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RESUMEN

La salmonelosis humana es un problema importante de salud a nivel mundial y la
carne de pollo ha sido considerada como una de las principales fuentes de
Salmonella enterica para el humano. En varios paises, las autoridades sanitarias
han establecidos programas de vigilancia continuos para conocer la prevalencia
del patégeno y potencial de virulencia de S. enterica prevalente en productos
carnicos; sin embargo, esta informacioén es escasa en México. Para atender esta
problematica, el presente trabajo tiene por objetivo identificar los repertorios
genéticos de virulencia y multirresistencia a antibidticos de S. entérica prevalente
en carne de pollo. Para este fin, se realizd6 secuenciacion del genoma completo de
aislamientos provenientes de carne de pollo, recuperados por el Sistema de
Monitoreo Continuo de Salmonella realizado durante el periodo 2015 y 2018, en
mercados publicos y supermercados de la ciudad de Querétaro. En total, se
analizaron 39 aislamientos, pertenecientes a 19 serotipos, donde la mayor
prevalencia fue Enteritidis (20.5%), seguido de Infantis (12.8%), Anatum (10.3%) y
Agona (7.1%), Braenderup (6.1%), Havana (6.1%), Kentucky (6.1%) y Newport
(6.1%). Andlisis gendmicos comparativos revelaron la presencia de nueve islas de
patogenicidad de Salmonella (IPS), donde las:mas prevalentes fueron IPS3 (95%),
IPS4 (92%), IPS2 (69%), IPS5 (92%), IPS13 (92%), IPS14 (64%). Ademas, se
evidencio la presencia de 35 genes de resistencia a antibiéticos que confieren
resistencia a nueve familias de antibidticos. La resistencia més prevalente fue
hacia quinolonas (97%), seguida de tetraciclinas (64%), aminoglucésidos (62%) y
sulfonamidas (59%). Estos - perfiles de resistencia a antibidticos fueron
corroborados por analisis fenotipicos. Interesantemente, se observo resistencia a
antibiéticos de ultimo recurso como ciprofloxacino (64.1%), ceftriaxona (38.5%),
colistina (5.1%) e imipenem (5.1%). También, se observo una tendencia (P = 0.06)
al aumento anual de resistencia quinolonas y cefalosporinas. Estos resultados
revelan la presencia, en carne cruda de pollo, de S. enterica con una amplia gama
de factores de virulencia y multirresistencia a antibiéticos. Esta informacion resalta
la necesidad de fortalecer los programas de control para Salmonella en la industria
avicola y el continuo monitoreo del potencial de virulencia de este patégeno.

Palabras claves: S. enterica, carne de pollo, islas de patogenicidad,

multiresistencia, antibioticos.



SUMMARY

Human salmonellosis is a major health problem worldwide and chicken meat has
been considered one of the main sources of Salmonella enterica for humans..In
several countries, health authorities have established continuous surveillance
programs to determine prevalence of this pathogen and its virulence potential.
However, this type of information is limited in Mexico. To solve this problem, the
present work aims to identify the genetic virulence repertoires and multi-drug
resistance profiles in S. enteric recovered from retail chicken meat. To accomplish
this goal, whole genome sequencing of chicken meat isolates was performed.
Isolates were obtained from the Salmonella Continuous Maonitoring System, a
surveillance program carried out from 2015 to 2018, in public markets and
supermarkets in Querétaro city, Qro. In total, 39 isolates were analyzed, belonging
to 19 serotypes, the highest prevalence was observed for serotype Enteritidis
(20.5%), followed by Infantis (12.8%), Anatum (10.3%) and Agona (7.1%),
Braenderup (6.1%), Havana(6.1%), Kentucky (6.1%) and Newport (6.1%).
Comparative genomic analysis revealed the presence of nine islands of Salmonella
pathogenicity (IPS); the most prevalent were IPS3 (95%), IPS4 (92%), IPS2 (69%),
IPS5 (92%), IPS13 (92%), and IPS14 (64%). In addition, 35 antibiotic resistance
genes that confer resistance to nine antibiotic families were identified. The most
prevalent resistance was against quinolones (97%), followed by tetracyclines
(64%), aminoglycosides (62%) and sulfonamides (59%). These antibiotic
resistance profiles were corroborated by phenotypic analysis. Interestingly,
resistance to last-source antibiotics was detected; specifically, against ciprofloxacin
(64.1%), ceftriaxone (38.5%), colistin (5.1%) and imipenem (5.1%). Also, a
tendency (P = 0.06) to an annual increase in resistance against quinolones and
cephalosporins was - observed. These results reveal the prevalence of multi-
virulence and multi-drug resistance S. enterica in raw chicken meat. This
information highlights the need of Salmonella prevention and control programs in
the poultry industry, and the necessity of performing continuous surveillance of
virulence factors and multi-resistance for this pathogen.

Key words: S. enterica, chicken meat, pathogenicity islands, multiresistance,



1.

INTRODUCCION

La salmonelosis es un grave problema de salud a nivel mundial y los productos
carnicos crudos se consideran una de las principales fuentes de contaminacion.
En algunos paises existen estrictos programas de vigilancia y control; lo-que-ha
permitido una disminucién gradual de la prevalencia de este patdogeno. En EE. UU.
y paises de la Union Europea se ha logrado reducir (<12%) los niveles de
contaminacion de S. enterica en productos carnicos; sin embargo,. la prevalencia
de aislamientos multirresistentes a antibiéticos (MRA) se ha incrementado (~17%)

en los ultimos afios.

La capacidad de S. enterica para colonizar, sobrevivir y proliferar de manera
eficiente en el huésped depende de su capacidad para sincronizar una compleja
red de mecanismos de virulencia; incluyendo los sistemas de resistencia a
antibioticos. Por esta razon, es fundamental incluir el analisis del potencial de

virulencia en los programas nacionales de vigilancia de S. enterica.

Para conocer el potencial de virulencia de los aislamientos de S. enterica
prevalentes en México, en el presente estudio, se realizaron analisis comparativos
de genomas completos para identificar los perfiles de genes de virulencia y MRA
en aislamientos de S. enterica que prevalentes en productos carnicos. Este trabajo
permitird conocer la prevalencia anual de los factores de virulencia; asi como su
distribucion por puntos de venta. La informacion generada sera fundamental para
entender la evolucién de la virulencia de este patdgeno; asi como generar bases

biologicas para establecer medidas de control y prevencion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Salmonella enterica

Salmonella es una bacteria Gram-negativa, movil, anaerobia facultativa, de
importancia clinica y alimentaria por ser un patégeno intracelular (Majowicz et al.,
2010). De acuerdo a la Organizacion de la Salud (OMS) cada afio enferman 550
millones de personas por enfermedades gastrointestinales, siendo Salmonella una
de las cuatro causas principales de enfermedades diarreicas a nivel mundial
(OMS, 2018).

El género Salmonella, se divide en dos especies; Salmonella bongori y enterica,
del cual S. entérica ademas se divide en seis subespecies que son designadas
con numeros romanos (I, entérica; Il, salamae; llla, arizonae; lllb, diarizonae; IV,
houtenae; and VI, indica) (Figura 1). Asi mismo, S. enterica se clasifica en
serovares usando el sistema de clasificacion White-Kauffman-Le Minor
(MacKenzie et al, 2017). ' La serotipificacion es una combinacion Unica
representativa de antigenos flagelares (H1 y H2) y lipopolisacéarido (O) o antigeno
capsular (K). En la actualidad se han identificado mas de 2,600 serovares (Gal-
Mor, Boyle, & Grassl, 2014).

Desde el punto de vista epidemioldgico, S. enterica se clasifica en serovariedades
tifoideas (ST) y no tifoideas (SNT) (Grimont & Weill, 2008). La mayoria, de las SNT
son. zoonoticas y las infecciones humanas generalmente surgen a través del
consumo de alimentos contaminados con este patégeno (Majowicz et al., 2010).
Las SNT comunmente resultan en gastroenteritis auto limitantes; sin embargo,
entre 3-10 % de los casos la infeccion se vuelve sistémicos (Hohmann, 2001)
resultando en cuadros clinicos graves y potencialmente mortales (Okeke et al.,
2005)
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Figura 1. Sistema de clasificacion de Salmonella

En el 2017, la OMS estimd.que alrededor del mundo, 120 millones de personas
fueron afectadas por S. enterica, de las cuales 355,000 fallecieron (OMS, 2018).
En EE.UU. entre el 2006 y 2018, la CDC (CDC, 2018) reportd 67 brotes causados
por S. enterica asociados al consumo de alimentos contaminados, afectando a
mas de 6,700 personas, en su mayoria nifios <5 afios y adultos >60 afios de edad.

En la _mayoria de los casos mundiales asociados con alimentos, siendo los

productos carnicos el principal vehiculo de S. enterica (Finstad et al, 2012) .

2.2 PREVALENCIA EN CARNE DE POLLO

Existen programas permanentes de vigilancia para productos carnicos debido a la
asociacién con S. enterica. Por ejemplo, en EE.UU. el Sistema Nacional de

Monitoreo de Resistencia Antimicrobiana (NAMRS por su siglas en inglés) en los




altimos cinco afos ha reportado una prevalencia promedio del 11.5%, 7.5%, 1.4%
y 0.8% para carne de pollo, pavo, cerdo y res; respectivamente (NARMS, 2017a).
En la Unidén Europea, para el afio 2016 se reportd una prevalencia de S. enterica
en carne en punto de venta del 7.7%, 6.4%, 2.4% y 0.2% para pavo, pollo, cerdoy
res, respectivamente (EFSA, 2017c). En particular, el consumo de carne de pollo
ha sido asociado con importantes brotes epidemiolégicos alrededor del mundo
(Cuadro 1).

Cuadro 1.. Reportes de brotes de S. enterica asociados al consumo pollo.

. _ No de % _
Pais Serotipo 4 Referencia
casos Hospitalizados

Inglaterra Enteritidis 281 1 Mercado et al., 2012
EE UU Heidelberg 634 38 CDC, 2013b

EE UU Heidelberg 9 22 CDC, 2014

EE UU Enteritidis 9 33 CDC, 2015
Canada Braenderup 51 10 PHAC, 2017
Canada Enteritidis 90 23 PHAC, 2018

EE UU Infantis 129 19 CDC, 2018
Canada Enteritidis 11 9 PHAC, 2019




En México, se han realizado pocos estudios temporales de prevalencia en carne
de pollo. Miranda y colaboradores realizaron muestreos quincenales durante 19
meses en el estado de Hidalgo, obteniendo una prevalencia del 35% (41/116)
(Miranda, Mondragon et al, 2009). En Yucatan otro grupo de trabajo realizd 12
muestreos mensuales de canal de pollo y estimaron una prevalencia de-S.
enterica de 39% (115/295) (Zaidi et al., 2008).

En laboratorio de microbiologia molecular lleva a cabo el programa de monitoreo
para la deteccion permanente de S. enterica en productos carnicos en la ciudad de
Querétaro en mercados y supermercados. Se han recolectado aproximadamente
de 3,000 muestras de carne de pollo, a partir del ano 2015 hasta la fecha; sin
embargo, los datos obtenidos nos han permitido-estudiar de manera longitudinal la
presencia de S. enterica en el periodo 2015-2018, reportando una presencia de
21% con un incremento anual progresivo (Regalado-Pineda et al, 2019 datos no

publicados).

No obstante, ademas de conocer la prevalencia de S. enterica en alimentos, es
fundamental conocer el potencial de virulencia de los asilamientos prevalentes y
recurrentes en matrices alimentarias. Se ha demostrado que la capacidad
patogénica de diferentes serotipos depende del potencial de virulencia de la
bacteria (Hoffmann et al., 2014; Osman, Marouf, & Alatfeehy, 2013)

2.3 FACTORES DE VIRULENCIA

Salmonella enterica alberga una variedad diversa de genes de virulencia
necesarios para la adhesion, invasion, sobrevivencia intracelular y proliferacion
(Wang, L. et al, 2018). Estos genes se encuentran en diversos lugares del
genoma, siendo las mas reconocidas las islas de patogenicidad de S. enterica
(IPS) y las islas gendmicas de S. enterica (IGS), ambas se consideran fragmentos

del cromosoma que contienen genes necesarios para desarrollar la maquinaria



responsable de la patogenicidad y resistencia a antimicrobianos en el huésped
(Marcus et al, 2000).

En general, los factores de virulencia tienen un papel crucial en las infecciones. La
patogenicidad de las S. enterica estd determinada por los genes de virulencia
presentes en las IPS donde se incluyen proteinas efectoras, plasmidos de
virulencia y resistencia a antimicrobianos (Main-Hester et al, 2008; Mirold et al.,
2001; Rychlik et al., 2009; Wisner et al 2012).

2.3.1 ISLAS DE PATOGENCIDAD

Se han identificado 23 IPS en el género Salmonella (Cuadro 2), cinco de estas
(IPS-1 a IPS-5) se consideran comunes-en todas las serovariedades de S.
enterica (Rychlik et al., 2009). La IPS-1, localizada en el centisoma 63, posee
multiples genes involucrados en la invasion del hospedador. Este locus es un
segmento de 35-40 kb que contiene 39 genes divididos en tres categorias, i)
genes que codifican el sistema de secrecion tipo Il (Gong et al., 2009; Palmer,
Kim, & Slauch, 2019), .ii) genes que codifican proteinas involucradas en la
translocacion de las moléculas efectoras dentro del citoplasma de la célula
hospedero vy iii). genes que codifican las proteinas efectoras y sus chaperonas
(Westerman et al, 2018). Estas tres categorias son las responsables de codificar
determinantes para la invasién de células del hospedero no fagociticas, apoptosis
de macrofagos in vitro, activacion de MAP cinasas y factores de transcripcion. Asi
mismo, se ha mostrado que las cepas carentes de IPS-1 muestran una reducida
virulencia en el raton, cuando la bacteria es inoculada por via oral; sin embargo, la
virulencia no se ve disminuida cuando se inocula por via parenteral, lo que indica
que la IPS-1 es importante para la invasion de tejidos a nivel intestinal, pero no

para diseminacion sistémica (Figueroa Ochoa & Verdugo Rodriguez, 2005).



La IPS-2 se localiza en el centisoma 31 y su tamafio es de ~40 kb. Consta de 32
genes que regulan la supervivencia y replicacion bacteriana en los
compartimentos intracelulares de macrofagos y células epiteliales (Valdivia &
Falkow, 1997).La IPS-2 se activa en la etapa intracelular de la bacteria, localizada
dentro de vacuola que contiene S. enterica (VCS), (Browne et al, 2008) después
de la invasion en las células del huésped, la VCS madura gradualmente . a través
de interacciones con la via endocitica del huésped, con caracteristicas de los
endosomas tardios, como medio acidificado y presencia de glucoproteinas; sin
embargo no contiene hidrolasas lisosomicas(Thompson ‘et al, 2011). Se ha
establecido que la pérdida de la funcién de IPS-2 en diversos serotipos causa
disminucién de la virulencia, asociado generalmente a un defecto de crecimiento
intracelular (Kuhle & Hensel, 2004; Salcedo et al, 2001; Shea et al, 1999)y la

interferencia con la sefalizacién inmune.

También las IPS-2 codifica para proteinas efectoras que promueven la inflamacion
en las células del huésped, como consecuencia de la inflamacion, las especies
reactivas de oxigeno producido oxidan compuestos de azufre para producir
tetrationato, y la respiracion de tetrationato confiera una ventaja de crecimiento a
S. enterica sobre otros microorganismos intestinales competidores (Baumler et al,
2011).

La IPS-3-es necesaria para la supervivencia intracelular en macréfagos, también
provee el operon mgtCB necesario para el crecimiento de S. enterica en
condiciones limitadas de magnesio (Mg?*) (Moncrief & Maguire, 1998). Su tamafio
es ~17 kb y estad localizada en el centisoma 82 (Figueroa Ochoa & Verdugo
Rodriguez, 2005).

La IPS-4 codifica un sistema de secrecion tipo | (SSTI) que regula la secrecion de

toxinas y se cree que participa en la adaptacion de S. enterica al ambiente



intracelular en los macréfagos. Su tamafo es de ~27 kb y estd compuesta por 18

genes localizados en el centisoma 92 (Haraga, Ohlson, & Miller, 2008)

Finalmente, la IPS-5 tiene un tamafo de ~7.5 kb y se encuentra localizada en el
centisoma 20. Codifica proteinas efectoras involucradas en la secrecion fluida y
reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal, como SopB (también conocido como
SigD) que ademas de estimular la secrecién de cloro, se encuentra involucrada en
el flujo de macrofagos, para su secrecion utiliza el SSTII de la IPS-1 (DeVinney,
Steele-Mortimer, & Finlay, 2000). Existen IPS que han sido identificadas
Unicamente en las subespecies arizonae, diarizonae y houtanae, como la IPS-20,
IPS-21y IPS-22 (Wisner et al., 2012).

También se han identificado IPS especificas de serotipos, como IPS-6, descrita en
Typhimurium la cual codifica el SST6 que es empleado como un mecanismo de
eliminacién hacia bacterias comensales (Sana et al., 2016). La IPS-7 sélo se ha
descrito en Typhi CT18 (Nair et al., 2004) identificando en esta seccion el operén
viaB, que codifica para el antigeno Vi, que actia como un factor protector del
antigeno O contra la accién de los anticuerpos (Liu et al, 1988), usualmente las
bacterias con este antigeno capsular con mas resistentes a la fagocitosis en la

ausencia de anticuerpo especificos.

La IPS-13 se ha reconocido en Typhimurium y Enteritidis, mientras que IPS-8 se
determind en Typhi; ambas participan en la internalizacion a macréfagos murinos;
fenémeno que no acontece en macrofagos humanos (Espinoza et al., 2017). Asi
mismo IPS-9 han sido identificadas en Enteritidis; mientras que IPS-11 y IPS-12
fueron reconocidas en Typhimurium (Wisner et al., 2012). Con funciones como la
regulacion de la osmolaridad, regulacion de pH promoviendo la sobrevivencia en
los macréfagos y otras células inmunes. Las IPS-15, IPS17, IPS-18 y IPS-23 se

han reportado en la subespecie enterica; sin embargo, se desconoce la funcion de
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los genes que contienen (Fuentes et al, 2008; Hayward et al., 2014; Wisner et al.,
2012).

Las islas de patogenicidad contribuyen a la macro evolucion, al desarrollar
variantes patogénicas, mientras que el proceso de transferencia de ‘islas de
patogenicidad tiene fuerte impacto en la micro evolucién y adaptacion de los
microorganismos patdgenos durante el proceso de infeccion (Figueroa Ochoa &
Verdugo Rodriguez, 2005).

2.4.2 PROTEINAS EFECTORAS

El patégeno S. enterica tiene la capacidad de-invadir a los enterocitos del intestino
delgado por endocitosis mediada. Este proceso inicia al adherirse la célula
bacteria a la pared apical del enterocito. Esta bacteria tiene afinidad por las célula
M del intestino, las cuales son células epiteliales especializadas que transportan a
las células linfoides contenidas en las placas de Peyer subyacentes (Riquelme et
al., 2016). Cuando la bacteria logra alcanzar las células del intestino, el sistema de
secrecion tipo Il (codificado en la IPS-1) media la transferencia de proteinas
efectoras desde la célula bacteriana a la célula huésped. Una vez dentro de la
célula eucariota, estos efectores pueden alterar las funciones celulares del
huésped, como arquitectura del citoesqueleto, trafico de membranas, transduccién
de sefales y la expresion de genes de citoquinas, con el fin de promover

supervivencia bacteriana y colonizacion (Haraga et al., 2008).

Estudios in vitro, han demostrado que la funcién concertada de varias proteinas
efectoras es necesaria para una invasion eficiente del epitelio, incluida la
participacion en el reordenamiento del citoesqueleto del huésped, el reclutamiento
de células inmunes, el metabolismo celular, la secrecion de fluidos y la regulacién
de la respuesta inflamatoria del huésped (Jones et al., 2008; Knodler, Finlay, &
Steele-Mortimer, 2005; Vonaesch et al., 2014).
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Cuadro 2. Islas de patogenicidad de S. enterica.

IPS Tamano Funcion Referencia
(pb)
Codifica para el SST3, necesario para la Marcus et al., 2000; Mirold
1 40.2 . - A :
invasion en el epitelio intestinal et al., 2001
5 39.8 Sobrevivencia y proliferacion intracelular, en el Main-Hester et al., 2008a;
' enterocito y macrofagos. Ochoa & Rodriguez, 2005
3 16.6  Sobrevivencia en ambientes bajos en Mg*? Blanc-Potard et al., 1999
Participa en el reordenamiento estructural del
4 o5 epitelio intestinal y en la entrada a células Marcus et al., 2000; Porwollik,
polarizadas en conjunto con el SST3 de la IPS- Steffen, 2011
1
Codifica SopB que permiten el . cambio .
5 6.6 estructural y la integracion de la bacteria al Hensel, 2002460l\garcus etal,
citoplasma
Codifica para sistema de secrecion tipo VI
(SST6) que contribuye a la capacidad para Pezoa etal., 2013; Sana et al.,
6 49.9 ) ; ' A
colonizar ratones. Asi como operén fimbrial saf 2016
y en gen de invasion pagN.
7 o8 Biosintesis de factores de virulencia: antigeno Pickard et al., 2003; Seth-Smith,
Vi, efector SopE vy los pili tipo IVB. 2008
8 57 Internallzamop y sobrevivencia de macrofagos Espinoza et al., 2017
de pollo y raton
Se ha_ asociado con la formacion de
9 16.3 b!opellcylas y se ha descrltp como un factor de Velasquez et al., 2016
virulencia en ratones. Esta regulada por alta
osmoralidad y bajo pH.
Ayuda a la supervivencia en ratones; sin no
12 16.3 . identificaron los genes individuales Tomljenovic-Berube et al., 2013
responsables de esta capacidad.
Internalizacion y sobrevivencia de macréfagos Espinoza et al., 2017; Wisner
13 25.3 .
de pollo y raton etal., 2012
Cadifica loiA, regulador de la transcripcion de .
14 68 D, lo que lleva a la activacion de hilA (IPS-1) Jiang et al., 2017
16 33 Codl.fl.can'llas proteinas |r,1\(olucradas en la Singh et al., 2018
maodificacion del lipopolisacérido.
19 6.3 Alberga un SST6, requerido para Ila Blondel et al., 2009

colonizacién en pollo.
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Las proteinas SopE, SopE2 y SopB, activan en el huésped, las proteinas Rho
GTPasas, Cdc42 y Racl, que conducen a la reorganizacion del citoesqueleto y el
plegamiento de la membrana promoviendo la internalizacion bacteriana (Friebel et
al., 2001). Asi mismo, al estimular a Cdc42, esta desencadena varias rutas de la
proteina cinasa (MAPK), que incluye las vias Erk, Jnk y p38, da como resultado la
activacion de los factores de transcripcion AP-1 y del factor nuclear
NFkg (Schlumberger & Hardt, 2006), a su vez, estos factores promueven la
produccion de interleucina 8 (IL-8), estimulando asi mismo la transmigracion de
células polimorfonucleares (PMN), y por ende la respuesta inflamatoria (Wood et
al., 2000).

El proceso de infeccibn continua una vez traspasada la barrera epitelial del
enterocito, ya que puede continuar el proceso de infeccibn en las células
intestinales induciendo macropinocitosis y activando ssBr (Pérez-Morales et al.,
2017), sensible a la disminucion de pH, que permite la modificacion del fagosoma
para generar un compartamiento replicativo denominado VCS (vacuola que
contiene a Salmonella) (Steele-Mortimer, 2008) este espacio vacuolar puede
persistir intracelularmente durante horas o dias sin progresion a la formacion del

fagolisosoma o al reciclaje de la formacion vacuolar (Helaine et al., 2014).

Después de resistir la fagocitosis en la células inmunes intestinales, S. enterica
puede migrar a los macrofagos y otras células del sistema inmune innato del
huésped (Behnsen et al, 2015), y emplearlas como vehiculo para propagarse
dentro del huésped. Evadiendo el sistema inmune, promoviendo la replicacion
bacteriana y la posterior diseminacion al organismo de forma sistémica (Kurtz,
Goggins, & McLachlan, 2017).
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Cuadro 3.Proteinas efectoras producidas por S. enterica, codificadas en las IPS.

Efector Funcion celular Referencia
Modula las respuestas inmunitarias y de .
Avra supervivencia intestinal de los mamiferos wu, Jonzeosl,z& Neish,
mediante la inhibicién de JINR MAPK.
Disminuye la concentracibn de G-actina y
. aumenta la estabilidad de F-actina; también
SIpA (SspA) induce la migracién transepitelial de PMN e Chen eqal, 2033
interrumpe uniones estrechas.
SopA Estimula la transmigracion de PMN al atacar a Kamanova et al
P las ubiquitinas E3 del huésped. , 2016
Estimula la acumulacion de liquido en asas
SopD ileales ligadas a bovinos, contribuye a la diarrea . -Bakowski et al, 2007
en terneros y enfermedad sistémica en ratones.
SopE y Activa Cdc42, Racl, RhoG por. su- actividad Vonaesch et al.,
SopE2 GEF e interrumpe uniones estrechas. 2014
Inhibe Cdc42 y Racl por su actividad GAP y la
SptP sefalizacion de MAPK vy la secrecion de IL-8 a  Choi et al., 2013
través de su actividad de tirosina fosfatasa.
Induce la formaciéon de Sif, mantiene la
SifA integridad de VCS vy regula negativamente el Ohlson et al., 2008
reclutamiento de quinesina en el VCS.
SpiC Interfiere con el trafico endosomal. Uchiya & Nikai, 2008
SpvB ADP-ribosiltransferasa actina-especifica. Chu et al., 2016
SseF Contribuye a la formacioén de Sif y la agrupacion Miiller, Chikkaballi, &
de microtubulos. Hensel, 2012
Ssel (SrfH) Contribuye a la difusion de células del huésped Brink et al., 2018
- Mesquita, Holden, &
SseL Deubiquitinasa Rolhion, 2013
SspH2 Inhlb_e la tasa de_ pollmgrlzamon de actinay Bhavsar et al., 2013
contribuye a la virulencia en terneros.
Necesarias para la extension radial de los
: . tubulos Sif, también para la colonizacién y
PipB/PipB2 respuestas secretora e inflamatoria en asas Knodler et al., 2005
ileales.
Inhibe la sefalizacion de NFkP y la secrecion
SspH1 de IL-8, contribuye a la virulencia en ternerosy  Cook et al., 2019

tiene actividad de ubiquitinasa ligasa E3.
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2.5 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

La creciente resistencia bacteriana a antibidticos, representa una problema
importante para la salud de los individuos; debido a que cada vez aumenta mas el
namero de casos donde la terapia con antibiéticos no es efectiva (Greig et al.,
2015). Se estima que 700,000 muertes en todo el mundo podrian atribuirse a MRA

y que la cifra aumentara a 10 millones de muertes en el 2050 (OMS, 2015).

La dispersion de cepas de S. enterica con resistencia a varios antibioticos es
preocupante; actualmente, gran numero de aislamientos son resistentes a
antibioticos comunes como la ampicilina, ‘cloranfenicol y trimetoprima-
sulfametoxazol, forzado a migrar al uso de fluoroguinolonas y cefalosporinas de
espectro extendido (Arlet et al., 2006; Cuypers et al., 2018). Desafortunadamente,
también se han identificado cepas de S. enterica con resistencia a estos
antibiéticos y otros de ultimo recurso como carbapenems (Fernandez, Guerra, &
Rodicio, 2018) y colistina (Lima, Domingues, & Da Silva, 2019) reduciendo

drasticamente el arsenal de medicamentos para tratar estos padecimientos.

La MRA se defini6 de manera inicial como la resistencia a ampicilina, cloranfenicol
y trimetoprima/sulfametoxazol (Dyson et al, 2019); sin embargo este concepto ha
cambiado, debido al uso de otros tratamientos farmacolégicos haciendo referencia
a la resistencia a un agente antimicrobiano clave de al menos 3 clases de
antibiéticos, de la misma manera se han introducido otros conceptos como
extremadamente resistente (XRA) y panresistente (PAR), definidos como la
resistencia a un antibiodtico de todas las clases de antibiéticos recomendados y
resistencia a todos los antibidticos de todas las clases de antibidticos
recomendados para cada microorganismo, respectivamente (Magiorakos et al.,
2012). La evidencia de la presencia de microorganismos con esta capacidad de

resistencia resalta la necesidad de establecer sistemas de vigilancia para conocer
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10)

la evolucibn de este problema y posibles factores que contribuyen a su

propagacion.

2.5.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA

Existen cuatro mecanismos principales de resistencia a antimicrobianos.

Modificaciones en la molécula antimicrobiana, empleando alteraciones quimicas al
antibiotico como acetilaciones, fosforilaciones y adenilaciones (Wright, 2005); el
efecto resultante se relaciona con el impedimento estérico. También la destruccion
funcional del antibiotico, en este grupo la B-lactamasas resultan ser el mecanismo
principal, existiendo mas de 1000 enzimas diferentes (Bush, 2018) y resulta de
suma importancia la aparicién de las carbapenasas y su rapida diseminacion,

estas enzimas son especificas para este grupo de antibiéticos de ultimo recurso.

Disminucion de la penetracion, mediante la disminuciéon de la permeabilidad
membranal, este mecanismo es particularmente importante en las bacterias Gram-
negativas, debido a la baja penetracion en la membrana externa y a la baja
expresion, modificacién o deterioro de porinas en la membrana (Delcour, 2009).
Asi mismo las bombas de eflujo permiten exportar sustancias dafiinas para el
microorganismo_desde el espacio citoplasméatico al extracelular (Fernandez &
Hancock, 2012). Estas estructuras se agrupan de acuerdo con su conformacion,
fuentes de energia, rango de antibidticos que pueden extruir y tipo de organismos
en los que se encuentran distribuidas. Los genes que codifican para estas bombas

pueden estar en elementos genéticos méviles o en el cromosoma.

Realizar cambios en el sitio objetivo, con la intencion de evitar la accién del
antibiotico en este lugar, ya sea protegiéndolo, mediante la competicion o por la
modificacion a través de mutaciones, alteraciones enzimaticas o bien por

reemplazo o derivacion del sitio original (Woodford & Ellington, 2007).
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Resistencia debido a adaptaciones celulares globales, mediante sistemas de
deteccion/respuesta al estrés y mantenimiento de la homeostasis en la pared
celular. Asi como procesos metabodlicos como el aumento de la utilizacion de
acidos grasos y fructosa, disminucion del glutamato y deterioro del metabolismo

del acetato y del ciclo del acido tricarboxilico (Martinez & Rojo, 2011).

2.5.2 ELEMENTOS GENETICOS DE RESISTENCIA EN Salmonella enterica

Las bacterias emplean dos estrategias genéticas ‘principales para evitar la
actividad de un antibiético; la generacion de mutaciones en el gen, aunque estos
cambios que conducen a la resistencia son costosos para la homeostasis celular y
s6lo se mantiene si es necesario en presencia del antibiotico y a menudo asociado
con el mecanismo de accion del compuesto (Woodford & Ellington, 2007), o bien
la adquisicion de ADN extracelular de determinantes de resistencia a través de
transferencia horizontal de genes (THG) (Lerminiaux & Cameron, 2019), donde la
estrategia principal es la conjugaciéon que emplea elemento genéticos mdviles,

como plasmidos, transposones e integrones (Thomas & Nielsen, 2005).

2.5.2.1 PLASMIDOS

Un elemento plasmidico de suma importancia por su creciente propagacion a nivel
mundial (Abatcha et al 2014), son las enzimas f-lactamasas de espectro
extendido (Cuadro 3), un mecanismo predominante de resistencia en bacterias
gramnegativas (Jacoby & Medeiros, 1991). Estas enzimas destruyen el enlace
amida del anillo B-lactamico, lo que hace que el antimicrobiano sea ineficaz. Se
han encontrado en el cromosoma, pero su mayor incidencia ha sido en elementos
genéticos moviles (EGM), especialmente en plasmidos e integrones, lo que facilita
su diseminacion (Livermore, 2008). Existen varios tipos de enzimas identificadas;

sin embargo, no todas ellas se han identificado en S. enterica aun.
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Cuadro 4.p-lactamasas y antimicrobianos afectados. Proteinas codificadas
mediante el gen codificantes asociado a la region bla del transposon Tn5-Tn3

(38pb) y antibioticos que afecta.

Ambler pB-lactamasa Antibiético que inhibe Alelos Referencia
Penicilina,
A TEM Cefalosporina, 140 Elumalai et al, 2014
Monobactams
A SHV Penicilina, Cefamicinas 60 Elumalai-et al., 2014
_ Canton, Gonzalez-Alba, &
A CTX-M Cefalosporinas 80
Galan, 2012

Cefalosporinas,
Fernandez et al., 2018; Hall

A KPC Carbapenems, 30
& Barlow, 2005

Monobactams

A GES Carbapenems 30 Meletis, 2016
Carbapenem ]

B IMP _ 70 Escandon-Vargas et al, 2017
(Imipenem)

B NDM Carbapenems 20 Escandodn-Vargas et al., 2017

B VIM Carbapenems 30 Fernandez et al., 2018
Oxacilinas,

D OXA >200 Evans & Amyes, 2014

Cefalosporinas

C AmpC Cefalosporinas 5 Jacoby, 2009

En la dltima década, la aparicion de bacterias resistentes a carbapenems condujo
a la reutilizacion de colistina como opcién terapéutica para el tratamiento de
infecciones humanas que habia caido en desuso por efectos adversos como
nefrotoxicidad y neurotoxicidad y la reducida informacion de su farmacocinética
(Ordooei-Javan, Shokouhi, & Sahraei, 2015); no obstante, se ha utilizado
ampliamente en medicina veterinaria en animales productores de alimentos, para

el tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas (Kempf, 2016).
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La resistencia a colistina mediada por el plasmido es conferida por genes mcr, que
codifican una transferasa de fosfoetanolamina que modifica el lipido A,
disminuyendo la unién de colistina al LPS (lipopolisacarido) aumentando su
resistencia (Bialvaei & Samadi Kafil, 2015). Se han identificado 8 variantes del gen
mcr en distintos paises y huéspedes; sin embargo Unicamente los primeros 5
(mcr-1, mer-2, mer-3, mcr-4 y mcr-5) han sido identificados en S. enterica ( Wang
et al., 2018).

2.5.2.2 ISLAS GENOMICAS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Salmonella enterica posee una regién cromosémica que le confiere la capacidad
de resistencia a antibidticos, éste locus se denomina IGS1 y fue identificado por
primera vez en cepas multirresistentes a antibidticos (MRA) de S. entérica
Typhimurium (Levings, Djordjevic, & Hall, 2008). IGS1 es un elemento integrado
movil de 42.4 kb, que contiene cinco genes de resistencia a antibioticos,
confiriéndole  resistencia a estreptomicina, espectinomicina, antibibticos
B—lactdmicos y sulfonamidas, asi mismo incluye una determinante de resistencia a
cloranfenicol y florfenicol y otro determinante de resistencia a tetraciclina (Levings
et al., 2008).

IGS1 o alelos de la misma también se han encontrado en muchos otros serotipos,
incluidos ‘Agona, Albany, Cerro, Derby, Dusseldorf, Infantis, Kentucky, Kiambu,
Meleagredis, Newport, Paratyphi B y Tallahassee (Ebner, Garner, & Mathew,
2004; Levings et al., 2005; Vo, van Duijkeren, Fluit, & Gaastra, 2007).

Las variantes de IGS1, IGS1-A a IGS1-O, contienen diferentes conjuntos de genes
de resistencia a antimicrobianos encontrdndose en diversos aislamientos de S.
enterica. La mayoria de estos aislamientos parecen haber ganado, perdido o

intercambiado estos genes de resistencia (Muranyi et al, 2016).
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Debido a la aparicion de variaciones alélicas cada vez mas frecuentes en genes
de resistencia a antibioticos (Munita & Arias, 2016), su identificacion por métodos
moleculares convencionales resulta limitante; sin embargo, el analisis del genoma
completo ha supuesto un avance importante para la identificacion de mdultiples

genes y variaciones desconocidas.

2.6 SECUENCIACION DEL GENOMA COMPLETO (SGC)

Convencionalmente, los estudios epidemiolégicos se ~ fundamentaban
principalmente en la serotipificacion de S. enterica o en la designacion de patrones
genéticos como los campos pulsados y analisis: multilocus (Wattiau, Boland, &
Bertrand, 2011), analisis de repeticion en tandem variable de multilocus (MLVA) y
la virulotipificacion (Huehn et al., 2010). Estas herramientas son muy utiles en
estudios de rastreabilidad, sin embargo, la limitacion de estos métodos radica en
un poder discriminatorio insuficiente para diferenciar los aislamientos de S.
enterica estrechamente relacionados en las investigaciones de brotes y sobre todo
para evaluar el potencial de virulencia individual de cada aislamiento (Gilchrist et
al, 2015).

El complejo genético que lleva a la patogénesis de las infecciones sistémicas por
S. enterica, como la colonizacién, proliferacion, invasién, sobrevivencia intracelular
(Haraga et al., 2008) y respuestas al estrés, cdmo la tolerancia a los &cidos y
bajas 'temperaturas, asi como formacién de biopeliculas (Gahan, 1999;
Steenackers et al, 2012), estd compuesto por numerosos genes que participan en
estos mecanismos. Conocer el repertorio genético de virulencia permite en
primera instancia seleccionar potenciales determinantes genéticas de virulencia
logrando establecer un marcador que permita cuantificar el riesgo para la salud

publica.
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También, se ha demostrado el potente uso de SGC para identificar determinantes
genéticas de resistencia a antibiéticos conocidos en S. enterica y correlacionarlos
con los fenotipos de susceptibilidad (McDermott etal., 2016a), facilitando la
identificacion y caracterizacion de los aislamientos. Constantemente se describen
nuevas secuencias asociadas a la resistencia a antibioticos o variaciones alélicas
gue impactan de manera significativa en el tratamiento en pacientes (Sun et al,
2018; Wang et al., 2018; J. Yin et al., 2009), por ello, con el objetivo de facilitar la
identificacion de genes de resistencia y evaluar su propagacion se han establecido
bases de datos de genes de resistencia constantemente actualizadas (Gupta
et al., 2014; Jia et al., 2017; B. Liu & Pop, 2009; McArthur et al., 2013).

El andlisis del genoma completo de este patdgeno proporciona informacién Unica
sobre su virulencia, adaptacion, resistencia a antibiéticos y evolucion en el
huésped, esta gran cantidad de informacion mejora en gran medida nuestra
comprension de la biologia de S. enterica, catalizard el desarrollo de nuevas
estrategias de intervencion para reducir la carga de enfermedades relacionadas y

permitira predecir la evolucion del patégeno conduciendo a un mejor control.

Finalmente, los avances en las metodologias de secuenciacion del genoma
completo han dado como resultado la capacidad de realizar una secuenciacion de
alto rendimiento de genomas bacterianos a un costo moderado (Caulfield et al.,
2013) lo que lo convierte en una alternativa econémicamente viable a los métodos
tradicionales para la vigilancia de la salud publica y la deteccién de brotes, con la
ventaja intrinseca de poder analizar el potencial de virulencia y la presencia de
elementos genéticos de resistencia a antimicrobianos. Esta herramienta debe ser
complementaria a los ensayos rastreabilidad genética y evaluacién del potencial
de virulencia en modelos in vivo, mejorando con esto nuestro conocimiento de los

riesgos asociados con este patdgeno.
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3. JUSTIFICACION

Salmonella enterica ha evolucionado numerosos factores de virulencia y MRA
para adaptarse exitosamente al huésped. Estas caracteristicas han provocado que
S. enterica sea un patdgeno de importancia global; el cual genera mas de 93
millones de infecciones al afio. En México, datos oficiales estiman que ocurren
>120,000 casos al afio y la mayoria de los casos son transmitidos por el consumo

de alimentos contaminados con el patégeno.

Los productos cérnicos son considerados una de las principales fuentes de S.
enterica, dentro de los cuales, la carne de pollo ocupa la primera posicién. Por lo
tanto, es fundamental conocer el potencial de virulencia de los aislamientos que
circulan en estos productos. En México, desde el 2015 a la fecha, nuestro grupo
de trabajo ha llevado a cabo un Programa de Vigilancia de S. enterica en la Cd. de
Querétaro, este programa ha permitido evaluar la prevalencia anual y patrones de
distribucion temporal. El presente proyecto, se enfocé a caracterizar el potencial
de virulencia de los asilamientos prevalentes en productos carnicos, que se han

obtenido durante el desarrollo del programa de vigilancia para Salmonella.

El potencial de virulencia de S. enterica depende directamente del repertorio de
genes destinados a codificar factores de virulencia y MRA. En los ultimos afios,
numerosos estudios han documentado un incremento en el nUmero de casos
clinicos asociados a aislamientos de S. enterica MRA y el surgimiento cepas
resistentes a antibiéticos considerados la dltima opcién para combatir las
infecciones. Por tal motivo es fundamental realizar estudios que nos permitan
identificar el repertorio genético que confiere mayor virulencia y MRA a S. enterica;
asi como su distribucion y principales fuentes de contaminacion. En conjunto,
estos estudios nos permitiran elucidar el proceso evolutivo de virulencia de S.

enterica endémica en México.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar los repertorios genéticos de virulencia y MRA de S. entérica prevalente

en carne de pollo.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar la secuenciacion del genoma completo de aislamientos de S. enterica
prevalente en carne de pollo.

e I|dentificar el repertorio genético de virulencia de S. enterica prevalente en carne
pollo, a partir de analisis gendmicos comparativos.

e Identificar los patrones fenotipicos y genotipicos de MRA de S. enterica prevalente
en carne de pollo, mediante ensayos de resistencia a antimicrobianos en placay el

analisis de la secuencia del genoma completo.
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METODOLOGIA

5.1 SELECCION DE AISLAMIENTOS DE S. enterica

Se seleccionaron 39 aislamientos de S. enterica (Cuadro 5), obtenidas de carne
de pollo de acuerdo con los métodos descritos por la EFSA (25g.de piel). Las
muestras provinieron de mercados publicos y supermercado, en la ciudad de
Querétaro, Querétaro en el periodo 2015-2018, recolectados por el programa de
monitoreo y vigilancia permanente de S. enterica en productos carnicos,
implementados por el laboratorio de microbiologia molecular. Los aislamientos
pertenecen a la coleccion de aislamientos del mismo programa almacenados en

glicerol (Thermo Fisher, ultrapure) al 20% (v/v) a-20°C.

Cuadro 5. Identificacion de aislamientos de S. enterica

Muestra Fecha O.I? Origen Pieza
recoleccion

1 06/04/2015 Mercado publico Cuello
2 06/04/2015 Mercado publico Cuello
3 06/04/2015 Mercado publico Cuello
4 20/11/2015 Mercado publico Muslo/Pierna
5 20/11/2015 Mercado publico Muslo/Pierna
6 20/11/2015 Mercado publico Muslo/Pierna
7 06/04/2015 Supermercado Cuello
8 07/04/2015 Supermercado Cuello
9 07/04/2015 Supermercado Cuello
10 20/11/2015 Supermercado Muslo/Pierna
11 20/11/2015 Supermercado Muslo/Pierna
12 20/11/2015 Supermercado Muslo/Pierna
13 11/01/2016 Mercado publico Muslo/Pierna
14 26/05/2016 Mercado publico Muslo/Pierna
15 05/07/2016 Mercado publico Muslo/Pierna
16 24/10/2016 Mercado publico Muslo/Pierna
17 02/12/2016 Mercado publico Muslo/Pierna
18 11/01/2016 Supermercado Muslo/Pierna
19 25/03/2016 Supermercado Muslo/Pierna
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Fecha de

Muestra - Origen Pieza
recoleccion
20 12/05/2016 Supermercado Muslo/Pierna
21 05/07/2016 Supermercado Muslo/Pierna
22 02/12/2016 Supermercado Muslo/Pierna
23 23/01/2017 Supermercado Muslo/Pierna
24 28/03/2017 Supermercado Muslo/Pierna
25 28/05/2017 Supermercado Muslo/Pierna
26 28/08/2017 Supermercado Muslo/Pierna
27 19/10/2017 Supermercado Muslo/Pierna
28 16/11/2017 Supermercado Muslo/Pierna
29 20/06/2017 Mercado publico Muslo/Pierna
30 28/08/2017 Mercado publico Muslo/Pierna
31 19/10/2017 Mercado publico Muslo/Pierna
32 16/11/2017 Mercado publico Muslo/Pierna
33 05/12/2017 Mercado publico Muslo/Pierna
34 28/02/2018 Supermercado Muslo/Pierna
35 23/04/2018 Supermercado Muslo/Pierna
36 25/06/2018 Supermercado Muslo/Pierna
37 28/02/2018 Mercado publico Muslo/Pierna
38 28/05/2018 Mercado publico Muslo/Pierna
39 23/04/2018 Mercado publico Muslo/Pierna

5.2 ACTIVACION Y PURIFICACION DE AISLAMIENTOS DE S. enterica.

El aislamiento-almacenado se descongelé a temperatura ambiente. Una alicuota
de 100ul se inocul6 en 3 ml de caldo soya tripticaseina (Acumedia, Neogen) y se
incubo por 24 horas a 37°C (Hatti et al, 2017). Se inoculé en el medio Xilosa-Lisina
y desoxicolato con novobiocina 0.001% v/v se seleccionaron las colonias con
morfologia tipica (colonias redondas y convexas con precipitado negro y halo rosa)
y se realiz6 la prueba de urea para confirmar la identidad del aislamiento (EFSA,
2015). Posteriormente se inoculd mediante estria cruzada una placa con agar
soya tripticaseina (Acumedia, Neogen) y se incubd por 24 horas a 37°C para

garantizar la obtencion de un cultivo axénico (Gorski, 2012).
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5.3 ACTIVACION DE AISLAMIENTOS Y EXTRACCION DE ADN

Los aislamientos fueron inoculados nuevamente en caldo soya tripticaseina
(Acumedia, Neogen) por 24 horas a 37°C (Incubator 815). Posteriormente un
mililitro del cultivo fue sometido a extraccion de ADN con el kit Quick -gDNA
miniprep Zymo Research® siguiendo las indicaciones del fabricante. La
concentracion y pureza de ADN se analizé con Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)
(Nga et al., 2010).

5.3 CONFIRMACION DE S. enterica POR METODOS MOLECULARES

El ADN extraido de los aislamiento se emple6é como templete para la confirmacion
por PCR mediante la amplificacion de los genes invA y 16S rRNA (Esquivel-
Hernandez et al , 2018). Las condiciones para el gen invA fueron:
desnaturalizacion inicial a 94°C por-3 min, seguida por 35 ciclos que comprende
una desnaturalizacion a 94°C por 45 seg, una alineacion a 57.4°C por 30 seg y
extension a 72°C por 30seg; por ultimo, una extension final a 72°C por 5 minutos.
Las condiciones del-gen 16S rRNA fueron: desnaturalizacién inicial 94°C por 3
min, continuando con 32 ciclos que incluyen desnaturalizaciéon a 94°C por 20 seg,
una alineacion a 53°C por 30 seg y una extension a 72°C por 30 seg; finalmente
se realizd una extension final por 2 minutos. La reaccion se llevdé acabo en un
termaciclador (modelo ¢1000 touchcycler de 96 pozos marca Bio-rad) y se corrid
un gel de agarosa (1.5%) en una cdmara de electroforesis (Marca Bio-rad) a 85 V
por 25 minutos. El gel fue observado en un transiluminador (bio-imagen system
Pro-DnR). Las muestras que presentaron ambos genes: invA (437 pb) y 16S rRNA

(402 pb) fueron confirmadas como S. enterica.
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5.4 SECUENCIACION Y ENSAMBLE DEL GENOMA

Las librerias gendmicas se prepararon con el kit de preparacion de muestra
Nextera Flex de lllumina ®, y se cuantificaron mediante gPCR, secuenciandose en
un carril durante 151 ciclos desde cada extremo de los fragmentos en el equipo
HiSeg400, empleando el kit de secuenciacion HiSeq v1. La calidad de las lecturas
crudas se verifico mediante el software FastQC (Brown, Pirrung, & McCue, 2017),
y se eliminaron los adaptadores lllumina mediante el uso- del software
Trimmomatic (v0.39)(Bolger, Lohse, & Usadel, 2014) El ensamble del genoma de
novo se realiz6 con SPAdes versién 3.6.0 (Bankevich et al., 2012). La calidad del

acoplamiento se verifico con QUAST (Gurevich etal, 2013).

5.5 SEROTIPIFICACION In silico

Cada uno de los genomas ensamblados se sometio al analisis de prediccion de
serotipo empleando la plataforma bioinforméatica de genoserotipificacion SISTR
(Salmonella In Silico Typing Resource) basada en secuencias de MLST, rMLST,
cgMLST (Yoshida et al., 2016) al igual que SeqSERO 1.0 que emplea secuencias
de determinantes genéticas asociadas al serotipo (rfb, fliC y fljB) (Ibrahim & Morin,

2018) el empleo de las dos plataformas permitié una verificacion cruzada.

5.6 IDENTIFICACION DE ISLAS DE PATOGENICIDAD

La presencia o ausencia de IPS se realizé con SPIFinder 1.0 (Zankari et al., 2012).
La configuracién predeterminada se eligio con un minimo de 95% de identidad
para evitar el ruido por fragmentos de los genes y una longitud minima del 60%
para poder detectar genes al comienzo y al final de contings que pudieran tener

ensambles defectuosos.
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5.7 CARACTERIZACION DE PLASMIDOS

Se emplearon plasmidos de cepas caracterizadas, como referencia. First
PlasmidSPAdes (Antipov et al., 2016) se empled para ensamblar plasmidos a
partir de lecturas crudas. Los contings ensamblados se cargaron al servidor RAST
para su anotacion. Los contings anotados se alinearon frente a los plasmidos de
referencia. Los plasmidos estructurados también se cargaron a ResFinder 3.1
(Zankari et al., 2012) para la determinacion in silico de genes de resistencia a

antimicrobianos.

5.8 PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Se empled el método de difusién en disco (Kirby-Bauer) con Agar Mueller-Hinton
(Acumedia, Neogen). Se emplearon sensidiscos (Oxoid, Termofisher) de
trimetroprima con sulfametoxazol (SXT, 5/24 ng), acido nalidixico (NAL, 10 ng),
amoxicilina con acido clavulanico (AMC, 20/10 ug ), cloranfenicol (CHL, 30 ug ),
tetraciclina (TYC, 30 ug), ampicilina (AMP, 10 ug), estreptomicina (STR, 15 ng),
cefalotina (CEP, 30 ug), azitromicina (AZT, 15 nug), gentamicina (GEN, 10 ug),
colistina (CST,10 pg), ceftriaxona (CRO, 30 ug), ciprofloxacino (CIP, 5 pug) and
imipenem (IMI, -10 ug), enrofloxacino (ENR, 10 png), ofloxacino (OFL, 5 png),
moxifloxacino (MOX, 5 ug) , levofloxacino (LEV, 5 ug), norfloxacino (NOR, 10 ng) .
El halo de inhibicion se interpreté como se indica en el Instituto de estdndares de
laboratorio y clinicos (CLSI, 2015) Los aislamientos que mostraron susceptibilidad
intermedia fueron considerados como no susceptibles y Escherichia coli ATCC

25922 fue usada como cepa control de susceptibilidad.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 SEROTIPIFICACION

La informacion del serotipo sigue siendo la piedra angular en las actividades de
seguridad alimentaria y salud publica destinadas a reducir la incidencia de
salmonelosis. Esto debido a que se ha demostrado que los serotipos se
correlacionan con los posibles huéspedes, asi como la evolucion de la
enfermedad; sin embargo, la metodologia esta basada en reacciones de
antisueros dirigidos al lipopolisacarido (antigeno O codificado por genes rfb) y
antigenos flagelares (codificados por fliC y fljB)* (McQuiston et al., 2004). Este
ensayo ademas de ser un costoso, requiere personal altamente capacitado en su
procedimiento. En contraste, la serotipificacibn por secuenciacion del genoma
completo (SGC) permite la identificacion, y logra establecer una relacion genética
y evolutiva. La SGC ha sido validado por varios estudios comparado con la
serotipificacion convencional (Ashton et al., 2016; Leekitcharoenphon et al, 2014;
Yoshida et al., 2016; Zhang et al., 2015). Aportando una herramienta de
tipificacion precisa, robusta, confiable y de alto rendimiento que apoya la vigilancia
de rutina de S. enterica, que debe complementarse con informacion clinica y

epidemioldgica (lbrahim & Morin, 2018).

En el presente estudio, los 39 aislamientos de S. enterica en este estudio fueron
sometidos a serotipificacion a través de SGC. Los aislamientos fueron obtenidos
de muestras de carne de pollo en mercado publico (48.7%) y supermercados
(51.3%). Se identificaron 19 serotipos, de los cuales los mas predominantes fueron
Enteritidis (20.5%), Infantis (12.8%), Anatum (10.3%), Agona (7.1%), Braenderup
(6.1%), Havana (6.1%), Kentucky (6.1%) y Newport (6.1%) (Cuadro 6).
Coincidiendo con los serotipos reportados en la Unién Europea en el 2015, siendo
Enteritidis (37.6%) e Infantis (37.4%) los serotipos con mayor prevalencia (EFSA,
2017c). A diferencia de EE. UU. en el 2017, donde Typhimurium (26.6%) ocup?d la
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primera posicion, seguido de Kentucky (24.5%) y Enteritidis (18.9%) (NARMS,
2017a) y Canada reportd con mayor incidencia a Heildelberg (32.4%) y Kentucky
(29.2%).(CIPARS, 2016).

Cuadro 6.Numero de aislamientos de S. enterica (n = 39) por serotipo. 2015,
2016, 2017, 2018, afio de obtencion de aislamiento.

2015 2016 2017 2018 Total
(n=12) (n=10) (n=11) (n-=6) (n=39)
Enteritidis 4 3 1 8
Infantis 2 2 1
Anatum 4
Agona 2 1
Braenderup 1 1
Havana
Kentucky 1 1
Newport 2
Bere 1
Derby 1
Give
Johannesburg 1
London 1
Manhattan 1
Muenchen 1
Muenster 1
Ouakam 1
Rissen 1
Senftenberg 1

Serotipo

P PR PRPPRPPPRPPPEPNNNNWRNOGM

No obstante, existen estudios previos en nuestro equipo de trabajo que han
permitido establecer la presencia de otros serotipos: Anatum, Abae-Rubis, Agona,
Bredeney, Chester, Choleraesuis, SaintPaul, Heildelberg, Infantis, Montevideo,
Newport, Ouakam, Minesota, Typhimurium, Enteritidis y Thompson (Alcaraz-
Gonzalez, 2016; Esquivel-Hernandez, 2018), donde el serotipo con mayor
prevalencia fue Enteritidis (47.8%, 65.9% y 32.20%) siendo consistente con lo

reportado en el presente estudio. Los resultados de las investigacion presentan 15
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serotipos principales y otros asociados a la regidn geografica y condiciones
ambientales, indicando que existe una amplia distribucion de los principales
serotipos en diversas partes del mundo; sin embargo, aun entre aislamientos del
mismo serotipo existe evidencia que hay variaciones genéticas asociadas al punto
geografico de recuperacion permitiendo su trazabilidad (Cao et al., 2013; Delgado-
Suarez et al., 2019).

También una aportacion importante del presente estudio es la recuperacion de
diferentes serotipos en cada punto de venta y asociados al afio de recoleccion
(Figura 2), indicando una clara diferencia de las poblaciones de S. enterica,
posiblemente causada por factores ambientales, manejo y almacenamiento
(Alcaraz-Gonzalez, 2016; Esquivel-Hernandez, 2018; A. S. Khan et al, 2018). Se
necesita continuar con los esfuerzos de muestreo y analisis genotipicos vy
fenotipicos que permitan corroborar la distribucion de serotipos por puntos de

venta y afno.

6.2 ISLAS DE PATOGENICIDAD

6.2.1 Prevalencia deislas de patogenicidad

Se han descrito 23 IPS en Salmonella enterica (Hayward et al., 2014; Hayward,
Petrovska, & Woodward, 2016); a pesar que no todas ellas se encuentran
presentes en el genoma bacterianos estas se consideran elementos importantes
en la evolucion de este microorganismo, ya que se han adquirido por transferencia
horizontal, desempefiando un papel fundamental en la patogenicidad (Ochman,

Lawrence, & Groisman, 2000).

En el presente estudio se identificaron 9 islas de patogenicidad (Grafica 1). El
100% (39/39) de los aislamientos contaron con al menos 3 islas de patogenicidad.

El 48.7% (19/39) mostré la presencia de 7 islas de patogenicidad. Mientras que el
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17.6% (7/33) presento 6 IPS, 2.6% (3/39) de los aislamientos mostraron 8 IPS y
2.5% (1/39) solo 3 IPS. Estos resultados sugieren que la mayoria de los
aislamientos prevalentes en carne de pollo pueden ser considerados mayormente
virulentos, debido a que un nimero mayor de islas de patogenicidad indican una
mayor capacidad para causar dafio (Marcus et al., 2000), ya que un mayor-numero
de elemento genéticos de virulencia pueden mejorar la actitud de las cepas
bacterianas para infectar a un huésped, persistir, proliferar y transmitirse a un

nuevo huésped en un nicho especifico.
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Figura 2. Distribucion anual de serotipos de S. enterica recuperados en carne de

pollo
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Grafica 1. Numero de aislamientos de S. enterica (n = 39) que presentan cada

una de las IPS.

Varios estudios indican que las IPS-1 a IPS-5 estan altamente (~100%)
conservadas en los serotipos de S. enterica, indistintamente del origen (Blondel et
al, 2009; Desai et al., 2013; Haneda et al., 2009). En México, Delgado-Suarez y
col. (2018) identificaron que las IPS-1 a IPS-5 estan conservadas en aislamientos
clinicos de humanos, pero no son prevalentes en los asilamientos provenientes de
carne de res. Esta observacion se corrobora en el presente trabajo, donde las IPS-
1 a IPS-5 se identificaron en el 7.7% (3/39) de los aislamientos de recuperados de

carne de pollo.

Las IPS-3, IPS-4 y la regién C63PI, se observaron en el 95% (37/39), 92% (36/39)
y 100% (39/39); de los aislamientos recuperados; respectivamente. Estas IPS
estan implicadas en mecanismos para la obtencion de nutrientes (Blanc-Potard
et al., 1999; Ikeda, Janakiraman et al, 2005; Zhou & Hardt, 1999), adhesién a
células epiteliales y secrecion de proteinas de unién a metales de alta afinidad

para sustraer principalmente magnesio, hierro y manganeso, garantizando la
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obtencion de los nutrientes necesarios para su sobrevivencia en ambientes

restringidos de estos componentes. (Main-Hester et al.,2008a).

En el 21.4% de los aislamientos se observd IPS-8; mientras que en el 64.2% se
encontré IPS-13; estas islas se encuentran asociadas a la capacidad de
sobrevivencia en macréfagos (Espinoza et al., 2017). En el 33.3% (13/39) de los
aislamientos, ambas islas se mostraron ausentes. En contraste, las IPS asociadas
a la internalizacién e infeccibn en el huésped (IPS-1, IPS-2; IPS-5 y IPS-14)
observaron una menor presencia con 43.8%, 62.8%, 61.1% y 53.8%,
respectivamente. La IPS-1 se considera necesaria para la invasion en el enterocito
y células M; debido que codifica un sistema de secrecién tipo Il (SST3) que
permite la inyeccion de proteinas efectoras codificadas en la IPS-5, que propician
la absorcion celular de la bacteria (Galdn, 2001); se ha demostrado que la
supresion de este mecanismo concertado de la presencia de SST3 y las proteinas
efectoras representa una reduccién significativa en la virulencia (Dieye et al, 2009;
Troxell et al., 2015).

También, la IPS-2 permite la evasion de la formacion del fagolisosoma en la fase
sistémica (Figueira & Holden, 2012); promoviendo la colonizacion del bazo e
higado (McGhie- et al, 2009). El 15.3% (6/39) mostrdé ausencia de ambas islas,
implicando una seria reduccion en el potencial de virulencia en estos aislamientos
(Osman et al., 2013). Finalmente, la IPS-14, considerada de importancia para la
virulencia de Typhimurium en condiciones de O:2 bajas, emulando el ambiente
intestinal, a través del loiA que activa la transcripcién hilD a su vez activando hilA
(el-activador maestro de IPS-1) (Jiang et al., 2017); sin embargo en el presente
estudio varios aislamientos mostraron la presencia de IPS-14, pero no IPS-1. Por
lo que se considera que los genes contenidos en IPS-14 deben cumplir una

funcién adicional, sin embargo, aun no se encuentra descrita.
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6.2.2 Distribucién anual de islas de patogenicidad

El andlisis de IPS presentes en el aislamiento de S. enterica obtenidos en los afios
2015, 2016, 2017 y 2018 no reveld (P > 0.05) patrones anuales de distribucién
(Gréafica 2); esto podria indicar la conservacion temporal del potencial de
virulencia; una caracteristica anteriormente observada (Desai et al., 2013). Esta
resiliencia y estabilidad genética de S. enterica es considerada un proceso de

adaptacién geogréfica (Dandekar et al., 2015).
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Grafica 2. Distribucion de IPS de aislamientos de S. enterica (n = 39) por afio.
Prueba Tukey (P > 0.05).

6.2.3 Relacion de islas de patogenicidad en serotipos

Para realizar el analisis estadistico de la relacién existente entre la presencia de
islas de patogenicidad y los serotipos identificados se agruparon en 3 categorias:
I) Serotipos identificados en 3 o mas aislamientos, donde se encontraron:
Enteritidis, Infantis, Anatum y Agona; Il) Serotipos identificados en solo 2

aislamientos, los cuales fueron: Kentucky, Braenderup, Newport y Havana; IlI)
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Serotipos que fueron identificados de manera individual en un aislamiento, en este
grupo se encontraba el resto de los serotipos. La categoria | se sometio al analisis
estadistico por contar con aislamientos suficientes, para las categorias restantes
las conclusiones requieren un mayor numero de aislamientos; sin embargo, se

observa un comportamiento similar a la primera categoria.

El andlisis permitié establecer que los aislamientos de un mismo serotipo
presentaron aproximadamente la misma cantidad de islas de. patogenicidad
(Grafica 3); esta observacion coincide con estudios que analizan un serotipo a la
vez (Amauvisit et al, 2003; Cao et al., 2014, Prasertsee et al., 2019) ; sin embargo,
esta conclusion debe confirmarse con un tamafio de muestra mas grande, que
incluya aislamientos de otras matrices alimentarias y clinicas humanas y
veterinarias, ya que estas observaciones pueden estar relacionadas con el

huésped o bien las condiciones ambientales y de procesamiento.

Numero de islas (promedio)

Kentucky Braenderup Newport Havana Agona Anatum Infantis  Enteritidis
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Gréfica 3. Numero de islas de patogenicidad asociadas a los serotipos frecuentes

en aislamientos de S. enterica (n = 39). Prueba Tukey (P > 0.05).

En particular, los serotipos Enteritidis, Infantis y Anatum mostraron un mayor
namero (>6) de IPS, esto podria estar asociado a la mayor capacidad de invasion
y probabilidad de causar infecciones sistémicas de estos serotipos en
comparacién con los demés (La Ragione et al, 2003). Adem4s, estos tres
serotipos han sido reportados como los mas prevalentes en-muestras clinicas
humanas, asi como en animales de produccién, y producto carnicos de pollo y
pavo (Almeida et al, 2013; CDC, 2018, 2018; Chironna et al., 2014; Dunowska
et al., 2007; Esquivel-Hernandez, 2018; Hendriksen et al., 2011; Nogrady et al,
2007; Pessoa-Silva et al., 2002; Schroeder et al.; 2016; Zaidi et al., 2008a).

La identificacidon y distribucion de la IPS en diferentes serotipos de S. enterica es
esencial para comprender el desarrollo de la enfermedad, la evolucién y
adaptacion de la bacteria a las condiciones ambientales y el desarrollo de la
patogénesis en el huésped. Aunque la prevalencia de S. enterica ha ido en
incremento en los ultimos afios en productos cérnicos (Alcaraz-Gonzalez, 2016;
Delgado-Suarez et al., 2019; Zaidi et al., 2008b), no existe una base de datos
sobre las caracteristicas genotipicas de los aislados de S. enterica en México. Por
lo tanto, la identificacion de los serotipos circulantes en toda la cadena de
produccion alimentaria, asi como la caracterizaciéon del repertorio genético de

virulencia es de vital importancia para la salud publica.

6.2.4 Islas de patogenicidad por punto de venta

La prevalencia de S. enterica varia sustancialmente entre paises, se han
reportado niveles de contaminacién que oscilan entre 12% y 40% (Balakrishnan,
Sangeetha, & Dhanalakshmi, 2018; Guran, Mann, & Alali, 2017; NARMS, 2017a;
Thung et al., 2016). Los analisis de prevalencia de S. enterica realizados por
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nuestro grupo de trabajo (2015-2019) muestra un incremento anual (11.6%) en los
niveles de contaminacion en carne de pollo, y una mayor frecuencia en
supermercado (24.6%) comparado con mercado publico (9.2%) (Alcaraz-
Gonzélez, 2016; Esquivel-Hernandez, 2018), mismo comportamiento que se ha
descrito en otros estudios alrededor del mundo (Capita, 2003; Harrison et al, 2001;
Madden et al, 2011).

Al analizar los aislamientos recuperados de mercado publico y supermercados, se
observd un mayor (P < 0.05), numero de IPS en aislamientos provenientes de
supermercado (Grafica 4). Estos resultados sugieren que las poblaciones de S.
enterica en estos dos puntos de venta son diferentes; posiblemente resultado de
un proceso de seleccién determinado por las- condiciones de procesamiento,

almacenamiento y manipulacién en cada punto de venta.

Numero de islas (promedio)
S

Mercado Publico Supemercado

Gréfica 4. Namero de islas de patogenicidad frecuentes en aislamientos de S. enterica
recuperados de supermercado (n = 20) y mercado publico. (n = 19). Prueba Tukey (P <
0.05).
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Tanto la prevalencia como la seleccién de poblaciones bacterianas en cada punto
de venta, pueden ser originadas por varios factores; uno de ellos es la vida de
anaqguel, mientras que en supermercados permanece mayor tiempo permitiendo la
proliferacion bacteriana; en mercados publicos este tiempo es corto (<6 horas)
(Alcaraz-Gonzélez, 2016; Capita, 2003; Esquivel-Hernandez, 2018). La principal
razon de esta diferencia es la posibilidad de almacenamiento. En supermercados
se cuenta con unidades de refrigeracion (4°C — 7°C) (NOM-251-SSA1-2009),
mientras que en mercado publico es practicamente nula la posibilidad de esta. Lo
qgue contribuye la seleccién de bacterias; se ha demostrado que las poblaciones
bacterianas no patdégenas inmediatamente después del procesamiento de la canal
(usualmente mesofilas) son diferentes a las poblaciones que ocasionan el
deterioro de la carne de pollo durante el almacenamiento y que pueden crecer en
refrigeracion (Mutwakil, 2011). Asi mismo las bacterias asociadas al deterioro
tienen la particularidad de contar con un genoma extenso y un mayor namero de
genes (Saenz-Garcia et al, 2016) que permiten su desarrollo y proliferaciéon, adn
en condiciones de refrigeracién. Esto podria ocurrir de la misma forma en
bacterias patdgenas como S. enterica (Jiménez et al, 2009; Pradhan et al., 2012),
explicando de esta manera la diferencia del repertorio genético en los aislamientos

recuperados de ambaos puntos de venta.

Asi mismo, esta caracteristica impactaria a la tasa de proliferacion bacteriana en
cada uno de los aislamientos, ya que para que el patégeno pueda poseer y
expresar factores de virulencia, supone una penalizacibn para su crecimiento
(Sturm et al., 2011). Esto explica la posibilidad de poblaciones de S. enterica con
un-menor numero de IPS que proliferan de manera mas eficiente en carne de pollo
de venta en mercado publico bajo temperaturas ambientales (20°C — 32°C). En
contraparte las poblaciones de S. enterica con un mayor numero de IPS tendrian
una proliferacion lenta en comparacion con las anteriores; sin embargo, esto se ve
compensando con el mayor tiempo de exposicion de anaquel en supermercados, y

la disminucion de las poblaciones acompafiantes debido a la temperatura de
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refrigeracion; sin embargo, hasta el momento no se tienen datos de
investigaciones que hayan sometido a las mismas condiciones con diferente

numero de islas.

Otros factores que pudieran contribuir a la seleccion de las poblaciones
bacterianas y que ocurren durante el almacenamiento de la carne de pollo, son los
cambios de pH, ya que estudios han demostrado que poblaciones de S. enterica,
muestran tolerancia cruzada a la disminucion pH por efecto de la activacion de
sistemas antiporte en condiciones de refrigeracion contribuyendo a la
sobrevivencia selectiva de fenotipos resistentes (Keerthirathne, Ross, Fallowfield,
& Whiley, 2016).

Al ser mayor el numero de herramientas genéticas que permitan su desarrollo y
sobrevivencia, la posibilidad de adecuarse a distintos ambientes es ineludible y
favorece la seleccién de poblaciones bacterianas debido a condiciones especificas
de desarrollo (Amavisit et al, 2003). Las islas de patogenicidad son elemento que
a pesar de reconocer su importante contribucion al potencial de virulencia; su

distribucion y prevalencia en aislamientos de S. enterica en México es nula.

6.2.4 Perfiles de islas de patogenicidad

El presente estudio revel6 la presencia de 14 perfiles de IPS, que estan asociados
al serotipo (Figura 3). En todos los aislamientos del serotipo Enteritidis (8/8) se
observé la ausencia de la IPS-2. La eliminacion de esta isla de forma experimental
ha revelado que las S. entéricas carentes de IPS-2 generan la misma respuesta
de citocinas y producciéon de anticuerpos que las cepas nativas (wild-type) (Khan
et al., 2003). Especificamente, S. entéricas carentes de IPS-2, inducen una mejor
respuesta inmune contra la infeccion por S. enterica, pero no logran evadir la
presentacion a linfocitos T y B, por lo que son un fenotipo frecuentemente utilizado

como vacuna (Bohez et al, 2007; Papezova et al., 2008); sin embargo es la primer
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evidencia reportada de la recuperacion de manera nativa del genotipo con estas

caracteristicas, lo que resalta la necesidad de analizar un nimero mayor de

aislamientos y la evaluacion del impacto en el potencial de virulencia.
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Figura 3.Dendograma de perfiles de islas de patogenicidad de serotipos de S.

enterica. 85% punto de corte. Andlisis multivariado e indice de similitud Jaccard

(0.9743).
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Las IPS13 y IPS14, se observaron de manera simultanea en el 67% (26/39) de los
aislamientos. La presencia de IPS-13 y IPS14 de manera simultanea no ha sido
reportado en otros estudios. La IPS-13 contribuye a la sobrevivencia en
macréfagos (Elder, 2016); mientras que IPS-14 ha sido asociada con el proceso
de invasion a enterocitos participando en la trascripcion de hilD a su vez activando
hilA (el activador maestro de IPS-1) (Jones, 2005) , sin embargo, la relacion de
estas dos islas no ha sido descrito, y por lo tanto se desconoce el impacto que

tendria su concomitancia en el potencial de virulencia.

La IPS-13 y IPS-8, son mutuamente excluyentes, debido a que se encuentran en
la misma ubicacion genomica (adyacente al gen tRNA-pheV) (Espinoza et al.,
2017). IPS-13 se encuentra conservada en las Salmonella no tifoideas y ausente
en tifoideas debido a que poseen IPS-8 (Espinoza et al., 2017); sin embargo, el
presente estudio reveld la presencia de IPS-8 en serotipos no tifoideos como
Agona, Senftenberg, Rissen, Derby, Anatum, Havana y Kentucky. Los estudios
gue respaldan la ausencia de IPS-8 en no tifoideas (Espinoza et al., 2017, p. 8;
McClelland et al., 2001), no han analizado los serotipos incluidos en el presente
trabajo. Por lo tanto, este estudio revela la primera evidencia de este genotipo en

Salmonella no tifoidea.

6.3 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

6.3.1 Evaluacién genotipica de resistencia a antibiéticos

6.3.1.1 Prevalencia de genes asociados a diferentes clases de antibioticos

Evaluar la distribucibn de genes de resistencia en la poblacion bacteriana
representa una herramienta detallada y potencialmente Uutil para mejorar la
comprension de la propagacion de estos elementos genéticos, particularmente en
México, ya que la informacion es limitada. También permite la caracterizacion de

aislamientos y la trazabilidad de su distribucion hasta su origen.
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En el presente estudio se identificaron 37 genes asociados a resistencia a
antibioticos. 11 genes asociados a aminoglucésidos, 6 a p-lactamicos, 6 a
quinolonas, 5 relacionados con inhibidores de la via del folato, 3 a sulfonamidas, 3
genes de resistencia a tetraciclinas, 1 relacionado con la resistencia a la
fosfomicina, 1 a fenoles y finalmente 1 identificado como gen de.resistencia a

macrolidos (Cuadro 7).

El 61.5% (24/39) de los aislamientos mostraron resistencia a aminoglucésidos, 15
de estos aislamientos portaban el gen aadA2, un gen que codifica para una
aminoglucésido-adeniltransferasa ampliamente distribuida entre el género S.
enterica (Ajiboye et al.,, 2009; Khemtong. & Chuanchuen, 2008; Michael &
Schwarz, 2016; Wannaprasat, Padungtod, & Chuanchuen, 2011), el 15.4% (6/39)
mostraron la presencia de strA y strB, y menos del 10% portaban aadAl, aph(4)-
la, strA-like, straB-like, aph(3')-Ic, aadA2-like y aph(3’)-la-like.

Ademas, se identificaron 6 genes (blaTEM-1B, blaCARB-2, blaSHV-12, blaCARB-
1-like, blaCTX-M-65, blaCMY-2), que codifican para enzimas p-lactamasas de
espectro extendido en 8 aislamientos, los cuales presentaron de igual forma genes
asociados a un mayor numero de clases de antibioticos. En particular el gen
blaCTX-M-65, se encontr6 en 3 aislamientos, este gen esta asociado a la
resistencia a cefotaxima, una cefalosporina de 32 generacion indicada para
infecciones sistémicas (Fu et al, 1979). Asi mismo las enzimas restantes han sido
asociadas con la resistencia a ceftriaxona, el principal representante de la clase de
las cefalosporinas de espectro extendido de ultima generacion, esto representa
una gran preocupacion puesto que es el antibidtico de eleccion para tratar
salmonelosis no tifoideas en nifios (Su et al., 2005). La distribucién anual de -
lactamasas no sugiere un aumento en la propagacion de los genes que las
codifican en relacion con el tiempo; no obstante, se requiere analizar un mayor

namero de aislamientos que permita confirmarlo.
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Cuadro 7.Genes asociados a la resistencia a cada una de las clases de

antibioéticos.

Clase de

antibiotico

Genes de resistencia

Aminoglucésidos

B-lactamicos

Fenoles

Fosfomicinas
Trimetoprima

Macrdlidos
Quinolonas
Sulfonamidas
Tetraciclinas

aadA2, strA, strB, aac(3)-Iva-like, aadA1, aph(4)-
la, strA-like, aph(3")-Ic,addA2-like,aph(3")-la-like
blaTEM-1B, blaCARB-2, blaSHV-12, blaCARB-1-
like, blaCTX-M-65, blaCMY-2

floR-like

fosA

dfrAl12, dfrAl4-like, dfrA16, dfrA18-like

mph(A)

parC, gyrA, qnrB19, ogxA, ogxB-like, gnrAl
sull, sul2, sull-like

tet(A), tet(D), tet(A)-like

El 64.1% (24/39) de los aislamientos de S. enterica presentd resistencia a
tetraciclina, y se identificaron 3 genes asociados: tet(A), tet(D) y tet(A)-like,
usualmente codificados en plasmidos, integrones e SG1. El uso extendido de las
tetraciclinas en prevenciéon y control de infecciones bacterianas en infecciones
humanas y medicina veterinaria, al igual que en la acuicultura y en arboles frutales
para controlar infecciones bacterianas (Chopra & Roberts, 2001), se considera la
causa del incremento de aislamientos resistentes, mediante la adquisicion de

genes que codifican para mecanismos de eflujo dependientes de energia (Grafica

5).
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Grafica 5. Porcentaje de aislamientos de S. enterica con determinantes genéticas

de resistencia por clase de antibioticos.

También se encontr6 en el 25.6%(10/39) de los aislamientos, genes florR,
reconocidos en la resistencia del cloranfenicol y florfenicol, este Ultimo solamente
usado en medicina veterinaria (Holman et al, 2018). El gen floR ha sido
identificado en la IGS1 posicionado junto a tetG (Arcangioli, Leroy-Sactrin, Martel,
& Chaslus-Dancla, 1999), estudios han podido demostrar que el contacto de una
cepa con cloranfenicol en dosis subletales induce la expresion de genes de
resistencia a tetraciclina (Brunelle, Bearson, & Bearson, 2015), capacitando a la
bacteria para resistir al antimicrobiano antes de estar en contacto con él, este
efecto podria sugerirse de la misma forma para genes contenidos en IGS1 como
sull y aadA2 asociados a la resistencia a sulfonamidas y aminoglucosidos,

respectivamente, sin embargo aun no se ha demostrado (Gréfica 5).

También se reportaron genes asociados a la resistencia a sulfonamidas (61%). El
46.1% (18/39) aislamientos reportaron sull y 23.0% (9/39) sul2. Ambos genes han

46



sido reportados con frecuencia en aislamientos de S. enterica en varias partes del
mundo (Antunes et al, 2005; Guerra, Soto, Cal, & Mendoza, 2000; Sandvang,
Aarestrup, & Jensen, 1998). El gen sull normalmente se encuentra vinculado a
otros genes de resistencia en integrones, por lo que su propagacion ha sido mayor
que la de sul2 que ha sido identificado en plasmidos no conjugativos (Deekshit et
al., 2012); sin embargo 4 aislamientos han presentado ambos genes, demostrando
la capacidad de S. enterica de poseer ambas estructuras y potenciar la resistencia
contra los antibiéticos.

Para la resistencia a trimetoprima se han identificado en el 48.7% (19/39) de los
aislamientos solamente 4 diferentes genes dfrAl12, dfrAl4, dfrAl16 y dfrAl8, a
pesar que en S. enterica se han identificado mas de 15 genes (Agerso, Peirano, &
Aarestrup, 2006; Michael & Schwarz, 2016). El mecanismo de resistencia conduce
a la expresion de una forma insensible de dihidrofolato reductasa (DHFR) que no
puede ser inhibida por trimetoprima. Los genes dfr se encuentran ubicados
usualmente en IGS1 e IGS2 y sus variantes.

Para el caso particular del ciprofloxacino EE UU se reporta 5.8% de resistencia a
ciprofloxacino (NARMS, 2017c) un antibiético clave en la farmacologia humana
para el tratamiento de infecciones invasivas por S. enterica ; sin embargo, en otros
paises como Nigeria se ha reportado el 87% de no susceptibilidad (Adesiji,
Deekshit, & Karunasagar, 2014) en Brasil el 56.6% (Pribul et al., 2017) y en
Canada se ha reportado 30% de resistencia a ciprofloxacino en aislamientos de S.
enterica (Mulvey et al., 2013). En el presente estudio encontramos el 64.1% de
resistencia a ciprofloxacino siendo similar a paises en vias de desarrollo, sin
embargo, encontramos el 97.4% (38/39) de aislamientos que presentan genes
asociados a la resistencia a las quinolonas, esto indica que algunos genes de
resistencia son silenciosos in vitro (Deekshit et al., 2012); no obstante estos
pueden propagarse a otras bacterias o activarse in vivo, especialmente bajo

presién del antibidtico.
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La resistencia a la ciprofloxacina se atribuye principalmente a mutaciones en los
genes gyrA, gyrB, parC y parE, conocidas como regiones determinantes de la
resistencia a la quinolona (QRDR), provocando una menor afinidad de unién entre
la quinolona y las proteinas codificadas. Las bombas de eflujo codificada por oegA
y O0QgxAB, asi como la presencia de qnrA, gnrB, gnrS conocidas como
determinantes de resistencia a quinolonas mediadas por pladsmidos (PMQR),
contribuyen a una menor susceptibilidad a estos antibiéticos. Se-identificaron en el
20.5% (8/39) de aislamientos la mutacion en gyrA, 66.7% (26/39) en parC y 7.6%
(3/39) aislamientos presentaron ambas mutaciones. Qnrl9 fue determinado en el
41.0% (16/39) de los aislamientos, mientras: que qgnrB2 y qnrAl fueron
identificados en un aislamiento diferente cada uno. ogxA y ogxB por el contrario
fueron reconocidos en un mismo aislamiento. PMQR podrian desempefiar un
papel importante en la propagacion de fluoroquinolonas entre los aislamientos,

esto se refleja por el nimero de genes PMQR gnr detectados en el estudio.

Sin embargo, al evaluar la distribucién temporal de genes de resistencia en cada
aislamiento, no se encontraron diferencias entre las poblaciones analizadas (P >
0.05) (Gréfica 6), esto implica al igual que la distribucion de las determinantes de
virulencia un equilibro entre las poblaciones bacterianas que presentan diferentes
caracteristicas genéticas, sin embargo, cabe sefialar nuevamente que el estudio
de las mismas debe realizarse con un nimero mayor de aislamientos, ahora con

las determinantes genéticas de resistencia identificadas en SGC.
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Gréfica 6. Distribucién anual de genes de resistencia presentes en aislamientos
de S. enterica. Prueba de Tukey (P > 0.05)

6.3.2.2 Repertorio genético de resistencia asociado al serotipo

Los resultados ilustran que la cantidad (Grafica 7) y tipo de determinantes
genéticas de resistencia a antibiéticos esta asociada al serotipo. Los serotipos
mas frecuentes son los que cuentan con mayor numero de genes de resistencia, y
en la mayoria de los aislamientos del mismo serotipo se muestra un perfil
genotipico de resistencia similar. Los aislamientos del serotipo Havana, Kentucky,
Newport y Anatum, muestran este comportamiento confirmando que la presencia
de genes de resistencia a antibidticos esta relacionada de manera inherente al

serotipo (Figura 4).
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Grafica 7. Numero de genes de resistencia a antibidticos presentes en
aislamientos de S. enterica en diversos serotipos obtenido de carne de pollo.
Kentucky, Braenderup, Newport, Havana, no fueron sometidos al analisis

estadistico por el nimero de aislamientos (2). Prueba de Tukey (P < 0.05)

El 87.5% (7/8) de los aislamientos del serotipo Enteritidis mostraron un perfil
similar (gyrA, tetA, aadA, sull) implicando la resistencia a 4 clases de antibiéticos
(fluoroquinolonas, tetraciclinas, aminoglucésidos y sulfonamidas). Cabe destacar
gue todos los aislamientos de este serotipo fueron recuperados de supermercado,
no obstante, en tres afios diferentes, por lo que podria sugerirse una relacion

filogenética entre ellos.

Para el serotipo Infantis, se muestra un comportamiento singular, dos aislamientos
recuperados en el afio 2015 muestran una unica determinante de resistencia, la
determinante parC con la correspondiente mutacion que disminuye la afinidad del
antibiotico por el sitio blanco; sin embargo para aislamientos del mismo serotipo
pero del afio 2017 y 2018, el reportorio genético es diferente y mas abundante
(aph(4)-la, aac(3)-lva, aph(3)-lc, CTX-M-65, fosA, floR, dfrA, sull, tetA, aadAl,
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gyrA/parC) este perfil exceptuando gyrA y parC ya ha sido caracterizado en
aislamientos de S. enterica reportados en EEUU en el mismo serotipo en 2012-
2015 (Tate et al, 2017), lo que sugiere que los aislamientos recuperados provienen
del mismo origen. Desafortunadamente, no existen informacion respecto a la

trazabilidad para la carne de pollo que se importa en México.

6.3.2.3 Genes de resistencia por punto de venta

Los resultados muestran que los aislamientos de S. enterica recuperados de
mercados publicos y supermercados (Gréafica 8) presentan un numero similar de
genes de resistencia, si bien se ha sugerido que la filogenia y la ecologia son
complementarias en la configuracion del- resistoma moévil bacteriano (von
Wintersdorff et al., 2016), otros autores sefialan que partes de estos resistomas
son compartidos (Gibson, Forsberg, & Dantas, 2015), entre bacterias ambientales
y patégenas en un mismo nicho ecoldgico y la variacion entre ellas tiende a
disminuir; estudios in vivo, han demostrado que existe transferencia de genes de
resistencia a antibiéticos dentro de la microbiota de un alimento, incluso en
ausencia de la exposicion al antibiético (Sandoval-Motta & Aldana, 2016); sin
embargo, la red de transferencia de la resistencia movil y las fuerzas que impulsan
la transferencia de elementos moviles de resistencia son en gran medida

desconocidas.
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Grafica 8. Presencia de genes de resistencia a antibiéticos en aislamientos de S.
enterica de dos puntos de venta: mercado publico (n = 19) y supermercado (n = 20).
Prueba t de student (P > 0.05).
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6.3.2 Evaluacién fenotipica de resistencia a antibiéticos

6.3.2.1 Relacion temporal de resistencia a antibioticos

Al evaluar la resistencia a antibidticos in vitro se observé una tendencia (p = 0.06)

al incremento anual en las tasas de resistencia (Grafica 9).
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Gréfica 9. No. de antibioticos a los que presentan resistencia los aislamientos de
S. enterica (n = 39). Prueba de Tukey (P = 0.06)

El 82:1% (32/39) de los aislamientos mostraron resistencia al menos a 3
antibiéticos de clases diferentes, evidenciando la alta prevalencia MRA este
resultado resulta mayor a otros estudios realizados en México, donde la ocurrencia
de aislamientos MRA fue de 44.3% en cerdo (Zaidi et al., 2007) y 33% en carne
de res (Perez-Montafio et al., 2012) inclusive en un estudio realizado en el grupo
de investigacion previo, en el cual la ocurrencia de MRA fue 26.9% en carne de
pollo recuperado en puntos de venta (Esquivel-Hernandez, 2018) ; sin embargo
los antibiéticos probados en cada investigacion fueron variados. El 79.5% (31/39)
presentd resistencia a mas de 5 antibiéticos de los 14 analizados. Se mostr6é una
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mayor resistencia a TCY (79.5%), AMP (71.8%), CHL (66.7%) y NAL (76.9%)
(Gréfica 10). Estos resultados indican que S. enterica MRA en carne de pollo es un

problema creciente en México.

6.3.2.2 Prevalencia de resistencia fenotipica a antibiéticos

El incremento de aislamientos resistentes a antibiéticos tradicionales (ampicilina,
cloranfenicol y tetraciclina) en las ultimas dos décadas ha sido descrita por otros
autores en diversas partes del mundo (Ashraf et al., 2018; Gallardo, Marco, Vila,
Ruiz, & Towner, 1999; Kadykalo, Anderson, & Alsop, 2018; Luo, Yi, Yao, Zhu, &
Qin, 2018; Rowe, Ward, & Threlfall, 1997), esta tendencia ha tratado de
contrarrestarse con la limitacion del uso de estos antibioticos y en algunos casos
con el desuso total (Sharvani, 2016). Dicha medida ha permitido la disminucion de
la presencia de organismos resistentes (Shrestha et al., 2016); no obstante, es un
esfuerzo que genera impacto de manera paulatina. En México la limitacién del uso
de antibibticos es una estrategia que ha tratado de implementarse; sin embargo,
los resultados muestran que ‘aun no se ha logrado cumplir este objetivo en salud

publica.

Por otra parte; al menos el 50% de los aislamientos analizados presentaron
resistencia a estreptomicina (61.5%), amoxicilina (56.4%) y trimetoprima con
sulfametoxazol (53.8%). Singularmente la resistencia a estreptomicina se volvié
frecuente en miembros de la familia Enterobacteriaceae debido a la expresion de
enzimas modificadoras de aminoglucésidos y mecanismos genéricos de

resistencia a antibiéticos (Srinivasan et al., 2008).

En 2017, S enterica resistente a estreptomicina fue responsable de un brote en
EE. UU. ocasionado por el consumo de papaya provenientes de México (CDC,
2017), poniendo de manifiesto la presencia de S. enterica resistente a este

antibiotico en el pais. Asi mismo la importancia de la resistencia a trimetoprima
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con sulfametoxazol radica en que se ha demostrado que existe una mayor
virulencia cuando la cepa presenta resistencia a este antibiético (Smith & Tucker,
1976); esto puede explicarse, debido a que el mecanismo de resistencia empleado
para evadir a este antibiético es el uso alternativo a la via del folato; lo que sugiere
gue cuando se enfrenta la bacteria a dosis subletales, esta desarrolla el uso
alternativo de ambas vias. Finalmente la resistencia a amoxicilina con é&cido
clavulanico, representa un problema de suma importancia, ya que se hadescrito la
resistencia a este antibidtico mediado por B-lactamasas de espectro extendido
(Stapleton et al., 1995), estas son enzimas capaces de afectar.a un variado grupo
de antibidticos como penicilinas, cefalosporinas y oxacilinas; implicando la
disminucién de antibioticos disponibles para el tratamiento farmacolégico efectivo
en infecciones causadas por aislamientos resistentes (Hall & Barlow, 2005). El
84.6% de los aislamientos en este estudio muestran multiresistencia, a antibioticos
de uso comun para el tratamiento farmacolégico, esto sugiere que la carne de
pollo es una fuente importante de S. enterica multirresistente, revelando un riesgo

potencial a la salud publica.

Las menores resistencias fueron asociadas a gentamicina (33%) y azitromicina
(3%). Para el caso de la gentamicina, un aminoglucésido utilizado en infecciones
por bacterias -gramnegativas (Krause et al, 2016); la baja prevalencia de
resistencia, puede deberse a su uso limitado, ya que la gentamicina libre se filtra
rapidamente a través del sistema renal, necesitando altas dosis; sin embargo, la
administracion de estas dosis pueden provocar nefrotoxicidad y otoxicidad
(Randjelovi, 2017). La baja seleccion de este antibidtico tiene beneficios ya que
podria continuar su uso para infecciones en los cuales otros antibi6ticos ya no
tienen un efecto significativo, ademas el disefio de nanoestructuras de
copolimeros y liposomas (Ranjan, 2009), ha permitido la encapsulacion de
gentamicina, mejorando su farmacocinética y farmacodinamia, evitando los

mecanismos enzimaticos de resistencia y reduciendo los efectos adversos.
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Gréafica 10. Porcentaje de resistencia a antibidticos. TCY, Tetraciclina; NAL, Acido
Nalidixico; AMP, Ampicilina; CHL, Cloranfenicol; CIP, Ciprofloxacino; STR,
Estreptomicina; AMC, Amoxicilina/Acido clavulanico; SXT,
Trimetoprim/Sulfametoxazol; CEP, ' Cefalotina; CRO, Ceftriaxona; GEN,
Gentamicina; IPM, Imipenem; COL, Colistina; AZT, azitromicina. Los aislamientos
gue presentaron resistencia intermedia se consideraron como resistentes.

Por dltimo la azitromicina se usa cada vez mas para el tratamiento de infecciones
invasivas por S. enterica , siendo su potencial farmacoldgico equivalente o
superior a las fluoroquinolonas y las cefalosporinas de espectro extendido (Capoor
et al., 2007) esto lleva a sugerir que la resistencia a este farmaco es un indicador
de un - aislamiento altamente resistente a antibidticos; hasta el momento
Unicamente se habian reportado cepas resistentes a azitromicina recuperadas de
aislamientos clinicos humanos (Sjolund-Karlsson et al., 2011; Vlieghe et al., 2012;
Wong, Yan et al, 2014), sin embargo, el encontrar un aislamiento resistente a la
azitromicina en una matriz alimentaria implica la diseminacion de bacterias

resistentes a otros nichos ecoldgicos y el inminente riesgo a la poblacion.
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6.3.2.3 Resistencia a antibioticos independiente del serotipo y punto de

venta.

No se observaron diferencias (P > 0.05) al analizar la resistencia a antibiéticos en
cada serotipo y en los aislamientos prevalentes por punto de venta al asociar la
resistencia fenotipica de los aislamientos de S. enterica con los serotipos (Grafica
11) y punto de venta (Gréfica 12), este resultado no es sorpresivo, ya que se ha
observado en otros estudios que existe expresion diferencial de genes en los
ensayos in vitro debido a varios puntos técnicos criticos o bien a elementos
genéticos de sobrevivencia que interfieren en la actividad del antibiético, como
genes de codificacion de proteinas asociados a membranas putativas, operones
de sideroforos y fimbrias de expresion diferencial bajo condiciones ambientales

particulares.

Estudio sefialan que a pesar de existir determinantes genéticas particulares
asociadas al serotipo, la prueba in-vitro presenta resistencia a antibiéticos de
manera diferenciada, esto' debido a otros elementos estructurales como
variaciones alélicas (Arias-Séanchez & Hall, 2016) y dosis génica de expresion
(Sharma et al, 2016). Inclusive se ha propuesto la realizacion de la prueba a
antibioticos en-modelos in vivo debido al posible efecto inductor de resistencia en

las condiciones dentro del huésped (Geisinger & Isberg, 2017).

58



12 ¢

1A

Braenderup Newport Agona Anatum Infantis Enteritidis

[0¢]

Resistencia a antibibidticos
(No. de antibidticos)
i ()]

Grafica 11. Ocurrencia de serotipos de S. enterica resistente a antibiéticos.
Prueba de Tukey (P > 0.05).

Al igual que en el analisis genotipico de resistencia no se mostro diferencia
estadisticamente significativa entre los aislamientos recuperados de mercado y
supermercado. Sefialando la conservacion del resistoma en la matriz alimentaria,
asi como la estandarizacion de las condiciones en la técnica empleada, evitando

la expresion de genes diferenciada (Keerthirathne et al., 2016).
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Grafica 12. Ocurrencia de resistencia (numero de antibiéticos) en aislamientos de
S. enterica de mercados publicos (n = 19) y supermercados (n = 20). Prueba t de
student (P > 0.05)

6.3.2.3 Perfiles fenotipicos de resistencia a antibiéticos

Unicamente para Enteritidis todos los aislamientos mostraron resistencia a
tetraciclina y ciprofloxacino. Braenderup, Infantis y Agona presentaron resistencia
a 13 antibioticos de 8 clases diferentes. En Febrero de 2019 la FDA en EEUU
reportd un brote causado por S. Infantis MRA (CIP, CRO, GEN, TCY, CHL y SXT)
asociado a carne de pollo y sus derivados, pero no pudo ser trazado a un Unico
producto o proveedor (CDC, 2018), indicando la diseminacion del organismo. En el
presente estudio los 5 aislamientos identificados como Infantis presentaron
diversos perfiles, con resistencia a TCY, NAL, CHL y AMP (Figura 5), implicando
una MRA similar a la identificada en Estados Unidos, asumiendo la propagacion

de caracteristicas de resistencia.
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Serotipo |Afio| PV
Havana 2015| MP
Havana 2015 MP
Anatum 2015| MP
Anatum 2015 SM
Anatum 2015 SM
Anatum 2015| MP
Bere 2015| MP
Give 2016 MP
Agona 2016 MP
Agona 2016| MP
London 2016| MP
Muenster 2015| MP
Braenderup [2016( MP
Braenderup [2016| SM
Infantis 2015 SM |
Infantis 2015 SM
Muenchen [2015( SM
Kentucky 2015| SM
Johanesburg | 2016] SM |
Enteritidis 2016| SM
Enteritidis 2016| SM
Enteritidis 2016| SM
Enteritidis 2016| SM
Enteritidis 2017| SM
Enteritidis 2017 SM
Entertitidis [2017( SM
Newport 2017| SM
Newport 2017| SM
Agona 2017 MP
Ouakam 2017 SM
Manhattan - {2017 MP
Infantis 2017 MP |
Infantis 2017 MP
Senfterberg |2017( MP
Kentucky 2018| MP
Infantis 2018 SM
Enteritidis 2018| SM
Derby 2018| MP
Rissen 2018| MP

mostraron el

perfil
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Figura 5. Ocurrencia de perfiles de resistencia a antibioticos fenotipicas a

El 12.58% (5/39) aislamientos (Agona, Newport, Manhattan, Infantis, Enteritidis),
de

(ampicilina,

cloranfenicol,



estreptomicina, sulfonamida y tetraciclina), que se encuentra codificada en la SGI
(isla gendmica de Salmonella) (Solghan et al., 2010) y representa un perfil de MRA
que sirve como marcador de diagndstico para monitorear y controlar la resistencia
a multiples farmacos, ya que estos se emplean con frecuencia en la clinica como
tratamiento en gastroenteritis e infecciones invasivas de origen animal y humano

por S. enterica .

En general no se evidencié una relacion contundente entre el serotipo o punto de
venta y el perfil de resistencia a antibidticos para cada aislamiento al analizar en
conjunto los 14 antibiéticos seleccionados para este estudio, este resultado no es
sorpresivo, la determinacion de perfiles fenotipicos de resistencia a antibiéticos
debe ser seleccionado de acuerdo con el objetivo de la investigacion. La OMS
describe mas de 30 antibidticos pertenecientes a 14 clases diferentes,
recomendadas para el tratamiento de la infeccion por S. enterica , humerosas
investigaciones centran sus esfuerzos en la realizacién de perfiles fenotipicos
amplios de resistencia (Aguilar-Montes de Oca et al., 2018; Fernandes, Ghilardi,
Tavechio, Machado, & Pignatari, 2003; Mayrhofer, Paulsen, Smulders, & Hilbert,
2004; Soufi et al., 2012), si bien ayuda a caracterizar a los aislamientos e indicar
una probable relacion genética, los resultados deben manejarse con cautela sin
perder el objetivo central, puesto que variaciones técnicas podrian afectar el
resultado.

De particular preocupacion es la resistencia a los antimicrobianos criticos de
altimo recurso, como los carbapenems y colistina. 5.1% (2/39) de los aislamientos
analizados, mostraron resistencia a imipenem (carbapenem) y colistina. En Europa
el porcentaje descrito para S. enterica resistente a carbapenems es de 0%, no
obstante, estudios en Africa muestran hasta 23.7% (Bisi-Johnson & Obi, 2015) de
resistencia a imipenen en aislamientos clinicos humanos, mientras que en la India
se identifico 20% de resistencia en aislamientos recuperados en cilantro (Singh et

al., 2007). La aparicion global de bacterias productoras de carbapenasas condujo
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a la reutilizacién de colistina como altima opcion terapéutica para el tratamiento de
infecciones humanas, con el inevitable riesgo de resistencia emergente, la OMS
considera a este antibibtico de importancia critica en entornos clinicos
humanos (OMS, 2011). La propagacién de cepas resistentes a colistina se
extiende de manera heterogénea, se ha reportado en aislamientos humanos 4.8%
en China (J. Lu et al., 2018), 6% en Italia (Carnevali et al., 2016), 8.1% en los
Paises Bajos (EFSA, 2017a) y 26.4% en Africa (Konaté, Guessennd, Kouadio, &
Dembélé, 2019); no obstante, al analizar aves de corral el porcentaje se
incrementa en distintos paises, por ejemplo Ecuador (14.5%) (Vinueza-Burgos,
Cevallos, Ron-Garrido, Bertrand, & De Zutter, 2016) y:Bangladesh (50%)(Hassan,
2014). Esto asociado con el uso profilactico y metafilactico en animales de granja
como cerdos y aves de corral. La aparicion de la resistencia de este patégeno a
este tipo de antibidtico pone de relieve un-grave problema clinico debido a la falta

de opciones terapéuticas.

De acuerdo con este criterio se analizaron de manera individual los resultados de
resistencia a antibioticos considerados de Uultimo recurso, con la finalidad de

establecer la asociacion con el potencial de virulencia.

6.3.2.4 Resistencia a antibiéticos de Ultimo recurso

La creciente resistencia de microorganismos a antibiéticos ha disminuido la
disponibilidad de antibiéticos para el tratamiento farmacoldgico efectivo en
infecciones por S. enterica. Las fluoroquinolonas, cefalosporinas, carbapenems y
colistina representan los antibidticos de ultimo recurso (Carnevali et al., 2016;
Meletis, 2016). La aparicion de aislamientos a este tipo de antibiéticos pone de
relieve un grave problema clinico debido a la falta de otras opciones terapeéuticas.

En esta seccién se analizaron los datos de resistencia de manera individual para

ceftriaxona y ciprofloxacino.
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Grafica 13. Porcentaje de aislamientos-de S. enterica resistente a antimicrobianos
de dltimo recurso. Cada afio, la resistencia a los antibioticos analizados se

incremento.

Ceftriaxona, una cefalosporina de espectro expandido, es un agente
antimicrobiano comunmente usado para tratar infecciones graves por S. enterica ,
especialmente en nifios (Arlet et al., 2006). Los aislamientos analizados
presentaron 38.5% (15/39) de resistencia a este antibidtico. Un andlisis temporal
realizado. en México y Unicamente para S. Typhimurium reportdé 77.3% de
resistencia a ceftriaxona en carne de pollo (Zaidi et al., 2008b). En EE UU se ha
reportado en el 2009, 38% aislamientos resistentes a cefalosporinas en carne de
pollo, sin embargo, para 2015 el porcentaje ha disminuido hasta 13% (NARMS,
2017b) esto después de las restricciones por parte de la FDA al uso de
cefalosporinas en medicina veterinaria, principalmente ceftiofur (FDA, 2012), una

tendencia similar es reportada en Canada después de adoptar la misma medida
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(CIPARS, 2016). Lo que implicaria una posible estrategia en México para limitar la

propagacion de cepas resistentes a este farmaco.

De manera particular, el incremento de los aislamientos resistentes a
ciprofloxacino se duplicé tan sélo en 4 afios (Grafica 13). 25 (64.1%) aislamientos
fueron resistentes a este antibiotico, lo cual tiene severas .implicaciones
epidemioldgicas en el uso de fluoroquinolonas como tratamiento terapéutico para
infecciones por S. enterica, ya que es considerado dentro de la clase de las
fluoroquinolonas el antibiotico clave. Este porcentaje se encuentra por encima de
EE UU (0.7%) (NARMS, 2017c) y Europa (14.5%) (EFSA, 2017b); sin embargo, se
han registrado porcentaje similares e inclusive superiores en paises como
Pakistan, Taiwan y China, con 100%, 46.2%. Yy 1.6-70%, respectivamente (Bai et
al., 2015; M. Cui et al., 2016; S. Cui et al., 2008; H.-Y. Lee et al., 2009; Y. Lu et al.,
2011; B. Yang et al., 2010). En México Zaidi et al, en el 2008 reportan en pollo la
disminucion de la susceptibilidad a ciprofloxacino en 24.9% de los aislamientos
recuperados (Zaidi et al.,, 2008a). Una de las causas que se ha asociado a la
resistencia de ciprofloxacino en productos carnicos es el abuso de enrofloxacino
en medicina veterinaria en produccion, puesto que este es parcialmente
metabolizado en higado, dando lugar a ciprofloxacino el cual actua sobre las
bacterias, por lo que la presion selectiva va encaminada a este antibiotico y al
resto de las fluoroquinolonas, generando resistencia limitando su uso como

tratamiento farmacoldgico posterior.

6.3.1.5 Resistencia a fluoroquinolonas

El 64.1% (25/39) de los aislamientos presentd resistencia a ciprofloxacino. A estos
25 aislamientos se realizé en analisis completo con los 5 miembros de la familia de
las fluoroquinolonas, mostrando resistencia similar, enrofloxacino, moxifloxacino,

ofloxacino, levofloxacino y norfloxacino, en 84%, 76%, 68%, 76% y 48%,
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respectivamente. La resistencia cruzada es un fendmeno donde se considera que
un microorganismo que es resistente al antibiético clave dentro de una clase, es
resistente al resto de los miembros (Magiorakos et al., 2012), implicando la
resistencia a varios antibiéticos dentro de la misma clase, impactando la
disponibilidad de farmacos como tratamiento en las infecciones. La resistencia a
las fluoroquinolonas genera un gran impacto en la salud publica mundial, ya que
en el 2017 la OMS declara a S. enterica resistente a fluoroquinolonas como uno
de los patdgenos prioritarios para los cuales se requieren nuevos antibioticos
(Tacconelli et al., 2018).
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Grafica 14. Prevalencia de resistencia a miembros de la clase de
fluoroquinolonas. NOR, Norfloxacino; MXF, Moxifloxacino; LEV, Levofloxacino;

OFL, Ofloxacino; ENR, Enrofloxacino.

Al realizar el andlisis estadistico empleando ANOVA (P > 0.05) se considera que
no existen diferencias entre la resistencia mostrada para cada miembro de las

fluoroquinolonas, esto es congruente con el andlisis de los patrones, ya que se
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observo que el 72% (18/25) de los aislamientos fueron resistentes al menos a 3
miembros de las fluoroquinolonas, de los cuales, 8 (32%) presentaron resistencia
a todas las fluoroquinolonas seleccionadas de esta clase (Gréafica 14); un resultado
esperado bajo el fendmeno de resistencia cruzada (Magiorakos et al., 2012). Esta
provee al microorganismo de capacidad para sobrevivir a moléculas relativamente
diferentes mediante mecanismos similares. Este fendmeno _tiene  serias
implicaciones epidemioldgicas, y resalta la importancia de conocer los patrones de
resistencia y proponer medidas que contrarresten la diseminacion.de organismos
multirresistentes. Se considera que la resistencia de 'S. enterica a las
fluoroquinolonas es una amenaza grave para la salud publica y la industria (CDC,
2013a; FDA, 2003), puesto que se reconoce a este grupo de antibiéticos como
medicamentos de importancia critica para la salud humana (OMS, 2011); a su vez
gue las infecciones por microorganismo resistentes a fluoroquinolonas se asocian

con infecciones persistentes y hospitalizaciones prolongadas (DeFife et al, 2009).

6.3.3 SGC como herramientapara predecir la resistencia fenotipica

En general, no se estableci6o diferencias estadisticas significativas entre los
perfiles genotipicos y fenotipicos (Gréafica 15) (P > 0.05). Anteriormente la SGC ha
demostrado ser-exitosa para la prediccion de resistencia a antibiéticos en otras
bacterias patégenas gastrointestinales, incluyendo Escherichia coli (Tyson et
al.,2015), Shigella (Sadouki et al., 2017) vy varios serotipos de S. enterica (Day et
al., 2018; McDermott et al., 2016b; Nair et al., 2004) . Nuestros datos corroboran el
poder de SGC en la prediccién de los fenotipos de resistencia.
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Gréfica 15. Comparacion de resistencia fenotipica y genotipica a antibiéticos de

aislamientos de S. enterica en carne de pollo.

La vigilancia y monitoreo de la resistencia a antibiéticos de S. enterica,
proporciona informacion valiosa, estableciendo un sistema de alerta temprana
para las amenazas de resistencia emergentes. Tener una indicacion de las
tendencias de resistencia a antimicrobianos podria orientar mejor los esfuerzos de
prevencion vy las disposiciones de manejo e higiene en todas las etapas del

procesamiento.

Las pruebas de susceptibilidad in vitro han sido la base para guiar la terapia
farmacoldgica y monitorear las tendencias de resistencia antimicrobiana, esta
deberia complementarse con métodos de secuenciacion para ampliar nuestro
conocimiento de la resistencia a los antibiéticos; y mejorar el uso de puntos de
corte de vigilancia mas apropiados y un mayor conocimiento de nuevos alelos de

resistencia, mejorando aun mas las correlaciones.
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Existen variaciones que pueden explicarse, donde un aislado es fenotipicamente
susceptible pero tiene determinantes de resistencia genética, tal es el caso de las
quinolonas, ya que préacticamente la totalidad de los aislamientos (97.4%) presento
determinantes genéticas asociadas a la resistencia de esta clase, no obstante la
resistencia fenotipica fue menor (64.1%), esta diferencia podria estar asociada con
los puntos de corte para las pruebas fenotipicas, ya que posibles variaciones
técnicas podrian hacer que un aislado se clasifigue falsamente susceptible
(Hombach et al., 2016).

Otra explicacion, son las variantes genéticas silenciosas que se ha observado que
sb6lo se vuelven transcripcionalmente activas en condiciones in vivo o bajo
modificaciones de condiciones de crecimiento (Adesiji, Deekshit, & Karunasagar,
2014). También la dosis génica se ha propuesto como responsable de estas
diferencias, por ejemplo, los genes qgnr al presentar un bajo nimero de copias
genera Unicamente susceptibilidad reducida a ciprofloxacino (Veldman, van Pelt, &
Mevius, 2007) y en otras investigaciones no se considera su presencia suficiente,
requiriendo estar acompafada de mutaciones en gryA o parC (Gunell et al., 2009;
Lunn & Fabrega, 2010).

Otro escenario-sucede donde se predice genéticamente que un aislado es
susceptible, pero exhibe resistencia fenotipica, lo cual resalta la importancia de
una revision activa de bases de datos de genes de resistencia utilizadas, puesto
gue probablemente existan determinantes de resistencia no incluidos en las bases
de datos de referencias 0 mecanismos de resistencia novedosos y desconocidos,
cuyas determinantes genéticas aun no han sido descritas, o bien mecanismos
genéricos de impermeabilidad o genes de bomba de eflujo que no son
investigados ya que no generan resistencia para un antibidtico en particular
(Becerra et al, 2009).
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7. CONCLUSIONES

En el presente estudio reveld que los serotipos de S. enterica mas prevalentes en
carne de pollo en puntos de venta son Enteritidis, Infantis, Anatum y Agona,
serotipos prevalentes la industria avicola de EE. UU, Canada y la Unién Europea.
Esta informacion sugiere que, de los mas de 2,500 serotipos de Salmonella
existentes, solo un grupo limitado se ha adaptado a los pollos destinados a

produccion de carne.

El presente trabajo también revel6 que la mayoria (~ 66%) de los aislamientos de
S. enterica prevalente en carne de pollo, poseen >6 IPS, sugiriendo la presencia
de Salmonella con potencial de multivirulencia, debido que el nimero de islas de
patogenicidad esta asociado a la virulencia de los patdgenos. Estos resultados
resaltan la necesidad de establecer programas de prevencién y control de
Salmonella, ya que estas cepas extremadamente virulentas representan un
importante riesgo a la salud de los manipuladores y consumidores de carne de

pollo.

Ademas, los andlisis de resistencia a antibiéticos revelaron que un alta (~ 74%)
proporcion de aislamientos de S. enterica fueron resistentes a tetraciclina,
ampicilina, cloranfenicol y &cido nalidixico. Ademas, se present6 una gran
ocurrencia de MRA con aislamientos resistentes hasta 8 antibioticos. También, se
obtuvo una de las primeras evidencias en México de aislamientos resistentes a
antibioticos de ultimo recurso, imipenem, colistina, ceftriaxona y ciprofloxacino,
recuperados a partir de carne de pollo. En conjunto esto nos sugiere que la carne
de pollo puede ser una fuente importante de S enterica MRA y un potencial riesgo

a para la salud.

En conjunto, este trabajo resalta la urgente necesidad de establecer programas

estatales o nacionales de vigilancia continua de S. enterica en alimentos,
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enfocados a evaluar el potencial de virulencia y MRA de este patdégeno. La
informacion generada sera fundamental para elucidar la evolucion de la virulencia
de Salmonella; asi como generar bases bioldgicas para establecer medidas de

control y prevencion efectivas.
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8. PERSPECTIVA

8.1 Métodos alternativos al uso de antibidticos

Se ha tratado de emplear métodos alternativos para combatir la resistencia. La
estrategia mas comun ha sido limitar o eliminar su uso de antibiéticos, ya que se
considera que las mutaciones que confieren resistencia imponen -un costo
energético a las bacterias en ausencia del antibiotico (Johnsen et al., 2009;
Stickland et al, 2009), este costo energético implica un costo a la tasa de
replicacion, los genotipos sensibles no pagan el costo. de resistencia y deberian
reemplazar a las cepas resistentes a una tasa proporcional a la magnitud del costo
impuesto. Bajo esta actividad bacteriana, esta medida ha permitido que la
resistencia a tales antibiéticos haya desacelerado su aumento (NARMS, 2017); no
obstante, no se ha logrado la completa eliminacién de cepas resistentes, aln es
ausencia de la presién ambiental (Andersson & Hughes, 2010; Enne et al, 2001;
Sundqvist et al., 2010).

En el 2017, la OMS recomendd restringir el uso de antibiéticos en la cria de
animales de consumo (World Health Organization, 2017), ya que la mayoria de los
estudios muestran que después de la introduccion de un antibiético en la practica
veterinaria no sélo aumenta el nivel de resistencia en las bacterias patdégenas sino
también de las bacterias comensales en la medicina humana (Chen et al, 2013;
Marshall, Ochieng, & Levy, 2009; Salyers, Gupta, & Wang, 2004); no obstante,
inclusive en granjas libres del uso de antibiéticos se han reportado la recuperacion
de cepas resistentes (M. Cui et al., 2016; Miranda et al., 2009) destacando el
papel de factores y vectores ambientales (Fahrenfeld, Ma, O’Brien, & Pruden,
2013; Xu, Tao et al, 2018).

Es necesario promover soluciones alternativas al uso de antibidticos. Una de ellas

es el uso de probioticos como Bacillus subtilis, Saccharomyces, Arpergillus oryzae
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y algunas cepas de especies de Lactobacillus (L. animalis, L acidophilus, L casei u
L. salivarius). En pollo se ha observado que la suplementacion de estas bacterias
en el agua potable reduce la colonizacién cecal de S. enterica y la invasion en
células epiteliales al igual que el desprendimiento fecal (Menconi et al., 2011;
Wolfenden et al., 2007). Mientras que en cerdos ademas de reducir la colonizacion
e inflamacion intestinal, disminuyo la invasion de las células esplénicas y la diarrea
asociada (Yang et al., 2017; Yin et al., 2014).

Esta alternativa se complementa con el uso de prebioticos, que son carbohidratos
no digeribles que promueven el crecimiento selectivo de probidticos en el intestino
debido a la produccién de acidos grados de cadena corta (Blaut, 2002). Los
prebidticos estimulan el sistema inmune del huésped y reducen la expresion de
factores de virulencia necesario para la colonizacién del patégeno, provocando
gue la union del patégeno al tejido intestinal disminuya (Eeckhaut et al., 2008; F.
Fernandez, Hinton, & Gils, 2002; Pourabedin, Chen, Yang, & Zhao, 2017).

También se ha demostrado que los aceites esenciales tienen actividad
antibacteriana, con un efecto positivo en el rendimiento de produccion de pollos
gue se refleja en mayores ganancias de peso corporal y mejor estado de salud
general. En particular el eugenol (componente de S. aromaticum) y el
cinammaldehido (C. zeylanicum) tienen un amplio espectro de efectos
antibacterianos y antifingicos, ya que pueden inhibir la produccién de enzimas
esenciales para las bacterias, 1o que las inactiva causandoles dafio a la pared
celular de las bacterias (Ebani et al., 2019). En particular han mostrado un efecto
de inactivacion en Typhimurium y Enteritidis, pero no contra Saccharomyces, un
probiotico empleado con regularidad en la produccion animal (Kollanoor-Johny et
al., 2012; Tiago et al., 2012), facilitando aun mas la proliferacién de organismos

benéficos.
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Asi mismo lo acidos organicos (p. ej. butirato y propionato) ha generado una gran
interés, se ha demostrado que limitan la colonizacion de S. enterica , en
concentraciones subinhibitorias disminuyen la motilidad y la expresion de genes
de virulencia e invasion, asi mismo, se mostré un aumento en la susceptibilidad
del patdgeno a varios antibioticos (Boyen et al., 2008; Inamuco et al., 2012; Johny,
Hoagland, & Venkitanarayanan, 2010; Kollanoor-Johny et al., 2012; Van
Immerseel et al., 2006).

Finalmente, otra alternativa es el uso de bacteriofagos especificos, que
representan a un grupo de virus que infectan y se replican en bacterias. Estos
virus se han empleado como biocontrol reduciendo la colonizacion de S. enterica ,
in vivo (Berchieri, Lovell, & Barrow, 1991; Higgins et al., 2005) y también en los
cadaveres de pollos (Carey-Smith et al, 2006; Sukumaran et al, 2015). La
seleccién de bacteriéfagos apropiados y la optimizacién del momento idéneo de

aplicacion, son factores cruciales en el control seguro y exitoso.
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