UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARQ

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y POSGRADO EN ALIMENTOS
DOCTORADO EN CIENCIA DE LOS ALIMENTOS.

4 3 0ona3

ANALISIS MOLECULARES DE LA CO-OCURRENCIA DE
Salmonella enterica EN PRODUCTOS CARNICOS

TESIS
QUE COMO PARTE DE LOS REQUISITOS PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTORADO EN CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS
PRESENTA:

MC. IVAN DAVID REGALADO PINEDA

DIRIGIDO POR:
Dr. Gerardo Manuel Nava Morales

C.U. SANTIAGO DE QUERETARO, QRO., NOVIEMBRE, 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y POSGRADO EN ALIMENTOS
DOCTORADO EN CIENCIA DE LOS ALIMENTOS.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARQ

4 N3 00ona3

ANALISIS MOLECULARES DE LA CO-OCURRENCIA DE
Salmonella enterica EN PRODUCTOS CARNICOS

TESIS
QUE COMO PARTE DE LOS REQUISITOS PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTORADO EN CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS
PRESENTA:

MC. IVAN DAVID REGALADO PINEDA

DIRIGIDO POR:
Dr. Gerardo Manuel Nava Morales

Dr. Gerardo Manuel Nava Morales
Presidente

Dra. Maria del Pilar Castafieda Serrano
Secretaria

Dra. Blanca Estela Garcia Almendarez
Vocal

Dr. Edmundo Mateo Mercado Silva
Suplente

Dr. René Cerritos Flores

Suplente

Universidad Autonoma de Querétaro, noviembre 2021



Agradecimientos

A mi familia por su apoyo incondicional, a mis hijas que son mi motor de vida y a Elizabeth por

siempre estar a mi lado y repetirme que no estoy solo.

Agradezco a comparieros del laboratorio por su apoyo en el desarrollo del presente trabajo.

Gracias al Dr. Gerardo por sus ensefianzas y apoyo.

A los integrantes del comité por su dedicacion y aportaciones al presente proyecto.



Resumen

Se ha demostrado que los métodos cultivo-dependientes causan un aislamiento preferencial de
serotipos de S. enterica generando con esto informacion epidemioldgica erronea. Por lo que el
objetivo del presente trabajo fue identificar una determinante genética asociada a serotipos, que
tenga el potencial para ser utilizada en un método molecular cultivo-independiente que permita
identificar la diversidad de serotipos de S. enterica. De los 45 genes evaluados, srfC mostro ser
especifico del genero Salmonella y con el mejor poder discriminatorio mediante el analisis
bioinformatico. La validacion bioinformatica y por PCR mas secuenciacion. de cepas de
referencia, mostraron una identificacion del 100% de los serotipos evaluados. Este método se
utiliz6 para identificar los serotipos de 210 aislamientos de Salmonella obtenidos de un muestreo
temporal (2016 — 2018) de carne de pollo en punto de venta de supermercados y mercados
publicos (N = 1160). Se identificaron 22 serotipos distintos circulando en carne de pollo, de los
cuales Enteritidis, Infantis y Anatum fueron los mas. prevalentes (65%, 31% y 19%,
respectivamente). A pesar de que la diversidad de serotipos fue similar entre los supermercados
(20) y mercados publicos (17), la prevalencia de S. enterica fue mayor (27.2%, p < 0.0001) en
supermercados, siendo hasta 10.5 veces mas probable (P < 0.05) recuperar este patdgeno en este
tipo de expendios. Para soportar la idea sobre la pérdida de diversidad que existe utilizando un
método convencional, se realizd un andlisis cultivo-dependiente variando temperaturas de
incubacion de los caldos de enriquecimiento Rappaport y Tetrationato (18h, 24h, 48hy 72h) y
utilizando tres agares selectivos. Se analizaron 12 piezas de pollo de cuatro supermercados, cada
muestra por duplicado. La prevalencia fue del 100%. Se identificaron 5 serotipos (Enteritidis,
Infantis, Braenderup, Agona y Anatum) en los 210 aislamientos obtenidos. En el 50% de las
muestras estaban co-ocurriendo al menos 2 serotipos. Se observé un aislamiento preferencial de
serotipos dependiendo del caldo de enriquecimiento utilizado, tiempo de incubacién o agar
selectivo-utilizado (P < 0.05). Estos resultados muestran que el gen srfC es capaz de diferenciar
los serotipos de S. enterica prevalentes en matrices alimentarias, por lo que puede ser utilizado
en métodos moleculares cultivo-independientes para determinar la diversidad de serotipos

presente directamente de la muestra.



Abstract

There is evidence suggesting that epidemiological surveillance of S. enterica is biased due to
preferential isolation on culture-dependent methods using enrichment- and selective-media, for
its characterization. Thus, the main goal of the present study was to uncover a molecular marker
linked to Salmonella serotypes, with potential use on culture-independent approach that would
reveal the whole repertoire of S. enterica confined in food matrices. From the analysis of 45
genes, srfC shown to be specific for Salmonella and with the best serotype discriminatory
power. Bioinformatic and PCR plus sequencing test validation with different strains reference
of Salmonella serotypes show a concordance of 100%. This method was used to genoserotyping
210 isolates of S. enterica obtained from the temporal sampling (2016 — 2018) chicken meat
from supermarkets and wet markets (N = 1160). From 22-serotypes identified, Enteritidis,
Infantis and Anatum were must prevalent serotypes circulating in broilers (65%, 31% and 19%,
respectively). Similarity on serotypes diversity were found between retailers, 20 for
supermarkets and 17 for wet markets. Instead, the prevalence of Salmonella in supermarkets
were higher (27.2%, p < 0.0001) than wet markets (9%), being 10.5 times more likely recover
S. enterica from this type of retailer (P < 0.05). To support the idea of the lost diversity on
culture-dependent method, 12 chicken meat samples from supermarkets were analyzed in
duplicate through a variation on incubation time of enrichment media (18h, 24h, 48h and 72h)
and the use of 3 selective agar media. Results showed a 100% of Salmonella prevalence and the
presence of 5 serotypes (Enteritidis, Infantis, Braenderup, Agonay Anatum) in 210 isolates. The
co-ocurrence with at least 2 serotypes in the 50% of the samples and the preferential serotype
recuperation from enrichment media, incubation time and selective agar media (P < 0.05),
showed evidence of the loss of S. enterica serotypes diversity. Hence, the use of srfC PCR plus
secuenciation could be used on a molecular culture-independent method to describe Salmonella

serotypes diversity.
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1. Introduccion

Salmonella es uno de los principales patdgenos causantes de enfermedades gastrointestinales
a nivel mundial. Provoca anualmente de 200 a 1000 millones de casos de salmonelosis
alrededor del mundo, con una tasa de fatalidad de 150 mil (Chlebicz & Slizewska, 2018). Por
mucho tiempo se ha trabajado bajo la premisa que los brotes de salmonelosis en animales y
humanos son causados por mono-infecciones con algun serotipo de S. enterica. No obstante,
existe numerosa evidencia de co-ocurrencia de serotipos en muestras clinicas obtenidas de
animales y humanos (Caldwell et al., 1995a; Garrido et al., 2014; Gicquelais et al., 2014;
Pratap et al., 2014).

La idea de mono-infecciones por Salmonella es promovida por los resultados de analisis
cultivo-dependientes utilizados para la deteccion del patogeno. Los métodos cultivo-
dependientes, son vulnerables al fendmeno de aislamiento preferencial de serotipos de S.
enterica (Davies et al., 2000; Gorski, 2012; Kafel & Bryan, 1977). Diversos estudios han
demostrado que algunos serotipos de Salmonella son més féciles de recuperar a partir de
matrices clinicas 0 ambientales (Garrido et al., 2014; Gkana et al., 2017; Kafel & Bryan,
1977; Pratap etal., 2014). Esta limitacion técnica podria estar generando informacion
sesgada de la diversidad, distribucién y virulencia de serotipos asociados a brotes de

salmonelosis.

Por todo lo anterior es fundamental desarrollar nuevas estrategias moleculares para
determinar la diversidad-y distribucion real de serotipos de S. enterica presente en muestras
animales y ambientales. Estos estudios nos permitiran conocer la prevalencia, persistencia y

ocurrencia real de serotipos de S. enterica en muestras clinicas, alimentarias y ambientales.



2. Antecedentes

4.1. Importancia de la salmonelosis a nivel mundial
Las infecciones causadas por Salmonella enterica son la segunda enfermedad zoondtica mas
frecuente en humanos. A nivel mundial, anualmente se reportan de 11-21 millones de casos
(Popa & Papa, 2021). En el continente Europeo, se reportan mas de 130,000 casos
confirmados al afio (EFSA, 2010). La principal fuente de infeccion son los alimentos
contaminados con este patdgeno, de los cuales, los productos carnicos son responsables del
~12% de los casos de salmonelosis (EFSA, 2010). En el contexto de la Union Europea,
Portugal reporta las prevalencias mas altas (65%) de S. enterica en carne de pollo seguido de
Grecia (22.7%), Republica Checa (4.8%) y paises como Alemaniay Reino Unido en donde

se reportan prevalencias menores a 0.1% (EFSA, 2010).

En los EE.UU., las autoridades sanitarias identifican a S..enterica como la principal bacteria
causante de enfermedades transmitidas por alimentos (CDC, 2021) . Anualmente, se registran
entre 13,246 de casos por afio(CDC, 2021). Datos reportados por el Sistema Nacional de
Monitoreo de Resistencia Antimicrobiana (NARMS, por sus siglas en ingés) revelan una

prevalencia de S. enterica de 5.7% en pollo (Nyirabahizi et al., 2020).

4.2. Importancia de la salmonelosis en México

En México no se cuenta con estadisticas nacionales publicadas y recientes sobre el nimero
de infecciones por S. enterica. Con frecuencia, el médico hace un diagndstico basandose en
el cuadro clinico del paciente, sin contar con los estudios microbiol6gicos necesarios para
establecer un diagnostico certero (Zaidi et al., 2006). La falta de un sistema de vigilancia
epidemiolégica eficiente con una comunicacion entre epidemidlogos, médicos,
microbidlogos, veterinarios y sectores de agricultura, asi como la falta de infraestructura
necesaria, impide que paises como Meéxico pueda identificar las serovariedades de
Salmonella en distintos puntos de riesgo para la salud de los seres humanos. Esta informacién
es necesaria para disminuir la morbilidad y mortalidad por las infecciones causadas por
Salmonella, asi como los costos que estas representan en distintos sectores socioecondmicos
(Zaidi et al., 2006).



Segun datos del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgica en México (INDRE)
a través del boletin informativo de la Secretaria de Salud (SSA), en 2019 se reportaron
116,925 casos de infecciones por Salmonella (Salud, 2021). En México, los alimentos de
origen animal son la principal fuente de Salmonella (42.76%) (Contreras-Soto et al., 2019)
provocando hasta 1,737,439 casos de salmonelosis en un afio (Salud 2021). En México los
productos céarnicos crudos presentan una elevada prevalencia de este patdgeno, siendo la
carne de pollo la mas contaminada, mostrando una prevalencia que oscila entre 35.3%
(Miranda et al., 2009) hasta un 47.7% (Villalpando-Guzman et al., 2017).

Debido a la importancia de Salmonella por causar enfermedades y a la-elevada prevalencia
que tiene este patogeno en carne de pollo, es necesario contar-con estrategias de vigilancia
sanitaria para evitar brotes e implementar acciones para disminuir la incidencia de éste

patégeno.

4.3. Co-ocurrencia de Salmonella enterica en-pacientes.
Desde hace mas de 80 afios, se ha documentado la idea de co-ocurrencia de serotipos de S.
enterica en pacientes con infecciones intestinales (Harvey & Price, 1967; Hormaeche et al.,
1943; Olitzky et al., 1956; Perera etal., 2007; Pratap etal., 2014). Esta co-ocurrencia
también ha sido evidenciada en animales de granja (Garrido et al., 2014) y alimentos (Paine
et al., 2014; Podolak et al., 2010). La infeccion con maultiples serotipos de Salmonella en
pacientes podria estar vinculada al consumo de alimentos que presentan co-ocurrencia de

serotipos (Gicquelais et al., 2014).

En 1943 se report6 multi-infecciones en infantes de Uruguay, cominmente infectados por
distintos serotipos de S. enterica como Derby, Montevideo y Anatum. Incluso se reportaron
casos con 5y hasta 10 serotipos distintos en un mismo paciente (Hormaeche et al. 1943).

En 1956 en New York, EE. UU. se aislaron los serotipos Bareilly, Muenchen y Montevideo
en una nifia de 2 afios. Los familiares de la nifia no presentaban sintomas de salmonelosis;

sin embargo, se demostro que eran portadores asintomaticos. Del papa de la nifia, se aislo el



serotipo Kentucky; de la mama, Bareilly; de la hermana de 7 afios, Bareilly, Muenchen, y

Senftenberg; y del hermano de 8 afios, Bareilly y Senftenberg (Olitzky et al., 1956).

Otro estudio realizado en la India, mostré que, de 29 pacientes diagnosticados con fiebre
tifoidea, 10 presentaron co-infeccion con los serotipos Typhi y Paratyphi A (Pratap et al.
2014). En Inglaterra, una persona que viajo de la India mostrd sintomas de gastroenteritis
dias después de arribar a su destino. En este paciente se aislaron 2 serotipos de Salmonella;
Typhi y Paratyphi A, (Perera et al. 2007). En Pakistan, se reportaron dos casos de multi-
infeccion por distintos serotipos de S. enterica. Dos nifias menores de 6 afios fueron

infectadas por Typhi y Paratyphi A (Sultan et al. 2013).

Se ha reportado co-infeccion de los serotipos Typhi y Paratyphi A en el 60% (28/46) de
pacientes con fiebre tifoidea en India (Pratap et al., 2014). El tratamiento se dificulta en este
tipo de pacientes con infecciones multiples, debido a que los distintos serotipos de S. enterica
muestran una resistencia diferencial a los antibidticos. (Sultan et al. 2013; Hormaeche et al.
1943; Perera et al. 2007).

4.4. Multi-infeccion en animales

En animales utilizados para la produccion de alimentos también se han reportado una
variedad de casos de multi-infecciones por distintos serotipos de S. enterica. En granjas
porcinas de EE. UU., se identificacion multi-infecciones causadas por los serotipos
Mbandaka, Typhimurium, Heildelberg y Derby (Davies et al. 1999), en granjas porcinas de
Espafa, se identificd Typhi y Paratyphi (Garrido et al. 2014) y en ganado y ovejas de
Australia se observaron infecciones causados por Anatum, S. Havana y Typhimurium
(Samuel etal. 1981).

También se han reportado numeros casos de co-ocurrencia de serotipos de S. enterica en las
unidades de produccion animal. En una granja porcina de EE. UU. se aislaron los serotipos
Typhimurium, Muenster, Mbandaka y Worthington a partir de excretas de cerdos. En

muestras de suelo, también se identificé Typhimurium y Mbandaka. (Funk et al. 2001).



En un estudio realizado a 31 granjas de pollo, se determiné una diversidad de 25 serotipos de
S. enterica circulando en estas granjas. De las 222 muestras analizadas, en 10 de sus muestras
se encontraron co-ocurrencia de 2 serotipos y en una de 3 serotipos (Caldwell et al., 1995).
A pesar de que en este estudio la co-ocurrencia de serotipos fue del 5%, es importante hacer

notar que el hallazgo de co-ocurrencia fue csual, derivado del esfuerzo de muestreo.

En otro estudio realizado en Estados Unidos se colectaron muestras ambientales y de heces
a lo largo de la cadena de produccion de criaderos de cerdo. Se obtuvieron un total de 1090
aislamientos de Salmonellas, 4% (66) fue de las heces y 11.7% (156) de muestras
ambientales. Se identificaron un total de 24 serotipos, de los cuales los mas abundantes
fueron S. Typhimurium, S. Anatum, S. Infantis y S. Derby. Los serotipos-mostraron un patron
distinto a la resistencia antimicrobiana. EI mayor porcentaje de resistencia fue a tetraciclina
(71%), seguido de sulfisoxazole (42%), y streptomicina (17%). El 50% (7/14) de los cerdos
de engorda evaluados mostraron una infeccion simultanea por 2 o 3 serotipos de S. enterica.
Estos serotipos mostraron un patrdn diferente a la resistencia de antibidticos, lo que podria

tener implicaciones inmunoldgicas en la relacién patdgeno-huésped (Garrido et al. 2014).

4.5. Co-occurrencia en alimentos destinados al consumo humano
En Nueva Zelanda se identificé un brote por casos de salmonelosis. El estudio realizado por
las autoridades sanitarias permitio identificar el Tahini importado como la fuente de origen
de la contaminacién, encontrando hasta 3 serotipos de Salmonella (Mbandaca, Montevideo
y Maastricht) circulando al mismo tiempo en este producto. Fueron 27 pacientes enfermos a
los que se les detectd al menos uno estos serotipos. La caracterizacion genética por la técnica
PFGE, mostr6-que los pulsotipos de los aislamientos de Tahini corresponden a los
identificados en los pacientes (Paine et al. 2014). Estos datos aportan evidencia sobre la
capacidad que tienen las muestras contaminadas con distintos serotipos para causar

monoinfecciones o co-infecciones.

En Alemania hubo un brote que provocd 1000 casos de salmonelosis. El producto que causé
el brote fue la paprica, condimento en polvo utilizado en papas fritas. Se determind que este

producto estaba contaminado con tres serotipos de Salmonella; Saintpaul, Rubislaw vy



Javiana, los cuales fueron aislados de la paprica, la paprica en polvo, las papas fritas

condimentadas con la paprica y de pacientes (Lehmacher et al., 1995).

En conjunto estos estudios evidencian la co-ocurrencia de serotipos de S. enterica en matrices
alimentarias y pacientes. Sin embargo, los estudios de co-ocurrencia no son comunes, debido

al elevado costo y tiempo requerido para su analisis (Harvey & Price, 1967).

4.6. Importancia de la co-ocurrencia de serotipos
Sabemos que la co-ocurrencia de serotipos de Salmonella es un fendmeno que existe en
animales, humanos y alimentos (Garrido et al., 2014; Gunn et al., 2014; Podolak et al., 2010).
Existen diferencias entre serotipos, y éstas pueden favorecer la prevalencia, persistencia y
patogenicidad de Salmonella. Se ha demostrado que algunos serotipos pueden ser
mayormente identificados a través de los métodos cultivo-dependientes (Gorski, 2012; Kafel
& Bryan, 1977; Thompson et al., 2018). En un estudio realizado por Kafel y Bryan, se
evaluaron a través de 48 variaciones del método cultivo-dependienbte, 992 muestras
inoculadas con 11 serotipos de S. enterica. Como resultado de este analisis, se identificaron
serotipos mayoritarios como Typhimurium (60.9 %), London (55 %) y Senftenberg (54.2 %)
y serotipos minoritarios Newport (8.69 %), Pullorum (4 %), y Abortus-ovis (1 %) (Kafel &
Bryan, 1977). Esta dominancia de ciertos serotipos se presenta en los métodos cultivo-
dependientes a pesar de que los aislamientos de S. enterica presenten una sintética de

crecimiento similar y se encuentren en la misma concentracion inicial (Gorski, 2012).

En un estudio se evaluaron 4 estanques de agua en la bahia de Chesapeake. En los dos afios
de estudio (2014 - 2015) el estanque que mostré una mayor prevalencia (32 %) de S. enterica
fue el estanque con mayor diversidad de serotipos (8 serotipos) y con mayor abundancia de
individuos (1.5 log NMP/L) en comparacion con el de menor prevalencia (12 %), en el cual
se identificaron 3 serotipos con cargas bacterianas de 0.5 log NMP/L (Gu et al., 2019). Se ha
sugerido que ambientes altamente contaminados por una diversidad de serotipos, son
mayormente persistentes en el ambiente (Winfield & Groisman, 2003) y pueden incluso
provocar cambios en la composicion de especies de la biota nativa (Gu etal., 2019;
Schierstaedt et al., 2020).



En la actualidad existe una creciente preocupacion por la multiresistencia a antibioticos
presente en Salmonella. Uno de los factores asociados a esta multiresistencia es el uso de
antibidticos en animales de granja. En este sitio se ha observado el 100 % (12/12) de
aislamientos de Salmonella con multirresistencia a por lo menos 5 antibioticos, en
comparacion con el 4 % (4/19) observado en aves de traspatio (Nair et al., 2018). La
coexistencia de serotipos de Salmonella con distintos patrones de multiresistencia es otro
fendmeno que se ha observado en animales de granja, siendo este un fenémeno recurrente
((78.6 %)11/14) (Garrido et al., 2014). Este fendmeno podria favorecer la propagacion de
elementos genéticos moviles entre las bacterias (Oladeinde et al., 2019) y tener con ello un

impacto epidemiol6gico importante.

Cuando un huesped es infectado por dos 0 mas de estos serotipos multirresistentes, la
enfermedad puede ser mas severa y dificultar su tratamiento (Olitzky et al., 1956; Pratap
et al., 2014). Se ha observado que la severidad de la enfermedad o la mortalidad es un factor
que depende del serotipo, en donde se ha identificado a Choleraesuis como el serotipo
mayormente asociado (60 %) a hospitalizaciones, mientras que los serotipos Dublin (3 %)

y Typhimurium (0.6 %) estan asociados a una mayor tasa de mortandad (Jones et al., 2008).

La co-ocurrencia de serotipos de Salmonella es un fenémeno del cual se conoce poco. Su
identificacion requiere un aumento de insumos y tiempo dedicado para su identificacion
(Berghaus et al., 2013; Pratap etal., 2014). Sin embargo, se ha observado que es un

fendmeno altamente frecuente ((91%) 20/22) en pollos (Thompson et al., 2018).

4.7. Desventajas de los métodos convencionales para analisis de co-occurrencia

4.7.1. Métodos cultivo-dependiente
Los métodos convencionales cultivo-dependientes se basan en caracteristicas fenotipicas
para la identificacion de los aislamientos. La identificacion a nivel de serotipo se realiza a un
solo aislamiento (Wattiau et al., 2011). Estos métodos requieren aproximadamente entre 5y
10 dias para tipificar los aislamientos. Se utilizan medios de pre-enriquecimiento,

enriquecimiento, selectivos para la obtencion de los aislamientos, asi como de una serie



reacciones bioquimicas (Figura 1) basadas en el metabolismo de azlcares y la
descarboxilacién o desaminacion de aminoacidos (Popoff et al. 2004). Este método ha sido
utilizado desde los afios 40°s (Hormaeche et al. 1943) con numerosas modificaciones
(Manafi, 2000; van der Zee, 1994).
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Figura 1.- Medios de cultivo utilizados en el método convencional para la identificacion de
S. enterica.

Una de las desventajas de este método, es el tiempo de realizacion de la prueba. Se ha
demostrado que, a traves de técnicas moleculares, el tiempo de identificacion de una muestra
positiva se reduce de 10 dias a 14h (Chin et al., 2017).

4.7.2. Sesgos asociados a los métodos cultivo-dependientes para el aislamiento de

S. enterica.
Diferencias en medios de cultivo y temperaturas de incubacién son factores que influyen
directamente en los serotipos recuperados de muestras ambientales (Kafel & Bryan, 1977).
La recuperacion de serotipos como Newport, Enteritidis y Typhimurium en caldos de
enriquecimiento Tetrationato o Rappaport, ha mostrado variabilidad. Esta dependera del
medio utilizado, asi como del tiempo de incubacion. En cualquiera de estos escenarios, S.



Newport mostro ser mas (P < 0.0001) prevalente con el 96% (23/24) de recuperacion de los
ensayos, mientras que Enteritidis 70.8 % (17/24) y Typhimurium 4.1% (1/24) (Singer et al.,
2009).

En muestras carnicas se demostré que el uso de caldo selectivo de Rappaport a 42 °C obtuvo
25% mas de muestras positivas a S. enterica que el mismo caldo selectivo incubado a 37 °C
(Roberts et al. 1975). Este mismo fendmeno se report6 en caldo Tetrationato, resultando en
16% mas muestras positivas a S. enterica cuando se incuba a 42 °C, en comparacion con 37
°C de incubacion (Davies et al. 2000).

Un estudio realizado por Trichopoulos y colaboradores mostré diferencias en la prevalencia
de S. enterica por medio de cultivo empleado para la recuperacion de aislamientos en
muestras fecales. En caldo Rappaport se obtuvo 62% de muestras positivas, mientras que en

caldo cerebro-corazon el 51% y en caldo Tetrationato el40% (Trichopoulos et al. 1975).

En un estudio se evaluaron 48 combinaciones distintas del método cultivo-dependiente para
el aislamiento de S. enterica. Se utilizaron distintos medios de enriquecimiento (Tetrationato,
Selenito y Caldo Bilis), se combinaron tiempos (18h y 24h), temperaturas (37°C y 43°C) y
la atmoésfera (aerdbica y anaerdbica) durante la incubacion, y se realiz6 un segundo pase en
alguno de los caldos de enriquecimiento previamente mencionados. Bajo estas condiciones
se evaluaron 576 muestras inoculadas con una mezcla en iguales proporciones de 11 serotipos
distintos de Salmonella (Tabla 1). Se encontr6 que existen diferencias significativas (P <
0.05) en los porcentajes de recuperacion de S. enterica entre los distintos métodos empleados.
Por otra parte,-se identificaron serotipos que Unicamente se aislaron de un medio de
enriquecimiento. Los serotipos abortus-ovis y Pullorum sélo se aislaron de caldo
Tetrationato, mientras que Newport sélo se aislo de caldo Bilis. A pesar de que las 576
contenian los inoculos de los 11 serotipos de Salmonella, el porcentaje méas alto de
recuperacion fue de Typhimurium con el 60.9 % (Tabla 1) (Kafel & Bryan, 1977). Esto
indica que a pesar del esfuerzo de muestreo y las distintas combinaciones empleadas para la
recuperacion de aislamientos, es dificil obtener la diversidad neta en muestras contaminadas

con distintos serotipos. Ademas, se pudo observar que existen serotipos dominantes, y que,



independientemente del método empleado para la recuperacion de aislamientos, estan
presentes en altas concentraciones, de tal manera que se facilita su identificacion. Otro punto
importante por resaltar es la presencia de serotipos minoritarios, que, a pesar de las 48

distintas combinaciones del método, no se pudieron aislar con frecuencia.

Tabla 1.- Frecuencia de aislamientos de once serovares de Salmonella (10 UFC/mL de cada
serovar) inoculados en una solucion con 107 bacterias provenientes de lavados filtrados de
carne molida.

No. De Total de %
Serovar . . ..
aislamientos muestras  Positivas

S. Typhimurium 351 576 60.9
S. London 317 576 55
S. Senftenberg 312 576 54.2
S. Brandenburg 275 576 47.7
S. Anatum 83 576 43.2
S. Montevideo 242 576 42
S. Rostock 172 576 29.8
S. Cholerae-suis 160 576 27.8
S. Newport 51 576 8.9

S. Pullorum 23 576 4

S. Abortus-ovis 6 576 1

Datos extraidos de: (Kafel & Bryan, 1977).

4.7.3. Co-ocurrencia por métodos cultivo-dependientes
Para determinar la presencia de multiples serotipos en pacientes, se ha utilizado la premisa
de identificar no menos de 40 colonias por paciente. Incluso colonias en una misma placa,
no se consideran del mismo serotipo (Hormaeche et al. 1943). Un método diferente utilizado
para identificar la diversidad representativa de serotipos de S. enterica en una muestra
ambiental, es el uso de distintos tiempos de incubacion en caldos enriquecidos. Para
corroborar la efectividad de este método, Harvey y Price analizaron una muestra
naturalmente contaminada por Salmonella. Del caldo de enriquecimiento incubado a 43°C
se tomaron alicuotas a las 5h, 18h, 24h, 48h y 72h de incubacion. Cada alicuota se extendio
en una placa de agar selectivo y esta se incubd a 37°C / 48h. Se colectaron vy tipificaron a
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nivel de serotipo 48 colonias de las 5 temperatura utilizadas. Los porcentajes de recuperacion

para cada serotipo identificado se muestran en la Tabla 2 (Harvey & Price, 1967).

Tabla 2.- Interdependencia de la proporcién de serotipos y tiempo de incubacion del medio

de enriquecimiento.

Porcentaje de 48 colonias seleccionadas a distintos tiempos
de incubacion

Serotipo { )
5h 18h 24h 48h 72h
S. derby 0 0 2 29 4
S. enteritidis 0 27 0 0 0
S. newport 0 0 0 10 0
S. oranienburg 0 15 17 -+ 6
S. reading 0 2 4 8 81
S. typhimurium 0 56 77 47 8

Datos extraidos de (R. W. Harvey & Price, 1967)

Se identificaron co-ocurriendo en la muestra analizada 6 serotipos. Es interesante resaltar que
esta diversidad de serotipos no se pudo haber identificado utilizando solo una temperatura de

incubacion del caldo de enriguecimiento.

Otros estudios sugieren realizar el procedimiento convencional cultivo-dependiente, y en los
agares selectivos tomar al menos 6 colonias para realizar la identificacion a nivel de serotipo
(Garrido et al., 2014).

4.7.4. Serotipificacion de Salmonella
La tipificacion de aislamientos de S. enterica ha sido una herramienta fundamental en
epidemiologia para identificar asociaciones bioldgicas entre bacterias, el ambiente y su
huésped (Olsen et al. 1993). La clasificacion a nivel de serotipos nos ayuda a identificar rutas

de transmision, portadores y reservorios (Olsen et al. 1993).

El método de tipificacion mas conocido y usado es la serotipificacion, basada en la

composicion de lipopolisacaridos de la pared celular y proteinas presentes en la
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conformacién estructural de flagelos. A este tipo de clasificacion se le conoce como esquema
de Kauffmann-White (Popoff et al. 2004). Esta técnica es considerada el método estandar de
oro para la serotipificacion de Salmonella. Sin embargo, algunos sueros pueden no ser tan
sensibles (89%) o especificos (91%), incluso se ha observado reaccion cruzada entre los
SUEros Z4, Z4Z23, Z24 Y Z32 (Schrader et al. 2008). Ademas, no cualquier laboratorio puede tener
los 46 O antigenos y los 114 H antigenos necesarios para identificar serotipos (Issenhuth-
Jeanjean et al., 2014).

El objetivo de la serotipificacion es servir como un tipo de clasificacion primaria para
identificar el origen, distribucion y relacion patégeno-huésped de cepas de Salmonella. Este
método fue propuesto en los afios 60°s. Actualmente, existen mas de 2500 serotipos y menos

de 100 se han relacionados con infecciones en humanos (CDC, 2020).

Numerosas publicaciones han documentado las limitaciones de la serotipificacion en estudios
epidemioldgicos. Por ejemplo, en las evaluaciones globales de serotipificacion realizados por
la OMS, sol6 76% de los Laboratorios Nacionales de Referencia a nivel mundial completaron
la evaluacidn y sol6 82% de las cepas fueron serotipificadas correctamente. El rango de cepas

correctamente serotipificadas varid entre 12.5% y 100% (Hendriksen et al. 2009).

Otras desventajas de la serotipificacion incluyen el alto costo del ensayo, tiempos largos de
procesamiento, necesidad de personal altamente entrenado, escases de algunos sueros en
regiones, la variabilidad-en calidad de sueros y el costo asociado a mantener una coleccion
completa de sueros (Herrera et al. 2004; McQuiston et al. 2004; Achtman et al. 2012).

4.8. Métodos moleculares para la genoserotipificacion de S. enterica.
Se han desarrollado distintos métodos para la genoserotipificacion de Salmonella. Algunos
de ellos se basan en la identificacion de un serotipo de interés. En Korea, se ha desarrollado
una PCR especifica para identificar S. Infantis, la cual se ha convertido en un problema para
la salud publica en aquella region, y uno de los serotipos mas prevalentes en carne de pollo.
A través de un andlisis bioinformatico del pangenoma de Salmonella, se identifico el

marcador genético SIN_02055 especifico para este serotipo. Utilizando este marcador
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genético en una PCR de tiempo real, se logré identificar el serotipo Infantis entre otros 59

serovares distintos, con una eficacia del 95.76 % (Yang et al., 2021).

En otro estudio, se desarroll6 una PCR multiple (mPCR) para la identificacion de los
serotipos Typhimurium y Enteritidis. A través de un analisis bioinformatico, se determinaron
secuencias especificas para cada uno de estos serotipos. Los iniciadores identificados a estas
secuencias especificas fueron stm-4495 para Typhimurium y sen-1392 para Enteritidis. Para
la validacion de lamPCR se utilizaron 120 cepas de Salmonella y 23 de otro tipo de bacterias.
De las cepas de Salmonella seis eran Typhimurium y tres Enteritidis, el resto pertenecen a
otro serotipo. Se utilizaron iniciadores (FS23) dirigidos al gen srfC para confirmar que las
120 cepas pertenecian a Salmonella. La mPCR resulto ser especifica para identificar estos
serotipos (100 %) y mostro ser mas sensible que otros métodos moleculares previamente
reportados, identificando 500 ng (105 UFC) y 0.1pg/PCR para Typhimurium y 3pg (350
UFC)/PCR para Enteritidis ( Liu et al., 2012). La identificacion de estos serotipos se realiza
directamente de la incubacion de 12h de los caldos de enriquecimiento, permitiendo emitir

un resultado en aproximadamente 14h.

Otros métodos empleados para la genoserotipificacion se basan en microarreglos. En Canada
se realiz6 un estudio para evaluar-un microarreglo comercial “Check&Trace Salmonella”
basado en distintos marcadores genéticos vinculados a serotipos de S. enterica. Se evaluaron
por este método y por serotipificacion convencional 1028 cepas de Salmonella pertenecientes
a 147 serotipos. La concordancia de resultados fue de 88.7 % y 9.8 % resultaron en resultados
inconclusos (Ferrato et al., 2017).

Existen otros métodos empleados para la identificacion de serotipos de Salmonella, como la
cromatografia liquida de desnaturalizacion de alto rendimiento (DHPLC) es una técnica
nueva, la cual utiliza una formacion heteroduplex entre un DNA estandar y un DNA mutado
para identificar mutaciones. Las moléculas heteroduplex son separadas a moléculas
homoduplex a través de un analisis par idnico reversa en una cromatografia de fase liquida,
en la que se utiliza una columna especial generando calentamiento parcial para desnaturalizar

las hebras de DNA. Este proceso ha permitido identificar mutaciones en ciertos genes como
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gyrB y esto permitiria utilizar las variaciones del gen para identificar subespecies e incluso

serotipos de Salmonella (Gupta et al. 2016).

La secuenciacion es una herramienta molecular que ha revolucionado los estudios
microbiologicos, permitiendo secuenciar todo el genoma de un organismo (WGS). Este
método ha mostrado tener mejor sensibilidad, especificidad y una resolucion en menor
tiempo, comparado con los métodos de subtipificacion que se utilizan como “prueba de oro”
(Nadon et al. 2017). Otra fortaleza del WGS es su capacidad para probar distintas tesis in-
silico, por ejemplo, identificacion de genes de virulencia o resistencia antibiotica. (Nadon et
al. 2017).

Recientemente, se han utilizado las Repeticiones Palindromicas Cortas Regularmente
Interespaciadas (CRISPER) o genes asociados a CRISPER (CRISPER-Cas) para realizar
estudios de filogendmica en Salmonella (Kushwaha et al., 2020). EI CRISPER loci en
Salmonella consiste de CRISPER 1y CRISPER 2,y el contenido de interespacios entre estos
dos es considerado como especifico del serotipo (Thompson et al., 2018). Se ha desarrollado
una técnica basada en la secuenciacion de CRISPER loci y el posterior anélisis de sus
secuencias en la base de datos de CRISPR-SeroSeq. Esta técnica se desarrolla a partir de
caldos de pre-enriquecimiento, en donde se toman 1.5 mL del caldo para extraer el ADN y
realizar una PCR con iniciadores que flanquean CRISPER loci, y una segunda PCR con
secuencias barcode parallevar a cabo la secuenciacion mediante Illumina Miseq (Thompson
et al., 2018). En un estudio analizaron por este método 22 muestras de pollo, de las cuales se
determind _la presencia de 4 serotipos (Montevideo, Kentucky, Enteritidis y Typhimurium).
Se identifico co-ocurrencia de serotipos en el 91% de las muestras, en donde se observaron
hasta 4 distintos serotipos presentes en una misma muestra. Estas muestras de pollo se
analizaron a la par por el método convencional, en donde se pudieron determinar Unicamente
a los serotipos mayoritarios (Montevideo y Kentucky), los cuales son coincidentes con los

identificados en el analisis de secuencias CRISPR-SeroSeq (Thompson et al., 2018).
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En la actualidad, la industria de alimentos demanda nuevas alternativas para la identificacion
y rastreabilidad oportuna de patégenos en alimentos. Un cambio substancial como la
utilizacion de métodos moleculares en las estrategias microbioldgicas de muestreo y analisis,

permitiran tomar decisiones oportunas que beneficiaran a la industria (Bergholz et al. 2014).

4.9. Marcadores moleculares utilizados en la genoserotipificacion molecular.
Por mas de 80 afios, la tipificacion de S. enterica se ha llevado a cabo mediante el uso de
sueros para determinar antigenos somaticos O (lipopolisacaridos en pared celular), proteinas
flagelares y el factor Vi de virulencia (Olsen et al. 1993). Lo que se conoce sobre la
distribucion, portadores especificos, reservorios naturales y prevalencia de S. enterica en
animales, alimentos y ambiente estd centrado primordialmente en la identificacién de

serotipos (Galanis et al. 2006).

En los altimos 10 afios, se ha propuesto la tipificacion de S. enterica a través de la
caracterizacion de determinantes genéticas asociadas a serotipos. A esta estrategia se la
denominado serotipificacion molecular (Sabat et al. 2013) o genoserotipificacion (Franklin
et al. 2011; Yoshida et al. 2014). Numerosos estudios han evidenciado el uso exitoso de
determinantes genéticas para estudios de diversidad de serotipos de S. enterica en muestras

obtenidas de animales y humanos (Tabla 3).

15



Tabla 3.- Investigaciones sobre serotipificacion molecular, utilizando distintos genes como determinantes
genéticos de diversidad en Salmonella.

No. TOTAL No. DE SEROTIPOS

REFERENCIA GENES INVOLUCRADOS DECEPAS  IDENTIFICADOS / METODO UTILIZADO
TOTAL
Braunet al . 2012 invA , galF ymanC 132 117/132 MICROARREGLO
Sonne-Hansen y Jenabian 2005 fliC 51 45/51 PCR + SECUENCIACION
Seong et al . 2012 rpoB 191 60/77 PCR + SECUENCIACION
Seong et al . 2012 aroC, dnaN, hemD, hisD, g 49/77 MLST
purE, sucA, ythrA
Fresno et al . 2014 rpoB 128 21/24 PCR + SECUENCIACION
Christensen y Olsen 1998 atpD 18 18/18 PCR + SECUENCIACION
Tankouo et al. 2007 gyrB, atpD, fliC y fljB 74 60/74 MLST
Tankouo et al . 2008 gyrB, atpD, fliC yfljB 148 24127 MICROARREGLO
Adhami et al . 2008 fimA, mdh, invA, yatpD 17 17/17 SSCP
Franklin et al. 2011 viaB, fliC, flB, invA +66 287 122/133 MICROARREGLO
sondas WXy Yy wxz
Yoshida et al . 2016 gsr?;srbe, pepT, + 87 321 136/143 MICROARREGLO
Yoshida et al . 2014 nupC, rfbE, pepT, + 87 1874 181211874 MICROARREGLO

sondas(O + H)

El método més utilizado en la serotipificacion molecular es el micro-arreglo. Estos se han
desarrollado a partir de secuencias de genes involucrados en la serotipificacion (Tankouo-
Sandjong et al. 2008). Los genes wzx y wzy, estan relacionados con los antigenos somaticos
O. Los primeros sintetizan lipasas, mientras que los otros estan involucrados en la sintesis de
polimerasas. Ademas se han utilizados genes involucrados con la sintesis de proteinas
flagelares como fliC; involucrado en la primera fase flagelar, y fljB; implicado en la segunda
fase flagelar (Wattiau et al. 2011). También se han utilizado exitosamente los genes invA,
galF, manC, gyrB, mdh y atpD para determinar los diferentes serotipos moleculares de S.
enterica (Braun et al. 2012; Tankouo-Sandjong et al. 2007; Tankouo-Sandjong et al. 2008;
Seong et al. 2012; Adékambi, Drancourt, y Raoult 2009; Christensen y Olsen 1998).

Existen muchos otros genes utilizados en la identificacion de Salmonella, sin embargo, no
han sido evaluados por su capacidad para diferenciar entre serotipos. Algunos de estos
marcadores genéticos son hilA (Borges et al., 2019), pepT (Franklin et al., 2011), avrA, spvC,
sefA, sopE, sivH (Borges et al., 2013), rfbE (C. Yoshida et al., 2014), sipB, sipC (Ziemer y
Steadham 2003), srfC y yhgE (Zou et al., 2016).
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El analisis molecular de las determinantes genéticas de S. enterica asociadas a serotipos,
podrian servir para realizar andlisis filogenéticos (Figura 2) e incluso identificar

asociaciones ecoldgicas como patégeno - huésped (Fresno et al. 2014).

Salmonella Heidelberg/1/KF819821
Salmonella Havana/1/KF819825
Salmonella Heidelberg/3/KF819819
Salmonella Heidelberg/2/KF819820/A
Salmonella Anatum/3/KF819817
14|32 _Ellmuucllﬂ Newport/B

%6 Salmonella Newport/C
Salmonella Brandenburg/1/KF819823
Salmonella Derby/D
Salmonella Livingstone/2/KF 819826
Salmonella Typhi/E
Salmonella Senftenberg/5/KF819815
Salmonelia Newport/F
Salmonetla Agona/2/KF819822/G

Salmenella Derby/H
Salmonella Hadar/I

35

57| o

Salmonella Typhimurium/J
Salmonella Dublin/3/KF819818/K
Salmonella Infantis/3/KF819814/L
Salmonella Group B/1/KF819824
Salmonella Enteritidis/55/KF819813
Salmonella Enteritidis/3/KF819816

Salmonella Virchow/M

27

77

Salmonella bongori

0.005

Figura 2.- Analisis filogenético basado en la secuenciacién parcial del gen rpoB de S.
enterica. El arbol filogenético se construyd utilizando el método neighbor-joining en el
software MEGA (Extraido de Fresno et al. 2014).

La identificacion y validacion de determinantes genéticas asociadas a serotipos se ha
realizado desde hace ya casi 20 afios (Tabla 3), en donde la profundidad y robustez de los
analisis mejora a medida que se incrementa la cantidad de genes y genomas secuenciados, lo
gue permite mejorar las bases de datos. Hoy en dia, existen mas de 12,290 genomas
secuenciados de S. enterica y depositados en el GenBank. Esta gran cantidad de informacion
gendmica ofrece una excelente oportunidad para la validacion de determinantes genéticas

asociados a serotipos de S. enterica.
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Una determinante genética capaz de diferenciar entre serotipos de S. enterica, permitiria
evaluar el fendmeno de co-ocurrencia de serotipos, y con ello, el efecto de interacciones entre
esta co-ocurrencia sobre la persistencia, prevalencia, multiresistencia y la interaccion con su

huésped.

5. Justificacion

La tipificacion de aislamientos de S. enterica es fundamental en estudios epidemioldgicos
para identificar bases de la relacién patdégeno-hospedador. Sin embargo, se ha demostrado
extensamente que los métodos cultivo-dependientes son vulnerables al fenémeno de
aislamiento preferencial de serotipos de S. enterica, generando informacion sesgada de la
diversidad y prevalencia de serotipos presentes muestras alimentarias, clinicas y ambientales.
Esta limitante técnica restringe nuestro conocimiento de la diversidad y biologia de este

patdgeno; el cual sélo estd fundamentado en serotipos de S. enterica faciles de aislar.

Por todo lo anterior, la presente propuesta se enfocara en desarrollar métodos cultivo-
independientes para examinar la diversidad y co-ocurrencia de serotipos de S. enterica en
matrices alimentarias. Especificamente, se implementaran ensayos moleculares para la
secuenciacion y caracterizacion de determinantes genéticas asociadas a serotipos de S.
enterica. Estos estudios nos permitiran conocer la prevalencia, persistencia y ocurrencia real
de serotipos de S. enterica en muestras clinicas, alimentarias y ambientales; informacion
fundamental para incrementar nuestro conocimiento de la biologia del patégeno y establecer

nuevas hipétesis de las interacciones patogeno-hospedador.
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6. Hipdtesis

El andlisis de determinantes genéticas asociadas a serotipos proveera evidencia molecular de

la co-ocurrencia de serotipos de S. enterica en matrices alimentarias.

7. Objetivo general

Desarrollar, validar e implementar ensayos moleculares para identificar la co-ocurrencia de

serotipos de S. enterica en matrices alimentarias.

7.1. Objetivos especificos

1. Evaluar la co-ocurrencia de serotipos de S. enterica y las limitantes técnicas para su

determinacion mediante un método cultivo-dependiente.

2. ldentificar y validar determinantes genéticas capaces de discernir entre distintos serotipos

de S. enterica.

3. Identificar la diversidad de Salmonella a través de un método cultivo-dependiente temporal

(>2 afos) de prevalencia en productos céarnicos crudos.

4. Establecer una base de datos de S. enterica para identificar los genotipos que se encuentran

circulando en alimentos.
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8. Metodologia

8.1.Analisis temporal de la prevalencia de Salmonella.
La colecta de muestras se llevd a cabo en 5 supermercados y 5 mercados publicos en la ciudad
de Querétaro. En estos puntos de venta se distribuyen piezas destazadas de pollo. Las
muestras se mantuvieron refrigeradas y se llevaron al laboratorio para su procesamiento en

un periodo de tiempo no mayor a 4h.

El muestreo se llevo a cabo del 2016 al 2018, se colectaron mensualmente muestras de carne
de pollo (Pierna y muslo con piel). Se colectaron en total 1160 muestras, de las cuales, en
2016 se colectaron 680 muestras y en 2017 y 2018 se colectaron 240 muestras por afio (Tabla
4).

Tabla 4.- Disefio del muestreo mensual de carne de pollo en mercados y supermercados de

7
Querétaro.
- Mercado Mercado Mercado Mercado Mercado

Afio Mes Muestras ~ Supermercado 1~ Supermercado 2~ Supermercado 3  Supermercado 4  Supermercado 5 Publico 1 Publico 2 Publico 3 Publico 4 Publico 5 Total
2016 Enero 64 8 8 8 8 - 8 8 8 8 - 64
2016 Febrero 64 8 8 8 8 - 8 8 8 8 - 64
2016 Marzo 64 8 8 8 8 - 8 8 8 8 - 64
2016 Abril 64 8 8 8 8 - 8 8 8 8 - 64
2016 Mayo 64 8 8 8 8 - 8 8 8 8 - 64
2016 Junio 64 8 8 8 8 - 8 8 8 8 - 64
2016 Julio 64 8 8 8 8 - 8 8 8 8 - 64
2016 Agosto 64 8 8 8 8 - 8 8 8 8 - 64
2016 Septiembre 64 8 8 8 8 N 8 8 8 8 N 64
2016 Octubre 64 8 8 8 8 - 8 8 8 8 - 64
2016 Noviembre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2016 Diciembre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Enero 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Febrero 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Marzo 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Abril 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Mayo 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Junio 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Julio 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Agosto 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Septiembre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Octubre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Noviembre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2017 Diciembre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Enero 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Febrero 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Marzo 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Abril 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Mayo 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Junio 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Julio 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Agosto 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Septiembre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Octubre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Noviembre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
2018 Diciembre 20 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20

1160 132 132 132 132 52 132 132 132 132 52 1160
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8.2. Aislamiento de Salmonella enterica por métodos cultivo-dependientes

El andlisis convencional para el aislamiento e identificacion de Salmonella se realizd
mediante una variante del método estipulado en la ISO 6579. Se tomaron 25 g de la muestra
y se vertieron en 225 mL de Agua Peptonada Amortiguada (APA), la cual se incubé a 37°C
/| 24h. Posteriormente se realizd un pase a caldos selectivos vertiendo 0.1 mL al caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV) y 1 mL al caldo de Tetrationato (TT); éste Gltimo adicionado
previamente con 0.2 mL de yodo-yoduro. El caldo TT se incub6 a 37°C / 24h en'seco y el
RV a 42°C / 24h en un termobafio. Se tomo una alicuota de estos caldos y se transfirio en el
agar selectivo Agar Xilosa, Lisina y Desoxicolato (XLD), el cual se incub6 a 37°C / 24h.
Posteriormente, se tomaron colonias sospechosas para Salmonella; colonias transltcidas con
precipitado de H2S, y se purificaron en agar soya tripticaseina (AST) el cual se incub6 a 37°C
/ 24h. Las colonias puras se pasaron en Agar Urea de Christensen y en Caldo Soya
Tripticaseina (CST), ambas incubadas a 37°C / 24h. Las colonias que presentaron la prueba
de Urea negativa se les realiz6 una caracterizacion por PCR como se menciona en el punto
8.4.

Para el ensayo de co-ocurrencia ademas se emplearon los agares selectivos Hektoen (HK) y
Verde Brillante (VB).

8.3.Extraccion del material genético
Los aislados obtenidos se desarrollaron en CST para extraer el material genético mediante
un kit de extraccién Quick-DNA miniprep (Zymo Research) de acuerdo con las condiciones
del fabricante.-Se midi6 la concentracion en NanoDrop y se realizaron diluciones para

obtener una concentracion de ADN de 5 ng/ul.

8.4. Identificacion de Salmonella spp. por PCR
El ensayo de PCR se llevd a cabo con 0.085 L de taq polimerasa (1.25 U/ puL) Dream taq
(Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), 0.34 puL de dNTPs (0.2 mmol), 1.7 pL de Buffer 10X,
0.68 pL de los iniciadores (10 mmol) y a cada reaccion se agregaron 2 puL de ADN de la
muestra. Se realizaron 2 PCR para la identificacién de Salmonella. La primer reaccion

utilizando iniciadores dirigidos al gen invA y la segunda al gen 16S rRNA especificos para
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Salmonella (Liu et al. 2002; Sgborg et al. 2013). Las condiciones de la PCR se mencionan
en la Tabla 5.

El producto de amplificacion se corrio en una cdmara de electroforesis utilizando TBE al 1%

y un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

Tabla 5.- Iniciadores utilizados en la identificacion de Salmonella enterica

Tamaiio  Condiciones de la

Gen Iniciadores Referencia
(Pb) PCR
94°C/3min-35 ciclos de 94°C
16s MINf 5-ACGGTAACAGGAAGMAG-3’ 402 por 30s, 53°C/30s y Soborg et al.,
rRNA MINr 5 -TATTAACCACAACACCT-3’ 72°C/30s. Extension final de 2013

72°C.
94°C/3min-35 ciclos de 94°C .
Fw 5 -CTGTTGAACAACCCATTTGT-3" 480 por 30s, 57.4°C/30s y Liu et al.,
Rv 5"-CGGATCTCATTAATCAACAAT-3 72°C/30s. Extension final de 2002
72°C.

invA

Se tomaron 5ul del producto de amplificacién y se adicionaron 3ul de marcador de peso
molecular para cargar el gel. El primer pozo se cargd con la escalera (ladder) de 1 Kb
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) para determinar el tamafio del material genético. Las

condiciones de corrimiento fueron 90V y 400mA durante 45 min.

El gel se visualiz6 en un Fotodocumentador (MiniBis Pro, EE. UU.) con luz UV a 360 nm.
La presencia de ambas bandas indic6 que el material genético pertenece a Salmonella

enterica.

8.5.Analisis bioinforméatico para la determinacion de serogrupos.
Se realizé un primer analisis para determinar el serogrupo de los aislamientos a traves de
iniciadores dirigidos a genes involucrados en la sintesis de lipopolisacaridos de la membrana
externa de Salmonella, los cuales son utilizados en la determinacion del serogrupo. Los
iniciadores utilizados para el analisis bioinforméatico se obtuvieron de una revision
bibliogréafica extensa. El analisis bioinformatico se realizé Unicamente a los primers dirigidos

a los serogrupos mayormente vinculados a carne de pollo cruda (serogrupo B, C1,C2,Dy
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E) de acuerdo con la National Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS)
(Nyirabahizi et al., 2020).

Se realizé una PCR in silico (http://insilico.ehu.es/PCR/) a los iniciadores. Se obtuvo una
secuencia como referencia, la cual fue utilizada para el analisis de alineacidn de secuencias
mediante la herramienta bioinformatica BLSTn, utilizando la base de datos de genomas

completos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Para determinar la especificidad se consider6 el nimero total de secuencias identificadas, el
namero de secuencias de Salmonella que correspondieron correctamente al serogrupo v el
nimero de secuencias no especificas (otros serogrupos). Los iniciadores seleccionados
fueron utilizados en una PCR multiple (mPCR) para determinar el serogrupo de los

aislamientos.

8.6.Validacion de la mPCR para la determinacion de serogrupos.

Los primers obtenidos del analisis bioinformético fueron sintetizados por “Integrated DNA
Technologies”. Estos llegaron al laboratorio liofilizados, se reconstituyeron con agua libre
de DNasa, tomando en cuenta su concentracion (Ej. 28.3nmoles + 283uL H»O libre de
DNasa) y se prepard un stock de trabajo diluyendo 1:10 (180uL de agua libre de DNasa mas
20uL del iniciador). Los iniciadores fueron validados a través de un ensayo de gradiente de
temperatura para identificar la mejor temperatura de alineacion. Se evalud un gradiente de
50°C a 60°C (Cardona-Castro et al., 2009; Lavalett et al., 2009; B. Liu et al., 2011).

Para la validacion de la mPCR, se utilizé el ADN de 20 cepas de referencia de Salmonella,
de las cuales se tiene secuenciado su genoma completo (Laboratorio de Biologia Molecular,
Universidad Autonoma de Querétaro). Estas cepas pertenecen a 12 serotipos diferentes y a
los 5 serogrupos a evaluar (B, C1, C2, D y E). Las condiciones de la PCR fueron 94°C /
3min, 35 ciclos de 94°C / 50s, posteriormente el gradiente de temperatura de 50°C a 60°C
por 50s, 72°C por 50s y una extension final de 72°C / 10min. Los productos de amplificacion

se corrieron en una camara de electroforesis con un gel de agarosa al 1.5% tefiido con
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bromuro de etidio. Los productos de amplificacion se identificaron con un transiluminador
de luz UV (~260nm).

8.7.Analisis bioinformatico para la identificacion de la determinante genética
asociada a serotipos de S. enterica.
Se realiz6 un andlisis bioinformético de distintos genes reportados previamente por su
capacidad para identificar Salmonella o su uso en serotipificacion molecular.. Como
referencia se utilizaron los genes fliC, manB y atpD, los cuales son comunmente utilizados
en serotipificacion molecular por su poder discriminatorio entre serotipos de S. enterica
(Franklin et al., 2011; McQuiston et al., 2004; C. Yoshida et al., 2014; Zou et al., 2016).

Las secuencias de estos genes se alinearon mediante la herramienta BLASTN, con la base de
datos de genomas completos del NCBI. Se identificd el-nimero de secuencias alineadas, un
porcentaje de cobertura del 80 al 100%, nimero de serotipos y especificidad al género
Salmonella. A las secuencias obtenidas se les realizd un analisis con el programa

bioinforméatico de agrupamiento de secuencias en clusters CD-HIT (http://weizhong-

lab.ucsd.edu/cdhit_suite/), utilizando un porcentaje de identidad del 100 %.

La capacidad discriminatoria entre serotipos de cada uno de los genes se evalué tomando en
cuenta el namero de clusters especificos (mismo serotipo), el nimero de clusters con un
serotipo mayoritario (80 %) y la diversidad total de serotipos identificados. La sumatoria de
la proporcion de estos valores, se tomd como un indice de la capacidad para discernir entre

serotipos de S. enterica.

Las secuencias de los genes que mostraron mayor poder discriminatorio se alinearon en el
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA X) para observar variaciones
en las secuencias o polimorfismos de un Unico nucle6tido (SNP’s por sus siglas en inglés)
asociados a serotipos. También en este proceso se evaluaron iniciadores previamente

reportados, a traves de la identificacion de un mayor nimero de secuencias.
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8.8. Validacion de la PCR con los iniciadores propuestos para el gen srfC.
Los iniciadores dirigidos al gen srfC fueron sintetizados por “Integrated DNA Technologies”
y reconstituidos como se describe en el punto 8.6. La validacién por gradiente de
temperaturas se realizd con cepas de referencia de Salmonella bajo las siguientes
condiciones: 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30s, un gradiente de
alineacion de 56°C a 66°C por 30s, una extension a 72°C por 30s y una extension final de
72°C por 10 min. Se realiz6 una electroforesis a los productos de amplificacion y se revelaron

en un transiluminador como se describié anteriormente.

8.9.Validacion del método de serotipificacion molecular con-el gen srfC.
Se evaluaron iniciadores dirigidos al gen srfC como se reportd en el punto 8.7. Derivado de
del analisis por CD-HIT, se obtuvieron secuencias representativas. Estas secuencias se
utilizaron para la corroboracion bioinformatica del serotipo. Cada secuencia se alined en
BLASTN con la base de datos de nucleétidos no redundantes del NCBI. Para identificar el

serotipo se tomaron en cuenta el valor maximo de score, porcentaje de cobertura e identidad.

Ademas, se realiz6 la corroboracion del serotipo de 20 cepas de referencia mencionadas
anteriormente en el punto 8.6..Se les realizd una PCR con los iniciadores dirigidos al gen
srfC y el producto de amplificacion se mandé a secuenciar a GENEWIZ EE. UU. Las
secuencias fueron alineadas mediante BLASTn con la base de datos de nucleétidos no
redundantes del NCBI. Para definir el serotipo, se tomaron en cuenta las especificaciones

antes mencionadas.

8.10.Serotipificacion Molecular
El producto de amplificacion del gen (srfC) se corrid en un gel de agarosa al 1.5 % tefiido
con bromuro de etidio a 90 V por 45 min. y se revelé en un transiluminador con luz UV
(~260 nm) para identificar el producto de amplificacién. Los productos de amplificacion se
diluyeron 1:2 (10uL de agua sin nucleasas y 10uL del producto de amplificacion) al igual

que el primer forward (5L por reaccion)
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El método de secuenciacion empleado fue Sanger, el cual consiste en utilizar una de las
cadenas del ADN proveniente de los productos de amplificacion como plantilla para una
polimerizacion usando dideoxinucleotidotrifosfato (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP). Estos
nucledtidos carecen del grupo hidroxilo del carbono 3’°, por lo que la reaccion es detenida
con su incorporacion. Las nuevas cadenas de ADN generadas seran de distintas longitudes,
debido a la incorporacion del dideoxinucle6tido. Finalmente, los productos son analizados a
través de una electroforesis capilar para obtener la secuencia de cada nucleétido dela cadena
de ADN (Sanger et al., 1977). Estas reacciones se llevaran a cabo en un sistema Big Dye
Termiator chemistry (version 2.0) de Applied Biosystems usando un secuenciador capilar
ABI 3730XL (Peters et al., 2017).

Las secuencias obtenidas del proceso de secuenciacion fueron evaluadas a través de la
herramienta BLASTNn utilizando la base de datos del NCBI. Para la identificacion del serotipo
se utilizo el valor del 100 % de cobertura respecto a la secuencia original, el mayor porcentaje
de identidad y los valores de score més elevados de cada secuencia. Adicionalmente se
compararon los serotipos identificados por el analisis bioinformatico con la identificacién

del serogrupo previamente determinado por la mPCR.

8.11.Andlisis estadisticos
Los resultados de la prevalencia de S. enterica entre los afios, las estaciones del afio y los
puntos de venta, fueron comparados a través de la prueba de Chi cuadrada (Ghafir et al.,
2005; Ni et al., 2018) mediante el software XLSTAT. Los intervalos de confianza (95%) se
calcularon mediante el procedimiento de Wilson descrito en la literatura previamente (L. Y.
R. Wang et al., 2018). Los Odds ratios (OR) y sus intervalos de confianza al 95% se
calcularon utilizando el software MedCalc. El anélisis del coeficiente de correlacion de
Pearson y ANOVA (Prueba de Tukey post hoc) se utilizaron para comparar los datos de
temperatura, precipitacion, produccion de pollo y casos de salmonelosis a través de
XLSTAT. Las diferencias significativas se consideraron a una p < 0.05. El anélisis de odds
ratio combinados (Factor sinérgico) se estimo de acuerdo a los estipulado previamente en la

literatura (Cortina-Borja et al., 2009).
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Para corroborar que la diferencia de nimero de muestras entre afios no genera distintos
resultados, se realizd un andlisis utilizando un nimero comparable de muestras (n = 240) por
afio. Se utilizé un subconjunto de muestras (n = 20 por mes) que fueron seleccionadas para
el afio 2016, mediante la herramienta muestreo aleatorio del software XLSTAT. Los analisis

estadisticos se realizaron como se describieron previamente.

8.12. Andlisis de rarefaccion.
Se realizé un analisis de la diversidad de serotipos de S. enterica presentes en carne de pollo
a través del re-muestreo temporal (2016 — 2018) de piezas de pollo obtenidas en mercados
publicos y supermercados de Querétaro. Se obtuvo la prevalencia de cada serotipo por afio
de muestreo. Los resultados se acomodaron en un archivo txt para poder analizarlos mediante
el software “EstimateS”, del cual se obtuvieron estimaciones no paramétricas sobre la

diversidad de serotipos presente en carne de pollo.

8.13. Evaluacién de co-ocurrencia por un método cultivo-dependiente.

Se analizaron 12 muestras de carne cruda de pollo con piel de la misma manera que se
estipula en el punto 8.2. Cada muestra se analizo por duplicado para aumentar la probabilidad
de deteccidn de S. enterica. El caldo Rappaport (Rp) y Tetrationato (TT) se incubaron por
18h, 24h, 48h y 72h. Por cada tiempo de incubacion y caldo enriquecido se realizé un pase a
XLD, agar Hektoen y agar VVerde Brillante mediante una asada, este procedimiento se realizo
2 veces con la finalidad de aumentar la probabilidad de recuperacidn. Estas placas se
incubaron a 37°C / 24h. A las colonias que desarrollaron una morfologia colonial tipica a
Salmonella (8.2) y fueron negativas en la prueba bioguimica urea de Christensen, se les
realizd una determinacion por PCR para Salmonella como se determina en el punto 8.4, se
les realiz6-una mPCR para la determinacion de serogrupo (8.6) y una serotipificacion

molecular como se describe en el punto 8.10.

El disefio experimental de esta evaluacién se muestra en la Figura 3.
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Figura 3.- Determinacion de co-ocurrencia de serotipos de Salmonella por un método
cultivo-dependiente. Cada pieza de pollo de supermercado se trabajé por duplicado (N = 24).
Los caldos de enriquecimiento Muller Kauffmann Tetrationato con novobiocina (MKTTn) y
Rappaport Vassiliadis Soya (RVS) se incubaron a 18h, 24h, 48h y 72h. Se realiz6 un pase
por duplicado a los agares selectivos XLD, Hektoen y Verde Brillante de donde se obtuvieron
las colonias morfoldgicamente tipicas a Salmonella spp.

9. Resultados y discucion.

9.1. Andlisis temporal de la prevalencia de Salmonella spp en carnicos crudos.

Los resultados del punto 9.1. forman parte de esta tesis doctoral y fueron utilizados para la
publicacién de un articulo en la revista Foods: “Three-Year Longitudinal Study: Prevalence
of Salmonella Enterica in Chicken Meat is Higher in Supermarkets Than Wet Markets from
Mexico”, Ivan D Regalado-Pineda !, Rene Rodarte-Medina !, Carolina N Resendiz-Nava !,
Cinthia. E Saenz-Garcia !, Pilar Castafieda-Serrano 2, Gerardo M Nava ! - doi:
10.3390/f0o0ds9030264. Solo los resultados de este capitulo son la traduccion literal del
articulo mencionado.

La prevalencia general de Salmonella en 1,160 muestras de carne de pollo cruda fue de 18.1%
(210/1160). Esta, increment6 respecto al tiempo (P > 0.001) siendo en 2016 de 13.7% y para
el 2018 de 27.1% (Tabla 6). Una contaminacion similar con este patdgeno (21.3%) ha sido

reportado previamente en distintos puntos de venta del norte, centro y sur de México
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(Miranda et al., 2009; Zaidi et al., 2008). Esta prevalencia en carne de pollo también se ha
observado en otras partes del mundo como Australia, Bélgica, Brasil, Canada, China,
Colombia, Ecuador, Portugal, Espafia, Estados Unidos, Venezuela y Gales, donde la
prevalencia va de 9.5% a 65% (Fearnley et al., 2011; Giombelli & Gloria, 2014; Vinueza-
Burgos et al., 2016; Y. Wang et al., 2014). Estos datos indican que la carne de pollo
distribuida en este tipo de expendios puede representar un factor de riesgo importante en

casos de salmonelosis en humanos.

Pocos estudios se han realizado en periodos largos de tiempo para determinar el impacto de
la presencia de S. enterica a través del tiempo (Harrison et al., 2001; Minami et al., 2010;
Shafini et al., 2017; Y. Wang et al., 2014; Zhu et al., 2014). Estos estudios longitudinales
permiten robustecer los andlisis estadisticos (Caruana et-al., 2015) y poder evidenciar

patrones temporales sobre la prevalencia de S. enterica en carne de pollo.

En los tres afios de estudio, la prevalencia mensual de Salmonella oscilé entre 8.7% y 30%,
y entre las estaciones del afio fue de 15.1% a 20.9%. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas (P > 0.05; odds ratio >1.5, 95% ClI: 1.0-2.3) entre los meses o las estaciones
del afio (Tabla 6).
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Tabla 6.- Prevalencia de Salmonella a través del tiempo

No. de

muestras Prevalencia (%) 95% CI
General
2016 - 2018 1,160 18.1 15.9-20.5
Anual
2016 680 13.7 11.2-16.6
2017 240 21.7 16.7 -275
2018 240 27.1 21.7-33.3
Estacional
Primavera 312 15.1 11.4-19.6
Verano 312 17.9 14.0-22.8
Otofio 268 19.0 14.6 -24.4
Invierno 268 20.9 16.3-26.4
Mensual
Enero 104 20.2 13.2-294
Febrero 104 19.2 12.4-28.4
Marzo 104 8.7 4.3-16.2
Abril 104 22.1 14.8-315
Mayo 104 14.4 8.6 -23.0
Junio 104 17.3 10.9 - 26.3
Julio 104 21.2 14.0-30.5
Agosto 104 15.4 9.3-24.1
Septiembre 104 125 7.1-20.8
Octubre 104 19.2 12.4-284
Noviembre 60 30.0 19.2-434
Diciembre 60 25.0 15.1-38.1

Un resultado interesante a resaltar es que el analisis sobre la prevalencia estacional de
Salmonella realizado por afio mostro que si existe una diferencia significativa (P < 0.01) en
el invierno del 2016 (20.3%) en comparacion con las otras estaciones del mismo afio. Esta
tendencia no se observo en los otros afios de estudio (Tabla 7). Esto podria deberse a que
existen otros factores que tienen un mayor impacto en la prevalencia de este patdgeno en

comparacion con el factor estacional. Para corroborar esta idea, se realizd una comparacion
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con otros factores como la precipitacion pluvial, temperatura y la produccion de carne de
pollo en la regidn de Querétaro. No hubo una correlacion estadisticamente significativa (P >
0.05) entre la precipitacion, temperatura o produccion de carne de pollo con la prevalencia
de Salmonella. En un estudio longitudinal sobre la prevalencia de Salmonella, se observé que
el factor estacional en la prevalencia depende del afio de estudio (Sivaramalingam et al.,
2013). Otros estudios muestran discordancia en la prevalencia estacional de S. enterica
(Huang et al., 2016; Minami et al., 2010; Ni et al., 2018; Y. Wang et al., 2014; Zhu et al.,
2014). Estos resultados muestran la importancia de realizar estudios temporales sobre la

prevalencia de S. enterica para identificar patrones estacionales por afio de estudio.

Tabla 7.- Efecto estacional sobre la prevalencia de Salmonella.

Estacion del

s 2016 2017 2018
Primavera  24/192 (12.5)° 10/60 (16.7)* 13/60 (21.7)?
Verano 25/192 (13.0)° 15/60(25.0)* 16/60 (26.7)*
Otofio 14/148 (9.4)° 18/60 (30.0)* 19/60 (31.7)

Invierno 30/148 (20.3)* = 9/60 (15.0)* 17/60 (28.3)*
(Prueba de Chi-cuadrada; P < 0.05)

Después de 3 afios de andlisis microbiolégicos en carne de pollo expedida en mercados y
supermercados de Querétaro, la-prevalencia de S. enterica mostr6 ser mayor (P < 0.0001) en
supermercados (27.2%, 158 / 580) que en mercados publicos (9.0%, 52/580) (Figura 4A).
Esta prevalencia se mantuvo en cada afio de estudio, obteniendo para supermercados una
prevalencia de 20.8%, 30.8%, y 41.7%, en comparacion con las obtenidas en mercados
publicos (6.4%, 12.5%, y 12.5%) (Figura 4B). Es 3.8 veces mas probable (Odds ratio = 3.8,
P <0.0001) recuperar Salmonella en pollos expedidos en supermercados en comparacién con
los vendidos en mercados publicos (Tabla 8). En la mayoria de los meses analizados (9/12),
fue de 3.7 a 29.4 méas probable (P < 0.019) recuperar S. enterica en supermercados en
comparacion con mercados publicos, y fue al menos, 3.1 veces mas probable recuperar S.

enterica en supermercados en un analisis anual (Tabla 8).

El analisis sobre la prevalencia estacional entre los sitios de muestreo reveld diferencias

significativas (P < 0.05) en todas las estaciones del afio (Primavera, verano, otofio e invierno)
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en supermercados; oscilando entre 23.1% y 36.6%, en comparacién con los mercados
publicos (7.1% a 13.5%) (Figura 4C), siendo hasta 10.5 veces mas probable (P < 0.05)
encontrar pollo con Salmonella en supermercados (Tabla 8).
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Figura4.- Prevalencia de Salmonella por sitio de muestreo (A), afio (B) y estacion (C). Los asteriscos
muestran diferencia estadistica entre supermercados y mercados publicos (Prueba de Chi-cuadrada;
P <0.05).
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Es interesante resaltar que el andlisis de factores combinados mostro un elevado riesgo (Odds
ratio combinados = 2.8, 95% CI: 4.5-24.2, p = 0.028) de contaminacion del pollo en
supermercados cuando éste se vende en invierno (Tabla 9).

Tabla 8.- Anélisis Odds ratio de la prevalencia de Salmonella en supermercados a traves del
tiempo.

95 % intervalos de

Odds ratio - P value
confianza

General
i 3.8 27-53 P < 0.0001

Mensual
Ene. 4.2 1.4-125 P=0.0104
Feb. 29.4 3.8-229.9 P =0.0013
Mar. 3.9 0.8-19.7 P =0.1008
Abr. 3.7 1.3-104 P =0.0123
May 4.9 1.3-18.6 P =0.0194
Jun 11.1 2.4-514 P =0.0021
Jul 1.6 06-4.1 P =10.3390
Ago. 0.5 02-16 P =0.2815
Sept. 0.8 03-27 P =0.7670
Oct. 7.9 2.2-29.2 P =0.0018
Nov. 9.0 2.2-36.2 P =0.0020
Dic. 25.4 3.1-211.1 P =0.0028

Estacional
Spring 2.4 1.2-49 P =0.0189
Summer 1.9 1.0-3.4 P =0.0407
Autumn 3.7 19-73 P =0.0002
Winter 10.5 45-24.2 P <0.0001

Anual

2016 3.8 2.3-6.3 P <0.0001
2017 3.1 1.6-6.1 P =0.0008
2018 5.0 2.6-9.6 P <0.0001

Referencia: Mercado publico (odds ratio = 1).

Para corroborar que los resultados obtenidos no fueron influenciados por el numero de
muestras por afio, se realiz6 un re-muestreo aleatorio con 240 muestras por afio y se repitieron

los analisis. No hubo diferencias significativas (Tablas y figuras en Anexos).
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Tabla 9.- Anélisis Odds ratio de factores combinados sobre la prevalencia de Salmonella.

Odds Ratio Intervalo de
Valor de p
Combinados a,*  Confianza 95 %
Supermercado*Primavera 1.0 0.47-2.29 p =0.922
Supermercado*Verano 0.5 0.25-0.97 p =0.040
Supermercado*Otofio 1.0 0.45-2.08 p =0.940
Supermercado*Invierno 2.8 4,5-24.2 p =0.028
Anual

Supermercado*2016 1.0 0.55-1.83 p=0.990
Supermercado*2017 0.8 0.38-1.73 p = 0.604
Supermercado*2018 1.3 0.63-2.74 p =0.464

2 Odds ratio combinado (Factor sinérgico) estimacion descrita por (Cortina-Borja et al.,
2009). * Referencia: Mercado publico (odds ratio = 1).

Existe un problema importante de contaminacion por Salmonella en el pollo expedido en
supermercados. Este fendmeno no es anual dependiente, por el contrario, muestra una
tendencia a incrementar con los afios (aumento de prevalencia de 29.9%, (P < 0.0001)). Este
no es un resultado esperado, puesto que en este tipo de puntos de venta se esperarian mejores
condiciones sanitarias de trabajo, asi.como la implementacion de procesos de calidad para

prevenir este escenario (Villalpando-Guzman et al., 2017; Zhu et al., 2014).

Sin embargo, otros reportes en el continente Europeo y Asiatico han mostrado una mayor o
comparable contaminacion de Salmonella en supermercados en comparacion con mercados
publicos (Capita et al., 2003; Harrison et al., 2001; Huang et al., 2016; Minami et al., 2010;
Shafini et al., 2017; Y. Wang et al., 2014; Zhu et al., 2014). Por ejemplo, en Espafia y Rusia,
se ha observado una mayor prevalencia (P < 0.05) de Salmonella en supermercados (75.0%
y 60%, respectivamente) en comparacion con los mercados publicos (25.0% y 7.7%,
respectivamente). Por otra parte, en otros estudios de distintas partes del mundo, no se ha
reportado una diferencia significativa (P > 0.05) en los niveles de contaminacién por
Salmonella entre estos dos tipos de mercados (Harrison et al., 2001; Huang et al., 2016;
Minami et al., 2010; Shafini et al., 2017). La elevada prevalencia de Salmonella en

supermercados puede deberse a la extendida vida de anaquel (~6 dias) que se maneja en este
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tipo de expendios (Alali et al., 2012), comparado con las 16h en las que aproximadamente
estd expuesta la carne de pollo en los mercados publicos (Capita et al., 2003). Tomando en
cuenta los resultados del presente estudio, muestran la necesidad urgente para que tanto
productores y supermercados identifiquen la causa de este importante riesgo en la salud de

las personas.

Para determinar el riesgo de contraer salmonelosis por un pollo contaminado en México, se
realizé un analisis de regresion utilizando la prevalencia mensual de Salmonellay los casos
mensuales de salmonelosis reportados en Querétaro para los afios en los que se llevé a cabo
el presente estudio (2016 — 2018). Estos datos se obtuvieron del Boletin Epidemiolégico de
la Secretaria de Salud (Salud, 2020). De acuerdo con estos datos, los casos de salmonelosis
en México fueron mayores (P > 0.05) en 2016 (Promedio = 1.6-casos por 100,000 personas),

seguidos de 2017 (1.1 casos por 100,000 personas) y 2018 (0.6 casos por 100,000 personas).

Es interesante notar que no existe una relacion estadisticamente significativa (P > 0.05, R2
< 0.13) entre la prevalencia general de Salmonella reportada en el presente estudio y los casos
de salmonelosis reportados para el periodo del 2016 a 2018 (Figura 5A). Los mismos
resultados (P > 0.05, R2 < 0.33) fueron observados utilizando las prevalencias de
supermercados o mercados publicos (Figura 5 B, C). Otros estudios han reportado la
ausencia de correlacion entre los casos de salmonelosis en humanos y la prevalencia de
Salmonella en carne de pollo (Fearnley et al., 2011; Sivaramalingam et al., 2013). Sin
embargo, pudieran no existir datos suficientes en México como para deslindar la relacion
entre la prevalencia en pollo y los casos de salmonelosis. La intoxicacion alimentaria por
Salmonella ‘involucra rasgos biologicos — ecoldgicos complejos, en donde los datos de
prevalencia-pueden no ser suficientes para establecer correlaciones epidemioldgicas (Cox et
al., 2011).
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Figura 5.- Correlacion entre la prevalencia de Salmonella en.carne de pollo y casos de salmonelosis.
El anélisis se realiz6 utilizando los daos de prevalencia en carne de pollo versus el nimero de casos
de salmonelosis en general (A), con los datos de prevalencia de supermercados (B) y mercados
publicos (C).

9.2. Multiplex PCR para la determinacion de serogrupos

Se identificaron iniciadores  previamente reportados en la literatura para determinar
serogrupos. Unicamente se tomaron en consideracion los iniciadores dirigidos a los
serogrupos B, C1, C2, Dy E, los cuales forman parte de los serotipos mas prevalentes en

carne de pollo de acuerdo a lo estipulado por la NARMS (Nyirabahizi et al., 2020).

Se identificaron 25 iniciadores, de los cuales, se descartaron 16 por no mostrar especificidad
(98% - 100 %) para el género Salmonella mediante la alineacién de secuencias en BLASTn
con la base de datos de nucleétidos no redundantes del NCBI. Los 9 pares de iniciadores
restantes fueron evaluados de acuerdo con su especificidad por alinearse a secuencias
correspondientes a su serogrupo. Se tomo en consideracion el nimero de secuencias
alineadas, el nimero de serotipos identificados pertenecientes al serogrupo evaluado y el

namero de secuencias discordantes que pertenecen a otro serogrupo (Tabla 10). También se
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tomo en cuenta el tamafio del amplicon para evitar que bandas de un tamafio similar se

confundan a la hora de ser reveladas.

Tabla 10.- Iniciadores utilizados en la identificacion de serogrupos de S. enterica.

Tamafio Aciertos -
Serogrupo Iniciadores (Pb) otro Referencia
serogrupo
F-wzxB GGCATATATTTCTGTATTCGCG-3y Herrera-
wzx-B R-wzxB 230 130-3 Leon et al.,
GCCTTAATTAAGTAAGTTAGTGGAAGC-3’ 2007
B SB-L CGATGAGGGTTTCTAATCTC - SB-R 177 92:1 Liu et al.,
TCTTGCTTCAGTATCCCTTG 2011
c1 SC1-L CAGTCACAACCTGGAAGA - SC1-R 623 7104 Liu et al.,
ATACAAGCCGCTGAGTGA 2011
C2 SC2-L CAGTAGAGACGACGGAGTTC - sCz2- 540 37-1 Liu et al.,
R TACATGCTTGGCTGAGACTA 2011
o F-AATAGGCCGAAACAACATCG - R- S 101 Cacs?:g%r:zl
CCGAGCCAACGATTATCAA 2009 "
Hirose et al.,
F-tyvD GAGGAAGGGAAATGAAGCTTTT-3 2002;
tyv-D R-tyvD 5- 615 396-3 Herrera-
TAGCAAACTGTCTCCCACCATAC-3 Lebn et al.,
2007
D SD -L GCCAATAAACTCCACAACAT -SD R 166 401-8 Liu et al.,
GGATCATGCGTTAAATGTCT 2011
E E-F CTAATGATTTGCGGCGTCTC - E-R 348 43-1 Lavalett et
CAGTGGGGAAGCTATTGCTGAT al., 2009
PIZXEL Herrera-
WZX-E TAAAGTATATGGTGCTGATTTAACC-3y R- 345 41-0 Leon et al
wzxE1l GTTAAAATGACAGATTGAGCAGAG- 2007 v

3

Tomando en cuenta estas consideraciones se eligieron para la mPCR los iniciadores wzx-B,
SC1, SC2, SD y E. Para la validacién de la mPCR se realiz6 un gradiente de temperaturas
para_identificar la temperatura de alineacion optima, la cual fue de 56.9°C. Se realizo la
mPCR utilizando cepas de referencia con el siguiente protocolo: 94°C / 3min, 35 ciclos de
94°C / 50s, 56.9°C por 50s, 72°C por 50s y una extension final de 72°C / 10min. Los

productos de amplificacion se identificaron en un transiluminador (Figura 6).
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Figura 6.- Imagen de los productos de amplificacion de la mPCR para determinar serogrupos. En la
primera linea esta el DNA Ladder de 1kb, seguido de 3 amplicones del serogrupo B (serotipos Agona,
Derby y Agona), 3 amplicones del serogrupo C1 (Infantis, Rissen y Braenderup), 3 amplicones del
serogrupo C2 (Newport, Manhattan y Kentucky) y 2 amplicones del serogrupo E (Anatum y Give).

9.3.  Analisis bioinformatico — Determinante genética para diferenciar serotipos.

Existen distintas determinantes genéticas reportadas por su capacidad para tipificar
aislamientos de Salmonella y sus serotipos (Braun et al., 2012; Fresno et al., 2014a; C. E.
Yoshida et al., 2016). Sin embargo, hasta ahora no existe una Unica determinante genética
especifica para Salmonella con la capacidad para diferenciar entre serotipos que pueda ser
utilizada en la genoserotipificacion de este patdgeno. Por lo que el presente trabajo tuvo

como objetivo la identificacion de esta determinante genética.

Se identificaron 45 genes en la literatura como prospectos. Para esta seleccion se tomaron
en cuenta que fueran previamente reportados como genes especificos para la identificacion
de S. enterica o por ser utilizados en algin método molecular para la genoserotipificacion
de este patdgeno. A través de la alineacion de sus secuencias en BLASTn con la base de
datos de nucleotidos no redundantes del NCBI, se descartaron 21 genes, al identificar el

analisis de alineacion de secuencias >20% de secuencias de otros géneros bacterianos.

Para identificar el nimero total de serotipos de S. enterica presente en la base de datos de

genomas completos del NCBI, se utilizaron los genes constitutivos invA y fliC. Secuencias
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representativas de estos genes fueron utilizadas en un analisis de alineacién de secuencias
mediante BLASTn con la base de datos de RefSeq Genome Database del NCBI. Se
identificaron 179 serotipos distintos. Este valor sirvio de referencia en la evaluacion de los
genes prospectos. Los genes que lograron identificar una mayor diversidad de serotipos
mediante el analisis de sus secuencias fueron 7 (Tabla 11). El resto de los genes se
clasificaron como no constitutivos del género de Salmonella al estar presentes en un nimero

limitado de secuencias (80 — 900) o identificar un nimero reducido de serotipos (8 — 55).

Se realiz6 un andlisis de agrupamiento de secuencias con base en su porcentaje de identidad
(100 %) utilizando CD-HIT. Se obtuvieron un namero distinto de clusters dependiendo del
gen evaluado. Posteriormente se calculd a cada gen el indice discriminatorio (Tabla 11)
como se mencionO previamente en el punto 8.7 de metodologia. Para contrastar el valor
poder discriminatorio de cada gen, se comparé el valor del indice discriminatorio con el
obtenido por los genes fliC, manB y atpD, reportados previamente en la literatura por su
capacidad para discernir entre serotipos (Christensen & Olsen, 1998; Y. Liu et al., 2017;
Sukhnanand et al., 2005).

Tabla 11.- Genes evaluados por su poder discriminatorio entre serotipos. El total representa la
sumatoria de la proporcion de-los otros indicadores.

Clusters Clusters con

. : Diversidad
Gen especificos serot_lpo_ de serotipos Total
100% mayoritario
manB 13.86 94.88 82.48 191.22
yhgE 13.40 90.91 74.13 178.43
srfC 12.26 90.57 74.83 177.66
sipB 18.40 95.71 61.54 175.65
fliCc 8.91 81.51 73.18 163.60
srfC* 13.17 83.23 56.43 152.84
fimA 14.38 79.45 46.15 139.99
pdgL 15.91 80.30 42.66 138.87
atpD 5.26 74.34 45.89 125.50
sipC 6.58 73.68 44.76 125.02
stn 12.36 75.28 29.37 117.01

srfC* Iniciadores reportados por Liu et al., 2012.

A pesar de que el gen yhgE mostré una especificidad al género Salmonella, las secuencias

evaluadas con los iniciadores reportados en la literatura, mostraron no ser especificos, por
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lo que se descartaron del analisis. El siguiente gen que mostr6 un valor de indice
discriminatorio més elevado fue el srfC (177.66). El anélisis realizado con los iniciadores
dirigidos a este gen (Liu et al., 2012) mostraron una disminucion en el poder discriminatorio
(152.84), sin embargo, esta solo por debajo del gen fliC, el cual ha sido ampliamente
utilizado en los métodos de serotipificacion molecular por su alto poder discriminatorio
(Franklin et al., 2011; Peters et al., 2017; C. Yoshida et al., 2014; C. E. Yoshida et al.,
2016).

El gen srfC de aproximadamente 2150 pb de tamafio codifica para un factor de virulencia
de Salmonella. Se encuentra ampliamente distribuido en este género al estar presente en mas
de las 5000 secuencias de genomas completos de la base de datos del NCBI y 143 de los
179 serotipos identificados en esta base de datos. Los iniciadores reportados por Liu y
colaboradores amplifican un fragmento de 492 pb del gen. Derivado del analisis de
alineacion de secuencias :

se observaron secuencias no identificadas por los iniciadores, por lo que se realiz6
variaciones de los iniciadores con nucleétidos redundantes para ampliar el numero de
secuencias identificadas. Los iniciadores quedaron de la siguiente manera: srfC-fw-
5 GGCGTTAACCCACTCCAGTA 3"y srfC-rv-5" TTACTGTGGGGAGAGCARCC 3.

Para la validacion bioinformatica de esta determinante genética se utiliz6 la base de datos
de genomas completos del NCBI y se extrajeron las secuencias de srfC empleando los
iniciadores previamente mencionados para confirmar su serotipo. De los 125 serotipos
distintos que conformaron estas secuencias, el 10.42% fueron dificiles de identificar al
presentar -una Unica secuencia perteneciente a ese serotipo. Al igual que en otras
determinantes genéticas, los criterios para la identificacion del serotipo fueron el valor
méaximo de score, el mayor porcentaje de cobertura de la secuencia original y el mayor
porcentaje de identidad (Fresno et al., 2014b). Se logro identificar el 100% de serotipos en

este proceso de validacion.

Este mismo proceso se llevd a cabo con cepas de referencia de Salmonella, de las cuales, se

tiene secuenciado su genoma completo. La temperatura Optima de alineacion de los
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iniciadores srfC fue de 66°C. Se realizo la PCR para la obtencién de los amplicones (Figura

7) y su posterior secuenciacion.
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Serotipo

Salmonella spp.
Salmonella spp.

Salmenella spp.

E. coli
Agona
Derby
Agona
Infantis
Rissen
Braenderup
Newport
Manhattan
Kentucky

Anatum

Gel inferior

Posiciéon  Serotipo
1 Give

2 Muenster

3 Agona

4 Derby

5 Agona

6 Infantis

7 Rissen

8 Braenderup

9 Newport

10 Manhattan

11 Kentucky

R

Anatum
Give

Muenster

Figura 7.- PCR con los iniciadores dirigidos al gen srfC (492pb). Validacion con cepas de referencia de

Salmonella.

El 80% (16/20) de las secuencias se identificaron correctamente. EI 20% (4/20) restante, se

dificulto su identificacion, debido a que dentro de las secuencias con mayor porcentaje de

score, cobertura e identidad se encontraban secuencias de 2 0 mas serotipos distintos (Tabla

12). Sin embargo, al realizarles la mPCR para determinar su serogrupo, este sirvié para

poder distinguir el serotipo correspondiente. Finalmente se logro, de esta manera, identificar

el 100% de las secuencias como concordantes con los serotipos de las cepas de referencia.
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Tabla 12.- Identificacion de serotipos a través de la secuenciacion de la determinante genética srfC.
Estos serotipos pertenecen al 20% de las cepas de referencia de Salmonella que se les considera
dificiles de identificar, debido a que presentan 2 0 mas serotipos con el mismo porcentaje de identidad.
En fondo gris la identificacion correcta.

No. De
secuencias
identificadas

Porcentaje de

Serotipos identificados identidad

Serogrupo 0:54 B E
Serotipo  Montevideo  Schwarzengrund | Muenster 99.78% 24 7 6
Serogrupo C1 C2

Serotipo Bareilly Muenchen 99.70% 30 5
Serogrupo 0:54 B E

Serotipo  Montevideo  Schwarzengrund Give 100% 28 8 1
Serogrupo C1 C2

Serotipo Bareilly Manhattan 99.77% 28 [ 1

Existen algunos serotipos de Salmonella que comparten-identidad genética y son dificiles
de diferenciar a través del analisis de sus secuencias (Thompson et al., 2018) y se les
considera serotipos polifiléticos (Sukhnanand et al., 2005; Timme et al., 2013).

9.4. Co-ocurrencia de S. enterica.

Se identific la presencia de S. enterica en las 12 muestras de carne de pollo de
supermercados (Prevalencia del 100%). Esta prevalencia se debi6 al esfuerzo de muestreo
realizado para la recuperacion de este patdgeno, al identificar su presencia en alguna de las
muestras evaluadas (muestra o duplicado) o en alguna de las temperaturas de incubacién de
los caldos de enriquecimiento (RP y TT). Se obtuvieron en total 300 aislamientos, de los

cuales 210 fueron tipificados como Salmonella (Figura 8).

Se identificaron 4 serogrupos, de los cuales C1 fue el mas prevalente con el 47.14% (99/210),
seguido del serogrupo D con el 25.4% (53/210), serogrupo E con el 2.38% (5/210) y el
serogrupo B 1.43% (3/210). A pesar de que los 50 aislamientos restantes fueron identificados
como Salmonella, no se logré identificar correctamente el serogrupo. Esto podria deberse a
que estos aislamientos pertenecen un serogrupo distinto al que es posible detectar por la

mPCR implementada en el presente trabajo, 0 a que a pesar de pertenecer a alguno de los
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serogrupos que identifica esta prueba, los iniciadores dirigidos a estos serogrupos no son

capaces de alinearse a las secuencias de estos aislamientos y por tanto se genera

amplificacion.
18h RP T 24h RP T 48h RP T 72h RP T
XLD HK VB XLD HK VB XLD HK VB XLD HK VB XLD HK VB XLD HK VB XLD HK VB XLD HK VB
M1 M1 M1
M2 M2 M2
M3 M3 M3
M4 M4 M4
M5 M5 M5

12 13 12 7 6 8 58
37 21

Figura 8.- Evaluacion de 12 muestras de carne de pollo (Piernay muslo con piel) expedidas en supermercados,
a través de una variacién del método convencional para el aislamiento de Salmonella (ISO 6579). Cada muestra
se evalud por duplicado (N=24). Los caldos de enriquecimiento Rappaport (RP) y Tetrationato (TT) se
incubaron a 18h, 24h, 48h y 72h. Los cuadros con fondo negro indican la presencia de S. enterica. En la parte
inferior de cada el nimero de muestras positivas por agar selectivo utilizado (XLD, Hektoen (HK) y Verde
Brillante (VB)), debajo de éstos, las sumatorias de casos positivos por caldo de enriquecimiento.

Se observo un aislamiento preferencial de serogrupos dependiendo del caldo de
enriquecimiento. El serogrupo C1 se recuperé mayormente en caldo Rappaport (P < 0.0001),
mientras que los serogrupes D y E en caldo Tetrationato (P < 0.0001) (A). Este mismo

fendmeno se observé en los serotipos.

Se identificaron 5 serotipos distintos en 23 aislamientos seleccionados para su
serotipificacion. Esta seleccion se realizo con base en el analisis previo de serogrupos, con la
finalidad-de identificar la diversidad de serotipos presentes en estas muestras. Fueron Infantis
((26%)6/23) y Braenderup ((4)1/23) los serotipos que se aislaron mayormente de Rappaport
(P < 0.05) y los serotipos Enteritidis ((22%)5/23) y Anatum ((22%)5/23) de Tetrationato (P
< 0.001) (B). El otro serotipo identificado fue Agona, el cual se logro aislar tanto del caldo

Tetrationato como de Rappaport (P = 0.428).
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El aislamiento preferencial también se observo dependiendo del agar selectivo o temperatura
de incubacion empleados. Brandenrup ((4%)1/23) y Anatum ((17%)4/23) se recuperaron con
mayor frecuencia del agar XLD (P < 0.05), mientras que Infantis ((22%)5/23) fue més
frecuente en Hektoen (P = 0.016) (Figura 10A). A 72h de incubacion de los caldos de
enriquecimiento, los serotipos Infantis ((22%)5/23) y Braenderup ((4%)1/23) fueron los que
obtuvieron los mayores porcentajes de recuperacion (P < 0.05), mientras que a 18h de
incubacidn, S. Enteritidis fue mayormente recuperado en comparacién con 24h y 72h
((13%)3/23) (Figura 10B).
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Figura 9.- Aislamiento preferencial de serogrupos (A) y serotipos (B) por tipo de caldo de
enriquecimiento utilizado para su aislamiento (Rappaport (Rv) o Tetrationato (TT). Asterisco
representa significancia (P < 0.05).
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Figura 10.- Aislamiento preferencial de serotipos de Salmonella por agar selectivo (XLD, Hektoen
0 Verde Brillante) empleado (A) y horas de incubacion de los caldos de enriquecimiento Rvy TT
(B). Asterisco representa diferencia significativa (P < 0.05).

El sesgo en la obtencidn de serotipos dependiendo de las condiciones del aislamiento ha sido
previamente reportado (Davies et al., 2000; Kafel & Bryan, 1977; Singer et al., 2009;
Trichopoulos et al., 1975). Esto muestra evidencia sobre la pérdida de diversidad de serotipos
presentes en una muestra al emplear el método convencional para el aislamiento de

Salmonella. Desde el uso de medios de cultivo (Kafel & Bryan, 1977), tiempos de incubacion
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(Davies et al., 2000) y la seleccion de colonias para la identificacion del serotipo (Berghaus
et al., 2013; Harvey & Price, 1967; Singer et al., 2009), por lo que nuestros datos
epidemioldgicos sobre la prevalencia de serotipos de Salmonella estadn sesgados a lo que
podemos identificar (Cox et al., 2011; Singer et al., 2009).

Para soportar esta idea, se realizo un analisis sobre la diversidad de serotipos de Salmonella
co-ocurriendo en una muestra. Se analizaron 23 aislamientos representativos del muestreo
realizado a los 4 supermercados. Se identificaron 5 serotipos previamente mencionados. De
las 12 muestras analizadas, el 50% mostrd co-ocurrencia de serotipos con al menos 2
serotipos identificados en cada muestra analizada (Tabla 13). EIl sitio.-mayormente
contaminado fue el supermercado 4 con 3 serotipos distintos co-ocurriendo en carne de pollo.
En la Tabla 13 se muestra una o dos muestras representativas de cada supermercado con co-
ocurrencia de serotipos en cada una de estas muestras. Resultados similares se han obtenido
en otro estudio en donde se determind que el 91% (20/22) de muestras de pollos presentaron
co-ocurrencia de serotipos, en donde la muestra mas contaminada presentd 4 serotipos
distintos (Thompson et al., 2018). En contraste, en otro estudio se identificd el 6% (44/690)
de sus muestras con la presencia de 2 serotipos distintos (Berghaus et al., 2013). La diferencia
en el porcentaje de co-ocurrencia de serotipos entre estos estudios puede deberse a que
Thompson y colaboradores, realizaron la busqueda intencionada de co-ocurrencia de
serotipos, mientras que en el estudio de Berghaus fue causal, debido al esfuerzo de muestreo

realizado y a la tipificacion de mas de una colonia aislada en cada una de sus muestras.
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Tabla 13.- Co-ocurrencia de serotipos de S. enterica en carne de pollo de 4 supermercados.

No. del Medio
No.de duplicado  Horade Caldo de Serogrupo .
Supermercado . e . L de ! Serotipo
muestra de la incubacién enriquecimiento cultivo confirmado
muestra

3 72 RV HK C1 Infantis

2 3 72 T HK D Enteritidis

3 72 TT HK C1 Infantis

SM1 5 18 RV XLD c1 Infantis
3 5 18 TT HK D Enteritidis

5 24 RV HK Cc1l Infantis

5 24 RV VB D Enteritidis

9 48 TT XLD E Anatum

Anatum

SM2 : 9 48 TT XLD E

9 72 RV XLD Cc1l Braenderup

10 24 T XLD E Anatum

13 24 TT VB E Anatum

7 13 24 TT XLD E Anatum

Infantis

SM3 13 24 TT VB C1l —
17 48 RV VB D Enteritidis

9 17 48 T VB D Enteritidis

17 72 RV HK C1 Infantis

19 24 TT XLD B Agona

19 48 RV VB B Agona

Infantis

SM4 10 19 72 RV XLD C1 o
20 18 TT HK D Enteritidis
20 18 TT VB D Enteritidis

20 72 RV HK C1 Infantis

La co-ocurrencia de serotipos es un fenémeno del que no se sabe mucho, debido a la
complejidad de su deteccion, a los elevados gastos en insumos y al tiempo requerido para
poder llevarla a cabo (Garrido et al., 2014; R. W. S. Harvey & Price, 1967; Kafel & Bryan,
1977a). La propuesta del presente trabajo sobre el uso de la determinante genética srfC para
determinar serotipos de Salmonella en muestras de carne de pollo, podria ayudar facilitando

el estudio de este fendbmeno. Al mostrar un buen poder discriminatorio entre los serotipos
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mas frecuentes en carne de pollo, y al mostrar especificidad al género Salmonella, se podria
utilizar en métodos moleculares para determinar la diversidad de serotipos directamente de

la muestra.

9.5. Diversidad de serotipos de S. enterica.

Los aislamientos obtenidos del analisis temporal se genoserotipificaron con el gen srfC. En
los tres afios de estudio se identificaron 22 serotipos distintos de Salmonella circulando en
carne de pollo (Figura 11). Las prevalencias de los serotipos oscilaron entre 1.33% y
62.34%. De manera general, los serotipos mayoritarios fueron Enteritidis ((32.5%) 65/200),
Infantis ((15.5%) 31/200), Anatum ((9.5%) 19/200) y Newport ((8) 16/200). La prevalencia
de serotipos varia en cada pais. En EE. UU. los serotipos mayoritarios son Typhimurium
(15.56%), Kentucky (13.56%), Heidelberg (13.41%), y Enteritidis (7.46%) (Nyirabahizi et
al., 2020). En Trinidad y Tobago Kentucky (30.9%) y Javiana (22.7%) (Khan et al., 2018).
En India Typhimurium (22%), Gallinarum (43.7%) y Enteritidis (30.6%) (Kumar et al.,
2019), en Egipto Enteritidis (11.4%), Typhimurium (8.6%) y Kentucky (2.85%) (Elkenany
et al., 2019), en Japdn Infantis (57.6%), Manhattan (40.3%) y Schwarzengrund (2.1%) (Duc
etal., 2019), Colombia Paratyphi B (36.17%), S. Hvittingfoss (19.15%) y Muenster (10.64%)
(Rodriguez et al., 2015).

Serotipos circulando en pollo en estas otras regiones del mundo (Enteritidis, Typhimurium,
Kentucky, Muenster, Anatum e Infantis) coinciden con la diversidad de serotipos
identificados en el presente trabajo (Figura 11). La diversidad de serotipos vari6é con el
tiempo, encontrando serotipos presentes en los 3 afios de estudio (9 serotipos), en 2 afios (4
serotipos) y en's6lo uno de los afios evaluados (9 serotipos). La mayor diversidad de serotipos
se obtuvo en el afio 2018 (18 serotipos) (Figura 11). La diversidad de serotipos por sitio de
muestreo fue similar, en supermercados estan presentes 20 serotipos y en mercados publicos
17. Se identificaron serotipos presentes en sélo un sitio de muestreo. En supermercados
fueron Albany, Typhi, Choleraesuis, Hadar, Oranienburg y Rubislaw, y para mercados
publicos Agona y Muenster (Figura 11). Algunos estudios han mostrado que ambientes
contaminados con una mayor diversidad de serotipos presentan una mayor prevalencia de

este patdgeno (Garrido et al., 2014; Gu et al., 2019). Este mismo fendmeno se observé en
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supermercados, siendo el sitio con mayor diversidad de serotipos (20) y una mayor
prevalencia (27.2%) en comparacion con mercados publicos con 17 serotipos distintos y una
prevalencia de 9.0 %.

Serotipo 2016 2017 2018 MP SM
Enteritidis _ Infantis
Infantis Enteritidis _
Anatum Muenchen
Newport Senftenberg
Braenderup Anatum
Muenchen Newport
Senftenberg Typhimurium
Typhimurium Bareilly
Kentucky Braenderup
Bareilly Kentucky
Ouakam Thompson
Albany Agona
Typhi Mbandaka
Thompson Ouakam
Panama Panama
Mbandaka Typhi .
Agona Muenster 50%
Choleraesuis Albany 40%
Oranienburg Choleraesuis 30%
Hadar Hadar 20%
Muenster Oranienburg 10%
Rubislaw Rubislaw 0%

22

Figura 11.- Prevalencia y diversidad de serotipos de Salmonella en carne de pollo obtenidos de
supermercados (SM) y mercados publicos (MP) durante un periodo de tres afios (2016-2018).

En México, la prevalencia del serotipo Gallinarum y su variedad Pullorum eran los serotipos
mas prevalentes en carne de pollo hasta el afio 1994 en donde se emitié una campafia para la
erradicacion de estas cepas (Norma Oficial Mexicana NOM-005-Z00-1995, Campafia
Nacional contra la Salmonelosis Aviar). En 2012 se emite la declaratoria oficial sobre la
erradicacion de estas cepas en el sector avicola de México, como producto de este esfuerzo
(SENASICA, 2012).

La sucesion ecoldgica es un proceso natural que se da en las comunidades bacterianas sobre
cambios en la composicion y abundancia de las especies (Chang & Turner, 2019; Gillilland
etal., 2012). Este fendmeno se ha observado en la carne de pollo de México. Al erradicar los
serotipos Gallinarum y var. Pullorum, aumentd la prevalencia de S. Enteritidisa, siendo éste,

el serotipo mayoritario que circula en carne de pollo en México (Miranda et al., 2009;
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Villalpando-Guzman et al., 2017). La sucesion de S. Enteritidis por los serotipos Gallinarum
y var. Pullorum ha sido previamente reportado en EE. UU. y Europa (Baumler et al., 2000).
Los resultados obtenidos del presente estudio coinciden con estos reportes, siendo Enteritidis
el de mayor prevalencia en pollo ((32.5%) 65/200). Sin embargo, su prevalencia fue
disminuyendo significativamente (P < 0.002) respecto al tiempo, siendo ésta en 2016 de
62.34% (48/77) y en 2018 2.6% (2/75) (Figura 12). Por otra parte, se observo un incremento
significativo (P < 0.002) del serotipo Infantis, siendo su prevalencia en el afio 2016 de 6.5%
(5/77) y en 2018 26.7% (20/75) (Figura 12). Este cambio en la prevalencia podria deberse a
que en México se estan utilizando vacunas contra Salmonella Enteritidis en granjas de pollo.
Algunas marcas de estas vacunas que se distribuyen en México son NOBILIS® SALENVAC
T, Poulvac® SE, Salmin Plus, AviPro® Megan® Vac 1. Podriamos estar observando un
proceso de sucesion en el que Salmonella Infantis se perfila-para ser el serotipo mayoritario
en carne de pollo y el serotipo Enteritidis formara parte de los serotipos minoritarios o se

podria erradicar.
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Figura 12.- Variacion temporal de los serotipos de Salmonella Enteritidis e Infantis. Los asteriscos
representan diferencia significativa (P < 0.002).

Se observo co-ocurrencia de serotipos de S. enterica en carne de pollo en los tres afios de
estudio. Los meses de abril, noviembre y diciembre mostraron diferencias significativas (P

< 0.05) en la co-ocurrencia de serotipos en alguno de los afios evaluados (Figura 13). Es
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interesante resaltar que el mes de julio mostré una co-ocurrencia constante a lo largo del
tiempo. Un evento aislado se observo en el mes de abril del 2018, en el que se identifico la
mayor co-ocurrencia de serotipos de S. enterica (P < 0.0001) respecto a los otros afos
(Figura 13). La co-ocurrencia de serotipos en carne de pollo fue muy variable respecto al
tiempo. Esta variabilidad podria explicarse por factores independientes; como el manejo de
la carne, contaminacion cruzada y la falta de higiene en el almacenamiento del producto, méas

que por un factor asociado al tiempo como la estacionalidad.
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Figura 13.- Co-ocurrencia mensual de serotipos de S. enterica en carne de pollo. Datos obtenidos
del anélisis temporal (2016 —2018) de prevalencia de S. enterica en supermercados y mercados
publicos de Querétaro.

Se realiz6 un analisis de rarefaccidn para evaluar la diversidad de serotipos circulando en
carne de pollo. Los datos de los estimadores no paramétricos (ACE, ICE, Chao2 y Bootstrap)
indicaron que la diversidad real de serotipos en carne de pollo varia entre 26 y 46 serotipos
(Figura 14). El porcentaje estimado de recuperacion de serotipos fue de 76.28 %, este
porcentaje indica que se logro tener una buena representacion de sobre la diversidad de
serotipos en carne de pollo. Existen serotipos que son dificiles de aislar, y estos forman parte
de los menos prevalentes (Kafel & Bryan, 1977). Para obtener un mejor porcentaje sobre la
diversidad de serotipos presentes en carne de pollo, seria necesario modificar el método de

aislamiento (Kafel & Bryan, 1977; Rostagno et al., 2005; Trichopoulos et al., 1975), ampliar
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la identificacion del ndmero de aislamientos (R. W. Harvey & Price, 1967) y/o utilizar
herramientas moleculares (Braun et al., 2012; Fresno et al., 2014b; Vinayaka et al., 2019;

Zou et al., 2016) para la identificacion de la diversidad de serotipos presentes una muestra.
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Figura 14.- Andlisis de rarefaccion sobre la diversidad de serotipos de Salmonella presentes en
carne de pollo — andlisis temporal (2016 — 2018).

10. Conclusiones

Como resultado de la busqueda sobre determinantes genéticas asociadas a serotipos de S.
enterica, el gen srfC mostrd tener la capacidad para diferenciar al menos 79 serotipos. El
analisis de secuencias de ADN obtenidas a través de iniciadores dirigidos al gen srfC resulto
ser adecuado para discernir entre serotipos de S. enterica. A pesar de que algunos serotipos
fueron dificiles de identificar, se obtuvo 100 % de concordancia con la identificacion de 14
serotipos en cepas de referencia y 125 serotipos distintos en secuencias referencia obtenidas
del andlisis bioinformatico. A traves del analisis de secuencias del gen srfC se pudo
identificar co-ocurrencia de serotipos en 50% (6/12) de muestras de pollo expedidas de
supermercados. Ademas, se pudo describir la diversidad de serotipos en aislamientos de S.
enterica obtenidos de un analisis temporal (2016 — 2018) en muestras de pollo expedidas en

supermercados y mercados publicos, identificando 22 distintos serotipos, siendo Enteritidis,

53



Infantis y Anatum los mas prevalentes y Choleraesuis, Hadar, Oranienburg y Rubislaw los
menos prevalentes.
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12. Anexos

Tabla 7. Analisis temporal de la prevalencia de Salmonella a traves del tiempo.

mli(::.s:lris Prevalencia (%) 95% CI
General
2016 - 2018 720 20.7 17.9-23.8
Anual
2016 240 13.3 9.6-182
2017 240 21.7 16.7 -27.5
2018 240 27.1 21.7-33.3
Estacional
Primavera 180 17.8 12.9-24.0
Verano 180 20.0 14.8 - 26.4
Otofio 180 23.3 17.8 - 30.0
Invierno 180 21.7 16.3-28.3
Mensual
Enero 60 20.0 11.8-31.8
Febrero 60 20.0 11.8-31.8
Marzo 60 15.0 8.1-26.1
Abril 60 21.7 13.1-33.6
Mayo 60 16.7 9.3-28.0
Junio 60 13.3 6.9-24.1
Julio 60 25.0 15.8-37.2
Agosto 60 21.7 13.1-33.6
Septiembre 60 20.0 11.8-31.8
Octubre 60 20.0 11.8-31.8
Noviembre 60 30.0 19.9-425
Diciembre 60 25.0 15.8-37.2

64



Tabla 8. Efecto estacional sobre la prevalencia de Salmonella por afo.

Estacion 2016 2017

2018

Primavera 9/60 (15)* 10/60 (16.7)a
Verano 5/60 (8.3)b 15/60 (25.0)2
Otorio 5/60 (8.3)° 18/60 (30.0)=

Invierno 13/60 (21.7)2 9/60 (15.0)2

13/60 (21.7)2
16/60 (26.7)2
19/60 (31.7)2

17/60 (28.3)2
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Tabla 9. Analisis Odds ratio sobre la prevalencia temporal de Salmonella.

Intervalos de confianza

Odds ratio 95 9% Valor de P
General
2016 - 2018 24 1.5-3.8 P<0.001
Mensual
Enero 3.8 09-16.0 P=10.0635
Febrero 16.8 2.0-140.9 P =0.0094
Marzo 4.3 0.8-225 P=.0.0880
Abril 4.5 1.1-18.5 P=0.0371
Mayo 12.4 1.5-105.7 P=0.0211
Junio 3.5 0.6 -19.0 P =0.1464
Julio 0.8 0.2-2.6 P=0.7657
Agosto 0.8 0.2-2.38 P=0.7542
Septiembre 0.7 02-24 P=0.5202
Octubre 7.0 1.4-355 P=0.0188
Noviembre 9.0 2.2-36.2 P=0.0020
Diciembre 254 3.1-211.1 P=0.0028
Estacion
Primavera 5.7 2.2-14.6 P=0.0003
Verano 1.2 0.6-24 P=0.7095
Otono 3.25 1.5-6.9 P=0.0020
Invierno 10.3 3.8-28.0 P <0.0001
Anual
2016 25 11-55 P=10.0259
2017 3.1 1.6-6.1 P=0.0008
2018 5.0 2.6-9.6 P <0.0001
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Figura 5.- Prevalencia de Salmonella por sitio de muestreo (A), afio (B) y estacion (C). Los asteriscos
muestran diferencia estadistica entre supermercados y mercados publicos (Prueba de Chi-cuadrada;
P <0.05).
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