mediante fenotipos
metabdlicos con placas PM1y PM3, determinaron que muchas cepas habian perdido funciones
metabdlicas, mientras que otras las habian ganado debido a alteraciones genéticas (Bochner,
2009).

El analisis gendmico, en combinacién con modelos de infeccién animal y generacién de
mutantes, ha permitido encontrar genes no canénicos relacionados con la respuesta a estrés y la
virulencia en S. Typhimurium (Chaudhuri et al., 2013). Por otra parte, existen genes bien
identificados que participan de la respuesta a estrés en S. enterica y otras enterobacterias
patégenas (Humphrey, 2004). Los resultados derivados de dichos trabajos permiten buscar
mutaciones en regiones genéticas especificas de cepas de otros serotipos de S. enterica y
relacionar estos cambios genéticos con la capacidad de sobrevivencia fuera del hospedero.

Kauco y colaboradores (2010), analizaron distintas cepas de Salmonella, entre seis cepas
de S. Typhimurium, se detecto la actividad metabdlica mediante la actividad respiratoria de DT1,
DT40 y DT104 y observaron que éstas diferian en 10 sustratos: acido tartdrico, m-inositol, acido
glioxilico, L-alanina, L-ramnosa, acido itacdnico, L-prolina y en dipéptidos Met-Phe, Asp-Trp y Trp-
Glu. La cepa DT104 no pudo asimilar acido glioxilico y m-inositol como fuentes de carbono. Tres
de las seis cepas de S. Typhimurium DT1 que fueron analizadas eran genotipo STYMXB.0098 y
mostraron heterogeneidad, una de las cepas aisladas en 1995 resulto ser fenotipo positivo para
L-prolina, Trp-Glu, Asp-Trp y Met-Phe. Entre todas las cepas analizadas, S. Typhimurium DT1
mostré un fenotipo negativo para L-ramnosa. Sin embargo, el fenotipo L-ramnosa-negativo no se
pudo confirmar cuando fue sometida a una prueba de crecimiento convencional en medio liquido
minimo que contiene 22 mM de L-ramnosa. Siete de nueve cepas de S. Agona no pudieron utilizar
acido D-galactdnico y-lactona. Dos cepas de S. Agona que fueron analizados en placas PM1 y
PM10, asimilaron la D-tagatosa, en contraste con la totalidad de las cepas Typhimurium
probadas. Tres de las nueve cepas de S. Agona mostraron actividad respiratoria retardada en L-

prolina después de 15 h de incubacidn.

MARIANA ESTHER KUK SOBERANIS 20



CARACTERIZACION METABOLICA Y RESPUESTA A ESTRES DE CEPAS DE SALMONELLA ENTERICA AISLADAS DE 2016
ALIMENTOS COLECTADOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN
1.10 Antecedentes

En el estado de Michoacdn ya se han realizado analisis para evaluar la diversidad
genética en aislados de S. enterica haciendo uso de diferentes marcadores moleculares.

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

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

cepas fueron tipificadas también mediante MLST. Inocencio-Veldzquez (2013), encontré 20
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secuencias tipo (ST) diferentes y 2 ST no determinadas con una amplia distribucién geografica
mundial, asi como su persistencia en una amplia variedad de hospederos y contaminando varios
alimentos y muestras de medio ambiente. Se logré asignar serotipos a algunos aislados que sdlo
se encontraban confirmados a nivel de serogrupo y se observé la presencia de un grupo clonal.
Tanto los arboles de minima expansién como los grupos eBG formados con las ST de los aislados
de S. enterica aqui estudiados, sugieren que la ST19 puede ser la fundadora original de la
poblacién estudiada para Michoacdn.

Maldonado-Ruiz (2015), realizo la determinacion del perfil de virulencia (PV) de dichas
cepas, que permitieron conocer el potencial patogénico y tener una idea mas clara de las
relaciones genéticas entre los aislados de estudio. Se encontraron 8 PV diferentes, los cuales se
asignaron con numeros del 1 al 8, siendo el PV 1 el de mayor potencial patogénico, ya que contiene todos
los genes de virulencia analizados y tiene una amplia distribucién en el estado. Seguido del PV2.
Adicionalmente, se pudieron establecer correlaciones entre la presencia de genes de virulencia
en un aislado con su procedencia geografica, el serotipo o el genotipo, lo cual seria de gran ayuda

para entender la dindmica de dispersién de S. enterica en alimentos en el estado de Michoacan.
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2. JUSTIFICACION

Aunque Salmonella ha sido reconocida como causa de enfermedad intestinal por
muchos anos y los métodos de control estan bien establecidos, este patégeno aparece como la
primera causa reportada de enfermedades por contaminacién alimentaria en el mundo asi como
el responsable de ocasionar brotes. Esta bacteria tiene un impacto importante tanto en la
economia como en el sector salud. En México un alto porcentaje de las enfermedades diarreicas
son originadas por alimentos contaminados, provocando una alta morbilidad principalmente en
la poblacién infantil y en adultos mayores. Uno de los principales patégenos asociados a la
transmisién de enfermedades por alimentos contaminados es S. enterica. Los estudios realizados
sobre S. enterica en México generalmente se enfocan en el registro de la incidencia y la
identificacion de los serotipos. Las herramientas de genética molecular han sido utilizadas ya por
mas de 20 afos para la tipificacion, el diagndstico y el analisis epidemioldgico de S. enterica. En
la actualidad existe una amplia gama de técnicas que permiten la diferenciaciéon de cepas
relacionadas con brotes y la relacidon epidemioldgica entre aislados de S. enterica (Foley et al.,
2009; Wattiau et al., 2011). La tipificacién genética de aislados de S. enterica provenientes de
alimentos permite establecer relaciones con cepas obtenidas de infecciones y brotes, ayudando
a una rapida identificacién de la fuente de contaminacién para el establecimiento de medidas de
prevencion y control. Si ademas se combina este tipo de tipificacion con la caracterizacién
fenotipica, se posibilita un mejor entendimiento del comportamiento epidemioldgico y de la
capacidad de dispersién de una bacteria patégena.

Nuestro grupo de trabajo posee una coleccion de 100 cepas pertenecientes a distintos
serotipos que han sido tipificadas mediante MLST y elementos genéticos repetitivos (REP, ERIC,
BOX), las cuales aun no estan caracterizadas a nivel metabdlico y de respuesta a estrés. Es por
todo lo anterior que en este proyecto se realiza la caracterizacion fenotipica de cepas de S.
enterica aisladas de alimentos contaminados, dicha tipificacion genética previa, junto con el
analisis fenotipico este proyecto sera de utilidad como guia para la seleccién de cepas para

secuenciacion gendmica en estudios posteriores.
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3. HIPOTESIS

Las cepas de S. enterica serotipo Typhimurium aisladas de alimentos en el estado de Michoacan
gue tienen una mayor diversidad metabdlica, son mas resistentes a las condiciones de estrés

asociadas a la preservacion de alimentos.

4. OBJETIVOS

Objetivo General. Analizar los perfiles metabdlicos y el patron de resistencia a condiciones de
estrés asociadas a la preservacion de alimentos, en cepas de Salmonella enterica serotipo

Typhimurium aisladas de productos carnicos y derivados lacteos del estado de Michoacan.

Objetivos Especificos

e Caracterizar la capacidad de las cepas de S. enterica para recuperarse de la
temperatura de preservacién de alimentos.

e Estudiar la capacidad de las cepas de S. enterica para recuperarse de una actividad
de agua reducida.

e Determinar los patrones de utilizacién de fuentes de carbono de las cepas de
estudio.

e Encontrar las posibles correlaciones entre la diversidad metabdlica y la resistencia a

estrés en las cepas de estudio.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Resiembra de aislados de S. Microarreglos
Ensayos de . ) "
| e enterica serotipo metabdlicos
respuesta a estrés o
Typhimurium en agar LB

Observacion de

Respuesta a o Inoculacion de
formacion de

refrigeracion y microplacas

actividad deagua i células Biolog GNIII
filamentosas

reducida
9

Inoculacién en Tincion Gram 'gt;zor';asféﬂa a

medio LB control y para cada una de y | nm
estrés las cepas en las . conla 3

(refrigeraciony a ) cuatro mlcr;eTtaCIon

eincubaraTAy condiciones lolog

6°C en reposo

e

Observacion al

Recuperacién en microscopio
medio LB a 37°Cy
150 rpm

Leera 600 N | D -

MARIANA ESTHER KUK SOBERANIS 25




CARACTERIZACION METABOLICA Y RESPUESTA A ESTRES DE CEPAS DE SALMONELLA ENTERICA AISLADAS DE 2016
ALIMENTOS COLECTADOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material biolégico

Se utilizaron 16 cepas de S. enterica serotipo Typhimurium aisladas de productos
carnicos y lacteos del estado de Michoacan por el Laboratorio Estatal de Salud Publica del estado

de Michoacdn durante los afios del 2008 al 2011 (Tabla 2).

Tabla 2. Aislados de Salmonella enterica serotipo Typhimurium utilizados en el presente

estudio.

Aislado ST PV MUNICIPIO ANO PRODUCTO
4 19 1 Ciudad Hidalgo 2009 Queso Fresco
16 213 1 Morelia 2009 Carne de Res
21 213 1  LazaroCardenas 2009 Chorizo
24 213 1  Lazaro Cardenas 2009 Chorizo
28 213 1 Uruapan 2009 Chorizo
39 213 1 Apatzingan 2008 Carne de Res
54 292 1 Tacambaro 2009 Carne de Res
69 213 1  LazaroCardenas 2009 Carne de Res

89* 213 2 Charo 2008 Chorizo

96 213 1 Zamora 2008 Carne de Res
109 213 1 Zamora 2009 Carne de Res
115 213 1 Tanhuato 2009 Queso Asadero
116 213 1 Tanhuato 2009 Queso de Puerco
127 213 1 La Piedad 2008 Carne de Res
144 213 1  L3zaro Cardenas 2010 Chorizo

196 213 1 Patzcuaro 2011 Chorizo

Nota: Todos los productos carnicos fueron obtenidos de productos crudos, excepto el aislado nimero 89* que
provenia de producto guisado.

De los 16 aislados de S. Typhimurium se cuentan con 3 Secuencias Tipo (ST) diferentes,

1 aislado perteneciente a la ST 19, 14 aislados de la ST 213 y 1 aislado de la ST 292 (Fig. 5).
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OST19 @OST213 @OST292

Figura 5. Porcentajes de Secuencias tipo de S. Typhimurium utilizadas en el estudio.

6.2 Ensayos de recuperacion a condiciones de refrigeracion y actividad de agua reducida (aw)

Para los ensayos de resistencia a estrés se empled el protocolo empleado por Humphrey
et al. (2006), el cual se describe a continuacién. Las cepas de S. enterica se expusieron a
condiciones comunes en la produccién o preservacidon de alimentos, particularmente a una
actividad de agua (aw) reducida y condiciones de refrigeracion. El medio empleado para los
ensayos de resistencia a estrés fue el Luria-Bertani (LB) a pH 7.0 adicionado con NaCl 658 mM
para simular condiciones de aw reducida (LBaw), lo cual genera un valor de presién de vapor
relativa de 0.98 (Mattick et al.., 2000). Se utiliza medio LB 170 mM NaCl, pH 7.0 como medio
control. Posteriormente se obtienen pre-cultivos de 16 h inoculando 10 mL de LB con tres
colonias proveniente de medio LB sélido, incubando a 37°C y 150 rpm. Una vez concluido el
tiempo de incubacidén los cultivos se centrifugan a 1360 g durante 4 min y la pastilla de bacterias
resultante se re-suspende en medio LB (control) o medio LBaw (estrés). Dichos cultivos se incuban
de manera estatica durante 8 dias a temperatura de refrigeracion (6°C) y a temperatura ambiente
(TA) (22°C). Al término del periodo de incubacidn los cultivos en LB y LBay se diluyen 1: 200 (v/v)

en 10 mL de LB a 98% de Transmitancia (T), permitiendo su recuperacién a 37°C y 150 rpm
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durante 6 h. Se toman alicuotas de 200 ul de dichos cultivos en recuperacién cada 2h, las cuales
se diluyen 1:3 (v/v) en buffer salino de fosfato (PBS) para medir la densidad éptica a 600 nm con
la finalidad de evaluar la rapidez de recuperacidon de cada cepa. Se obtienen las cinéticas de

crecimiento y velocidades de crecimiento.

6.3 Tratamiento estadistico.

Para determinar si las diferencias entre las velocidades de crecimiento de una misma
cepa con respecto a su control eran significativas, se aplicé una ANOVA de dos vias utilizando la
prueba de Dunnet con una significancia de p<0.05. Para determinar si las diferencias entre las
velocidades de crecimiento de todas las cepas en una misma condicién eran significativas, se
aplicé una ANOVA de dos vias, utilizando la prueba de Tukey con una significancia de p<0.05. Se

empled el programa GraphPad Prism 7.0.

6.4 Observacion de formacion de células filamentosas

A partir de los ensayos de estrés y bajo las mismas condiciones se sometieron las 16
cepas del estudio para visualizar la formacién de células filamentosas. Se tomaron alicuotas a las
Oy 4 h de recuperacion después de los 8 dias de exposicion a estrés para realizarles tincidén de
Gram. Las laminillas tefiidas se observan en el microscopio marca Leica ICC50 HD a 100X, que

cuenta con el programa Leica Application Suite 3.00 para la obtencién de imagenes.

6.5 Ensayos de utilizacion de sustratos mediante el Sistema Biolog

Se siembran las cepas de interés en medio LBA (Medio Luria-Bertani Agar), estriando por
cuadrantes para obtener colonias aisladas y se incuban 24 h a 37°C; posteriormente se resiembra
en el medio de crecimiento universal de Biolog, BUG™ (Biolog, Inc.), durante 24 h a 37°C. Se
prepara un inéculo liquido, usando el fluido de inoculacién (Fl) designado por el fabricante como
GN/GP-IF, a dicho fluido se le agregan 3 gotas de tioglicolato de sodio concentrado (7.6%)
guedando a una concentracidn final de 5 mM. Para ajustar el inéculo liquido a una T del 61%
utilizando el estandar de turbidez GN-ENT & AN. Se humedece un hisopo estéril en el Fl y se

levantan las colonias bacterianas del agar mediante un desplazamiento por rotacién, se sumerge
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el hisopo en el Fl para resuspender las colonias. Este procedimiento se repite hasta tener una
densidad de 61% T (+ 2%). El indculo preparado se vierte en un reservorio de pipeta multicanal
estéril y se toma por medio de una pipeta de ocho canales colocando 150 uL en cada uno de los
96 pozos de las microplacas GNIII. Las placas se incuban a 37°C realizando lecturas a 590 y 750nm
alasO,2,4,6,8,10, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 160 h posteriores a la incubacion, en Biolog
MicroStation, utilizando el programa Microlog3™ Release 4.20. Los resultados de utilizaciéon de
sustratos de cada uno de los pozos se reportan como 0 cuando no hay deteccién de cambio de
color en el pozo o como 1 cuando se ve cambio de color. Con estos datos se construye una matriz
dicotémica de 0 y 1. Otros datos de utilizaciéon son los obtenidos de las absorbancias. Con los
datos obtenidos se construye un mapa de calor por medio del programa Multi Experiment Viewer
TM4, en el que el rojo indica alta utilizacién y el verde indica baja utilizacién del sustrato
analizado, para carbohidratos el rango de absorbancia de menor utilizacién fue de 0.0-0.062 y el
rango de mayor utilizacion fue de 0.063-0.086. Para hexosas el rango de absorbancia de menor
utilizacion fue de 0.0-0.074 y el rango de mayor utilizacién fue de 0.075-0.084. Para acido hexosas
el rango de absorbancia de menor utilizacién fue de 0.0-0.047 y el rango de mayor utilizacién fue
de 0.048-0.079. Para aminoacidos el rango de absorbancia de menor utilizacién fue de 0.0-0.074
y el rango de mayor utilizacién fue de 0.075-0.115. Para acidos carboxilicos, ésteres y acidos
grasos el rango de absorbancia de menor utilizacion fue de 0.0-0.04 y el rango de mayor

utilizaciéon fue de 0.05-0.084.

6.6 Correlacidn entre resistencia a estrés y metabolismo
Para saber si existe correlacidn entre la resistencia a estrés y el metabolismo de S.
Typhimurium se aplicé una prueba estadistica mediante la prueba de Pearson con intervalo de

confianza de 95% utilizando el programa Graphad Prism 7.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Capacidad de recuperacion al estrés por refrigeracion y actividad de agua reducida (aw)

Se obtuvieron Cinéticas de Crecimiento en la fase de recuperacién de las distintas
condiciones de exposicidn a estrés, siendo estas condiciones a. Temperatura ambiente (TA); b.
TA y Actividad de agua reducida (aw); c. 6°Cy d. 6°Cy aw.

Después de someter a TA, las cepas 028, 039, 054, 115, 116, 127, 144 y 196 (50%) se
recuperaron mas rapidamente que las cepas 004, 016, 021, 024, 069, 089, 096 y 109 (50%) que
mostraron un menor crecimiento en la segunda hora comenzando en este tiempo su fase
exponencial. Sin embargo, las 16 cepas lograron un crecimiento similar a las seis horas de

recuperacion (Fig. 6).
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Figura 6. Cinéticas de crecimiento durante la recuperacion a TA

En la condicién de TA y aw, las cepas 004, 016, 028, 039, 054, 069, 115, 116, 127, 144y
196 (68.75%) después de haber sido sometidas a estrés, comenzaron a recuperarse desde el
inicio, en cambio las cepas 021, 024, 089, 096 y 109 (31.25%) mostraron una fase lag de 2 horas.

Es decir, el 68.75% de las cepas lograron entrar en la fase exponencial del crecimiento bacteriano
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2016

mas rapido que el 31.25 % del total de las cepas. Sin embargo, todas las cepas lograron un

crecimiento similar en la sexta hora de recuperacion (Fig. 7).
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Figura 7. Cinéticas de crecimiento durante el periodo de recuperacion al estrés a TAy aw.

A 6°C las cepas 004, 016, 144 y 196 (25%) mostraron un mayor crecimiento a las dos

horas del proceso de recuperacién vy las cepas 021, 024, 028, 039, 054, 069, 089, 096, 109, 115,

116 y 127 (75%) mostraron un ligero retraso, sin embargo todas las cepas mostraron un

crecimiento similar en la sexta hora de recuperacion. Las cepas 004, 016, 028, 054, 069, 109,

116, 144 y 196 entraron a la fase estacionaria a partir de la tercera hora (Fig. 8).
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento de las cepas durante el periodo de recuperacion al estrés a 6°C.

Bajo las condicion de 6°C y aw las cepas 004, 016, 144 y 196 (25%) mostraron una

velocidad de crecimiento mayor durante las dos primeras horas de la recuperacién, las cepas

021, 024, 028, 039, 054, 069, 089, 096, 109, 115, 116 y 127 (75%) mostraron un ligero retraso

durante la segunda hora en el proceso de recuperacidn, en comparacion del 25 % de las cepas

restantes. Sin embargo, a la sexta hora todas las cepas mostraron un nivel de recuperacién similar

(Fig. 9).
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Figura 9. Cinéticas de crecimiento durante el periodo de recuperacion al estrés a 6°Cy aw.
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En resumen, todas las cepas pueden recuperarse mas rapidamente del estrés a 6°C que
a TA, ya sea en presencia o en ausencia de aw; las cepas 021, 024, 089 y 096 fueron las que
presentaron un mayor retraso en el inicio de la fase exponencial en las cuatro condiciones de
exposicion, sin embargo, lograron un crecimiento similar a las 6 horas de crecimiento durante la

recuperacion después de haber sido sometidas a estrés.

7.2. Velocidad de crecimiento

Se calculd la velocidad de crecimiento de las cepas a partir de los datos obtenidos de la
fase logaritmica de crecimiento, durante la recuperacion bajo las condiciones de estrés: TA, TAy
aw, 6°C, 6°C y aw, todas las cepas fueron comparadas con su correspondiente control sin estrés
(SE). Las cepas que mostraron un aumento en la velocidad de crecimiento con respecto al control
fueron: la cepa 004 a TA; las cepas 021,096 y 109 a TAy TA con aw. Por otro lado las cepas que
mostraron una disminucién en su velocidad de crecimiento fueron: las cepas 016 y 115 a TA con
aw. Todas las condiciones de estrés disminuyeron el crecimiento de la cepa 069 y aumentaron el

de la cepa 196. (Fig. 10).
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Figura 10. Velocidad de crecimiento de las cepas de estudio.
ANOVA de dos vias, prueba de Dunnet, *p<0.05

Comparando la recuperacion de cada cepa en una misma condicion de estrés, se
observd lo siguiente: sin estrés, la Unica cepa que mostré una diferencia significativa en su

velocidad de crecimiento fue la 069 (Fig.11). Para la condicidn de TA, las cepas que mostraron
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una mayor velocidad de crecimiento fueron la 004, 096 y 109 (Fig. 12). Para la condicién de TA'y
aw la cepa que presentd una velocidad de crecimiento mayor fue la cepa 096 (Fig. 13). Para la
condicién de 6°C la cepa que presentd una velocidad de crecimiento mayor fue la cepa 196
(Fig.14). Para la condicién de 6°Cy aw las cepas que presentaron un crecimiento con significancia

estadistica en la velocidad de crecimiento fueron las cepas 144 y 196 (Fig.15).
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Figura 11. Velocidad de crecimiento de las cepas sin estrés.
ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05
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Figura 12. Velocidad de crecimiento de las cepas de estudio durante su recuperacion por estrés a TA.
ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05
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Figura 13. Velocidad de crecimiento de las cepas de estudio durante su recuperacion por estrés a TAy aw. ANOVA
de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05
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Figura 14. Velocidad de crecimiento de las cepas de estudio durante su recuperacion por estrés a 6°C.
ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05
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Figura 15. Velocidad de crecimiento de las cepas de estudio durante su recuperacion por estrésa 6°Cy aw.
ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05
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7.3 Formacion de células filamentosas

Se analizé la formacion de células filamentosas de cada una de las cepas sometidas a

estrés obteniéndose 5 diferentes morfologias: a) Distribucién celular no agrupada y bacilos
definidos sin la formacion de filamentos; b) Células agrupadas y abundantes, donde sobresalen
filamentos de gran tamano; c) Agrupamiento de células, sobresalen filamentos aumentados
tanto en lo ancho como en lo largo; d) Dispersion de células, sobresalen filamentos celulares
delgados pero aumentados en longitud; e) Ligero agrupamiento de células, formacién de

filamentos de diferente longitud (Fig. 16).
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Figura 16. Morfologia que presentaron las cepas de estudio durante la exposicion a estrés.
Micrografia 100X que muestra: a) Cepa 004 a 6°C; b) Cepa 024 a TA; c) Cepa 024 a TA; d) Cepa 127 a 6°C; e) Cepa
127 a 6°C.
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La cepa 004 no desarrollé filamentos en ninguna condicion de estrés. En la condicion de

TA se observo que las cepas 021, 024, 028, 054, 089, 096, 127 y 144 (50%) tuvieron la capacidad
de desarrollar filamentos. En la condicidon de TA y aw, las cepas 024, 028, 039, 054, 069, 089, 096,
109, 115, 127 y 196 (69%) desarrollaron células filamentosas. Bajo la condicién de refrigeracién
a 6°C las cepas 016, 021, 024, 028, 038, 054, 069, 086, 096, 109, 115, 116, 127, 144 y 196 (94%)
presentaron filamentos. Bajo la condicidn de refrigeracion a 6°C y aw las cepas 016, 021, 024,
028, 038, 054, 069, 086, 096, 109, 115, 116, 127, 144 y 196 (94%) desarrollaron filamentos.

Tabla 3. Cepas que mostraron la capacidad de formar filamentos bajo las condiciones de

estrés.
Condicion de estrés

Cepa
TA TAy aw 6°C 6°Cy aw

004

016 * *
021 * * *
024 * * * *
028 * * * *
039 * * *
054 * * * *
069 * * *
089 * * * *
096 & * * *
109 * * *
115 * * *
116 * *
127 * * * *
144 * * *
196 * * *
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7.4 MICROARREGLOS METABOLICOS
La determinacion del uso de las fuentes presentes en la placa GNIII se realizé para todas
las cepas en la condicién sin estrés. Las 16 cepas de estudio mostraron distintos patrones

metabdlicos (Fig. 17).
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Figura 17. Mapa de calor que indica el perfil metabdlico de las 16 cepas analizadas utilizando las placas GNIiI
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La cepa 016 fue capaz de metabolizar mas del 80% (80 fuentes) de los sustratos
presentes en la placa GNIII, seguida por la cepa 004 que metaboliz6 el 60% de las fuentes (57).
En comparacion, las siguientes cepas metabolizaron alrededor del 50% de los sustratos: 024 (49
fuentes), 028 (50 fuentes), 039 (47 fuentes), 054 (52 fuentes), 069 (51 fuentes), 096 (53 fuentes)
y 115 (49 fuentes). Otro grupo de cepas metabolizé alrededor del 40% de los sustratos, las cepas
021 (41 fuentes), 089 (45 fuentes), 109 (46 fuentes), 127 (44 fuentes) y 144 (40 fuentes),
finalmente las cepas 116 (32 fuentes) y 196 (34 fuentes) solo metabolizaron un poco mas del 30%

de los sustratos presentes en la placa (Fig. 18).
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Figura 18. Porcentaje de utilizacion de sustratos presentado por las cepas de estudio

Analizando por grupo de compuestos, la cepa 016 fue capaz de metabolizar mas del 85%
de los carbohidratos presentes en la placa, seguida por la cepa 004 con un 60%. La mayoria de
las cepas utilizaron el 50 % de los carbohidratos. Las cepas 116 y 196 lograron metabolizar el 20

y 10% de los carbohidratos respectivamente (Fig. 19).
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Figura 19. Porcentaje de carbohidratos utilizados por las cepas de estudio.

Se comparo la utilizacidon de cada uno de los carbohidratos por separado para cada una
de las cepas de estudio, donde encontramos que la cepa 016 mostré una utilizacién mayor en
comparacion con las cepas restantes, en los siguientes carbohidratos: dextrina, D-maltosa, D-
celubiosa, D-turanosa, D-rafinosa, D-melibiosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-B-D-
manosamina, N-acetil acido neuraminico, a-D-glucosa, D-galactosa, L-fucosa, L-ramnosa e

inosina (Fig. 20).

También se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la utilizacién de
carbohidratos de las cepas analizadas mostrando una amplia diversidad metabdlica, observando
que las cepas mostraban un mayor o menor aprovechamiento en comparacion con otras cepas

de estudio (Tabla 4).
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Figura 20. Utilizacidn de carbohidratos por las cepas de estudio.
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Tabla 4. Carbohidratos utilizados por las cepas de estudio

Aprovechamiento

Cepa Metabolito .
<o6>
D-rafinosa, D-melibiosa, N-acetil-B-D-manosamina, N-acetil <
acido neuraminico, L-ramnosa e inosina

4

N-acetil-B-D-manosamina. <
dextrina, D-maltosa, D-rafinosa, D-melibiosa, N-acetil-D-
glucosamina, N-acetil-B-D-manosamina, N-acetil acido >
neuraminico, D-celubiosa

D-turanosa >

16
a-D-glucosa >
D-galactosa >
L-fucosa >
L-ramnosa >
inosina >
96 >
24 >
28 N-acetil-B-D-manosamina N
069 y 089 >
109 >
127 >

089y 096 N-acetil acido neuraminico

La columna aprovechamiento indica si la cepa de la primera columna aproveché mas o menos el m

2016

Cepa

16

96

196

024, 039, 054,
089, 127 y 196

021, 089,
115,116, 127,
144y 196
196
054, 089, 115,
116,127,144y
196
021, 054, 116,
127, 144 y 196
Todas
021, 039, 054,
115, 116,144y
196
116y 196
039, 115, 116,
144y 196
116y 196
196
116y 196
54
etabolito o los

metabolitos indicados, en comparacidn con la cepa de la tltima columna. ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05.

En cuanto a la utilizacidn de hexosas, se pueden distinguir tres grupos de cepas, las cepas

004, 016, 028, 054, 069 y 115 que utilizaron el 100% de estas fuentes; otro conformado por las
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cepas 024,089, 096 y 109 que metabolizaron el 50% de los sustratos; y por Gltimo las cepas 021,
039, 116, 127, 144 y 196 que no utilizaron ninguno de estos sustratos (Fig. 21).
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Porcentaje de Hexosas
metabolizadas

X

Figura 21. Porcentaje de hexosas utilizadas por las cepas de estudio

Analizando si habia diferencia entre la utilizacién de hexosas entre las cepas de estudio,
se encontrd que sélo la cepa 016 mostré una diferencia estadisticamente significativa con todas
las cepas en la utilizacién de D-glucosa-6-PQ4. En cambio para la utilizaciéon de D-fructosa-6-POa,
la cepa 016 mostré diferencia estadisticamente significativa en comparacién con las cepas 021,

039, 089, 109, 116, 127, 144 y 196 (Fig. 22).

MARIANA ESTHER KUK SOBERANIS 45



CARACTERIZACION METABOLICA Y RESPUESTA A ESTRES DE CEPAS DE SALMONELLA ENTERICA AISLADAS DE 2016
ALIMENTOS COLECTADOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN

0.140
*
0.120
£
< 0.100
o
n
N
S 0.080
wn
o
S 0.060
(5]
o
[
2 0.040
<
0.020
0.000
D-Glucosa-6-PO4 D-Fructosa-6-PO4
Hexosas

m4 mle m21 24 m28 m39 m54 m69 m89 mO6 w109 m115 w116 m127 144 196

Figura 22. Utilizacidn de hexosas por las cepas de estudio.
ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05

Al analizar la utilizacién de acido hexosas se observé que la cepa 16 fue capaz de utilizar
el 100% de estos sustratos, seguida por las cepa 004 y 115, que utilizaron el 89% y el 78% de los

sustratos, respectivamente; la cepa 116 solo metabolizé el 10% de estos sustratos (Fig. 23).

Figura 23. Porcentaje de acido hexosas utilizados por las cepas de estudio
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Comparando entre todas las cepas si habian diferencia significativa entre la utilizacién
de acido hexosas, se observé que la cepa 016 fue la Unica que presento mayor utilizacién de L-
acido lacton galactonico, acido mucico, dcido quinico y D-acido sacarico con respecto todas las

cepas de estudio (Fig. 24).
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Figura 24. Utilizacion de acido hexosas por parte de las cepas de estudio.
ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05

La cepa 016 fue capaz de metabolizar el 89% de los aminodcidos presentes en la placa
GNIII; el 50% de los sustratos fueron metabolizados por las cepas 004, 024, 039, 054, 069, 089,
096, 109, 115y 127; las cepas 028 y 144 metabolizaron el 40% de los aminoacidos; las cepas 021
y 198 fueron capaces de metabolizar el 30% y la cepa 116 s6lo metabolizé el 10% de estos

sustratos (Fig. 25).
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Figura 25. Porcentaje de aminoacidos utilizados por las cepas de estudio

Para los aminoacidos presentes en la placa GNIII, se aplicé de la misma forma una prueba
estadistica mediante ANOVA de dos vias, utilizando la prueba de Tukey con una significancia de
p<0.05. La cepa 115 presentd una diferencia significativa en cuanto a la utilizacion de glicil-L-
prolina en comparacién con la cepa 116. La cepa 016 mostrd una diferencia significativa con
respecto a la utilizacién de L-alanina, L-acido aspartico, L-glutdmico y L-histidina en comparacién
con todas las cepas de estudio. También se observd que la cepa 016 mostré diferencia
significativa en cuanto al uso de L-acido piroglutamico con respecto a las cepas 021, 024, 028,
039, 089, 116, 127 y 196. Se observd que nuevamente la cepa 016 mostré una utilizacién mayor
de L-serina en comparacién con las cepas 021, 054, 069, 089, 109, 115, 116, 127, 144 y 196 (Fig.
26).
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Figura 26. Utilizacion de aminoacidos por las cepas de estudio.
Se aplicd la prueba ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05

En la utilizacion de los dcidos carboxilicos, ésteres y acidos grasos, la cepa 016 fue capaz
de metabolizar el 89% de éstos, la cepa 004 metabolizo el 79%, las cepas 096 y 115 metabolizaron
el 60%, mientras que el 50% de éstos fueron metabolizados por las cepas 021, 024, 028, 039, 054,
069, 109 y 127. Las cepas 089 y 144 fueron capaces de metabolizar el 30% y las cepas 116 y 196

sélo metabolizaron el 20% de los sustratos (Fig.27).

MARIANA ESTHER KUK SOBERANIS 49



CARACTERIZACION METABOLICA Y RESPUESTA A ESTRES DE CEPAS DE SALMONELLA ENTERICA AISLADAS DE 2016
ALIMENTOS COLECTADOS EN EL ESTADO DE MICHOACAN

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0

89 96 109 115 116 127 144 196
Cepas
B METABOLIZADO = NO METABOLIZADO

acidos grasos metabolizados
N

Acidos carboxilicos, ésteres y

Figura 27. Porcentaje de acidos carboxilicos, ésteres y acidos grasos utilizados por las cepas de estudio

En cuanto a la utilizacién de acidos carboxilicos, ésteres y acidos grasos, se observé que
la cepa 016 no metabolizé Acido citrico pero fue la que mayor utilizacién de 4cido y-aminobutirico

en comparacién con todas las cepas de estudio (Fig. 28).

0.300
0.250 *
0.200
0.150

0.100

I | ||||||||I|
IR T I

Acido Citrico Acido y-Amino-Butirico

Absorbancia 590-570 nm

Acidos carboxilicos, ésteres y acidos grasos
m4 ml6 m21 24 m28 W39 E54 H69 E38 HO% m109 m115 m1l6 m127 144 196

Figura 28. Utilizacién de acidos carboxilicos, ésteres y acidos grasos por las cepas de estudio.
ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05
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En cuanto a la capacidad de crecer en presencia de diferentes concentraciones de Nacl,
siendo estas al 1%, 4% y 8%, solo la cepa 016 fue capaz de crecer en las tres concentraciones de
NaCl probadas, las cepas 004, 021, 089, 096 y 115 metabolizaron el 70% de las 3 concentraciones.
Mientras que las cepas 024, 028, 039, 054, 069, 109, 116, 127, 144 y 196 sélo mostraron

metabolismo en el 30% de las concentraciones (Fig. 29).
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Figura 29. Porcentaje de NaCl utilizados por las cepas de estudio.
ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05

En la utilizacién de las distintas concentraciones de NaCl, se aplic6 nuevamente una
prueba estadistica mediante ANOVA de dos vias, utilizando la prueba de Tukey con una
significancia de p<0.05. En presencia de NaCl 8%, sélo la cepa 016 mostré una diferencia

significativa en su crecimiento (Fig. 30).
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Figura 30. Velocidad de crecimiento de las cepas de estudio bajo la concentracién de NaCl 8%
ANOVA de dos vias, prueba Tukey, *p<0.05

7.5 Asociacion entre Resistencia a estrés y Metabolismo.

Se analizé la correlacidn entre la Resistencia a estrés utilizando los datos obtenidos de
las velocidades de crecimiento de las cepas de estudio bajo las condiciones SE, TA, TAy aw, 6°C,
6°Cy aw Yy el Metabolismo de los sustratos presentes en la placa GNII.

Sélo se encontré correlacion directa entre el crecimiento en la condicidn sin estrés vy el
metabolismo en presencia de B-metil-D-glucésido, NaCl al 1%, acido-D-glucorénico (acido

hexosa) y acido propidnico (acido carboxilico) (Fig. 31).
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Figura 31. Correlacion entre velocidad de crecimiento sin estrés y el metabolismo en las cepas de

estudio. Correlacidon de Pearson con 95% de confiabilidad.

Al analizar la correlacion entre la velocidad de crecimiento en las diferentes condiciones
de estrés con la utilizacion de metabolitos, sélo se observd correlacidn inversa con B-metil-D-
glucdsido (carbohidrato) bajo la condicion de 6°C. No se encontré correlacion entre el
metabolismo y la velocidad de crecimiento en las condiciones de TA, TA con awy 6°C con aw (Fig.

32).
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Figura 32. Correlacion entre el crecimiento de las cepas de estudio en la condicién de 6°C y el metabolismo en B-
metil-D-glucésido. Correlacion de Pearson con 95% de confiabilidad.
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8. DISCUSION

Las técnicas de conservacidon intentan producir un entorno perjudicial para el
crecimiento bacteriano en los productos alimenticios (Humphrey et al.,, 2011). Las células
bacterianas pueden adaptarse normalmente a condiciones desfavorables para su crecimiento
tras una breve exposicion a estrés leve como lo es un choque térmico o la exposicidn a un medio
acido (Gahan y Hill, 1999). La habilidad de Salmonella para sobrevivir en la cadena
agroalimentaria se debe en parte a su capacidad para responder efectivamente a los cambios
medioambientales (Humphrey, 2004). Dado que S. Typhimurium es el serotipo que
mayoritariamente se encuentra contaminando alimentos en el estado de Michoacdn (Regalado-
Pineda, 2011), en el presente estudio se analizé la capacidad que tenian 16 cepas de S.
Typhimurium, obtenidas de muestras de alimentos en el estado de Michoacan, de recuperarse a
la exposicion a diferentes condiciones utilizadas para la preservacion de alimentos (refrigeracion
a 6°C y actividad de agua reducida). Analizando sdlo los casos en que las diferencias en el
crecimiento fueron significativas con respecto al control sin estrés, se encontraron dos extremos,
la cepa 196 que fue capaz de recuperarse a todos los tipos de estrés y la cepa 069 que se vio
afectada por todas las condiciones. Sin embargo, todas las cepas lograron adaptarse a un cambio
en la temperatura, a pesar de no ser la temperatura éptima de crecimiento para esta bacteria.
En un estudio de recuperacion vy viabilidad bacteriana, el 85% de cepas de Salmonella spp. se
mostro viable después de 12 afios de conservacidn a temperatura ambiente, lo cual se le atribuye
al mantenimiento de caracteristicas fenotipicas por la influencia de factores externos como luz,
humedad, temperatura y condiciones de almacenamiento que condicionan el mantenimiento de
células viables (Weng-Aleman et al, 2005). Las cepas analizadas provienen de diferentes
municipios del estado de Michoacdn, fueron colectadas en los afios 2008-2011, poseen distinta
ST, presentan diferente PV y fueron recolectados de distintos productos (carne de res, chorizoy
qgueso). En este sentido, probablemente las condiciones ambientales de cada municipio o regién
de Michoacdn, asi como el afio en que fueron recolectadas, hayan influido para que las cepas se
recuperaran de diferente manera del estrés prolongado. Aunque la cepa 196 y la 69 son de
secuencia tipo 213, la cepa 196 proviene de Patzcuaro, regién de clima mas frio que Lazaro

Cardenas de donde proviene la cepa 69; ademas, la cepa 69 fue aislada de chorizo, alimento con
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baja aw, lo que parece indicar que el lugar de procedencia y el tipo de alimento influyen en la
capacidad de resistir al estrés de las bacterias aisladas.

Por otro lado estan las cepas 21, 96 y 109, las cuales provienen de Lazaro Cardenas y
Zamora, respectivamente, se pudieron recuperar del estrés a temperatura ambiente con o sin
aw. Existe evidencia de que la temperatura extrema y la precipitacidon estdn relacionados con
eventos de infecciones por Salmonella, ya que aumentan el riesgo de adquirir la enfermedad
causada por este microorganismo, esto se ve mas pronunciado en comunidades costeras, ya que
estas condiciones pueden ser mds intensas en estas areas (Jiang et al., 2015). No obstante, la
temperatura de almacenamiento es uno de los parametros mds importantes que regulan las
actividades de los microorganismos en los sistemas alimentarios. Debido al impacto de la
temperatura sobre todas las reacciones de la célula, la adaptacién a las fluctuaciones de
temperatura es posiblemente la respuesta mas comunmente investigada; sin embargo, la
sensibilidad de las células al estrés por frio depende de varios factores, incluyendo la
temperatura, la velocidad de refrigeracion/congelacion, el medio de cultivo, la cepa microbiana
y la duracién del almacenamiento. (Palumbo 1986; Gounot 1991; Berry y Foegeding 1997).

Estos resultados se contraponen con lo reportado para dos cepas de S. Typhimurium de
genotipos DT104 y SL1344, cuya exposicion prolongada a NaCl al 4% y a temperatura ambiente
resultd ser bacteriostatica para ambas cepas aunque el crecimiento fue ain menor en el estrés
por refrigeracién. Lo que sugieren que la baja temperatura, por si misma como en combinacion
con otros tipos de estresantes, resulta ligeramente bactericida para ambas cepas (Humphrey et
al., 2011). También se sabe que la exposicion de Salmonella a NaCl y KCl provoca cambios en la
regulacion de los sistemas de transporte de osmoprotectores (PROP, ProU, OSMU) y biosintesis
de la trealosa (Finn et al., 2015). Estd bien documentado que el condicionamiento transitorio de
estrés puede llegar a inducir una tolerancia a situaciones de estrés mas extremas y por lo tanto
llevar a Salmonella a generar una proteccidon cruzada a otras situaciones de estrés que puedan
ejercer una presion en las células; la disminucién de la tolerancia a temperaturas no éptimas
después de una incubacion prolongada a baja aw puede estar relacionada con el gasto energético

requerido en el mantenimiento de la homeostasis celular, ésta adaptacion tal vez pueda hacer
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que las proteinas celulares existentes pueden modificar su estructura y funcién cuando cambian

las condiciones ambientales (Mattik et al., 2000).

La capacidad de las células bacterianas para estabilizar y reforzar la estructura de la
membrana es clave para la supervivencia cuando ésta se encuentra en un medio donde la presién
osmotica sea alta. Si la bacteria es incapaz de hacer frente a la presidn se puede encontrar con
lisis y muerte celular. Cambios asociados a la membrana por la expresion génica pueden ser
ejercidos con el fin de combatir las alteraciones en la osmolaridad debido a la presencia de
humectantes como el NaCl y la reduccidn de agua intracelular (Finn et al., 2015). Las técnicas de
conservacion de alimentos se basan en la produccion de un entorno perjudicial para el
crecimiento de microorganismos. Tradicionalmente, el salado, el escabechado y la refrigeracion
se han considerado como técnicas eficaces para reducir el deterioro microbiano de los alimentos
mediante el uso de componentes bacteriostdticos y bactericidas (Humphrey et al., 2011). Una
vez que Salmonella ha contaminado un ambiente de produccién de alimentos, su eliminacion
puede resultar dificil. Uno de los factores de riesgo mas importantes para la contaminacién por
Salmonella en procesadoras de alimentos es la presencia de agua, ya que ésta permite el
crecimiento y propagacién del microorganismo en el ambiente y de esta manera eleva el riesgo
de contaminacion de los productos alimenticios (Finn et al., 2013). Sin embargo, estos datos
sugieren que cuando Salmonella esta debilitada por lesiones inducidas por la exposicion a estrés
es capaz de reparar rapidamente los dafios en la membrana tras la eliminacion de los estresantes
y las condiciones que resultan ser bacteriostaticas no puedan ser totalmente suficientes para

evitar que se produzca la enfermedad causada por este microorganismo.

El 94% de las cepas formaron células filamentosas en condiciones de estrés prolongado,
siendo mas evidente en las condiciones de refrigeracién a 6°C y a 6°C con aw. Esta morfologia en
ocasiones se mostré demasiado prominente, ya que sufrieron un alargamiento fisico excesivo,
de igual manera se podia observar que algunas células sufrian un ligero alargamiento; estas
morfologias fueron observadas tanto en la fase estacionaria como en la fase exponencial después
de haber sido recuperadas en caldo LB a 37°C. El crecimiento filamentoso durante el estrés

osmoético en la fase estacionaria y exponencial, ya se ha reportado para S. enterica serotipo
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Typhimurium. (Prat et al., 2012). En nuestro estudio la cepa 004, con ST 19y PV 1, no desarrollé
filamentos como el resto de cepas de estudio. Esto ya se ha reportado para S. Typhimurium y se
ha asociado con un coddn de inicio poco comun para rpoS, el cual reprime la expresién de su
proteina RpoS propiciando una menor frecuencia de filamentos en comparacién de las demds
cepas que fueron estudiadas; la formacion de células filamentosas es el resultado del continuo
aumento de la biomasa en ausencia de la division celular durante la exposicidn a estrés osmotico
(Mattick et al., 2000). También se ha encontrado que la exposicién de Salmonella a bajas
temperaturas o elevada concentracion de NaCl a baja temperatura provoca una disminucién en
la filamentacién durante las primeras 2 horas de recuperacion, lo que sugiere que el crecimiento
exponencial observado en las cepas de estudio es debido a la reanudacién del crecimiento y no
a la divisién de células filamentosas y que el desarrollo morfoldgico que presentan las bacterias
puede llegar a tener gran importancia para el seguimiento microbiano de los alimentos, ya que
la biomasa puede aumentar en ausencia de UFC dentro de un rango de 2 h durante la
recuperacién (Humphrey et al., 2011).

Estas observaciones se suman a la evidencia de que la presencia de microorganismos
filamentosos en los productos alimenticios tiene implicaciones importantes para la estimacion
de éstos (Humphrey et al., 2011). Se cree que el estrés en condiciones de aw reducida provoca
una inhibicién de proteinas asociadas a la divisidn celular en Salmonella, esta condicién bloquea
la divisidn; sin embargo, permite a las proteinas implicadas en el aumento de biomasa funcionar,
lo que permite la formacion de filamentos. Se cree que una baja aw, afecta el grado de
enrollamiento del DNA, que a su vez afecta la regulacion de genes del control osmético y puede
interferir con la regulacién de los genes de la divisién celular, provocando de esta manera la
formacion de filamentos (Mattick et al., 2000). Se sabe que el crecimiento de filamentos en
bacterias se produce en condiciones subdptimas, donde la divisidn se inhibe, pero no se inhibe
el crecimiento. Diferentes serotipos de S. enterica son capaces de desarrollar el crecimiento de
filamentos en ambientes hiperosmaticos, acidos, alcalinos y durante la refrigeracion. Fenédmeno
gue se ha observado en E. coliy L. monocytogenes en similares condiciones (Pratt et al., 2012).
Cuando este microorganismo se desplaza a un entorno de baja o alta presién osmética, aumenta

la presidn osmética interna para disminuir la turgencia celular, ya que esto ocurre cuando existe
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una acumulacion citoplasmatica de solutos, los cuales son tolerados por toda la maquinaria
celular (Rychlik et al., 2005). El desarrollo de filamentos que se forman durante el estrés osmoético
en presencia de humectantes adicionales, genera la formacién de septos y su divisién en células
individuales, lo que puede llegar a dificultar el andlisis de las dosis infectivas y su evaluacidn, asi
como aumentar el riesgo de contraer una infeccidén producida por Salmonella spp.

En este estudio se encontraron patrones metabdlicos distintos para las 16 cepas de
estudio, sélo una de ellas logré metabolizar 80 metabolitos presentes en la placa GNIII, el resto
de las cepas logré metabolizar entre 32 y 57 metabolitos; esto nos indica que la cepa 016 tiene
una mayor capacidad metabdlica en comparacion con el resto. En cuestién de los carbohidratos
se encontrd que la cepa 016 logra metabolizar el 85% de éstos, seguida de la cepa 004 con la
utilizacién del 60%; el resto logra metabolizar el 50% y solo las cepas 116 y 196 metabolizaron el
20% y 10%, respectivamente. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la
utilizacion de carbohidratos por nuestras cepas de estudios, donde encontramos que existe
utilizacion de mayor importancia de dextrina, D-maltosa, D-celubiosa, D-turanosa, D-rafinosa, D-
melibiosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-B-D-manosamina, N-acetil 4cido neuraminico, a-D-
glucosa, D-galactosa, L-fucosa, L-ramnosa e Inosina. Utilizando otra metodologia, se han
reportado diferencias metabdlicas de dos cepas de S. Typhimurium, ambas mostraron resultados
idénticos con respecto a la utilizacién de L-ramnosa el cual es un azucar glicoconjugado
constituyente comun de la mucosa intestinal y de las paredes celulares de las plantas (Staib y
Fuchs, 2015), asi como la utilizacion de D-melibiosa, se sabe que el 95% de las especies de
Salmonella son fermentadoras de este azucar, el cual estd presente en plantas especialmente en
leguminosas y se ha encontrado que una pérdida en la capacidad de utilizar este azlucar esta
fuertemente asociado con brotes de S. Entiritidis (Yang et al., 2015). Se ha observado, mediante
la utilizacion de microplacas PM de Biolog™, la utilizacién de distintos sustratos comparando a
dos cepas distintas de Salmonella spp. donde los azucares que lograron metabolizar fueron D-
melibiosa, D-galactosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-B-D-manosamina, D-maltosa; estos son
azucares faciles de utilizar, en los alimentos derivados de porcinos es ampliamente utilizado y
por lo tanto puede estar presente abundantemente en el tracto gastrointestinal. Se propone que

la diferencia en Ila utilizacion de distintos metabolitos dentro de una misma especie, puede
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conferir ventaja competitiva en entornos y condiciones adecuadas, es decir, a temperaturas de
25°Cyen el alimento que se le proporciona al animal; se sabe que las enterobacterias son capaces
de metabolizar a-D-glucosa y generar el metabolismo secundario de N-acetil-D-glucosamina para
su posterior paso a la glucolisis (Hayward et al., 2015).

Para las hexosas utilizadas la cepa 016 mostré una mayor capacidad para metabolizar
tanto D-glucosa-6-POs y D-fructosa-6-POa; sin embargo las cepas 004, 028, 054, 069 y 115
lograron metabolizar ambas hexosas y las cepas 024, 089, 096 y 109 sélo metabolizaron una de
éstas.

Para la utilizacién de Acido Hexosas de nuevo la cepa 016 mostré una capacidad mayor
para metabolizar L-acido lacton galactonico, dcido mucico, dcido quinico y D-acido sacdrico en
contraste con todas las cepas de estudio. Se sabe que es caracteristica de la mayoria de las
enterobacterias. Shigella, Salmonella y E. coli fermentan hexosas a través del piruvato, después
de haber sido obtenido por la via de Entner-Doudoroff, a acido lactico, dcido acético, acido
succinico y acido férmico (Garcia y Ponce, 2003). Para la utilizacién de aminoacidos la cepa 115
mostré una capacidad mayor para metabolizar glicil-L-prolina que el resto de las cepas, sin
embargo la cepa 016 nuevamente muestra una capacidad mayor de metabolismo al utilizar, L-
alanina, L-4cido aspartico, L-acido glutamico, L-histidina, L-acido piroglutadmico, L-serina. Para la
utilizacion de acidos carboxilicos se observd un mayor aprovechamiento del dacido y-
aminobutirico (GABA) por parte de la cepa 016. El 4cido y-aminobutirico puede ser encontrado
en plantas, especialmente en el tomate y se piensa que puede jugar un papel importante en la
sefializacion de enterobacterias (Watanabe et al., 2002). Se sabe que la mayor parte de los
miembros del grupo de las enterobacterias pueden utilizar un nimero considerable de sustancias
organicas sencillas como substratos para su metabolismo respiratorio como es el caso de los
aminodcidos. La regulacidén de la sintesis de aminoacidos ha sido estudiada en muchas de las
bacterias entéricas (Stanier et al., 1996) y se ha observado que la funciéon principal de la via de
Entner-Doudoroff es aportar piruvato, el cual es un intermediario metabdlico utilizado para la
biosintesis de aminodcidos (Garcia y Ponce, 2003).

Para la utilizacion de NaCl, pudimos observar una diferencia estadistica bajo la

concentracion del 8%, donde la cepa 016 fue la que mayor capacidad metabdlica mostré bajo
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esta condicion. Se ha observado que esta concentracidn suele ser bacteriostatico (Mattik et al.,
2000).

La via de Entner-Doudoroff fue descubierta primero en Pseudomonas saccharophila y
afios después se encontré en Escherichia coll y Salmonella enterica serotipo Typhimurium. Este
intermediario metabdlico es muy importante, puesto que gran parte del piruvato formado es
utilizado para la biosintesis de aminoacidos, los cuales estan involucrados en procesos anabdlicos
(Garcia y Ponce, 2003). Estudios previos con los serotipos Agona, Enteritidis, Dar, Hvittingfoss,
Infantis, Newport y Typhimurium utilizando la tecnologia de microensayos fenotipicos
encontraron pocas diferencias en la actividad metabdlica entre los serotipos; sin embargo,
algunos de los rasgos metabdlicos se asociaron a los afios de aislamiento de las cepas (Hayward
et al., 2015). Las placas de microarreglos fenotipicos pueden ser utilizadas para analizar la
relacion entre genotipo y fenotipo. Los aminoacidos se pueden utilizar como fuentes de
nitréogeno ya que en muchos casos sélo necesitan una sola enzima tal como una transaminasa o
desaminasa para liberar el amoniaco. Algunos aminodcidos también se pueden utilizar como
fuente de carbono cuando éstos son desnaturalizados y pueden revelar la pérdida de funciones
de transporte o enzimas catabdlicas. (Tracy et al., 2002).

Los enteropatdgenos se caracterizan por tener capacidades metabdlicas flexibles, como
es el caso de S. enterica, ya que posee una ventaja selectiva durante la colonizacidon de los tejidos
del hospedero. Durante su ciclo de vida, puede adaptarse a una variedad muy amplia de nichos
ambientales tanto dentro como fuera del hospedero, haciendo que su disponibilidad de
nutrientes sea variable. Cuando éstos entran en el tracto gastrointestinal, pueden encontrarse
con competidores de nutrientes presentes en la microbiota del hospedero. Esta limitacion de
nutrientes puede ser superada por adaptaciones metabdlicas especificas que contribuyen a la
proliferacién dentro del anfitridon. La observacién adicional de que algunas cepas han ganado
capacidades metabdlicas es consistente con reportes donde se concluye que las presiones
ambientales pueden inducir cambios en vias metabdlicas (Yang et al., 2015).

Encontramos que la cepa 16 logré tener una mayor capacidad metabdlica pero no
mostrd diferencia significativa en cuanto a velocidad de crecimiento. Observamos menor

capacidad metabdlica en la cepa 196 pero mostrd una diferencia significativa en la velocidad de
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crecimiento. Esto se puede deber a que las células de Sa/lmonella pueden entrar en un estado
fisiolégico de latencia en la que siguen siendo activas metabdlicamente y por lo tanto pueden
presentar una fase de crecimiento exponencial posterior en menor o mayor grado (Habimana et
al., 2014).

En cuanto a la correlacion entre la resistencia a estrés utilizando las velocidades de
crecimiento obtenidas de las condiciones de exposicion con respecto al metabolismo de los
sustratos presentes en la placa GNII, se pudo observar correlacién en la condicién SE en los
siguientes metabolitos B-metil-D-glucosido, acido-D-glucordnico, acido propionico y para el
metabolismo en condicidn de NaCl al 1%. Esto resulta légico ya que el andlisis de la utilizacién de
metabolitos solo se hizo en cepas no sometidas a estrés. Se ha reportado que cepas del serotipo
Enteritidis afectadas en genes de virulencia, pueden crecer mas facilmente dentro del hospedero
porque son capaces de aprovechar una gran variedad de sustratos como fuentes de C (Bochner
et al., 2008). También cepas del serotipo Typhimurium DT104 multi-resistentes a antibidticos y
gue estan asociadas a epidemias, usan histidina y glioxilato como fuente de C; sin embargo, las
cepas LT2 del mismo serotipo, no utilizan estas fuentes de C. Se ha visto que de dos cepas del
serotipo Enteritidis las cuales son 99.9% idénticas en su genoma, solo la cepa metabdlicamente
mas activa podia infectar huevos y presentaba mayor resistencia a antibidticos (Morales et al.,
2012). En este sentido resulta interesante analizar las capacidades de infeccion de las cepas aqui

analizadas asi como analizar sus capacidades metabdlicas pero en condiciones de estrés.
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VI.

VII.

VI,

XI.

9. RESUMEN DE RESULTADOS

Las cepas de S. Typhimurium analizadas en este estudio poseen diferentes capacidades
para recuperarse a la exposicion de condiciones de preservacién de alimentos
(refrigeracion y reduccion de aw). Aunque algunas cepas de estudio mostraron un retraso
en el crecimiento después de haber sido expuestas a estrés prolongado, éstas lograron
una recuperacién en la sexta hora similar a las que no presentaron tal atraso.

Sin estrés, la cepa que mostro una mayor velocidad de crecimiento fue la 069.

Bajo la condicién de TA las cepas 004, 089 y 109 mostraron una mayor velocidad de
crecimiento f.

Bajo las condiciones de TA y aw la cepa que mostré una mayor velocidad de crecimiento
fue la cepa 096.

En condicidn de 6°C la cepa que logré una mayor velocidad de crecimiento fue la cepa
196.

Bajo las condiciones de 6°C y aw las cepas que lograron una mayor velocidad de
crecimiento fueron las cepas 144 y 196.

Bajo estrés la mayoria de las cepas de estudio formaron células filamentosas, siendo estas
mas visibles cuando se someten a refrigeracién y reduccién de aw. La cepa 004 no formd
filamentos bajo ninguna condicién de estrés.

Las cepas de estudio mostraron una gran diversidad metabdlica siendo la cepa 016 Ia
metabdlicamente mas activa y la cepa 196 fue la que menor capacidad metabdlica
mostro.

No se encontro correlacion entre el uso de los metabolitos analizados con la velocidad de
crecimiento de las cepas expuestas a estrés.

Se encontrd correlacién directa entre el crecimiento sin estrés y el metabolismo en
presencia de B-metil-D-glucdsido, NaCl al 1%, acido-D-glucordnico y acido propidnico. Asi
como una correlacién inversa con B-metil-D-glucésido bajo la condicién de 6°C.
Sabiendo que Salmonella es un enteropatégeno que puede estar presente en productos
carnicos y derivados lacteos, las medidas de seguridad e inocuidad alimentaria podran

reforzarse y mejorarse en base a los resultados obtenidos en este trabajo, para que este
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microorganismo no logre sobrevivir a las bajas temperaturas y a las técnicas de salado, y
de esta manera evitar futuros brotes de Salmonelosis.

XIl.  Porotro lado determinadas cepas aqui analizadas tienen la capacidad de metabolizar una
gran cantidad de sustratos, lo que sugiere que tienen una gran capacidad de sobrevivir a
diversos ambientes y de esta manera poder llegar a un hospedero y lograr provocar una

enfermedad.
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10. CONCLUSION

En general no hay una asociacién entre la diversidad metabdlica de las cepas de S. enterica
serotipo Typhimurium aisladas de alimentos en el estado de Michoacdn, con la resistencia a las
condiciones a estrés asociadas a la preservacion de alimentos. Esta asociacidn solo se presenta

de manera particular para algunas cepas.
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