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RESUMEN

A nivel mundial, las autoridades sanitarias han resaltado la necesidad de mejorar
los sistemas de vigilancia epidemioldgica de Salmonella; especialmente en paises
en vias de desarrollo, donde la vigilancia del patégeno es escasa o nula. Para
atender esta demanda, en el presente trabajo se desarrolld6 una herramienta
molecular para la rapida y eficaz identificacion de serotipos de S. enterica. A
través de analisis gendmicos comparativos (n = 548 genomas secuenciados) se
demostro que la amplificacion, secuenciacion y andlisis filogenético del gen atpD
permite la serotipificacion molecular de aislamientos de S. enterica. La importancia
de esta herramienta molecular se demostré en un estudio de prevalencia y
diversidad de serotipos de S. enterica en granjas, rastros y puntos de venta de
carne de pollo en algunos estados del pais. La prevalencia del patdégeno en
granjas, plantas de procesamiento y puntos de venta fue de 27.0%, 32.3% y
21.4%, respectivamente. En general, los serotipos mas prevalentes fueron
Enteritidis (47.8%, 121/253), seguido de Typhimimurium (16.2%, 41/253), Anatum-
Saintpaul (8.7%, 22/253), Montevideo (4.3%, 11/253), Infantis (3.6%, 9/253),
Choleraesuis (3.6%, 9/253), Tennsessee-Agona (2.8%, 7/253), Muenster (2.4%,
6/253), Newport (2.0%, 5/253), Senftenberg (2.0%, 5/253) y otros (6.8%, 17/253).
La alta prevalencia de Enteritidis y Typhimimurium también ha sido reportada en
productos carnicos avicolas de paises europeos y EE.UU., lo que indica que estos
dos serotipos se han adaptado exitosamente en la industria avicola a nivel
mundial. La implementacion de las herramientas desarrolladas en el presente
trabajo permitird generar una base de datos genética de los serotipos endémicos
en México; informacién indispensable como marco de referencia para establecer
programas sanitarios de prevencion y control de S. enterica.
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SUMMARY

Worldwide, international health organizations have highlighted the need of
improving Salmonella surveillance systems; especially, in developing countries
where epidemiological studies are limited or nonexistent. To address this issue, in
the present study, a molecular tool was developed for the rapid and efficient
identification of Salmonella serotypes. Through comparative genomic analyses (n
= 548 whole genomes sequenced), it was demonstrated that amplification,
sequencing, and phylogenetic analysis of the atpD gene allow the rapid and
accurate identification of serotypes. The importance of this molecular tool was
demonstrated during studies of prevalence and diversity of S. enterica isolated
from farms, slaughterhouses and retail markets. Overall, the prevalence of the
pathogen in farms, slaughterhouses and retail markets was 27.0%, 32.3% and
21.4%, respectively. The most prevalent serotypes were Enteritidis (47.8%,
121/253), Typhimimurium (16.2%, 41/253), Anatum-Saintpaul (8.7%, 22/253),
Montevideo (4.3%, 11/253), Infantis (3.6%, 9/253), Choleraesuis (3.6%), 9/253),
Tennsessee-Agona (2.8%, 7/253), Muenster (2.4%, 6/253), Newport (2.0%, 5/253),
Senftenberg (2.0%, 5/253) and others (6.8%, 17/253). A high prevalence of
Enteritidis and Typhimurium has been also reported in poultry meat products from
E.U. and U.S.A.; indicating a successful adaptation of these serotypes to poultry
production systems. The implementation of the molecular tools developed in the
present study will help to generate a genetic database of Salmonella serotypes
endemic in Mexico. This information will be essential to establish programs for
prevention and control of S. enterica.

Key words: Salmonella enterica, molecular serotyping, poultry meat.
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|. INTRODUCCION

La carne de pollo es una de las principales fuentes de proteina animal que se
consumen a nivel mundial, esto se debe al bajo costo y alta disponibilidad. La
produccion de carne de pollo es altamente intensiva, con ciclos de produccion entre
6 y 7 semanas, y altas densidades poblacionales (aproximadamente 20 aves/m?).
Estos factores pueden favorecer la colonizacion y proliferacibn de patégenos
zoonoticos en las aves (Bailey, 1993). A nivel mundial, autoridades sanitarias han
catalogado a la carne de pollo como un vehiculo importante en la transmision de
enfermedades gastrointestinales (Park et al., 2014). Esta clasificacion del producto
ha motivado que autoridades sanitarias centren sus esfuerzos en el estudio de la
prevalencia, diversidad y distribucion de serotipos de Salmonella en la cadena de

produccion avicola.

La serotipificacion de aislamientos es una de las principales herramientas
epidemioldgicas para la sub-tipificacion de Salmonella; sin embargo, se han
reportado numerosas limitaciones de la técnica. Por ejemplo, se ha identificado que
los Laboratorios Nacionales de Referencia, miembros de la Organizacién Mundial
de Salud (OMS), tienen un acceso restringido a anti-sueros para el ensayo de
serotipificacion (Heriktad, 2002). Se ha evidenciado que el ensayo posee una baja
reproducibilidad y nulo poder de resolucién para distinguir relaciones fenotipicas o
genéticas; ademas, se requiere un alto costo de inversién en sueros y la necesidad
de personal altamente capacitado (Ashton et al., 2016). Para resolver estas
limitantes, se han desarrollado ensayos moleculares de genotipificacion como la
electroforesis de campos pulsados, analisis de multilocus o secuenciacion de
genomas completos (Achtman et al.,, 2012). Sin embargo, algunos paises no
cuentan con la infraestructura o recursos necesarios para implementar estas

técnicas.

Por tal motivo, es necesario desarrollar ensayos moleculares simples y accesibles
gue permitan la identificacion de serotipos para conocer la diversidad, distribucion y

prevalencia de S. enterica (Park et al., 2014). En el presente trabajo se desarrollé y

1



valido un ensayo de serotipificacion molecular basado en la amplificacion vy
secuenciacion del gen atpD. La implementacion de este sistema de clasificacion
permiti6 conocer la diversidad de serotipos de S. enterica prevalentes en la
industria carnica avicola (granjas avicolas, plantas de procesamiento y puntos de
venta). El uso de este sistema de clasificaciéon molecular en la industria productora
y procesadora de alimentos permitira identificar el repertorio de serotipos
endémicos en México y establecer un marco de referencia para el desarrollo de

programas sanitarios de prevencion y control de S. enterica.

IIl. ANTECEDENTES

1.1 Enfermedades gastrointestinales causadas por S. enterica a nivel mundial

y en México.

Las enfermedades transmitidas por alimentos son un problema muy grave a nivel
mundial, no sélo por los dafios causados directamente en la salud de los individuos;
sino ademas, los menoscabos generados para el sector privado y publico. En 2011,
la OMS estim6 que en el mundo fallecieron 1.9 millones de personas a causa de
enfermedades diarreicas; sin embargo, no se precisan las causas de este nivel de
mortalidad (OMS, 2015). En EE.UU., el Centro de Ciencia para el Interés Publico
(CSPI, por sus siglas en inglés) reporté que en 2010 ocurrieron 230,000
enfermedades gastrointestinales causadas por alimentos contaminados por
microorganismos patégenos y 420,000 muertes. Pocos paises cuentan con
sistemas de salud integrados que permitan realizar una adecuada vigilancia
epidemiologica de S. enterica. Majowiczet al., (2010) estimaron que a nivel mundial,
93.8 millones de casos de gastroenteritis al ailo son causados por infecciones por
S. enterica, y de estos, 80.3 millones son atribuidos al consumo de alimentos
contaminados. Paises con sistemas integrales de vigilancia epidemiologica han
documentado el grave impacto de los brotes de S. enterica. Por ejemplo, en

EE.UU., en un periodo de 6 afios (2002 al 2008), se reportaron 3,949 casos clinicos



y 19 defunciones causados por el consumo de alimentos contaminados con S.

enterica

En México, existe escasa informacion referente a la prevalencia de salmonelosis en
humanos. En el 2016, el boletin epidemiolégico de salud reporté 77,614 casos de
Salmonelosis no tifoidales (Boletin epidemioldgico, 2016). En 2011, Hernandez y
colaboradores estimaron que anualmente ocurren mas de 5 millones de casos de
enfermedades gastrointestinales infecciosas en el pais; de éstos, alrededor de
120,000 correspondieron a infecciones causadas por S. enterica (Hernandez et al.,
2011). La falta de informacion a nivel nacional hace dificil establecer medidas de
prevencion y control para estos patdogenos. Por lo cual resulta fundamental
establecer programas de vigilancia epidemiologica para determinar la incidencia y

prevalencia de S. enterica en alimentos y materias primas.

[1.1.1 Alimentos como vehiculo de S. enterica.

En humanos, las infecciones por S. enterica constituyen una de las principales
causas de diarrea a nivel mundial (Kotzekidou, 2013). Entre los principales
alimentos asociados a casos de salmonelosis humana destacan la carne de pollo,
res, cerdo, productos lacteos y huevo (Doyle y Beuchat, 2007). En EE.UU., el
Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en
inglés) ha reportado una larga lista de brotes de enfermedades gastrointestinales
causados por serovariedades de Salmonella. En el periodo comprendido entre
2010 y 2015, se reportaron en EE.UU. 17 brotes causados por el consumo de
alimentos contaminados con S. enterica, de los cuales el 63% fueron asociados al
consumo de productos avicolas (Cuadro 1). El consumo de carne de pollo ha sido
asociado con graves brotes epidemioldgicos a nivel mundial. Datos de la CDC de
EE.UU. reportan que entre 1998 y 2008 el consumo de carne de pollo causo el 19%
de los 3,264 casos de enfermedades transmitidas por alimentos ocurridos en esa

década (CDC, 2013). En el 2009, el Centro Europeo para la Prevencion y Control



de Enfermedades (ECDC, por sus siglas en inglés) y las Autoridades de Seguridad
Alimentaria Europeas (EFSA, por sus siglas en inglés) reportaron una mayor
incidencia de S. enterica en carne de pollo (8.7%, n = 30,544) comparado con la
incidencia en carne de res (0.7%, n = 83,797). En Espafia, la incidencia de este
patégeno en canales de pollo fue de 60% (Carraminana et al., 1997), en Canada de
61-69% (Lammerding et al., 1988) y en Grecia de 69% (Arvanitidou et al., 1998).

En 2010, la EFSA reportd 99,020 casos confirmados de salmonelosis en humanos
(EFSA, 2010). En este mismo afio, se reporté que la incidencia de S. enterica en
carne de pollo (4.8% de positivos) y de pavo (9%) fue mas de diez veces mayor
gue la incidencia en carne de cerdo (0.9%) y de bovinos (0.2%); (Cuadro 2). Estos
datos provenientes de EE.UU. y la U.E. sugieren que los productos avicolas son
una fuente importante de S. enterica para humanos. Sin embargo, en muchos
paises incluyendo México, la vigilancia epidemiolégica de S. enterica en productos
avicolas es minima. Por esta razéon es de gran importancia establecer un sistema

de vigilancia microbioldgica a nivel nacional.



Cuadro 1 Brotes de S. enterica asociados al consumo de alimentos contaminados

en EE.UU.
Casos de T
~ . Hospitalizaciones #
Afio Alimento vector enfermedad
% muertes
reportados
2015 Carne de pollo 20 30 0
2014 Carne de pollo 634 38 0
2013 Carne de pollo 362 38 0
Pasta de semilla de 16 6 1
sésamo
Carne de pollo 356 26 0
Pepinos 84 28 0
Carne de pollo 22 50 0
2012 Crema de mani 42 28 0
Mangos 127 26 0
Melones 261 36 3
Carne de res 46 26 0
Carne de pollo 46 28 0
2011 Papayas 106 NR NR
Carne de pavo 136 NR NR
2010 Germinado de alfalfa 140 24 NR
Huevo 1,939 NR NR
Carne de pollo 44 37 0

NR= No Reportado.

Fuente: Datos extraidos del CDC, 2015: Surveillance for Foodborne Disease
Outbreaks.

https://www.cdc.gov/foodsafety/outbreaks/multistateoutbreaks/outbreaks-list.html



Cuadro 2. Prevalencia de S. enterica en productos carnicos en paises de la Unidn

Europea.

Numero de N
Carne % de positivos
muestras
Pollo 21,539 4.8
Pavo 4,329 9
Cerdo 69,000 0.9
Bovino 34,236 0.2

Fuente: Datos extraidos del Reporte cientifico de Autoridades de Seguridad
Alimentaria Europeas y Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
Europeas, 2013

https://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/3991

II.2 Consumo y produccién de carne de pollo.

El consumo de carne de pollo se ha incrementado considerablemente en los
ultimos 40 afos; actualmente la carne de pollo representa el 27% de la carne
consumida a nivel mundial (UNA, 2015). En el 2013, el Departamento de
Agricultura en EE.UU. (USDA por sus siglas en inglés) y la National Chicken
Council, reportaron que entre los afios 2005 y 2013, el consumo de carne de pollo
fue 1.7 y 1.3 veces mayor que el consumo de carne de cerdo y res,

respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Consumo per capita (Kg) de carne de pollo, res y cerdo entre 2005y 2013
en EE.UU. Fuente: Datos extraidos de National Chicken Council, 2013.

En 2013, en México, la Uniébn Nacional Avicola (UNA) reportd que la industria
avicola nacional aporté 0.77% en el PIB total, 19.7% en el PIB agropecuario y
40.9% en el PIB pecuario. El sector avicola participé con el 63% de la produccion
pecuaria; del cual, 35% fue aportado por la produccién de pollo (3 millones de
toneladas), 28% por la produccién de huevo (2 millones de toneladas) y 0.1% por la
produccién de pavo (9 mil toneladas) (Figura 2). Por otra parte, se estimé que para
el 2015 el consumo per capita de carne de pollo fue de 29 kg (UNA, 2013) (Figura
3).
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Figura 2. Produccion pecuaria en México en 2013. Fuente: Unidén Nacional Avicola,
2015.
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Figura 3. Consumo per cépita de carne de pollo en México. Fuente: Unién Nacional
Avicola, 2015.



II.3 Prevalencia de S. enterica durante la produccion de carne de pollo.

[1.3.1 Granjas avicolas

El alto nimero de brotes de salmonelosis en humanos, asociados al consumo de
carne de pollo, ha obligado que varios paises mantengan una estricta vigilancia de
la prevalencia de S. enterica en la cadena de produccion avicola. La prevalencia de
S. enterica en parvadas de pollos varia entre 5% y 13% (Lassnig et al., 2012; Voss-
Rech et al., 2015; Ren et al., 2016). Se ha demostrado que las estaciones del afio,
influyen en la prevalencia del patdgeno. Por ejemplo, un estudio realizado entre los
afos 2006 y 2011 por el Servicio de Inspeccion y Seguridad Alimentaria (FSIS, por
sus siglas en inglés) del USDA, revel6 que la mayor prevalencia de Salmonella
Enteritidis en pollos de engorda ocurre durante el invierno (promedio = 1.7%); en
contraste, el verano (promedio = 0.94%) es el periodo del afio con la menor
incidencia de este patégeno (Figura 4). La gran diversidad de fuentes de
contaminacién en granjas avicolas hace dificil la rastreabilidad del patégeno.
Actualmente, se requieren nuevas estrategias microbiolégicas que permitan la
rapida identificacion y distribucion de S. enterica en las unidades de produccién

avicola.
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Figura 4. Prevalencia de Salmonella Enteritidis en pollos menores de 21 dias de
edad en diferentes estaciones del afio, en EE.UU. Fuente: Departamento de

Agricultura de los Estados Unidos, 2011

[1.3.2 Plantas de procesamiento.

La prevalencia de S. enterica en las plantas de procesamiento es elevada. Por
ejemplo, en los Paises Bajos, entre los afios 2002 y 2005 se realiz6 un estudio de
prevalencia de este patdégeno en plantas de procesamiento. El andlisis de 59,495
muestras provenientes de Alemania, Bélgica y Holanda, revel6 una prevalencia que
oscila entre 28% y 37%. También se observd que la prevalencia de S. enterica es
proporcional al tamafio de la parvada. Un estudio realizado con 336 canales de
pollo provenientes de 6 plantas de procesamiento en Espafia en 2007, revel6 que
la prevalencia de S. enterica fue de 17.9% (Capita et al.,, 2007). En Brasil, un
estudio con 615 muestras demostré que la prevalencia de S. enterica fue elevada
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en jaulas de transporte (16.7%), cajas (10%), agua de escaldado (16.7%), agua de
enfriamiento (6.7%), canales antes de la evisceracion (6.7%), canales después del
agua de enfriamiento (3.3%) (Reiter et al.,, 2007). Resultados similares fueron
reportados por Berghaus y colaboradores (2013), la prevalencia del patégeno en
las aves antes de la evisceracion fue del 43% (142/330), antes del enfriamiento
(pre-chiller) 18.2% y después del enfriamiento 2.4% (8/330) (Berghaus et al., 2013).
Estos resultados demuestran que tanto procesos como el eviscerado y el tanque de
enfriamiento (post-chiller) son puntos criticos que deben ser monitoreados y
cuidados para evitar la contaminacion cruzada de las canales durante su

procesamiento.

Il. 3.3 Puntos de venta.

S. enterica es un problema de salud a nivel mundial, debido a esto en diversos
paises se han realizado estudios de prevalencia en puntos de venta. Sin embargo,
la prevalencia de S. enterica en pollo varia considerablemente entre paises. En
parte, por los diferentes métodos microbioldgicos utilizados para el analisis. Por
ejemplo, Brasil ha reportado una prevalencia de S. enterica del 3%; en contraste

paises como China y Egipto reportan niveles superiores al 30% (Cuadro 3)
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Cuadro 3. Prevalencia de S. enterica en carne de pollo en puntos de venta a nivel

mundial
Positividad a Salmonella (%)
# . .
Pais Ano Visceras Canal Cuello Piezas Referencias
muestras
. Gumaraes et al.,
Brasil 2010 76 3 N.A.  N.A. N.A.
2010
Chile 2010 560 0.4 1.8 N.A N.A Jorge Ulloa, et
' ' o o al., 2010
N.A. Cox, et al.,
EU 2010 714 N.A. 19.8 17.0 N.A.
2010
_ Waild O et al.,
Rusia 2012 698 N.A. N.A. N.A. 31.5
2012
i Angela Cook A.,
Canada 2012 187 N.A. N.A.  N.A. 31
etal., 2012
Gabriela et al.,
Argentina 2013 277 0.72 6.13 N.A. NA
2013
China 2013 106 N.A. 28 N.A. N.A. LiR, etal., 2010
_ Ashraf M, et al.,
Egipto 2014 320 N.AA.  NA  NA. 175 2014

N.A. = No aplica

II.4 Métodos convencionales empleados para la detecciéon de patégenos en

los alimentos.

Los métodos convencionales para la deteccion de patogenos en alimentos han sido
utilizados, por muchos afios, en laboratorios del sector salud publico y privado. La
mayoria de estos métodos se basan en la recuperaciéon de bacterias viables a partir
de un alimento contaminado.

Las matrices alimentarias pueden contener diferentes microorganismos que
compiten por nutrientes y/o generan sustancias que actian como antimicrobianos.

Estos factores influyen en el comportamiento y desarrollo de Salmonella en el
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alimento (Cox et al., 2011). La combinacion de todos estos factores debe tomarse
en cuenta para la seleccion del método de deteccion del patdégeno. Por ejemplo,
durante el procesamiento de la carne de pollo, la canal es sumergida en tanques de
enfriamiento (chiller) con agua clorada a 50 ppm (Tsai et al., 1995), este paso
puede inducir estrés o dafar a las células lo que dificulta la deteccion del patdgeno
en el laboratorio. A pesar del reconocimiento de estos inconvenientes, no existe
una metodologia estandarizada para la deteccion de este patdgeno en carne de
pollo (Cox et al., 2011). En general, el andlisis de las muestras consiste del pre-
enriquecimiento, enriquecimiento, seleccion e identificacion. Para la identificacion
del patégeno, convencionalmente se realizan pruebas bioquimicas y serologicas
(Kaniga et al., 1995; EFSA, 2010; Burfoot et al., 2011; EFSA, 2015). Sin embargo,
en los ultimos afios se ha implementado la identificacion a través de ensayos
moleculares (Liu et al., 2002; Hoorfar, 2011; Bell et al., 2016).

Existe una amplia gama de protocolos de aislamiento e identificacion de S. enterica
(Cuadro 4). Un estudio publicado por Waltman y Mallinson (1995) reportaron una
extensa variabilidad en los protocolos de aislamiento de S. enterica en 64
laboratorios que participan en el Plan Nacional de Mejoramiento Avicola de EE.UU.
Especificamente, el estudio reveld6 que se utlizan 17 diferentes medios de
enriquecimiento y 14 medios selectivos. Ademas, el 55% de los laboratorios incuba
las muestras en un rango de 35 a 37 °C, mientras que el 45% restante, las incuba
en un rango 38 a 42 °C. También se reveld que el 51% de los laboratorios incuba
los caldos de enriquecimiento por 24 h, mientras que el 28% los incuba por 48 h.
(Waltman y Mallinson, 1995).
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Cuadro 4. Diversidad de medios de cultivo para la deteccion de Salmonella en

diferentes paises.

Pre. Medios de
Pais . S Enriguecimiento cultivo Referencia
enriquecimiento ;
selectivo
_ Favier, et al.
Argentina APB TT XLD y BGA 2013
o Uyttendaele,
Bélgica B.H.I TT BGAYSS  tal . 1008
_ XLT-4, BGA Worcman, et
Brasil APB TT yRV y Rambach al., 2000
_ XLT-4y Wang, et al.
China APB TT yRV MacConkey 2013
Ran-Hee, et
Corea APB TTyRV.  XLDYyBGA 3 5014
B Munawwar, et
Dubéi APB RV HEYLB al. 2010
Ahmed &
Egipto APB RV XLD Shimamoto,
2014
Jarquin ,
Guatemala APB TT BGA, XLD. 2015.
) Nogrady et
Hungria APB RV XLD al., 2008
Whyte et al.,
Irlanda APB RV BGA 2002.
Reino Harrison, et
Unido APB i XLD al. 2001
_ XLDy Dan et al.,
Rumania APB TTyRV Rambach 2014
) Hamid Reza,
Iran APB sC BGAYSS " qtal 2015

APB: (agua peptonada buferada), TT (caldo tetrationato), RV (caldo Rappaport Vassiliadis),
SC (caldo selenito-cisteina), BGA (agar verde brillante), HE (agar Enterico Hektoen), XLD
(Xilosa, Lisina, Desoxicolato), SS (agar Salmonella-Shigella)
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Il.5 Analisis moleculares para la deteccion y caracterizacion de Salmonella en

alimentos

En la actualidad, la identificacién de S. enterica se lleva a cabo a través de ensayos
moleculares dirigidos a la amplificacion de genes especificos del género (Liu et al.,
2002; Malorny et al., 2004a; Hoorfar, 2011; Sgborg et al., 2013; Park y Ricke,
2015). Algunos de estos ensayos se han convertido en estandares internacionales
para la identificacion del patdégeno (Malorny et al., 2003a; Malorny et al., 2003b;
Malorny et al., 2004a). Dentro de estos ensayos destacan el uso de los genes invA,
ttr y 16S rRNA.

Gen invA

La invasion en células eucariotas es uno de los pasos esenciales en el ciclo de vida
de un gran numero de microorganismos patégenos (Galan y Curtiss, 1991). Existe
una gran variedad de serotipos de Salmonella que pueden causar enfermedad en
diferentes huéspedes, algunos serotipos como S. Typhi, S. Gallinarum estan
adaptados a un hospedador en particular, mientras otros como S. Typhimurium, S.
Enteritidis pueden causar enfermedad en una gran variedad de huéspedes (Galan
et al., 1992). Sin embrago, tienen una caracteristica patogénica en comun, la cual
es la habilidad de invadir células del epitelio intestinal (Galan et al., 1992). El gen
invA es el primer gen del operon invABC en el cromosoma de Salmonella que
ademas de proveerle ciertas habilidades para entrar a las células epiteliales del
intestino, es un gen esencial para la invasiéon del fenotipo de S. Typhimurium
(Galan et al., 1992). Galan y colaboradores en 1992 realizaron un estudio sobre la
invasion en ceélulas epiteliales con cepas de Salmonella construidas con
mutaciones no polares en el gen invA. Los resultados mostraron que las cepas
mutadas no modificaron la arquitectura normal de las microvellosidades de las
células epiteliales y no causaron alteraciones en la distribucion de los
microfilamentos de actina en las células infectadas; observandose efecto contrario

con cepas no mutadas de S. Typhimurium (Galan et al., 1992). Los estudios
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anteriores demuestran que el gen invA es esencial para la invasion de Salmonella
en células epiteliales; por lo tanto es un buen blanco para la deteccion especifica de
este género bacteriano. En el 2003, se propuso el uso de este gen como un
marcador molecular estandar para la identificacion de Salmonella en muestras

clinicas y ambientales (Malorny et al., 2003b).
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Gen ttr

Un determinado rango de bacterias tiene la capacidad de utilizar al tetrationato
como un aceptor final de electrones, esta capacidad es responsabilidad de locus
ttRSBCA. En Salmonella los genes tir estan localizados dentro de la isla de
patogenicidad 2, cuya funcion es la expresion de la enzima tetrationato reductasa
(Barrett y Clark, 1987). Esta habilidad diferencial, es explotada a nivel de
laboratorio, cuando el caldo tetrationato es utilizado para el enriquecimiento de
especies de Salmonella. Cuando el tetrationato estd completamente reducido en el
medio, la bacteria puede utilizar el tiosulfato producido como un aceptor adicional
de electrones (Hensel et al., 1999). Malorny y colaboradores (2004), realizaron un
estudio para la deteccion e identificacion de Salmonella en matrices alimentarias
mediante la amplificacion del gen ttr, los resultados revelaron la correcta
identificacion de 110 cepas de Salmonella, y la alta especificidad no amplificando

87 cepas diferentes de Salmonella (Malorny et al., 2004a).

Gen 16S rRNA

El gen 16S rRNA es esencial en el proceso de iniciacion de la traduccién. La
interaccién de la secuencia Shine-Delgarmo del 16S rRNA con el mMRNA permite el
ensamblaje del complejo ribosomal (Jacob et al., 1987). A partir de los estudios de
Woese y Fox (1977), este gen ha sido la base taxondmica para la identificacion
bacteriana (Woese y Fox, 1977). Este marcador filogenético es una excelente
herramienta genética para identificar y caracterizar poblaciones bacterianas (Janda,
2007). Entre las caracteristicas de este gen, resaltan: i) esta altamente conservado
a nivel de género y especie, ii) esta presente en operones lo cual aumenta el
numero de copias presentes en el genoma, iii) su tamafio permite secuenciar el gen
en su totalidad (1,500 pb), iv) ademas la caracterizacion filogénica de este gen esta
altamente asociada a los perfiles bioquimicos caracteristicos entre cada especie
(Janda, 2007). ElI empleo de este marcador genético puede ayudar a discriminar
mas escrupulosamente entre bacterias que fueron identificadas pobremente con

meétodos fenotipicos (Clarridge, 2004). Por ejemplo, un estudio con 177
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aislamientos bacterianos dificiles de identificar por métodos convencionales se
sometieron al analisis del gen 16S rRNA. Este trabajo demostré6 que el ensayo
molecular permitio la identificacion, a nivel de género y especie, del 89% de estos
aislamientos; en contraste, soOlo 42% de estos microorganismos pudo ser
identificado con el uso de perfiles bioquimicos. Los resultados de este estudio
claramente indican que el uso del gen 16S rRNA permite realizar una identificacion
mas robusta, reproducible y precisa que la obtenida por las pruebas fenotipicas
(Drancourt et al., 2000).

1.6 Métodos para la tipificacion de Salmonella.

Serotipificacion convencional de Salmonella enterica

Por mas de 80 afios, la vigilancia epidemiolégica de Salmonella se ha llevado a
cabo a través de métodos serologicos aprovechando las variaciones en los
antigenos de superficie del patdégeno (Henriksen, 1978). Esta metodologia esta
basada en la identificacion serologica de los antigenos O (somatico) y H (flagelar).
El antigeno O determina el serogrupo, mientras que el antigeno H es
complementario para definir el serovar o serotipo del asilamiento (Liu et al., 2014).
Segun el esquema descrito por Kauffman-White-Le Minor, existen 46 serogrupos y
114 antigenos H en Salmonella enterica, obteniéndose mas de 2,500 serotipos
como resultado de las diferentes combinaciones de antigenos (Grimont y Weill,
2007). Los genes responsables de la expresion del antigeno O son wzx y wzy,
localizados en el regulon rfb (Samuel y Reeves, 2003). Mientras que la expresiéon
del antigeno H esta dada por los genes fliC, que codifica la fase | de la flagelina y el
gen fljB de la fase Il (McQuiston et al., 2004).

La identificacion de los serotipos endémicos de S. enterica es una de las
prioridades de salud a nivel mundial (Wattiau et al.,, 2011). La OMS monitorea la
distribucion de serotipos a través del programa WHO Global Salm-Surv. Este

sistema genera un reporte anual de los 15 serotipos mas frecuentemente aislados
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de cada pais (Galanis et al., 2006; Hendriksen et al., 2009b). El serotipo mas
prevalentes es Enteritidis, causando el 85% de los casos de Salmonelosis
reportados en la U.E., 38% en Asia'y 31% en América Latina y el Caribe (Galanis et
al., 2006). También, estos sistemas de vigilancia permiten identificar serotipos
restringidos a una region geografica; por ejemplo, S. Marina, S. Tilene y S.
Weltevreden que circulan principalmente en Suadamerica, Africa y Asia (Mermin et
al., 1997).

Por lo anterior, agencias gubernamentales nacionales e internacionales han
establecido sistemas de vigilancia de Salmonella basados en la serotipificacion
convencional (Moreno Switt et al., 2009). Sin embargo, este sistema tiene algunos
inconvenientes. Por ejemplo, en el 2000 la OMS inici6 un sistema de
aseguramiento de calidad interno de los laboratorios de referencia (EQAS, por sus
siglas en inglés) para la serotipificacion de Salmonella (Hendriksen et al., 2009a).
En los analisis de desempefio entre el 2000 y 2007, participaron 189/249 (76%) de
laboratorios nacionales de referencia en 96 paises; de este total, sélo el 84%
realiz6 una correcta serotipificacion de los asilamientos proporcionados. Los
principales errores fueron asociados a la mala calidad de los sueros (Hendriksen et
al., 2009a). Otros inconvenientes de la serotipificaciébn incluye la baja
reproducibilidad del ensayo, una elevada inversion econdémica para adquirir y
remplazar la amplia gama de sueros y la necesidad de personal altamente
calificado para realizar el ensayo (Ashton et al., 2016). Complicaciones similares
han sido reportadas en ensayos de serotipificacion Listeria monocytogenes,
Streptococcus pneumoniae, E. coli entre otros (Datta et al., 2013; Magomani et al.,
2014; Clotilde et al., 2015). En conjunto, estos resultados resaltan la necesidad de

desarrollar nuevas estrategias para la serotipificaciéon de S. enterica.

Serotipificacion molecular
Diversos grupos de trabajo han desarrollado sistemas de serotipificacidbn molecular
como una alternativa para solucionar las limitantes de la serotipificacion

convencional. Estos métodos aprovechan las ventajas de las herramientas
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moleculares y conservan la nomenclatura internacionalmente aceptada del sistema
Kauffmann-White (Duarte Martinez et al., 2010). La serotipificacion molecular se
basa en el andlisis de marcadores genéticos asociados a serotipos (Wattiau et al.,
2011). Por ejemplo, el método propuesto por Kim y colaboradores (2006) se basa
en la amplificacion de 12 genes serotipo-especificos que permite la identificacion de

los 28 serotipos mas relevantes clinicamente en los EE.UU. (Kim et al., 2006).

Otros ensayos de serotipificacion molecular se basan en el analisis de los genes
gue codifican para el antigeno O (wzx y wzy) y estructuras flagelares del antigeno
H (fliB y fliC). Con un ensayo de PCR multiplex se puede identificar el 85% de los
serotipos mas prevalentes en EE.UU. (Echeita et al., 2002; Herrera-Leon et al.,
2007). También, se han utilizado genes constitutivos para la identificaciéon de
serotipos. Por ejemplo, un estudio preliminar con el gen atpD realizado por
Christensen y colaboradores (1998) reveldé que la capacidad para distinguir 11
serotipos de S. enterica (Christensen y Olsen, 1998). Por otro lado, el andlisis del
gen rpoB permitié la identificaciéon de 33 serotipos de Salmonella (Seong et al.,
2012).

Por su naturaleza, la serotipificacion molecular permite la identificacién de cepas
dificiles de tipificar mediante la serologia convencional. Por ejemplo, las cepas
rugosas que han perdido el antigeno O y no expresan los antigenos flagelares H
(Hoorfar et al., 1999). En este sentido, la secuenciacion de la region variable del
gen fliC permitié la serotipificacion de 96 cepas probleméticas (Sonne-Hansen y
Jenabian, 2005). Finalmente, estos ensayos son mas reproducibles, rapidos y

econdémicos para ser implementados en laboratorios regionales y nacionales.

Electroforesis de Campos pulsados (PFGE)

Uno de los principales objetivos del estudio de los brotes de enfermedades es
identificar la fuente de contaminacion y la relacion genética entre los diferentes
aislamientos obtenidos a partir de alimentos contaminados (Stevens et al., 2008).

Para alcanzar este objetivo, existen una amplia gama de herramientas
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epidemiologicas. El método de Electroforesis de Campos Pulsados (PFGE, por sus
siglas en inglés) es una herramienta molecular catalogada como el método de
referencia para la genotipificacion de Salmonella (Cardinale et al., 2005; Harbottle
et al.,, 2006). Esta metodologia consiste en el analisis de fragmentos del ADN
generados por la digestion con enzimas de restriccion a partir del genoma
completo. Estos son sometidos a una electroforesis, cuya caracteristica principal es
la separacion electroforética en mas de una direccion mediante el empleo de tres
pares de electrodos (Murase et al., 1995). La endonucleasa Xbal ha sido
considerada como la enzima estandar para la caracterizacién de aislamientos de
Salmonella (Harbottle et al., 2006).

Los PFGE han sido empelados para la identificacion de poblaciones clonales de
patdgenos aislados de matrices alimentarias. Por ejemplo, un estudio con carne de
res realizado por Stevens y colaboradores (2008), reveld la existencia de 1 a 6
perfiles genéticos en cada uno de los serotipo analizados (Bredeney, Muenster,
Waycross, Corvallis, Kentucky y Brandenburg) (Stevens et al., 2008). Otro ejemplo
de la diversidad entre serotipos de Salmonella fue publicado por Frendi y
colaboradores (2013), analizaron los perfiles genéticos de 45 cepas de Salmonella
de diferentes serovariedades (Enteritidis, Kentucky, Anatum, London, Irenea, Pooa,
Brancaster) procedentes tres matrices alimenticias (aves, almejas y leche de vaca).
El analisis revel6 13 grupos genéticos, donde la mayor heterogeneidad fue
observada principalmente en los serovares Enteritidis y Kentucky. Especificamente
52.7% (19/36) de aislamientos de S. Enteritidis fueron agrupados en dos linajes
genéticos; mientras que el 47.2% (17/36) de los aislamientos de Kentucky fueron
distribuidos en seis grupos genéticos (Fendri et al., 2013). Este resultado revela la
gran diversidad genética entre aislamientos del mismo serotipo. Por lo tanto, es
fundamental establecer nuevas y/o adicionales metodologias de tipificacion para la
rastreabilidad de S. enterica.

21



Perfil de resistencia a antibioticos

Los genomas bacterianos son estructuras compuestas por una amplia variedad de
genes. Los genes presentes en la mayoria de los miembros de un taxdon se
denominan “genoma central”’; mientras que los genes variables en los miembros de
un taxén se clasifican como “genes accesorios”. Genes que confieren resistencia a
ciertos antibidticos son parte del repertorio de genes accesorios (Wiesner et al.,
2009). La resistencia a antibiéticos es una cualidad adaptativa generada por
presion selectiva. En este contexto, los aislamientos que circulan en unidades de
produccién animal adquieren genes de resistencia para sobrevivir a exposicién de
antibidticos usados como promotores de crecimiento (Antunes et al., 2003; de
Oliveira et al., 2005; Robicsek et al., 2006; Nde y Logue, 2008; Huehn et al., 2010).
Por lo tanto, el perfil de resistencia a antibidticos en una herramienta de tipificacion

fenotipica para aislamientos de Salmonella. (Chen et al., 2004; Soyer et al., 2013)

II.7 Rastreabilidad de microorganismos patégenos mediante analisis

genémicos comparativos.

Las técnicas de secuenciacion gendémica son Utiles en la rastreabilidad, vigilancia y
control de patdgenos gastrointestinales (Baker et al., 2010). Los avances en la
secuenciacion de ADN permiten un rapido analisis del genoma, exhibiendo la
diversidad genética que puede existir entre los microorganismos patdgenos
(MacLean et al., 2009). Esta herramienta posee un gran poder de resolucion para el
estudio de la epidemiologia y la diversidad de las poblaciones bacterianas. Por
ejemplo, el surgimiento de brotes infecciosos causados por dos haplotipos de S.
Typhi con genotipo idéntico, pero localizados en dos areas geograficas distantes

podria ser un indicador de una posible pandemia (Baker et al., 2010).

Otro ejemplo de las ventajas del uso analisis genémicos en la rastreabilidad

molecular en patdégenos, lo ilustra un brote de enfermedad suscitado en Alemania
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en mayo del 2011. En este evento, se reportaron 830 casos de sindrome urémico
hemolitico y 46 muertes causados por E. coli 0104:H4 (Mellmann et al., 2008). La
secuenciacion del genoma de este patdgeno reveld que la cepa aislada de E. coli
0104:H4, correspondia a una nueva variante patogénica. Esta nueva cepa adquirié
genes de virulencia de cepas enteroagregativas y enterohemorragicas, a través del
proceso de transmision horizontal de genes. Este proceso aumenté
considerablemente su patogenicidad (Mellmann et al., 2008). Interesantemente, por
primera vez en la historia de la microbiologia, el genoma de este patdégeno se
secuencié en tan solo una semana, permitiendo identificar regiones génicas Unicas.
Este hallazgo permitié el desarrollo de un ensayo molecular altamente especifico,
capaz de detectar al patégeno en dos horas (Mellmann et al., 2008).

El uso de analisis gendmicos comparativos también puede facilitar el desarrollo de
estrategias para la prevencion y control de enfermedades zoondéticas. Por ejemplo,
Staphylococcus aureus, un patégeno recurrente en humanos asociado a
enfermedades nosocomiales, también es uno de los principales patdégenos en la
industria avicola (Lowder et al., 2009). Estudios genémicos comparativos de cepas
patégenas de S. aureus aisladas de ovinos, bovinos, aves silvestres, pollo de
engorda y humanos, revelaron que de los aislamientos de humanos y pollos de
engordan pertenecen al mismo linaje genético. Este resultado apoya la hipétesis
del surgimiento de nuevos linajes de patdégenos adaptados a hospedadores
especificos (Lowder et al., 2009). Esta informacién genera un nuevo paradigma del
posible impacto de la interaccion hombre-animales en el surgimiento de nuevos

patogenos (Lowder et al., 2009).

En este mismo contexto, en el Reino Unido, se realizd un estudio gendmico
utilizando Analisis de Secuencia Multilocus (MLSA, por sus siglas en inglés). En
este trabajo se analizaron 1,231 aislamientos de Campylobacter y 1,145
aislamientos de Campylobacter jejuni provenientes de diferentes especies
animales: pollo de engorada (n = 515), bovinos (282), ovejas (160), cerdos (30),

aves silvestres (44), conejos (20); y aislamientos ambientales (94). Los resultados
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del estudio revelaron que el 96% de los aislamientos provenientes de humanos
estan genéticamente relacionados a aislamientos que circulan en animales en
produccion; 56% con cepas que circulan en la industria avicola y 35% en ganado
bovino (Wilson et al., 2008).

Estas tecnologias moleculares de rastreabilidad también se han empleado en
casos estudios epidemiologicos de S. enterica. Por ejemplo, en Nepal, se
analizaron 62 cepas de S. Typhi, las cuales fueron aisladas a partir de muestras
pediatricas durante un periodo de 20 meses. El andlisis del genoma de estas cepas
reveld que la mayoria (68%) de los aislamientos surgieron de un solo linaje;
indicando que el agente causal podria provenir de una sola fuente de

contaminacion (nicho ecolégico) (Holt et al., 2010).

Otro ejemplo del potencial de los ensayos moleculares para la efectiva
rastreabilidad de S. enterica fue demostrado en un estudio realizado por la
Universidad de Pensilvania en 2011. En este trabajo se caracterizaron 167
aislamientos de S. Enteritidis (35 provenientes de humanos, 46 de pollos, 24 de
huevos, y 63 de muestras ambientales). Mediante estudios genéticos comparativos
se encontr6 que la mayoria, 66% de los aislamientos se agruparon en el linaje
genético humanos-pollos-huevos; indicando que las bacterias que circulan en la
industria avicola podrian ser la causa de infeccion en humanos (Liu et al., 2011).
Estos ejemplos claramente demuestran el potencial de los ensayos moleculares
para la rastreabilidad del nicho ecolégico de microorganismos patdégenos en la

cadena de produccién de los alimentos.
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Il HIPOTESIS
La identificacion de marcadores moleculares con polimorfismos asociados al
serotipo permitird el desarrollo de ensayos moleculares orientados a identificar la

diversidad y distribucion de S. enterica en la industria avicola

IV. OBJETIVOS

IV.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la distribucion y diversidad genética de S. enterica en granjas, plantas
de procesamiento y puntos de venta de productos carnicos avicolas, a través del

uso de un marcador molecular.

IV.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar y validar ensayos moleculares para determinar la variabilidad
genética de S. enterica.

2. Conocer la prevalencia de S. enterica en granjas, plantas de procesamiento
y puntos de venta de carne de pollo.

3. Conocer la diversidad de serotipos de S. enterica presentes en la industria
avicola mexicana.

4. Establecer una base de datos genética de los serotipos de S. enterica que

circulan en la industria avicola mexicana.

V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Materiales

Autoclave eléctrica de mesa, 121 °C (Market-Forge, Sterilimatic)
Balanza analitica digital, 120g x 0.0001g (Sartorius)

Balanza granataria, sensibilidad 0.1 g, Modelo No. CT200-S (OHAUS)
Bolsas de poli-papel en rollo sin marca comercial diferentes tamafnos
Campana de flujo laminar (Alder y Veco)

Centrifuga de mesa (HermLe)
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Homogenizador (Stomacher, Seward 400)

Horno para esterilizacion (Shel-lab)

Incubadora de 35° (Pecision Scientific, Seward 400)

Microscopio luminoso (Leica)

Potenciémetro éptico (Jenway), modelo 3510

Vortex, modelo G650 Scientific Industries Inc (Daiger Vortex Genie 2)
Micropipetas 2-1000 pl (Labsystems)

Termociclador modelo ¢1000 touchcycler de 96 well marca Bio-rad

Mini sistema de electroforesis horizontal. Marca. Bio-rad.

Termociclador tiempo real de alta capacidad (formato de 96-pozos). Modelo

CFX96touch™ real-time PCR detectionsystem, marca bio-rad

V.1.1 Medios de cultivo

Agar Base Sangre (ABS), (BD Bioxon)

Agar xilosa lisina desoxicolato de sodio (XLD), (BD Bioxon)
Agar soyatripticasa (AST), (BD Bioxon)

Caldotetrationato (CTT), (BD Bioxon)
CaldoRappaportVassiliadis (CRV), (BD Bioxon)

Caldo soya tripticasa (CST), (BD Bioxon)

Caldo urea, (BD Bioxon)

Novobiocna (SIGMA-ALDRICH)

V.1.2 Soluciones

Agua peptonada bufferada al 1% (Peptona de carne, BD Difco; Fosfato de sodio
heptahidratado, Fosfato de potasio, Karal)

Solucion salina isoténica (SSI) 0.85% (cloruro de sodio, Productos Quimicos
Monterrey).

Solucién Yodo-yoduro

V.1.3 Reactivos
Reactivos para PCR: MgCl,, 10X taq Buffer, dNTP, Taq Hot Start
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V.1.4 Material biolégico

Salmonella Typhimurium ATCC 14028.
Salmonella Agona.

Salmonella Montevideo.

Citrobacter spp.

Muestras de canales de pollo y unidades de produccion avicola provenientes de la
zona norte, centro y sur del pais.
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V.2 Métodos

Objetivo 1. Desarrollar y validar ensayos
moleculares

\ 4
Objetivo 2. Determinar la prevalencia de

Salmonella enterica en productos carnicos
avicolas
\ 4 \ 4 \ 4
Granjas Rastro Puntos de venta
Camas de aves
A 4
Hisopados Canales y piezas
cloacales —> yp <
> Métodos moleculares y convencionales Extraccién de ADN
PCR
Objetivo 3. Conocer la diversidad genética de los
serotipos de S. enterica presentes en la industria
avicola mexicana. Secuenciacion
Marcadores
o moleculares
Objetivo 4. Establecer una base de datos
genética de los serotipos de S. enterica que
circulan en la industria avicola mexicana.
GenBank

Figura 5. Estrategia experimental para determinar la distribucién y diversidad de S.
enterica en la produccién avicola. La primera fase (objetivo 1) de esta estrategia
consisti6 en desarrollar ensayos moleculares que sean altamente especificos,
reproducibles y sensibles para la deteccion de S. enterica en muestras ambientales
y aislamientos bacterianos. En la segunda fase (objetivo 2), se utilizaron estas
metodologias moleculares y convencionales para determinar la frecuencia de estos
patdgenos en la industria avicola. En la tercera fase (objetivo 3), se determiné la

diversidad genética y distribuciéon de los patdgenos. Finalmente (objetivo 4) Se
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establecio una base de datos genética de los serotipos de S. enterica que circulan

en la industria avicola mexicana

V.2.1 Validacion de ensayos moleculares para la identificacién de S. enterica.

a)

b)

Extraccion de ADN: Los aislamientos presuntivos a Salmonella fueron
activados en caldo soya tripticaseina, se tomé 1 mL del cultivo
posteriormente se centrifugo a 13,000 rpm/8min para la formacion de un
pellet el cual se sometié a una extraccion de ADN gendémico mediante el kit
comercial Quick-gDNA™Miniprep.

Validacion de iniciadores de la PCR: para evaluar la especificidad de los
iniciadores, se realizd la extraccion de ADN de cepas de S. enterica
provenientes del cepario del Laboratorio de Microbiologia Molecular de la
Universidad Autébnoma de Querétaro, este material se utilizé para ensayos de
PCR usando los iniciadores descritos en el (Cuadro 5). La especificidad de
los iniciadores se evalué usando controles positivos (cepas blanco del
iniciador; Salmonella) y controles negativos (cepas no blanco del iniciador,
Citrobacter). La especificidad de productos amplificados fue evaluada
mediante electroforesis usando geles de agarosa a 1.5%. Posteriormente los
geles fueron tefidos con bromuro de etidio y observados en el
fotodocumentador Bio-Imaging System, MiniBis Pro, Dnr.

Confirmacion molecular de aislamientos. Se realiz6 la amplificacion de
dos genes especificos de S. enterica., invA y 16S rRNA (Liu et al., 2002),
(Sgborg et al., 2013). Cada reaccion de PCR consistio de: 10 X PCR Buffer,
1.36 pL de MgCl, (25 mM) 0.34 uL dNTPs (0.2 mmol), 0.085 pL (1.25 U/ uL)
de Tag Maxima Hot Start (Thermo Fisher Scientifc, USA), 0.68 uL de cada
primer (10 mmol) y 2 uL de ADN. Las condiciones de la PCR para el gen invA
fueron: desnaturalizacion 94°C por 3 min y 35 ciclos de 94°C x 30s, 57. 4°C x
30s y 72°C x 30s) con una extension final de 72°C, 5 min. Para el gen 16S
rRNA: desnaturalizacion 94°C por 3 min y 32 ciclos (94°C x 20s; 53°C x 30s,

72°C x 30s) con una extension final de 72°C x 2 min
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Cuadro 5. Pares de iniciadores para la amplificacion de S. entérica

NUumero
. de
Gen Iniciadores Autores
veces
citado
iNVA139:GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA Malorlny,
et al., 405
iNnVA-1: CTGTTGAACAACCCATTTGT Liu, et 38
iNVA-2: CGGATCTCATTAATCAACAAT al., 2002
16SF1: TGTTGTGGTTAATAACCGCA TLI y 50
sen,
16SlIl: CACAAATCCATCTCTGGA 1995
16SrRNA
MINf: ACGGTAACAGGAAGMAG Stibc;rg ,
et al.,
MINr: TATTAACCACAACACCT 2013
ttr-6:CTCACCAGGAGATTACAACATGG Malorny,
ttr etal., 331
ttr-4:AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC 2004

V.2.2 Desarrollo y validacion de un ensayo para la serotipificacion molecular

basado en la secuenciacion del atpD.

Secuenciacion Sanger de productos de la PCR.

Los productos obtenidos de la amplificacién del gen atpD fueron enviados al
laboratorio especializado en secuenciacion Sanger en GENEWIZ en EE.UU. La
metodologia consiste en utilizar una de las cadenas del ADN proveniente de los
plasmidos como plantilla para una polimerizacion usando dideoxinucleotidotrifosfato
(ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP). Estos nucledtidos carecen del grupo hidroxilo del
carbono 3’, por lo que la reaccion es detenida con su incorporacion. Las nuevas
cadenas de ADN generadas seran de distintas longitudes, debido a la incorporacion
del dideoxinucleétido. Finalmente los productos son analizados a través de una

electroforesis capilar para obtener la secuencia de cada nucleétido de la cadena de
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ADN (Sanger, Coulson, 1975). Estas reacciones se llevaran a cabo en un sistema
Big Dye Termiator chemistry (versibn 2.0) de Applied Biosystems usando un
secuenciador capilar ABI 3730XL (De Santis et al., 2006).

V.2.3 Muestreos en granjas avicolas

Los muestreos se realizaron utilizando metodologias previamente validadas y
estandarizadas para el analisis de la prevalencia de patdégenos en granjas avicolas
(Figura 6). Se realizaron muestreos en tres granjas (A, B y C) en los meses de
abril, mayo y octubre del 2016. En total, se obtuvieron 122 muestras de camas de
las aves. Para la coleccién de estas muestras, se emplearon botas quirdrgicas
estériles previamente humedecidas con S.S.1., las cuales se utilizaron para caminar
sobre la cama de las aves aproximadamente 100 m., posteriormente las botas
impregnadas del material se colocaron en bolsas de polietileno estériles (Williams
et al., 2008), se mantuvieron a 4 °C durante su traslado (~ 2 h) y posterior analisis

microbiologico en el laboratorio.

Granjas

\ 4

Humedecer con S.S.1.
caminar aprox. 100 m

\ 4

Colocar en bolsas estériles

\ 4

Transportar a 42C

Figura 6. Estrategia para determinar la prevalencia de S. enterica en granjas

avicolas.
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V.2.4 Muestreo en plantas de procesamiento.

Se realizaron seis muestreos durante el mes de Agosto 2016 en diferentes areas
de la planta de procesamiento pre-chiller, post-chiller y de corte. Se realizaron
enjuagues de 152 canales en total con 400 mL de agua peptonada buferada por 1
min. Los lavados fueron almacenados a 4°C y trasportados inmediatamente al
laboratorio. También se recolectaron 180 piezas en total de cada uno de los
siguientes cortes: pechuga (36), ala (36), pierna (36), cuello (36) y molleja (36),
cada muestra se colocé en bolsas de plastico, se mantuvieron a 4 °C durante (~1 h)

para su traslado y posterior andlisis en el laboratorio (Burfoot et al., 2011)

V.2.5 Muestreos en puntos de venta

Se colectaron 1,254 cuellos de pollo provenientes de mercados publicos vy
supermercados ubicados en los estados de Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco
Querétaro, Puebla, Veracruz. Los muestreos fueron realizados entre marzo-abril del
2015, las muestras fueron almacenadas ~4 °C durante su traslado (tiempo maximo

6 h) en hieleras para su posterior analisis microbiologico en el laboratorio.

V.2.6 Aislamiento y deteccidn de S. enterica

Analisis microbioldgico. El andlisis se llevo a cabo siguiendo los métodos descritos
por las autoridades sanitarias de la Unidon Europea y EE.UU. (Burfoot et al., 2011)
(Figura 7). Este procedimiento consiste de tres pasos, pre-enriquecimiento,
enriquecimiento, seleccion y confirmacion molecular. 1) Pre-enriquecimiento: a las
muestras de cama, piezas (cuellos, pechugas, alas, piernas, cuellos, mollejas) y
canal se adicionaron 100, 225 y 400 mL de agua peptonda bufferada;
respectivamente. Las muestras fueron incubadas por 24 h a 35 °C. 2)
Enriguecimiento: cada muestra pre-enriquecida fue inoculada en caldo Rappaport
Vassiliadis (100 pL) y Tetrationato (1,000 pL) e incubada a 43 °C y 35 °C,
respectivamente por 24 h. 3) Seleccion: los caldos de enriquecimiento fueron

sembrados en medio solido de Xilosa Lisina Desoxicolato suplementado con
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novobiocina (0.001% w/v). Las colonias con morfologia sospechosa a Salmonella
fueron purificadas, una vez obtenidos los asilamientos fueron sometidos a la
reaccion de urea; los aislamientos negativos a esta prueba fueron sometidos a
ensayos de PCR para su confirmacion. El andlisis de los porcentajes de la
prevalencia en granjas, plantas de procesamiento y puntos de venta, se realizd
mediante la transformacion a la raiz cuadrada del arco-seno (Warton y Hui, 2011).

Stomacher/l min

225 mL BPW 1%/24h Incubacién 35°C/ 24h

-
" M et aphm b @y 402 pb

16S rRNA

eseseses wseses 437pb

invA XLD + Novobiociona 10 ppm

Figura 7. Estrategia general para el aislamiento de S. enterica en carne de pollo

V.2.7 Caracterizacion de aislamientos de S. enterica.

Electroforesis de campos pulsados (PFGE).

Se prepararon blogues de ADN de acuerdo a la metodologia establecida por
Tenover (1995). La digestion del ADN gendmico se realizé con 10 U de la enzima
endonucleasa Xbal (Takara Bio Inc., Shiga, Japdén) segun el protocolo
estandarizado por Tenover (Tenover et al., 1995). La electroforesis se realizo en gel

de agarosa al 1% con dos condiciones de electroforesis (6 V/cm por 19 h a 14 ° C,
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pulso inicial de 2.16 s y pulso final de 30 s y con un angulo de 120°, una vez
finalizada la electroforesis el gel fue teflido con bromuro de etidio, los patrones de
bandeo del ADN fueron visualizados bajo luz UV (Figura 8) y el analisis del perfil
de bandeo se realizo con el software Gel Comprar Il (Applied Maths, Belgium). La
comparacién entre los patrones de bandeo fueron analizados usando los algoritmos
disponibles dentro del programa. Los pulsotipos fueron definidos usando un valor
de corte del 85% de homologia segun lo describe Foley (Foley et al., 2006). Este
analisis se desarroll6 en CISEI, Instituto Nacional de Salud Publica, Cuernavaca,

México.

Preparacién de bloques de ADN-agarosa

v

Lisis y lavados

v

Restriccion con enzimas Xbal

v

Incubacién (37 °C/12-16 h)

v

Electroforesis en gel agarosa 1%

v

Revelado bromuro de etidio (1 ppm 20 min)

v

Lavado con buffer

v

Captura de la imagen en gel (sistema Kodak
EDAS 290)

Figura 8. Técnica de electroforesis de campos pulsados

Perfil de resistencia a agentes antimicrobianos.
Para la evaluacion de la susceptibilidad a agentes antimicrobiano, los asilamientos
de Salmonella obtenidos durante los muestreos fueron inoculados en caldo infusién

cerebro-corazén (BHI) e incubados a 37°C/24h; posteriormente fueron sometidos al
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método de difusiébn en disco en agar Muller-Hinton (Bioxon, México) segun los
protocolos establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLS,
2015). se probaron trece antibidticos: cefotaxima, 30ug (CTX); ceftazidima 30ug
(CAZ), cefalotina 30 pg (CEF), gentamicina, 10ug (GEN); imipenem, 10ug (IPM);
acido nalidixico, 30ug (NAL); tetraciclina, 30ug (TET); ampicilina, 10pg (AMP);
cloranfenicol, 30ug (CHL); ciprofloxacino, 5ug (CIP); kanamicina, 30ug (KAN)
estreptomicina, 10ug (S) y sulfametoxazol/trimetropin, 2.75/1.5 ug TMS (Figura 9).

Inocular la cepa en BHI

\ 4

Ajustar la turbidez a una longitud de onda
de 625 nm

) 4

Sumergir un hisopo en el inéculo (quitar
exceso)

\ 4

Estriar en agar Muller Hinton
homegeneamente

v

Dejar secar en campana de flujo laminar
(3a5min)

A\ 4
Colocar los discos e incubar

18 a24 h/35°C

v

Medir diametros de zonas de inhibicién

Figura 9. Esquema para evaluar la resistencia a antibioticos
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Para el analisis fueron considerados los pardmetros de concentracibn minima
inhibitoria (MIC) o los valores de la zona del diametro de inhibicion. Por ejemplo
para el agente antimicrobiano “X”, el punto de interrupcion de la categoria de
susceptibilidad es de 4 pg/mL o 20mm, mientras que el punto de interrupcion en la
categoria de resistentes es de 32 ug (

Cuadro 6).

Cuadro 6. Criterios interpretativos de la susceptibilidad a agentes antimicrobianos

Halo de o
) o MIC Criterio
Agente Concentracion inhibicion _ .
. , _ interpretativo (ug/mL)
antimicrobiano disco (mm)
R
X 30 pg =20 <14 <4 > 32
Y 10 ug =16 - <1

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2015

V.2.8 Determinacion de la diversidad genética de S. enterica que circulan en la

industria avicola.

Se estableci6 una plataforma bioinformatica con el objetivo de identificar y
caracterizar marcadores genéticos que permitan reconocer el repertorio de las
serovariedades de S. enterica. Se analizaron 548 secuencias del gen atpD
obtenidas del GenBank-NCBI fueron alineadas usando el programa MUSCLE
(Edgar, 2004b). Los alineamientos fueron inspeccionados, corregidos y editados
manualmente para comparar fragmentos del mismo numero de nucleotidos (740
bases). Para el analisis filogenético, las secuencias obtenidas de las cepas de
Salmonella fueron comparadas contra la base de datos del gen atpD construido a

partir de genomas completos de Salmonella (n = 548) obtenidos del GenBank. En

36



resumen, se utilizé el software BLASTN 2.7.0 +software (Zhang et al., 2000) con el
objetivo de obtener las secuencias del gen atpD de la base de datos del NCBI
Chromosome Sequences (Benson et al., 2013). Los genomas con serotipos
anotados y sus secuencias fueron recuperados. Las secuencias de las cepas de
Salmonella fueron comparadas y agrupadas con un porcentaje de similitud del
100% (Edgar, 2004a). Se realiz6 un andlisis de modelos evolutivos para determinar
gue el modelo Kimura 2-parameter es el método mas apropiado para el analisis
filogenético de este gen. Las secuencias editadas se utilizaron para andlisis
filogenéticos usando el programa MEGA (Tamura et al., 2011). El Arbol filogenético
fue construido usando el método de Neighbor-Joining y un andlisis estadistico de
bootstrap con 1,000 réplicas (Tamura et al., 2004). Finalmente, las secuencias
obtenidas, fueron depositadas en el GenBank bajo los siguientes numeros de
acceso MF953958- MF953983.

VI RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1 Validacion de iniciadores de la PCR para la identificacion de S. enterica

La evaluacion de la especificidad de 2 pares de iniciadores para el gen 16S rRNA
(16SF1 + 16Slll y MinF + MIinR), 2 pares para el gen invA (invA139 + invAl14l y
invAF+ invAR) y 1 par para el gen ttr (ttr-6F y ttr-4R) se realiz6 mediante pruebas
de gradientes de temperatura y usando material genético extraido de 8 cepas de

Salmonella, 2 cepas de Citrobacter spp.

Los iniciadores 16 SF1 + 16 Slll (Lin y Tsen, 1996) amplificaron el material genético
de las 8 cepas de Salmonella, sin amplificacion del ADN extraido de las cepas de
Citrobacter. Sin embargo, a pesar de implementar diferentes protocolos de PCR, en
todos los casos se observaron amplicones inespecificos de aproximadamente de
270 pb (Figura 10 A). Este problema ya ha sido documentado en otros estudios
(Trkov y Avgustin, 2003). En contraste, la amplificacion del gen 16S rRNA utilizando
los iniciadores MinF +MinR (Sgborg et al., 2013) generé amplicones especificos de
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402 pb y amplific6 s6lo ADN obtenido de las cepas de Salmonella (controles

positivos) (Figura 10 B).

Para la amplificacién del gen invA, los iniciadores reportados por Marlony (invA139
+ invAl141) produjeron productos inespecificos, a pesar de usar diferentes
protocolos de PCR. Este par de iniciadores amplificaron el material genético de las
2 cepas de Citrobacter (Figura 10 C). En contraste, los iniciadores reportados por
Liu en 2002, mostraron una mayor especificidad. Este par de iniciadores amplificd
exclusivamente el material genético extraido de las cepas de Salmonella (Figura
10 D). Tanto el set de iniciadores (MinF +MinR) que amplifica el gen 16SrRNA
especifico para Salmonella publicados por Soborg en 2013 y el set de iniciadores
gue amplifica el gen invA (invAF+ invAR) publicados por Liu en 2012. Mostraron
una mayor especificidad en la amplificacion de cepas de Salmonella, sin la
generacion de amplicones inespecificos. Ademas es importante sefialar que en el
trabajo de ambos autores la especificidad de los iniciadores fue probada en

muestras ambientales con presencia de inhibidores importantes de la PCR.

Finalmente los iniciadores para el gen ttr (Malorny et al., 2004b) que codifica para la
tetrationato-reductasa, mostraron una amplificacion inespecifica. Estos iniciadores
generaron amplicones usando ADN extraido de cepas de Salmonella y no-
Salmonella (Figura 10 E). Estos falsos positivos se obtuvieron a pesar de cambiar
las condiciones de la PCR. En conclusion, los pares de iniciadores MinF + MinR y
invAF + invaR mostraron una mayor especificidad comparada con el resto de los
iniciadores evaluados. A nivel mundial en diversos laboratorios de diagnostico
existe la necesidad de armonizar, validar y estandarizar metodologias de PCR para
la rapida de deteccion de patdgenos en matrices alimentarias (Malorny et al.,
2004a) Basado en estos resultados, la confirmacion de los aislamientos de

Salmonella se llevé a cabo con dichos iniciadores.
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Figura 10. Validacién de indicadores de PCR para la confirmaciéon de S. enterica.
Se utilizé6 el material genético de ocho cepas de Salmonella como controles
positivos y cuatro cepas de no-Salmonella (Citrobacter) como controles negativos.
Los pares de iniciadores: A) amplificacion (572 pb) con 16S F1 + 16 Slll en 8/8
cepas de Salmonella y 0/4 (Citrobacter). Sin embargo, este par de iniciadores
generd productos inespecificos con un tamafio aproximado de 270 pb.B)
amplificacion (402 pb) con MinF + MinR en 8/8 cepas de Salmonella con y 0/4 no-
Salmonella. C) amplificacion (284 pb) con invA139 + invAl141 en 8/8cepas de
Salmonella y 4/4 Citrobacter sp. D) amplificacién (437pb) con invA F +invA R en 8/8
cepas de Salmonella y 0/4 no-Salmonella. E) amplificacion (94 pb) con ttr-6F y ttr-

4R en cepas de Salmonella y Citrobacter spp.
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VI.2 Sistema de clasificacion atpD.

Los andlisis filogenéticos del gen atpD permitieron identificar de manera precisa los
serotipos de S. enterica. Especificamente, el andlisis filogenético de 548
secuencias del gen atpD permitié agrupar la mayoria de los serotipos de S. enterica
en grupos especificos permitiendo la identificacion de 33 grupos que incluyen los
26 serotipos de S. enterica usadas en este andlisis. Las secuencias fueron
identificadas como ST (secuencia tipo). La mayoria de los mismos serotipos
tuvieron secuencias de nucleétidos similares (98.4-100%) y fueron agrupados en el
mismo grupo en el arbol filogenético. Por ejemplo, los serotipos Typhimurium,
Thompson, Infantis, Agona y Derby fueron agrupados en grupos especificos;
mientras que los serotipos Enteritidis-Dublin, Bredeney- Schwarzengrund fueron
concentrados en el mismo grupo (Figura 11). Estos datos sugieren que el andlisis
filogenético del gen atpD permite no sélo la identificacion de especies del género
Salmonella, la rapida y precisa identificacion del serotipo; sino ademas, establecer

la posible fuente de contaminacion.

En general, esta herramienta molecular permite conocer la diversidad genética de
S. enterica mediante la comparacion y andlisis de identidad de secuencias de
nucleotidos, ademas es cuantificable por el uso de los porcentajes de identidad
entre las secuencias. Es de facil acceso debido a que las secuencias de los
aislamientos de S. enterica son subidas a la base de datos del GenBAnk y ademas
permite realizar asociaciones genotipo-reservorio, o que nos permite establecer la
posible fuente de contaminacion. A nivel mundial, diferentes grupos de trabajo han
realizado estudios para reemplazar la serotipificacidbn convencional debido a la
complejidad que representan el uso de esta herramienta incluso entre laboratorios
de referencia nacionales (Hendriksen et al., 2009a; Achtman et al., 2012; Seong et
al., 2012). El uso de marcadores genéticos como el gen atpD permite clasificar y
distinguir entre serotipos de Salmonella enterica, estas observaciones son

corroboradas con el trabajo realizado por Seong en el 2012, sus resultados
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revelaron que el andlisis de la secuencias del gen rpof de 76 cepas de Salmonella
y 33 serotipos del patdogenos pudieron clasificarse y distinguirse (Seong et al.,
2012). Herramientas como la serotipificacion molecular puede ser mas sencilla,
mas costeable, y con un menor consumo de tiempo para su ejecucion comparada

con la convencional.

Enteritidis Typhimurium
Panama Hadar
Albany London
Infantis Thompson
Heidelberg Montevideo
Bredeney Saintpaul
Agona Manhattan
»

Typhi Newport
Paratyphi B / Chester
Indiana - 7 Brandenburg
Java - . Mbandaka

PR Base de datos gen atpD

o/

Figura 11. Andlisis filogenético del gen atpD (sector F1 de la ATP sintetasa
asociada a membrana, subunidad beta). Arbol filogenético inferido por el método de
Neighbor-Joining y andlisis estadistico de bootstrap con 1,000 réplicas. EI nimero
de cada brazo del arbol corresponde al valor del bootstrap para cada linaje. Para
este analisis de usaron 548 secuencias de alta calidad obtenidas del GenBank. Se
realizd un analisis de modelos evolutivos para determinar que el Kimura 2-

parameter es el método mas apropiado para este gen.
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VI.3 Prevalencia y diversidad de S. enterica en granjas avicolas.

Se realizaron muestreos en tres granjas (A, B y C) en los meses de abril, mayo y
octubre del 2016. En general, la prevalencia fue 30% (36/122). De este total, el
mayor numero de muestras positivas se obtuvieron de la granja C con una
prevalencia del 60% (31/52), seguido de la granja B, 12% (4/34) y la granja A, 3%
(1/36) (Cuadro 7). Prevalencias mas bajas han sido reportadas por otros paises
como Reino Unido (11.7%), Francia (17.9%), Japon (23.6%) y Bangladesh (18%)
(Snow et al., 2007; Huneau-Salaun et al., 2009; Iwabuchi et al., 2010; Barua et al.,
2012). En contraste en un estudio realizado en Corea el 59.3% (19/32) de las
granjas muestreadas fueron positivas a Salmonella. Los niveles de prevalencia
reportados en el presente estudio revelan una heterogeneidad en la calidad
microbiolégica de las unidades de produccion. Esto puede estar asociado al
establecimiento de diferentes programas de control y prevencién; incluyendo el uso
de antibidticos, vacunas, probidticos y altos estdndares de calidad en las
reproductoras pesadas. Sin embargo, no existe informacién disponible, ya que no

existe un programa oficial de control para Salmonella en pollo de engorda.

Cuadro 7. Prevalencia de S. enterica en granjas avicolas

NUm. muestras positivas/total

Granja Mes de muestreo
muestras (%)
A Abril 1/36 (3)
B Mayo 4/34 (12)
C Octubre 31/52 (60)
Total 36/122 (30)

Por otra parte, se obtuvieron 41 aislamientos los cuales fueron subtipificados
molecularmente a través del analisis filogenético del gen atpD para conocer su

diversidad. El andlisis revelo la presencia de 9 serotipos linajes en total. El serotipo
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Typhimurium fue el mas prevalente (36.6%, 15/41), seguido de Montevideo (26.8%,
11/41), Muenster (12.2%, 5/41), Anatum-Saintpaul (7.3%, 3/41), Tennessee-Agona
(4.9%, 2/41), Hillingdon (4.9%, 2/41), Enteritidis (2.4%, 1/41), Infantis (2.4%, 1/41),
Panama-Koessen (2.4%, 1/41). Diferente diversidad es reportada en EE.UU.,
donde el serotipo més prevalente es Kentucky (60.8%), seguido de Enteritidis
(13.6%) y Typhimurium (7.7%) (Figura 12). A pesar de que en paises como EE.UU.
donde el serotipo mas prevalente fue Kentucky, existe una similitud con la
diversidad reportada en este estudio. Los datos sugieren que existen algunas
fuentes de contaminacién en comudn. Por ejemplo, fauna como insectos, péjaros,
roedores son en conjunto una compleja red de factores que pueden influenciar en
la diversidad genética del patégeno. Por lo que sistemas de control del patégeno
son mas dificiles de ejecutar en este punto de la cadena de produccién.
Desafortunadamente, los cuadros de salmonelosis en humanos constantemente
han sido relacionados al consumo de productos avicolas, por lo que estudios
constantes de monitoreo del patégeno en granjas avicolas son necesarios para

minimizar la contaminacion de Salmonella en estos productos.

3(]},6 201"‘."} 20"{}

B Typhimurium

m Montevideo

m Muenster
Anatum-Saintpaul

® Tennnesse-Agona

m Hillingdon
Enteritidis
Infantis
Panama-Koessen

Figura 12. Prevalencia y diversidad de S. enterica en granjas avicolas.
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VI.4 Prevalencia y diversidad de S. enterica en plantas de procesamiento

Se analizaron 332 muestras en total procedentes de una planta de procesamiento
en 6 muestreos realizados durante el mes de Agosto 2016. En total se analizaron
47 canales y 180 piezas de cada uno de los siguientes cortes: pierna, ala, pechuga,
molleja y cuello. El andlisis reveld que el 32.5% (108/332) de las muestras fueron
positivas a Salmonella. De este total el mayor porcentaje de muestras positivas
fueron las de cuello con un 47% (17/36), seguido de las muestras de pierna 41.6%
(15/36), pechuga 33.3% (12/36), canal en post-chiller 28.4% (20/74), canal en pre-
chiller 28.2% (27/78) y ala 22.2% (8/36) respectivamente (Cuadro 8). El analisis
estadistico no revel6 diferencias significativas entre las piezas de pollo analizadas
(P =0.068). Comparables niveles de contaminacion de S. enterica se han reportado
en otras partes del mundo (Bokanyi et al., 1990; Uyttendaele et al., 1999; Fuzihara
et al.,, 2000; Foley et al.,, 2006). Una de las posibles explicaciones de las altas
prevalencias de Salmonella en plantas de procesamiento es un remocion
inadecuada del tracto gastrointestinal o la contaminacion de la canal con contenido
intestinal (Olsen et al., 2003). Ademas, la contaminacién cruzada en el producto
puede deberse a un mal manejo en etapas posteriores como son el enfriamiento y
descontaminacion (chiller), manipulacion, distribucién del producto (Heyndrickx et
al., 2002). La prevalencia de Salmonella en cortes fue también elevada. Este
problema es comun en plantas de procesamiento y se atribuye a contaminaciones

cruzadas en el chiller u otros equipos (Uyttendaele et al., 1998).

44



Cuadro 8. Prevalencia de S. enterica en piezas de pollo en plantas de

procesamiento.

NUm positivas/Nam total de

Piezas

muestras (%)

Pierna 15/36 (41.6)%

Ala 8/36 (22.2)%
Pechuga 12/36 (33.3)%

Molleja 9/36 (25.0)?
Cuello 17/36 (47.2)%
Canal Pre-chiller 27178 (28.2)%
Canal Post-chiller 20/74 (28.4)%
Total 108/332 (32.5)

®Letras iguales sin diferencias significativas (Prueba de Tukey, P>0.05)

Los aislamientos obtenidos de diferentes cortes (pierna, ala, pechuga, molleja y
cuello) fueron subtipificados molecularmente a través del analisis filogenético del
gen atpD. El andlisis revel6 la presencia de 7serotipos. El serotipo mas prevalente
fue Enteritidis 77.4% (24/31), Choleraesuis 6.5% (2/31), Typhimurium 3.2% (1/31),
Infantis 3.2% (1/31), Tennessee-Agona 3.2% (1/31), Anatum-Saintpaul 3.2% (1/31),
Rubislaw-Abaetetuba 3.2% (1/31) (Figura 13). Por otra parte la UE el serotipo mas
prevalente fue Enteritidis 35%, seguido de Infantis 38% y Kentucky 2.7% (EFSA,
2015). A pesar de que Enteritidis fue también el serotipo mas prevalente, la
diversidad reportada en estos paises varia considerablemente comparada con la
reportada en este estudio. Los datos sugieren una posible contaminacion cruzada,
en el area de corte, procedente de diversas fuentes como la manipulacion del
producto por el trabajador o utensilios que estos mismos ocupan (Rasschaert et al.,
2007).

45



m Enteritidis

m Typhimurium
1%

3% 19 1% 1% m Infantis
3%

Choleraesuis

m Newport

m Seftenberg

= Tennnesse-Agona

m Hillingdon
Anatum-Saintpaul

= Rubislaw-Abaetetuba

= Schwarzengrund-Quebec-
Bredeney

Typhi

Figura 13. Prevalencia y diversidad de S. enterica en piezas en plantas de

procesamiento.

Ademas, se analizd la diversidad antes (pre-chiller ) y después (post-chiller ) del
tanque de enfriamiento (chiller) el cual es un punto critico durante el procesamiento
de la carne de pollo (Yang et al., 2001). Los aislamientos obtenidos fueron
subtipificados molecularmente a través del analisis filogenético del gen atpD. El
analisis revel6 la presencia de 9 serotipos en total. En particular, en pre-chiller se
detectaron 8 serotipos diferentes, el mas prevalente fue Typhimurium (36, 9/25),
seguido de Enteritidis (20%, 5/25), Newport (12%, 3/25), Senftenberg (12%, 3/25),
Infantis (8%, 2/25), Choleraesuis (4%, 1/25), Tennsessee-Agona (4%, 1/25) y
Schwarzengrund-Quebec-Bredeney (4%, 1/25). En post-chiller se detectaron 7
serotipos, el mas prevalente fue Enteritidis (68.4%, 13/19), seguido de Typhimurium
(5.3%, 1/19), Newport (5.3%, 1/19), Senftenberg (5.3%, 1/19), Infantis (5.3%, 1/19)
y Typhi (5.3%, 1/19) (Figura 14). Estos resultados demuestran un cambio en la
distribucion de serotipos de S. enterica durante el proceso de enfriado de la canal

de pollo. Especificamente, se demuestra una disminucion en la prevalencia de
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Typhimurium y un aumento en Enteritidis. Otros estudios también han demostrado
gue Salmonella Enteritidis es uno de los serotipos mas prevalentes en la planta de
procesamiento (Mikolajczyk y Radkowski, 2002). En conjunto, estos resultados
resaltan la importancia de analizar los factores bioldégicos que favorecen la
resistencia, persistencia o proliferacion del serotipo Enteritidis durante el
procesamiento de la carne de pollo. Diferentes estudios sefialan que Salmonella
posee ciertos determinantes genéticos que le permiten adaptarse a ambientes
fuera del huésped y que ademas sugieren una respuesta de sobrevivencia en
ambientes dificiles como pH cambiante, disponibilidad de nutrientes, cambios de
temperaturas entre otros (Ravel et al., 1995; Winfield y Groisman, 2003). Por
ejemplo la inactivacion del gen rpoS, el cual expresa una proteina regulatoria en
situaciones de estrés, sugiere que Salmonella puede emplear mecanismos
genéticos adicionales que le permiten sobrevivir en ambientes de estrés (Munro et
al.,, 1995). Por lo que la seleccion de poblaciones después del tanque de
enfriamiento y el aumento de la distribucion de un serotipo en especifico, sugiere
poblaciones con atributos que le permiten sobrevivir incluso después de la

desinfeccién y enfriamiento.
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Figura 14. Prevalencia y diversidad de S. enterica en pre- y post-chiller.

VI.5 Prevalencia, diversidad y perfiles de resistencia de S. enterica en puntos

de venta.

Se analizaron un total de 1,254 cuellos de pollos expendidos en supermercados y
mercados publicos en seis estados productores de carne de pollo de la Republica
Mexicana (Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco, Puebla, Querétaro y Veracruz). El
analisis reveld que el 6.2% (26/418) de las muestras fueron positivas a S. enterica,
de este total el 3.6% (9/247) correspondieron a mercados publicos y el 9.9%
(17/171) a supermercados (Cuadro 9). El estado que presentd el mayor porcentaje
de muestras positivas en mercados publicos fue Veracruz con un 15.8% (6/38),

mientras que en supermercados el estado que presentd el mayor porcentaje de
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muestras positivas fue Jalisco con un 29.6 % (8/27). Se ha sugerido que las
diferencias en prevalencias entre diferentes regiones geogréficas se puede atribuir
a la calidad microbiologica del producto y/o a las condiciones ambientales
prevalentes en cada region (Waldroup, 1996; Uyttendaele et al., 1998; Capita et al.,

2003). Sin embargo, se requieren mas estudios para explicar este fenomeno.

Es importante sefalar que la metodologia microbiolégica que se siguié en el
presente estudio es homologa a los métodos utilizados en los paises de la Unién
Europea. Por lo tanto, las prevalencias y perfiles de resistencia obtenidos en el
presente trabajo pueden ser comparados con los resultados del Programa de
Vigilancia del European Centre for Disease Prevention and Control de la EFSA, en
el que participan 23 paises de la Unién Europea (EFSA, 2015). Esto nos servira
como marco de referencia para comparar la situacion microbiol6gica del pais y

adaptar medidas exitosas de prevencién y control del patégeno.

La frecuencia de S. enterica en puntos de venta de Aguascalientes, Guanajuato,
Jalisco, Puebla, Querétaro y Veracruz es comparable con niveles reportados en
varias regiones de Europa. Por ejemplo, la prevalencia de S. enterica en
Luxemburgo (6.7%), Austria (11%), Alemania (4%) y Espafia (3.7%) (Cuadro 10)
(EFSA, 2015). También el niumero de muestras positivas en México esta dentro de
los limites (15.4% para piezas de pollo) establecidos por el Food Safety and
Inspection Service (FSIS), USDA. Estos resultados indican que los niveles
observados (6.2%) de S. enterica en puntos de venta en México, estan dentro de
los patrones observados en paises bajo estrictas regulaciones y vigilancia
epidemiologica. También estos resultados indican que se requieren hacer
esfuerzos adicionales para mejorar la inocuidad de la carne de pollo expedida en

mercados publicos y supermercados.
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Cuadro 9. Prevalencia de S. enterica en carne de pollo en puntos de venta.

Mercado publico Supermercado

. % " %

Estado Total Positivas/total . Positivas/total .

positivas positivas

Veracruz 67 6/38 15.8 2/29 6.9
Jalisco 69 3/42 7.1 8/27 29.6
Querétaro 81 0/46 0 4/35 11.4
Guanajuato 68 0/38 0 3/30 10
Puebla 68 0/33 0 0/35 0
Aguascalientes 65 0/55 0 0/15 0
Total 418 Promedio 3.6 Promedio 9.9

Cuadro 10. Prevalencia de S. enterica en carne de pollo en puntos de venta en la
Unién Europea. Fuente: EFSA, 2013.

Pais Muestras  Positivos (%)
Hungria 325 32.6
Eslovenia 54 16.7
Austria 127 11.0
Rumania 94 9.6
Luxemburgo 30 6.7
México* 418 6.2
Alemania 496 4.0
Espafia 82 3.7
Paises Bajos 600 3.2
Bélgica 600 3.2
Bulgaria 73 2.7
Latvia 150 2.7
Portugal,
Republica <50 0.0
Checa,
Eslovaquia

*Datos obtenidos en el presente estudio.
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El analisis de prevalencia de S. enterica por punto de venta reveld0 una mayor
frecuencia de este patdogeno en supermercado [9.9% (17/171)] comparado con
mercados publicos [3.6% 9/247)]. Estos resultados fueron corroborados por nuestro
grupo de trabajo a través de un estudio temporal (11 meses) donde se analizaron
muestras en supermercado (n = 672) y mercado publico (n = 336). Este trabajo
reveld una prevalencia de S. enterica en supermercado del 21.27% (143/672),
porcentaje tres veces mayor (P < 0.05) a lo observado en mercado publico [7.14 %,
(24/336)] (Alcaraz, et al., 2016). En conjunto, estos resultados revelan una mayor
prevalencia de S. enterica en supermercados. Estos patrones de distribucién son
similares a lo reportado por Capita y colaboradores en el 2003. Estos autores
observaron una prevalencia del patdogeno en supermercados del 75% (18/24)
mientas que en mercados publicos fue del 25% (4/16) (Capita et al., 2003). Esto
resultados pueden deberse a que el producto permanece mayor tiempo en
supermercados permitiendo la proliferacion de S. enterica; mientras que en

mercados publicos, la vida de anaquel es corta (< 6 horas) (Capita et al., 2003).

Los aislamientos obtenidos de carne de pollo expedida en puntos de venta de cada
estado, fueron tipificados molecularmente a través del andlisis filogenético del gen
atpD (Cuadro 11) Los resultados revelaron la presencia de 6 serotipos en carne de
pollo en puntos de venta (Figura 15). Los serotipos de S. enterica Anatum-
Saintpaul fue el méas prevalente (12/26, 46.2%) seguido de linaje Typhimurium
(7/26, 26.9%), Minnesota (3/26, 11.5%), Enteritidis (2/26, 7.7%), Choleraesuis
(1/26, 3.8%) y Abaetetuba-Rubislaw (1/26, 3.8%). El andlisis revel6 que los
serotipos mas prevalentes Anatum-Saintpaul y Typhimurium estuvieron circulando
en cuatro y tres estados respectivamente; sin embargo Choleraesuis y Abaetetuba-
Rubislaw estuvieron presentes en un solo estado (Cuadro 12). En contraste la
Unién Europea reporta en 2015 diferente diversidad de serotipos; donde el serotipo
Enteritidis (37.6%) e Infantis (37.4%) fueron los serotipos mas prevalentes (EFSA,
2015). Por otra parte, en 2014 EE.UU., Typhimurium (26.6%), Kentucky (24.5%) y
Enteritidis (18.9%) fueron los mas prevalentes (NARMS, 2014). Estos resultados
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sugieren la ocurrencia de un diferente repertorio de serotipos de S. enterica

prevalentes en carne de pollo expedida en México.

Cuadro 11. Base de datos parcial del gen atpD depositado en el GenBank.

Estado Punto de venta Serotipo Numero de
acceso

Querétaro supermercado publico Anat-Saint* MF953976
Querétaro supermercado publico Anat-Saint MF953961
Jalisco supermercado publico Anat-Saint MF953979
Jalisco supermercado publico Minesota MF953963
Jalisco mercado publico Minesota MF953970
Veracruz supermercado publico Anat-Saint MF953964
Veracruz mercado publico Anat-Saint MF953962
Jalisco supermercado publico Typhimurium MF953972
Jalisco mercado publico Typhimurium MF953975
Jalisco supermercado publico Typhimurium MF953969
Guanajuato supermercado publico Typhimurium MF953977
Jalisco mercado publico Typhimurium MF953959
Guanajuato supermercado publico Anat-Saint MF953960
Jalisco supermercado publico Enteritidis MF953982
Veracruz mercado publico Typhimurium MF953980
Veracruz mercado publico Enteritidis MF953978
Veracruz mercado publico Typhimurium MF953968
Veracruz mercado publico Minesota MF953966
Veracruz mercado publico Anat-Saint MF953958
Veracruz supermercado publico Choleraesuis MF953983
Querétaro supermercado publico Anat-Saint MF953974
Jalisco supermercado publico Anat-Saint MF953981
Querétaro supermercado publico Anat-Saint MF953973
Guanajuato supermercado publico Abae-Rubis MF953965
Jalisco supermercado publico Anat-Saint MF953971
Jalisco supermercado publico Anat-Saint MF953967

*Anat-Saint: Anatum-Saintpaul
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Figura 15. Serotipificacibn molecular mediante el gen atpD de aislamientos de S.
enterica de carne de pollo en puntos de venta. Comparacion de 26 aislamientos de
Salmonella aislados en puntos de venta de México. Arboles filogenéticos similares
fueron obtenidos utilizando los modelos Maximum Parsimony, Neighbor-Joining y
Minimum Evolution. Los numeros en las ramas indican valores de bootstrap

después de 1,000 réplicas.
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Cuadro 12. Distribucion de la diversidad genética de S. enterica en diferentes

estados de la Republica Mexicana.

Numero de aislamientos por Estado

Linaje? Jalisco®  Querétaro Puebla  Aguascalientes Total
Anatum-
. 1 4 4 3 12
Saintpaul
Typhimurium 1 4 - 2 7
Minnesota - 2 - 1 3
Enteritidis - 1 - 1 2
Choleraesuis - - - 1 1
Abaetetuba-
_ 1 - - - 1
Rubislaw
Total 3 11 4 8 26

Linajes determinados mediante la amplificaciéon y secuenciacion mediante el
analisis genético del gen atpD, marcador molecular asociado a la serotipificacion
fenotipica. "Nimero de aislamientos recuperados de los estados de Veracruz y

Guanajuato. -: No detectado.

Andlisis de pulsotipos de S. enterica recuperada en carne de pollo en puntos

de venta.

Los aislamientos de Salmonella fueron sometidos al andlisis de PFGE. Un total de
13 pulsotipos (85% de similitud) fueron identificados; similares serotipos fueron
colocados en diferentes pulso-grupos, como lo reportan otros autores (Bosilevac et
al., 2009; Zou et al., 2010; Zou et al., 2013). En contraste, los perfiles del analisis
de los campos pulsados estuvieron mas relacionados al perfil de resistencia. El
estado donde se encontrd la mayor diversidad de pulsotipos fue en el estado de
Jalisco (n = 6), seguido de Veracruz (n = 5), Querétaro (n = 3), y Guanajuato (n =

3). También, un alto nimero de pulsotipos fueron observados en supermercados (n
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= 10) comparado con mercados publicos (n = 6) (Figura 16). En diferentes regiones
a nivel mundial es comparable esta alta diversidad de pulsotipos en puntos de
venta (White et al., 2001; Bosilevac et al., 2009). Estos resultados revelan el gran
namero de genotipos de S. enterica circulando en carne cruda, lo cual representa

un potencial riesgo a la salud humana.

Ademas este analisis mostr6 que tres pulsotipos (PS-1,-3 Y -7) estuvieron
distribuidos en mercados y supermercados en el mismo estado, lo que sugiere una
fuente local de Salmonella en coman. También se encontré que los pulsotipos (PS-
2,-5,-12) estuvieron distribuidos en multiples estados, lo que sugiere una fuente de
Salmonella en comun, potencialmente distribuida entre diferentes estados (Figura
16). En conjunto, los datos sugieren mdultiples fuentes de contaminacién de
Salmonella en puntos de venta. Estos datos justifican la necesidad de implementar
exhaustivos y frecuentes sistemas de vigilancia epidemiologica de Salmonella en

México que sirvan para identificar y poder rastrear fuentes de contaminacion.
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Figura 16. Dendograma de perfiles de campos pulsados y resistencia a antibiéticos
de 26 aislamientos de Salmonella recuperados de carne de pollo en puntos de
venta. Pulsotipo (PT), sequence-type (ST), Estado y fuente de aislamiento (SM:
supermercado, MP: mercado publico). Punto de corte, 85% punto de corte,
representado por linea. Resistencia a Ampicilina (AMP), cloranfenicol (CHL),
gentamicina (GEN), tetraciclina (TET), trimetoprim/sulfametoxazol (TMS),
kanamicina (KAN), &cido nalidixico (NAL), cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ),

cefalotina (CF), imipenem (IPM), ciprofloxacino (CIP), estreptomicina (S).
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Andlisis de resistencia a antibiéticos de S. enterica recuperada en carne de
pollo en puntos de venta

El andlisis de perfiles de resistencia a antibidticos reveld que una alta proporcion de
los aislamientos fueron resistentes a Acido nalidixico 85% (22/26), Tetraciclina 46%
(12/26) y Cloranfenicol 35% (9/26); mientras que 12% (3/26) fue resistente a
Ceftazidime y Trimetoprim/sulfametoxazol respectivamente, el 4% (1/26) a
Cefotaxima, Gentamicina, Ciprofloxacino, Kanamicina y Estreptomicina; finalmente
el 0% (0/26) de los aislamientos no fueron resistentes a Cefalotina, Imipenem y
Ampicilina (Figura 17). Estos perfiles difieren considerablemente de los patrones
obtenido de carne de pollo en puntos de venta de EE.UU. EIl NARMS-FDA reporto
una mayor prevalencia, a nivel nacional, de S. enterica No-resistente a acido
nalidixico 51.7% y solo un 2.8% resistente (NARMS 2015, 2013). En contraste, los
perfiles de resistencia a antibidticos son mas semejantes a lo observado por la
EFSA en la Union Europea. Por ejemplo, en el 2013, se encontr6 que el 65.8% de
los aislamientos fueron resistentes a acido nalidixico, tetraciclina 54.0% vy
cloranfenicol 2.1% (EFSA, 2015). En conjunto, estos datos denotan las diferencias
regionales en perfiles de resistencia. Estudios adicionales en México nos permitiran

corroborar la multirresistencia de la S. enterica endémica del pais.
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Figura 17. Frecuencia (%) de resistencia a antibiéticos en cepas de Salmonella

aisladas de carne de pollo en puntos de venta. No Detectado (ND).

El analisis de resistencia reveld que el 92.3% (24/26) de los aislamientos fueron
resistentes de 1-3 antibioticos, el 7.7% (2/26) de los aislamientos fue resistente a 4-
6 antibidticos y 0% fue resistente a mas de 7 antibiéticos (Figura 18). Estos
resultados revelan que la resistencia a los antibidticos que presentan los
aislamientos obtenidos en este estudio es menos grave que lo que reporta paises
como China; donde el 25%, 11% y 28% de los aislamientos obtenidos en puntos de
venta fueron resistentes a 1-3, 4-6, 7-9 y mas de 9 antibioticos, respectivamente
(Yang et al., 2010). La alta ocurrencia de aislamientos de Salmonella resistentes a
mas de 7 antibidticos pudo ser debido a la asociacion de un gran consumo de
antibidticos en la industria del ganado en China (Van Boeckel et al., 2015). En
términos de multirresistencia (aislamientos resistentes a mas de 2 clases
antibidticos), el presente estudio revelo que el 38.5% (10/26) de los aislamientos de
S. enterica fue resistente a mas de una clase de antibioticos, 30.8% (8/26) a 2
clases de antibioticos, 26.9% (7/26) a 3 clases de antibibticos, 3.8% (1/26) a 5

clases de antibidticos, y 0% fue resistente a mas de 6 clases de antibidticos (Figura
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18). Estos resultados indican que la ocurrencia de Salmonella multirresistente en
carne de pollo es un potencial problema en México, un hallazgo previamente
descrito en otros paises (Voss-Rech et al., 2015) (NARMS, 2014; EFSA, 2015).
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Figura 18. Frecuencia (%) de Salmonella multirresistente aislada de supermercados
y mercados publicos. Perfiles de resistencia a antibiéticos individuales o diferentes

clases. No detectado (ND).

Ademas los aislamientos de Salmonella recuperados de Supermercados fueron
mas resistentes (en promedio 2.4 antibiéticos) que los aislamientos recuperados de
Mercados Publicos (promedio 1.4 antibiéticos) (P = 0.004; Cuadro 13). Por lo tanto,
el analisis de multirresistencia revelé que el 47.1% (8/17) de los aislamientos
recuperados de los supermercados y fueron multirresistentes comparados con el
0% (0/9) de los aislamientos provenientes de mercados publicos (Cuadro 13). Por
lo tanto, Salmonella multirresistente fue 17.0 veces mas probable (odds ratio =
17.0, P = 0.06) de ser hallada en Supermercados que en Mercados Publicos
(Cuadro 13). Estos resultados resaltan la necesidad de establecer estudios

nacionales para monitorear la prevalencia de Salmonella y la emergencia de
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nuevas cepas multirresistentes. Por ejemplo, en EE.UU., un estudio nacional
realizado entre 2009 y 2014 reportdé una disminucion en la prevalencia de
Salmonella multirresistente de un 48% a un 20% en carne de pollo, después
establecer numerosas estrategias sanitarias (NARMS, 2014). Los sistemas de
monitoreo de Salmonella multirresistente es esencial para preservar la salud en
humanos, debido a que esta clase de patdgenos generan infecciones mas severas
(Krueger et al., 2014). La carne de pollo es una importante fuente de Salmonella
multirresistente, por lo que son necesarios estudios para elucidar estrategias

sanitarias para reducir este riesgo.

Cuadro 13. Ocurrencia de S. enterica multirresistente en carne de pollo en puntos

de venta.
Mercados
Supermercados o P-value
Publicos
Namero de b
o 2.41 (1.32) 1.44 (0.52) 0.04°
antibioticos?®
0.06
Aislamientos 0% odds ratio=17.0
_ _ 47.06% (8/17)°
multirresistentes (0/9) 95% CI (0.85-
338.27)

aNUmero de antibidticos a los cuales los aislamientos son resistentes. °Media
(desviacién estandar). °Prueba estadistica: T student. “Resistencia a mas de 2

clases de antibioticos.® Porcentaje (nimero de aislamientos/total).

En general, S. enterica Minnesota mostré una resistencia hasta 6 antibiéticos y
Typhimurium hasta 4 antibiéticos (Figura 16). La resistencia que mostré Salmonella
Minnesota y Typhimurium es una importante amenaza a la salud a nivel mundial.
Por ejemplo, en Brasil, el 60.6% de los aislamientos de Salmonella Minnesota
recuperados de granjas de pollo fueron resistentes de 2-3 clases de antibidticos

(Voss-Rech et al., 2015). Sin embargo, en China, el 27% de los aislamientos de
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Typhimurium obtenidos de puntos de venta han mostrado una resistencia mayor a
9 antibidticos (Krueger et al., 2014)

VI.6 Prevalencia de S. enterica en la cadena de produccion de carne de pollo

En general, la prevalencia de S. enterica en granjas, plantas de procesamiento y
puntos de venta fue de 27.0%, 32.3% y 21.4%, respectivamente (Figura 19). Se
observé una mayor prevalencia (P < 0.05) en plantas de procesamiento comparado
con granjas y puntos de venta. Estas prevalencias sobrepasan los limites
permitidos por las autoridades sanitarias de otros paises (granjas 1% y en plantas
de procesamiento 20% y puntos de venta 15%) (BIOHAZ, 2011; EFSA, 2015). Por
ejemplo, los programas sanitarios establecidos en la Unién Europea han logrado
disminuir considerablemente la prevalencia del S. enterica (granjas: 1.9%, plantas
de procesamiento: 3.5% y puntos de venta: 3.5%) en los ultimos afos(EFSA,
2015). Monitoreos constantes del patdgeno en estos paises han permitido disminuir
los niveles de contaminacion. De la misma manera, en EE.UU., el USDA-FSIS ha
establecido programas sanitarios para reducir los niveles de contaminacion por S.
enterica a 15.4% en plantas de procesamiento y 5% en grajas. En conjunto, estos
resultados resaltan la necesidad de disefiar y establecer planes de monitoreo
constantes y desarrollar planes sanitarios para la reduccion del patégeno en

granjas, plantas de procesamiento y puntos de venta de México.
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Figura 19. Prevalencia de S. enterica en la cadena de produccién de carne de pollo.
Muestras positivas/muestras totales en granja (36/122), plantas de procesamiento
(108/332) y puntos de venta (193/1,426). Los datos fueron ajustados mediante la
transformacion a la raiz cuadrada del arco-seno. Prueba estadistica de Tukey (P <
0.05).
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VI.7 Panorama general de la diversidad genética y distribucion de S. enterica

en la cadena de produccioén de carne de pollo.

El andlisis de la diversidad genética de S. enterica en granja, plantas de
procesamiento y puntos de venta revel6 la ocurrencia de 19 genotipos prevalentes
durante la cadena de producciéon de carne de pollo (Figura 20). En general, los
serotipos mas prevalentes fueron Enteritidis 47.8% (121/253), seguido de
Typhimimurium 16.2% (41/253), Anatum-Saintpaul 8.7% (22/253), Montevideo
4.3% (11/253), Infantis 3.6% (9/253), Choleraesuis 3.6% (9/253), Tennsessee-
Agona 2.8% (7/253), Muenster 2.4% (6/253), Newport 2.0% (5/253), Senftenberg
2.0% (5/253) y otros 6.8% (17/253) (Cuadro 14).
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Figura 20. Subtipificacion molecular de aislamientos de S. enterica en la cadena de
produccién de carne de pollo. Comparacion de 256 secuencias del gen atpD de los
256 aislamientos de Salmonella contra 548 genomas completos de Salmonella.
Arboles filogenéticos Similares fueron obtenidos utilizando los modelos Maximum
Parsimony, Neighbor-Joining y Minimum Evolution. Los nimeros en las ramas

indican valores de bootstrap después de 1,000 réplicas.
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Cuadro 14. Prevalencia de serotipos de S. enterica recuperada en granjas, plantas

de procesamiento y puntos de venta.

Punto
Serotipo Granjas Plantas -de de  Total %
procesamiento venta
Enteritidis 1 42 78 121 47,8
Typhimurium 15 11 15 41 16,2
Anatum_Saintpaul 3 1 18 22 8,7
Montevideo 11 0 0 11 4,3
Infantis 1 4 4 9 3,6
Choleraesuis 0 4 5 9 3,6
Tennessee_Agona 2 2 3 7 2,8
Muenster 5 0 1 6 2,4
Newport 0 4 1 5 2,0
Senftenberg 0 4 1 5 2,0
Rubislaw_Abaetetuba 0 1 2 3 1,2
Schwarzengrund_Quebec_B

Redeney 0 1 2 3 1,2
Minnesota 0 0 3 3 1,2
Hillingdon 2 0 0 2 0,8
Panama_Koessen 1 0 1 2 0,8
Typhi 0 1 0 1 0,4
Albany 0 0 1 1 0,4
Johannesburg 0 0 1 1 0,4
Thompson 0 0 1 1 0,4
Total 41 75 137 253 100

En particular, los serotipos mas prevalentes en granjas fueron: Typhimurium con un
36.6% (15/41), seguido de Montevideo con un 26.8% (11/41), Muenster 12.2%
(5/41) y Anatum-Saintpaul 7.3% (3/41), Tennessee-Agona 4.9% (2/41) y Hillingdon
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4.9% (2/41). Resultados similares se obtuvieron en plantas de procesamiento
siendo Enteritidis 56% (42/75) y Typhimurium 14.7% (11/75) los serotipos mas
prevalentes. Finalmente, en puntos de venta los serotipos mas prevalentes fueron
Enteritidis 56.9% (78/137), Typhimurium 10.9% (15/137) y Anatum-Saintpaul 13.1%
(18/137) (Figura 21). Esta diversidad de serotipos difiere considerablemente de lo
reportado en paises de la Unién Europea. Por ejemplo, en granjas los tres serotipos
mas prevalentes fueron Infantis (26%), Mbandaka (17.3%) y Thompson (12.6%);
mientras que en plantas de procesamiento fueron Infantis (37.4%), Enteritidis
(37.6%) y Kentucky (4.1%) (EFSA, 2015). En EE.UU., los serotipos mas
prevalentes en punto de venta fueron Typhimurium (38.4%), seguido de Kentucky
(27.07%), Enteritidis (11.3%) y Heidelberg (7.4%) (NARMS, 2014). Estos resultados
sugieren una diferencia considerable de serotipos de S. enterica endémicos en
México. La persistencia de ciertos serotipos en la cadena de produccién de carne
de pollo ha sido estudiada por diversos grupos de trabajo (Sanchez et al., 2002;
Liliebjelke et al., 2005) Por ejemplo, Liljebjelke y colaboradores en 2005 sefialaron
gue los mismos serotipos Enteridtis (64%) y Typhimurium (12%) recuperados de
dos granjas fueron hallados también en plantas de procesamiento, Enteritidis (10%)
y Typhimurium (83%), ademas los aislamientos fueron caracterizados mediante el
andlisis de pulsotipos; los resultados revelaron patrones indistinguibles entre los
aislamientos recuperados en granjas y en las plantas de procesamiento, sugiriendo
un transmision vertical de los serotipos de Salmonella en la cadena de produccién
de carne de pollo (Liliebjelke et al., 2005). Ademas es importante resaltar, que en
los sitios de expendio de carne de pollo es un punto critico que tiene implicaciones
sanitarias trascendentales; asi que el disefio en los planes de monitoreo del
patégeno enfocados a reducir o erradicar el patbgeno de estos tres ambientes
(granjas, plantas de procesamiento y puntos de ventas) son necesarios para
prevenir la introduccion del patdégeno y su re induccion en las granjas avicolas
(Mead, 2000)
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Figura 21. Diversidad y distribucion de S. enterica en granjas, plantas de

procesamiento y puntos de venta.
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VII Conclusiones

En general, la prevalencia de S. enterica en granjas, plantas de procesamiento y
puntos de venta fue de 27.0%, 32.3% y 21.4%, respectivamente. Estos niveles de
contaminacion sobrepasan los limites establecidos por autoridades sanitarias de
Unidon Europea y EE.UU. Esta informacion resalta la necesidad de establecer
programas de vigilancia y control para disminuir la prevalencia de este patégeno en

la cadena de produccién de carne de pollo.

En puntos de venta, se observd que una alta proporcion de aislamientos de S.
enterica son resistentes a acido nalidixico, tetraciclina y cloranfenicol. También se
observd la ocurrencia de aislamientos multirresistente a antibioticos.
Interesantemente, los aislamientos de S. enterica obtenidos de carne de pollo
expedida en supermercado fueron mas resistentes a antibioticos en comparacion a
los aislamientos de mercado publico. En conjunto, estos resultados indican que la
carne de pollo puede ser una fuente importante de S. enterica multirresistente

antibidticos y un potencial riesgo para la salud.

Ademas, en el presente estudio se estableci6 un sistema de serotipificacion
molecular para la rapida y efectiva caracterizacién de aislamientos de S. enterica
endémicos de México. Esto permitié identificar que los serotipos mas prevalentes
en granjas fueron Typhimurium, Montevideo y Muenster; mientras que, en plantas
de procesamiento y puntos de venta fueron Enteritidis y Typhimurium. Esta
informacion ofrece la primera evidencia de la diversidad de serotipos que circulan
en la industria productora de carne de pollo. Estos datos permitiran fundamentar
medidas de prevencion y control para reducir la prevalencia de S. enterica en carne

de pollo.
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