wesow wmew sk - (JNVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

W3 oonad

A
Y
k)
(W]
N
i
<

EL HONOR

FACULTAD DE QUIMICA

“CARACTERIZACION GENOTIPICA Y FENOTIPICA DE
CEPAS DE Salmonella enterica AISLADAS DE DIFERENTES
FUENTES”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA
PRESENTA
ANDREA HERNANDEZ LEDESMA
DIRIGIDA POR

DRA. ANGELICA GODINEZ OVIEDO

SANTIAGO DE QUERETARO, QUERETARO, 2023.



REPOSITORIO
INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

Direccion General de Bibliotecas y Servicios Digitales
de Informacion

[©loke)

Caracterizacion genotipica y fenotipica de cepas de
Salmonella enterica aisladas de diferentes fuentes

por

Andrea Hernandez Ledesma

se distribuye bajo una Licencia Creative Commons
Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0
Internacional.

Clave Rl: FQLIN-289584



FACULTAD DE QUIMICA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

“CARACTERIZACION GENOTIPICA Y FENOTIPICA DE
CEPAS DE Salmonella enterica AISLADAS DE DIFERENTES

FUENTES”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA
PRESENTA
ANDREA HERNANDEZ LEDESMA
DIRIGIDA POR
DRA. ANGELICA GODINEZ OVIEDO
SINODALES

Dra. ANGELICA GODINEZ OVIEDO

DIRECTORA

Dra. MONTSERRAT HERNANDEZ ITURRIAGA
SINODAL

Dra. SANDRA OLIMPIA MENDOZA DIAZ
SINODAL

Dra. EVELYN ZAMUDIO PEREZ

SINODAL



Dedicatoria
A mi familia, quienes son mi impulso para seguir creciendo y me han demostrado el

valor de la resiliencia; a no bajar la cabeza incluso cuando la situacion se torne gris.



Agradecimientos

El fruto de esta tesis no se hubiera logrado sin todas las personas que me

acompafiaron durante el proceso.

Quisiera agradecer especialmente a Angy, mi directora y amiga, quien creyé en mi
desde el momento que quise aprender a hacer un proyecto de investigacion y me
aporté las herramientas para hacerlo posible. A la Sra Martha, quien tuvo la paciencia
de explicarme y compartirme su gran experiencia. A todo el equipo de LECRIMA:
Marla, Yun y Adrian, por ensefiarme desde lo béasico. A grandes amigos del
laboratorio como Dany, Ceci, Lalo, Mane, Marisol, Ale, Pau, Andy y Pao, que ademas
de conocimiento, me aportaron consejos de vida que hoy en dia aplico para seguir
creciendo. A mis sinodales, la Dra Montse lturriaga, la Dra Sandra y la Dra Evelyn,
guienes me inspiraron a desarrollarme en el ambito cientifico. A mis profesoras y

profesores, que me fomentaron la responsabilidad y compromiso.

Quisiera agradecer también a mi mama, quien, a pesar de las desveladas, me
acompafo todos los dias a la parada del camion y me preparé la comida. A mi papa,
guien me recogio en la Universidad los dias que necesité quedarme hasta tarde, a
pesar de mi impulsividad por querer hacer todo yo misma. A Vale, mi hermana y
compafiera incondicional, quien me escucho6 en mis momentos de enojo y frustracion.
A todos mis amigos de la Universidad, los mas cercanos y también los lejanos,

porque me dejaron ensefianzas valiosas que conforman la persona que soy hoy.
Finalmente, agradezco a esa voz interior que no se dejo hacer menos y que buscoé
hacer realidad sus metas. Que confi6é en su inteligencia y valores, permitiendo ver

gue el limite lo definia ella misma...

Las grandes metas requieren paciencia, esfuerzo y constancia.



INDICE GENERAL

Contenido

INDICE GENERAL
INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
RESUMEN

1.
2.

INTRODUCCION
ANTECEDENTES
2.1 Caracteristicas de Salmonella enterica
2.2 Fuentes de contaminacion de S. enterica
2.2.1 Agua
2.2.2 Suelo
2.2.3 Utensilios y mobiliario
2.3 Mecanismos de contaminacion de S. enterica
2.3.1 Contaminacion directa
2.3.2 Contaminacion de origen
2.3.3 Contaminacion cruzada
2.4 Impacto del clima y la distribucion geografica en la presencia de
S. enterica
2.5 Presencia de S. enterica en casos clinicos en México
2.6 Presencia de S. enterica en alimentos en México
2.7 Caracterizacion de S. enterica
2.7.1 Caracteristicas genotipicas de S. enterica

2.7.2 Caracteristicas fenotipicas de S. enterica

3. HIPOTESIS

4.

OBJETIVOS
4.1 General

4.2 Especificos

Péagina

N N oo oo o o AW WwWw N DN P

10
11
11
12
14
15
15
15



5. METODOLOGIA
5.1 Materiales
5.2 Reactivos
5.3 Métodos
5.3.1 Purificacién y confirmacion de cepas de S. enterica
5.3.2 Extraccion de ADN
5.3.3 Confirmacion de cepas
5.3.4 Resistencia a antibioticos
5.3.5 Identificacion molecular de genes de virulencia
5.3.6 Analisis estadistico
6. RESULTADOS
6.1 Confirmacion de cepas
6.2 Resistencia antimicrobiana de cepas de S. enterica
6.3 Virulotipificacion de cepas de S. enterica
7. DISCUSION
8. CONCLUSIONES
9. BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

16
16
16
17
17
19
19
20
20
24
25
25
27
36
44
48
49

63



INDICE DE CUADROS

Cuadro

Caracteristicas de las 102 cepas de S. enterica analizadas
Antibidticos evaluados en S. enterica de acuerdo a su categoria

Secuencia de iniciadores para la deteccion de genes de

virulencia de S. enterica

Condiciones de los PCR-multiples y de la mezcla de reaccién
para la deteccién de genes de virulencia.

Asociacion entre la respuesta ante los antibioticos y la fuente de

aislamiento de las cepas de S. enterica

Asociacion entre las cepas de S. enterica MDR y su fuente de

aislamiento

Asociacion entre los genes de virulencia evaluados y la fuente

de aislamiento de las cepas de S. enterica

Asociacion entre las cepas MDR de S. enterica y los genes de

virulencia evaluados

Asociacion entre los virulotipos y la fuente de aislamiento de las

cepas de S. enterica

Pagina

21

22

23

30

34

40

41

43



INDICE DE FIGURAS

Figura

Morfologia tipica de cepas de S. enterica en agar selectivo XLD

Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador
EDAS 290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de un fragmento

especifico del gen 16s (marcador, C+, C-, conjunto de cepas)

Halos de inhibicién formados en cepa de S. enterica proveniente
de caso clinico en humanos ante los antibitticos de estreptomicina

y tetraciclina
Porcentaje de respuesta a antibioticos de 102 cepas de S. enterica

Porcentaje de cepas de S. enterica clasificadas como “resistentes”

segun su origen
Multirresistencia a antibiéticos de cepas de S. enterica

Porcentaje de cepas MDR, resistentes (por o menos a un
antibidtico) y susceptibles de acuerdo con su origen y el Estado de

la Republica donde se aislaron

Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador
EDAS 290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de los genes de

virulencia de la M1 (marcador, C+, C-, conjunto de cepas)

Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador
EDAS 290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de los genes de

virulencia de la M2 (marcador, C+, C-, conjunto de cepas)

Péagina

26

26

27

28

29

33

35

36

37



10

11

12

13

14

Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador
EDAS 290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de los genes de
virulencia de la M3 (marcador, C+, C-, conjunto de cepas)

Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador
EDAS 290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de los genes de

virulencia de la M4 (marcador, C+, C-, conjunto de cepas)
Distribucién de cepas de S. enterica de acuerdo con su virulotipo
Frecuencia de virulotipos en las cepas de S. enterica

Distribucién de cepas de S. enterica de acuerdo con su fuente de

procedencia

37

38

38

42

42



RESUMEN

Salmonella enterica es uno de los principales patdogenos asociados al consumo de
alimentos y su grado de virulencia puede asociarse con sus caracteristicas
genotipicas y fenotipicas. El objetivo de este estudio fue caracterizar 102 cepas de
S. enterica aisladas de humanos, suelo, agua y alimentos de origen vegetal en la
region centro de México para identificar su comportamiento fenotipico y genotipico.
Se evalud la presencia de 13 genes de virulencia: nueve del cromosoma, dos de
profagos y dos plasmidos mediante 4 PCR mudltiples; y se determind la
susceptibilidad a 14 antibiéticos empleando la metodologia de difusién en disco. Los
genes del cromosoma estuvieron presentes en todas las cepas a excepcion del gen
sseF, que estuvo presente en el 99.02 % de las muestras; por otro lado, los genes
sspH1, sopE, spvC y pefA se presentaron en el 90.2 %, 6.9 %, 2.9 % y 2.9 % de las
cepas, respectivamente. De acuerdo al perfil de genes, se encontraron 5 virulotipos
(V1,V2,V3, V5yV8), de los cuales, V2 presentd mayor frecuencia (83.3 %, 85/102),
seguido de V1 (8.82 %, 9/102). En el caso de los antibioticos, la mayoria de las cepas
(62.75 %) mostrd resistencia a ampicilina, seguido de carbenicilina (30.39 %) y
estreptomicina (22.55 %), mientras que ninguna fue resistente a norfloxacina. Por su
parte, los aislados humanos demostraron mayor nimero de cepas multirresistentes
a antibiéticos (MRA) (41.7 %, 5/12), mientras que los vegetales, menor MRA (16.2
%, 6/37). Los hallazgos demostraron similitud entre las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de los aislados de humanos y ambiente, sugiriendo que los reservorios
de agua o suelo pueden ser responsables de los casos clinicos. Los resultados
obtenidos podran permitir crear medidas sanitarias preventivas especificas contra S.
enterica de acuerdo a su origen.



1. INTRODUCCION

Salmonella enterica es un patdgeno asociado al consumo de alimentos y es
responsable de enfermedades como salmonelosis no tifoidea o fiebre tifoidea,
representando un problema en la salud humana y animal. Todas las cepas de S.
enterica se consideran patégenas, sin embargo, difieren en el grado de virulencia, lo
cual puede asociarse a sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas.

Por un lado, la presencia de microorganismos resistentes a los antibioticos ha
implicado un riesgo para la eficacia de los mismos y la salud humana, siendo una de
las caracteristicas fenotipicas mas valoradas hoy en dia. Por otro lado, muchos
mecanismos bacterianos de patogenicidad se relacionan con los genes de virulencia
de un ancestro microbiano comun, que pueden diseminarse a otras bacterias por
transferencia horizontal, facilitando la supervivencia de un organismo en condiciones
de estreés.

Se ha considerado tradicionalmente a S. enterica como un patdgeno asociado a
animales, sin embargo, se ha reconocido su presencia en fuentes ambientales como
agua de riego, suelo de cultivo y hortalizas.

Existe poca informacién actualizada donde se evallen las caracteristicas de las
cepas asociadas a frutas, hortalizas y otros reservorios ambientales, ya que en la
mayoria de los estudios se enfocan en alimentos carnicos. Esto genera limitantes
para definir qué cepas son de importancia epidemiolégica y asi crear medidas
sanitarias preventivas especificas.

Por ende, el objetivo de este estudio fue caracterizar genotipicamente y
fenotipicamente 102 cepas de S. enterica aisladas en México y asociarlo con su

fuente de origen.



2. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas de Salmonella enterica
Salmonella enterica es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae (WHO, 2018). Este patdgeno tiene un tamafio es de 0.2-1.5 x 2-
5 um, es una bacteria anaerobia facultativa, se mueve por medio de flagelos y tiene
la capacidad de metabolizar nutrientes tanto por via respiratoria como fermentativa
(Lambertini et al., 2019). Puede crecer y multiplicarse bajo distintas condiciones
ambientales dentro y fuera del huésped. En general, tiene un éptimo crecimiento a
temperaturas entre 32-35°C; asimismo, crece a un pH optimo entre 6.5y 7.5. Su
crecimiento se ve inhibido a pH <3.8, actividad de agua <0.94 y temperatura <7°C
(Jajere, 2019).
Al género Salmonella pertenecen dos especies: Salmonella enterica y Salmonella
bongori. La primera es la patégena para el ser humano y esta se clasifica en seis
subespecies; enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica, conocidas
como subespecie |, I, llla, b, IV y VI, respectivamente (Alfaro-Mora, 2018).
Salmonella enterica subespecie enterica es la subespecie a la que se le atribuyen la
mayoria de las infecciones por Salmonella en humanos y mamiferos de sangre
caliente, mientras que el resto de las subespecies de S. enterica son raros en
humanos y se encuentran principalmente en el medio ambiente y en animales de
sangre fria (Rukambile et al., 2019).
S. enterica se clasifica en serotipos con base en tres determinantes antigénicos que
incluyen somético (O), capsular (K) y flagelar (H). Por su parte, el antigeno O se
encuentra en la membrana celular bacteriana y es termoestable. El antigeno H
termolabil participa en la activacion de las respuestas inmunitarias del huésped y se
encuentra en los flagelos. Finalmente, los antigenos K de superficie rara vez son
encontrados entre los serotipos de S. enterica y son polisacaridos sensibles al calor
ubicados en la superficie capsular bacteriana (Alfaro-Mora, 2018).
Actualmente se han descrito mas de 2600 serotipos pertenecientes a S. enterica
capaces de causar enfermedades tanto en humanos como en animales, de los

cuales Enteritidis y Typhimurium son los principales responsables de salmonelosis



no tifoidea a nivel mundial (Campos et al., 2012) y también en México (Godinez-
Oviedo et al., 2022).

2.2 Fuentes de contaminacion de S. enterica
S. enterica se encuentra en el tracto gastrointestinal de animales portadores y su
excrecion es la ruta de liberacion de patdgenos hacia el ambiente (Nair, 2019). Las
fuentes de contaminacion se definen como los ambientes de procedencia no
hospederos infectados, capaces de transmitir un microorganismo a humanos
(Contreras-Soto, 2019). Comunmente, las fuentes de contaminacion de S. enterica
se encuentran en el entorno del alimento y aquellas que potencialmente le aportan
microorganismos son: el agua, el suelo, el aire, los utensilios, mobiliario o equipo, la

fauna, los aditivos y finalmente, el ser humano (Fernandez-Escartin, 2008).

2.2.1 Agua

El agua es un vehiculo potencial de microorganismos hacia los alimentos, ya sea a
través del riego de los productos en el campo, o bien en el procesamiento posterior
a la cosecha, por ejemplo, en el lavado de alimentos frescos o enlatados, y en su uso
como ingrediente (Liu et al., 2018).

En la cosecha, se utilizan fuentes de agua de diversa calidad microbiol6gica para el
riego de productos agricolas en todo el mundo. Un ejemplo de ello es en Estados
Unidos, donde el agua de riego representa el 62 %, proveniente tanto de aguas
residuales tratadas como de aguas superficiales de rios y arroyos (Dieter et al.,
2018). Por otro lado, en los paises en desarrollo las aguas residuales sin tratar son
comunmente utilizadas para regar los cultivos, aumentando el riesgo de
contaminaciéon microbiana (Machado-Moreira, 2019). Patdgenos bacterianos como
Salmonella enterica pueden contaminar frutas y verduras si son regadas con aguas
residuales no tratadas o no tratadas adecuadamente, siendo un riesgo debido a que
los productos se consumen minimamente procesados o crudos, sin someterse a un
buen tratamiento antimicrobiano (Sharma et al., 2020). Ejemplo de ello son los
campos de tomate en el Centro de Investigacion y Extension Agricola de la Costa

Este de Virginia Tech, donde se ha asociado la contaminacién por Salmonella siendo



el agua de riego una de las fuentes involucrada (Gu et al., 2018). Otro ejemplo donde
el agua ha sido asociada como fuente de S. enterica ha sido en mangos durante el
tratamiento post-cosecha que propicia la internalizacién dentro de la pulpa de la fruta
(Mathew et al., 2018).

Asimismo, el servicio de alcantarillado para retirar los desechos humanos puede
asociarse con el vehiculo de agentes patégenos por medio de: contaminacion
cruzada por fugas en los ductos de aguas residuales; dafio en la presion de las
tuberias de agua potable; uso de aguas residuales para riego de cultivos vegetales;
descargas de agua en areas donde se crian animales acuaticos comestibles; o
durante catéstrofes naturales como inundaciones y terremotos (Fernandez-Escartin,
2008).

Es posible que la ocurrencia y persistencia de Salmonella en el agua ambiental puede
regirse por pardmetros ambientales como: la temperatura, ya que se ha observado
mayor prevalencia en los meses de verano y en las maximas temperaturas anuales;
el flujo de precipitacion, ya que facilita el transporte de organismos patdgenos al rio;
y la radiacion solar, que impacta en la supervivencia y el transporte de los
microorganismos (Smith, 2019).

En post-cosecha, el agua como ingrediente es el compuesto mayoritario en algunos
alimentos como salsas o0 bebidas, o bien, en forma de hielo para el refrigerio de
carnes 0 productos lacteos. Asimismo, supone un punto de partida para la
contaminacién de utensilios, mobiliario o equipo al ser lavados con agua

contaminada (Fernandez-Escartin, 2008).

2.2.2 Suelo
La tierra es un gran reservorio de microorganismos patdégenos, los cuales, al
sobrevivir en diversas condiciones ambientales suponen una fuente de
contaminacion en los alimentos (Contreras-Soto, 2019). Su desarrollo puede ser muy
activo variando en numero y tipo de acuerdo con la composicién de la tierra donde
proliferan, estacion del afio, temperatura, exposicién solar, nivel de profundidad,
humedad y pH (Fernandez-Escartin, 2008). S. enterica llega a las areas de

agricultura por medio de desechos animales, biosolidos de aguas residuales



humanas y el riego con agua contaminada; la posterior transmisién a humanos
dependera en gran medida de sus capacidades de supervivencia en estiércol, suelo
y plantas (Hruby, 2018). El estiércol animal es empleado como fertilizante vegetal, ya
gue repone los nutrientes y la materia organica del suelo; sin embargo, si se aplica a
tasas superiores de las que mantienen el equilibrio de nutrientes y humedad del
suelo, puede inclinar a la supervivencia de bacterias zoonoéticas y patégenas como
S. enterica. Se ha demostrado que la sobrevivencia de Salmonella en suelo es
altamente dependiente de las condiciones de éste, asi como la aplicacion de

fertilizantes organicos (Jechalke et al., 2019).

2.2.3 Utensilios y mobiliario
Cualquier superficie que esta en contacto con los alimentos es una potencial fuente
de contaminacion; inclusive aquellas que aparentan estar limpias pueden presentar
microorganismos patégenos. Esto se debe a que dichos microorganismos pueden
adaptarse a residuos alimentarios remanentes en las superficies, lo que propicia su
permanencia en ellas (Webber et al., 2019). De la misma manera, los cortes y fisuras
en las superficies de materiales plasticos suponen la formaciéon de cavidades
microscopicas que albergan microorganismos (Dantas et al., 2018). Los trapos de
limpieza son un reservorio de microorganismos y una fuente de contaminacién
indirecta a los alimentos (Ko, 2020). Una practica comun de contaminacion con
superficies se da durante la preparaciéon de alimentos, ya que factores como la
temperatura de almacenamiento inadecuada, coccion insuficiente o la contaminacion

cruzada estan implicadas en brotes de salmonelosis (Nopriani et al., 2020).

2.3 Mecanismos de contaminacion de S. enterica
Un mecanismo de contaminacion se refiere a la manera y términos en la que un
intercambio de microorganismos ocurre (Fernandez-Escartin, 2008). La
transferencia de S. enterica hacia un hospedero puede ocurrir directamente a través
de la contaminacion de alimentos de origen animal, o bien, indirectamente a través
de la contaminacion fecal del agua y del medio ambiente. En el caso de la

contaminacion de alimentos existe la directa, cuando el agente contaminante es el



manipulador, ya sea por estornudos, heridas en las manos o contacto con materiales
gue seran posibles reservorios; la primaria o de origen, que se presenta cuando el
alimento fresco proviene de un animal o vegetal contaminado; y finalmente, la
cruzada (The Food Tech, 2022). La ultima mencionada es la forma mas conocida de
contaminacion de S. enterica y se presenta cuando existe transferencia de dicho
microorganismo de un alimento contaminado a uno no contaminado y presenta
mayor peligrosidad debido a que es poco detectable organolépticamente a menos

gue su desarrollo sea visible (Webber et al., 2019).

2.3.1 Contaminacion directa
La primera hace referencia a la llegada del microorganismo a un material sin
intermediario alguno, luego, dicho material podra convertirse en un reservorio de
microorganismos donde sobreviviran por periodos largos. Ejemplo de contaminacién
directa son las mesas de una pasteleria, las cuales son un reservorio de levaduras
(Fernandez-Escartin, 2008), asimismo, los trapos de cocina que se usan para limpiar
y secar superficies, agarrar superficies calientes y secarse las manos; dicho material
va acumulando materia organica y con la humedad presente, permitira la

proliferacion de una diversidad de microorganismos (Ko, 2020).

2.3.2 Contaminacion de origen

Por otra parte, la contaminacion de origen ocurre en el momento en que el alimento
natural se genera, es decir, cuando el portador del alimento (ya sea un animal o
vegetal) se encuentra infectado. Ejemplo de ello es la produccion de leche cuando la
vaca padece mastitis bacteriana; o bien, cuando los ostiones se desarrollan en aguas
contaminadas, reteniendo las bacterias en su tubo digestivo al alimentarse
(Fernandez-Escartin, 2008). En los vegetales que crecen en suelos infectados por
materia fecal humana o animal, la contaminacion de origen se presenta cuando las
larvas de insectos emergen de huevecillos dentro de los frutos, o bien, en carne de
cerdo proveniente de animales infectados con larvas patdgenas (De-Smet et al.,
2021).



2.3.3 Contaminacion cruzada

Finalmente, la contaminacion cruzada es la transferencia de microorganismos de un
reservorio contaminado hacia otro que no lo esta, a través del contacto de un objeto
contaminado (Dantas et al., 2018). Asimismo, al no higienizar adecuadamente antes
de cortar o manipular otro alimento cocido, ya sea descongelando en la tarja sin
realizar una desinfeccion terminal del area, se puede presentar una contaminacion
cruzada. Existen estudios que han evaluado la contaminacion cruzada de pollo crudo
sobre superficies inertes donde posteriormente se prepara el pollo cocido sin un
proceso germicida entre cada corte (Nopriani, 2020), por ello, se deben usar tablas
de cortar y cuchillos separados para procesar carne cruda y preparar alimentos listos.
En un estudio realizado por Dang-Xuan et al. (2018), se encontré un riesgo de
contaminacion cruzada por S. enterica del 78 % al emplear el mismo cuchillo, tabla
de cortar y no lavarse las manos al manipular la carne de cerdo cruda y cocida en
hogares vietnamitas. Por otro lado, en un estudio realizado en la region central de
México se encontrd que el 15 % de la poblacion utiliza la misma tabla de picar y
cuchillo para cortar mas de un producto sin aplicar sanitizacion, lo cual podria
conducir a una contaminacion cruzada (Godinez-Oviedo et al., 2019).

Otro ejemplo se presenta en la parte externa de los empaques de productos carnicos,
gue se contaminan en las plantas procesadoras o vehiculos de transporte. Un riesgo
se presenta si se les va retirando parte del empaque, dejando expuestas ciertas
porciones de alimento que entraran en contacto con superficies contaminadas (Chen
et al., 2018).

2.4 Impacto del clima y la distribucion geogréfica en la presencia de S. enterica
Las enfermedades infecciosas surgen por influencia de los factores ambientales y
caracteristicas geograficas como: el clima, el tiempo, la topologia y la hidrologia, las
cuales actuan en la magnitud y frecuencia de la transferencia de patégenos hacia un
huésped (Akil, 2014). A medida que se desarrolla la economia de un pais, el paisaje
agricola cambia, ejemplo de ello es el uso de agua poco tratada para el crecimiento

de cultivos, el uso inapropiado de quimicos agricolas, la ausencia de infraestructura



adecuada para el almacenamiento de alimentos y la mala aplicacion de normas
reglamentarias (WHO, 2018).

S. enterica prolifera con mayor rapidez en temperaturas altas, siendo ejemplo de esto
la preferencia que tiene por alojarse en el intestino animal, compitiendo por los
nutrientes producidos por la microbiota gastrointestinal (Akil, 2014). Asimismo, el
aumento de lluvias y huracanes puede influir en la aparicion de patégenos como S.
enterica, ya que se generan inundaciones que acarrean agua contaminada con
patdgenos bacterianos provenientes de plantas de tratamiento de aguas residuales
y operaciones de alimentacion animal (Jiang et al., 2015).

Una vez situada en ambientes no hospederos, S. enterica sobrevive en sedimentos,
agua y suelos por largos periodos, adaptandose a condiciones no Optimas de pH,
estrés osmotico, temperatura y baja concentracion de nutrientes, lo que permite su
dispersion en nichos ambientales (Contreras-Soto, 2019).

En Corea se ha encontrado interrelacion entre las enfermedades transmitidas por
alimentos y factores climéticos (temperatura, humedad relativa, lluvia, insolacion y
nubosidad) mediante analisis de componentes principales y matrices de coeficientes
de correlacién parcial, siendo resultado un patrén tipico con los efectos combinados
de los factores climaticos y la presencia de infecciones por S. enterica, Vibrio spp. S.
aureus y E. coli patogena (Park et al., 2018).

Asimismo, en la provincia de Yazd, Iran, se evalud la relacion de parametros
climaticos (humedad relativa, las precipitaciones y el estado de suspension de polvo)
con las enfermedades gastrointestinales mediante un modelo de analisis de
regresion multinivel, indicando que estaban asociados y la mayor tasa de
enfermedad se presentaba en verano (Ehrampoush et al., 2018).

A la par de otros paises, en México se ha demostrado una variacién estacional con
un mayor numero de casos notificados en junio y menor en diciembre, pudiendo
asumir asi que a mayores temperaturas existe mayor proliferacion (CONEVAL,
2017). De acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica y Geografia de México
(INEG)), el pais se divide en siete regiones socioecondémicas agrupadas de acuerdo
a siete factores: infraestructura de la vivienda, calidad de la vivienda, equipamiento

de la vivienda, hacinamiento, salud, educacion y empleo. Existe una relacion directa



entre el nivel socioecondmico y la tasa de incidencia de salmonelosis no tifoidea (NTS
por sus siglas en inglés), por ejemplo, Chiapas y Tabasco, indican ser los Estados
con los valores mas altos de NTS y se clasifican dentro de las regiones menos

favorables socioecondmicas en México (Godinez-Oviedo, 2019).

2.5 Presencia de S. enterica en casos clinicos en México

S. enterica es un patdgeno de importancia debido a su impacto en la salud publica y
la sanidad animal, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo; su
comportamiento se interpreta de acuerdo a las interacciones dindmicas entre
agentes infecciosos que evolucionan rapidamente, los cambios en el medio ambiente
y el comportamiento del huésped (Wibisono et al., 2020). Dicho microorganismo es
causante de un amplio espectro de enfermedades en humanos, desde gastroenteritis
aguda (salmonelosis no tifoidea, NTS) hasta fiebre tifoidea potencialmente mortal
(Rincon-Gamboa, 2021; Bhunia, 2018). Los principales causantes de gastroenteritis
aguda o NTS en Meéxico son los serotipos S. Typhimurium y S. Enteritidis,
presentando sintomas de dolores abdominales, nauseas, diarrea y voOmitos
(Godinez-Oviedo et al., 2019); mientras que serotipos como S. Typhi y S. Paratyphi
son los causantes de salmonelosis tifoidea en humanos. La salmonelosis no tifoidea
puede ser Unicamente autolimitante en personas sanas, o bien, grave en personas
inmunocomprometidas, nifios o adultos mayores (CDC, 2022). Para identificar el
impacto de la mortalidad y morbilidad de una poblacién generados por la ingesta de
alimentos contaminados, se emplean los sistemas de vigilancia epidemioldgica;
estos funcionan adecuadamente so6lo en paises desarrollados, ya que, en los no
desarrollados, existe desinterés de asistir al médico en caso de presentar sintomas
diarreicos puesto que implica un gasto econémico y un tratamiento médico deficiente
(Contreras-Soto, 2019). En México se ha buscado fortalecer el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), ya que no todas las personas tienen acceso a
servicios de salud, no todos los enfermos van a las unidades de atencion médica que
pertenecen al Sistema Nacional de Salud de México, y no todas las personas que
reciben atencion médica son diagnosticadas por una prueba de laboratorio (Godinez-
Oviedo, 2019).



Actualmente pocos estudios en México evallan las caracteristicas de las cepas
clinicas aisladas, siendo el serotipo lo que cominmente se determina.

Se ha reportado Salmonella Typhimurium como el serotipo mas comun en enfermos
en México. Un estudio realizado en Yucatan detecté S. enterica en las muestras de
heces de personas con diarrea, prevaleciendo con 21.8 % el serotipo Salmonella
Typhimurium (Zaidi et al., 2006). Por otro lado, S. enterica en el Estado de México se
presentd en un 56,9 % de las muestras de heces de nifios con diarrea, con
prevalencia en serotipos Salmonella Ohio (28,6 %) y Salmonella Typhimurium (16,9
%) (Paniagua-Contreras et al., 2008). En los estados de Sonora, Michoacan, San
Luis Potosi y Yucatan, se ha determinado que los serotipos mas comunes en
personas enfermas son Salmonella Typhimurium (22,2 %) y Salmonella Enteritidis
(14,5 %) (Zaidi et al., 2008).

2.6 Presencia de S. enterica en alimentos en México

S. enterica caus6 16,858 casos de fiebre tifoidea, 5,645 de fiebre paratifoidea y
43,944 de salmonelosis en el 2020. La prevalencia de S. enterica en alimentos de
origen animal es mayor que en los de origen vegetal. Se ha encontrado este
patégeno en carne de res (entre 15.1 % y 54 %), carne de pollo (entre 35.3 %y 47.7
%) y carne de cerdo (entre 17.3 % y 58.1 %) en las regiones de Yucatan, Hidalgo y
la Ciudad de México (Miranda et al., 2009; Villalpando-Guzméan, 2017). En otros
paises como Cuba, se ha determinado que 36 % de los brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos se asocian con carne y ensalada fria, principalmente
(Rodriguez-Julian, 2022).

Por otro lado, en vegetales frescos del Centro de Abastos de la Ciudad de México,
se ha demostrado la presencia de S. enterica en perejil (12 %), cilantro (11 %), brocoli
(9 %), coliflor (9 %), verdolaga (9 %), lechuga larga (7 %), espinaca (7 %), berros (7
%), remolacha (4 %), apio (3 %), lechuga romana (3 %), col (1 %), papa (1 %), chile
jalapefno (12 %) y serrano (11 %) (Quiroz-Santiago et al., 2009). Otro estudio en
Pachuca, Hidalgo reflej6 que S. enterica prevalecia en el 12 % de las muestras
tomadas de chiles jalapefios y en el 11 % de las muestras de chiles serranos enteros
(Castro-Rosas et al., 2011).
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En cuanto a frutas, se realizé un estudio para determinar la prevalencia de
Salmonella en tres fincas de melones en Matamoros, Coahuila; aqui se encontré el
serotipo de S. Typhimurium en un 43 % de las muestras (Gallegos-Robles et al.,
2008).

2.7 Caracterizacion de S. enterica
2.7.1 Caracteristicas genotipicas de cepas de S. enterica

Al asociar a S. enterica como “patdogeno”, se omite el hecho de que no todas las
cepas poseen la misma “virulencia”; esto se debe a la presencia o ausencia de
“factores de virulencia” que permiten la ocurrencia de una enfermedad como son:
adhesinas, invasinas, impedinas, agresinas y modulinas (Moredo, 2019). Los
mecanismos de virulencia consideran algunos criterios del microorganismo como
son: su sitio de accién, su capacidad para invadir los tejidos y posteriormente
diseminarse por todo el organismo, su capacidad de secrecion de exotoxinas, y su
supervivencia intracelular o extracelular (Wilson, 2002). Muchos mecanismos
bacterianos de patogenicidad se relacionan con los genes de virulencia de un
ancestro microbiano comun, que pueden diseminarse a otras bacterias por
transferencia horizontal, lo cual puede dar origen a nuevas cepas de patdégenos
bacterianos resistentes a antibiéticos (Jajere, 2019). De ahi radica la importancia de
caracterizar genotipicamente cepas de S. enterica.

Uno de los ancestros microbianos es el ARN ribosomico (ARNr) 16S, el cual
corresponde a la subunidad menor del ribosoma bacteriano y presenta regiones
conservadas y variaciones especificas en todos los organismos. Existen secuencias
cortas llamadas “oligonucledtidos firma” que pertenecen a un unico grupo
filogenético, permitiendo identificar una bacteria en especifico. En el pasado, Carl
Woese introdujo su aplicacion como cronémetro molecular debido a su antigiedad,
siendo la diana que se utiliza por excelencia (DelRosario-Rodicio, 2004).

Existen factores de virulencia que influyen en la patogénesis de las infecciones por
S. enterica. Estos son: flagelos, capsulas, plasmidos, sistemas de adhesion y
sistemas de secrecion de tipo 3 (T3SS) codificados en las Islas de patogenicidad de

S. enterica (SPI), las cuales se ubican en ciertas areas de los cromosomas
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bacterianos (Al-Khafaji, 2021). Dichos factores permiten que este microorganismo
colonice a su huésped mediante la adhesion, la invasion, la supervivencia y evasion
de los mecanismos de defensa del anfitrion, como la acidez gastrica, proteasas
gastrointestinales y defensinas, asi como agresinas del microbioma intestinal
(Moredo, 2019). Los SPI se caracterizan por la transferencia de ARN (tRNA) y
elementos genéticos méviles como transposones o genes de fagos, los cuales
juegan diferentes roles en la patogenia y virulencia de S. enterica, asi como facilitan
la supervivencia de un organismo en condiciones de estrés (Jajere, 2019).

En el mismo sentido, el cambio genético que conduce a la resistencia a los
antibidticos puede ser el resultado de una mutacién espontanea o un cambio en el
cbdigo genético, ejemplo de ello podria ser una alteracion del sitio de union de un

farmaco, disminuyendo la sensibilidad a los antibiéticos (Wilson, 2002).

2.7.2 Caracteristicas fenotipicas de cepas de S. enterica
La resistencia a antibiéticos es una de las caracteristicas fenotipicas mas valoradas
hoy en dia, debido a que recientemente, la presencia de microorganismos resistentes
a los antimicrobianos (AMR por sus siglas en inglés) ha implicado un riesgo para la
eficacia de los antibitticos y la salud humana (Ventola, 2015).
En estudios realizados se ha determinado la susceptibilidad a los antibi6ticos
utilizando el método de difusion en disco, demostrandose que, en México, la mayoria
de las cepas de S. enterica de origen vegetal poseen uni-resistencia, mientras que
las cepas aisladas de alimentos de origen animal y humanos poseen resistencia
multiple a antibiéticos como estreptomicina, tetraciclina, ampicilina y cloranfenicol
(Godinez-Oviedo, 2019).
La resistencia multiple o MDR (por sus siglas en inglés) se define como aquella que
resiste tres 0 mas agentes de por lo menos tres categorias antimicrobianas distintas.
Se han encontrado cepas MDR en aislados de humanos de Jalisco y el Estado de
México (Aguilar-MontesDeOca, 2018), en aislados de mango y jitomate de
Aguascalientes, Guadalajara y Querétaro (Godinez-Oviedo, 2022) y en presas de
Nigeria (Aregbe et al., 2018).
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El fenotipo de resistencia ACSSuT (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfametoxazol y tetraciclina) se ha asociado a cepas MDR de S. enterica aisladas
de vegetales (Ma et al., 2018), carne de cerdo (Wottlin et al., 2022), verduras frias
(Yang et al., 2022) e infecciones humanas (Reis, 2011). Las cepas con dicha
tendencia suponen un problema, ya que afectan la eficiencia de la terapia
antimicrobiana, agravando la enfermedad de un paciente (Parisi et al., 2018).
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3. HIPOTESIS
La capacidad de resistencia a antibidticos y la presencia de ciertos genes de

virulencia en cepas de S. enterica estan asociados a su fuente de aislamiento.
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4. OBJETIVOS
4.1 General
e Caracterizar genotipicamente y fenotipicamente 102 cepas de S.

enterica aisladas en México y asociarlo con su fuente de origen.

4.2 Especificos
e Purificar y confirmar las cepas de S. enterica aisladas anteriormente de
diferentes fuentes mediante PCR.
e Caracterizar genotipicamente las cepas de S. enterica mediante la
determinacién de genes de virulencia.
e Caracterizar fenotipicamente las cepas de S. enterica mediante la

determinacién de la susceptibilidad a antibioticos.
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5. METODOLOGIA
5.1 Materiales

Se empled material de laboratorio de microbiologia y de analisis molecular como

tubos de ensayo con tapa rosca y su gradilla, kit de micropipetas con sus respectivas

puntas estériles, cajas Petri, asas bacterioldgicas, tubos eppendorf, tubos para PCR,

vaso de precipitados, matraz, probeta, vidrio de reloj e hisopos.

5.2 Reactivos

Caldo soya tripticaseina (Neogen Acumedia, Michigan, EUA)

Agar soya tripticaseina (Neogen Acumedia, Michigan, EUA)

Agar XLD (Neogen Acumedia, Michigan, EUA)

Agar mueller hinton (Bioxon, Cuautitlan lzcalli, México)

Agarosa (Invitrogen, Carlsbad, EUA)

SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad, EUA)

Green GoTaq (Promega, Madison, EUA)

Agua libre de nucleasas (Promega, Madison, EUA)

Marcador de peso molecular (Bioline, London, UK)

Discos de 14 antibiéticos (amikacina, ampicilina, carbencilina,
cefalotina, cefoxitina, ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina,
netilmicina, nitrofurantoina, norfloxacina, trimetoprima/sulfametoxazol,
estreptomicina, tetraciclina) (Investigacion Diagndstica, México)
Primers forward y reverse de 13 genes de virulencia (agfA, orgA, spiA,

sifA, sseF, sseL, invA, ssaQ, sspH1, sopE, pefA, spvC, hilA)
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5.3 Métodos
5.3.1 Purificacion y confirmacion de cepas de S. enterica

Se utilizaron 102 cepas de S. enterica, especificamente, 12 provenientes de
humanos, 34 del ambiente (26 de agua de desecho, 5 de agua de riego y 3 de suelo),
37 de alimentos vegetales (1 de pimiento morrén, 10 de jitomate Cherry, 14 de pifia
y 12 de mango), y 19 de alimentos no especificados (Cuadro 1). Estas, fueron
aisladas en seis Estados de la Republica Mexicana: Aguascalientes, Colima, Hidalgo,
Michoacan, Querétaro y Sinaloa, entre los afios 2009 y 2020. Las cepas fueron
donadas por el Laboratorio de Salud Publica del Estado de Aguascalientes, el
Laboratorio de Salud Publica del Estado de Michoacan, el Laboratorio de
Microbiologia e Inocuidad de la Universidad de Guadalajara, el Laboratorio de
Evaluacion y Control de Riesgos Microbianos en los Alimentos de la Universidad
Auténoma de Querétaro, y el Laboratorio de Investigacibn Microbiana de los
Alimentos de la Universidad Auténoma de Querétaro.

Dichas cepas se encontraban guardadas en caldo soya tripticaseina (CST) con
glicerol (15 %) a -80°C, y para activarlas se tomé una asada y se colocé en tubos
con CST, que fueron posteriormente incubados a 35°C/24 h. Luego del tiempo, se
tom6 una asada para estriarse en placas con medio selectivo agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD), para confirmar la presencia de S. enterica por medio de colonias
rojas con centro negro. Para evaluar la pureza de la cepa, de la placa de XLD se
tomo una colonia aislada con caracteristicas tipicas de S. enterica para estriarse en

placas con agar soya tripticaseina (AST).
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Cuadro 1. Caracteristicas de las 102 cepas de S. enterica analizadas

. Tipo de Estado de o )
Origen n % Fecha ] Caracteristicas Cita
muestra procedencia
_ No .
Humano Caso clinico 12 11.76 o Aguascalientes No especificado Datos no publicados
especificado
. Agua . i
Ambiente 9 26 | 25.49 2020 Hidalgo Colectadas de canales de riego adyacentes a campos |, onaqq et al., 2021
residual agricolas provenientes del Rio Tula o Rio Salado
Ambiente Suelo 1 0.98 2020 Hidalgo Suelo de campos agricolas cerca del Rio Tula Coronado et al., 2021
Ambiente Suelo 2 1.96 2017-2018 Colima Suelo de campos de papaya Datos no publicados
: Agua de . _ .
Ambiente . 5 4.9 2017-2018 Colima Agua de riego de campos de papaya Datos no publicados
Vegetal Pifia 14 |13.73 | 2018-2019 Querétaro Pifias minimamente procesadas provenientes de Navarro-Garcia, 2021
supermercados o mercados de productos frescos
Pimiento . ) -
Vegetal morrén 1 0.98 2009- 2010 Querétaro Recolectado de un invernadero Avila-Vega et al., 2014
Jitomate . -
Vegetal 10 98 2016 - 2017 Querétaro Recolectadas de supermercados o mercados de Leal-Cervantes et al.,
Cherry productos frescos 2018
No . . . :
Vegetal Mango 12 11.76 o Sinaloa Area de produccién Datos no publicados
especificado
Alimento no | Alimento no No . .
. o 19 18.63 o Michoacan No especificado Datos no publicados
especificado | especificado especificado
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5.3.2 Extraccion de ADN
Para la extraccibn de ADN, se colocé 1 mL de CST en tubos eppendorf y se
inocularon con las cepas correspondientes previamente estriadas en AST,
dejandolas en incubacion a 35°C/24 h. Al finalizar el tiempo de incubacion, se
realizaron 2 lavados con agua destilada estéril centrifugando a 15,000 x g/3 min. El
precipitado fue resuspendido en agua destilada estéril. Las muestras se colocaron
en un termobloque a 95°C/15 min. Posteriormente, las cepas se centrifugaron a

15,000 x g/30 s y se congelaron para su posterior uso.

5.3.3 Confirmacion de cepas

Las cepas presuntivas a S. enterica se confirmaron mediante la deteccion de un
fragmento especifico del gen 16s ARNr (MinF: ACGGTAACAGGAAGMAG, MInR:
TATTAACCACAACACCT). Para la mezcla de reaccion se emplearon 5.0 uL de la
mezcla de reaccion (Green GoTaqg 2X, Promega, Madison, USA), 0.5 pL de MinF (10
UM), 0.5 uL MinR (10 pM), 3.0 pyL de agua libre de nucleasas y 1.0 pL de ADN. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 en el termociclador TC-512
(Teche, Cambridge, UK) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial
94°C/3 min, amplificacién de 30 ciclos (desnaturalizacion 94°C/20 s, alineacion
55°C/30 s, y extensién 72°C/30 s), y extension final 72°C/2 min. Los productos de la
PCR se corrieron en un gel al 2 % de agarosa (Bioline, London, UK) con 0.004 % de
SYBR® Safe (Invitrogen, Carlsbad, USA). Los geles fueron revelados en el
fotodocumentador EDAS 290 (Kodak ®, Rochester, EUA).
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5.3.4 Resistencia a antibiéticos
Para medir la resistencia a antibiéticos de las cepas confirmadas, se empleé la

metodologia del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, 2017).
Brevemente, se realiz6 un estriado masivo en placas de AST con extracto de
levadura y se dejo en incubacion a 35°C/24 h. Posteriormente, el indculo se ajusto
con solucién salina a una densidad 6ptica de 0.08 - 1 a 600 nm (equivalente a 1.5X108
UFC/mL), luego, con ayuda de un hisopo, se estriaron placas con agar Mueller Hinton
y se colocaron discos (7mm de diametro) de 14 antibiéticos como se muestra en el
Cuadro 2. Las placas se dejaron en incubacion a 35°C/24 h y posterior a ese tiempo
se midieron los halos de inhibicion de cada cepa, clasificandolas en resistente,
intermedio y susceptible, de acuerdo a su diametro (en mm). Ademas, las cepas
fueron clasificadas como MDR si eran resistentes a 3 0 mas antibiéticos de 3

categorias distintas

5.3.5 Identificacion molecular de genes de virulencia

Se realizaron 4 PCR-multiples (M1, M2, M3 y M4) para evaluar la presencia de trece
genes de virulencia, los cuales se agruparon en 5 virulotipos (V1, V2, V3, V5 y V8),
empleando una nomenclatura de estudios previos del mismo grupo de trabajo
(Godinez-Oviedo et al., 2022). En el Cuadro 3 se muestran las secuencias de los
iniciadores de los genes que se utilizaron, de los cuales, nueve son del cromosoma
(hilA, agfA, orgA, sipA, sifA, sseF, sseL, invA, ssaQ), dos de profagos (sspH1, sopE)
y dos de plasmidos (spvC, pefA) (Bhowmick, et al., 2011; Bohez et al., 2006; Borriello
et al., 2012; Herrero, et. al., 2006; Hopkins & Threlfall, 2004; Kim, Ryu, Biswas, &
Ahn, 2014; Peterson et al., 2010; Skyberg et al., 2006; Smith et al., 2010). Las
condiciones de reaccién y de PCR se muestran en el Cuadro 4 (Godinez-Oviedo et
al., 2022). El equipo para realizar la amplificacion, al igual que el equipo y condiciones
de la electroforesis fueron los mismos que para la deteccion del fragmento del gen
16s ARNT.
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Cuadro 2. Antibidticos evaluados en S. enterica de acuerdo a su categoria

Categoria Antibidtico Abreviatura Concentracion

Ampicilina AMP 10 pg

Penicilinas
Carbenicilina CAB 100 g
Amikacina AMK 30 ug
Gentamicina GEN 10 ug

Aminoglucdsidos
Netilmicina NET 20 ug
Estreptomicina STR 10 ug
Cefalotina CEF 30 ug
Cefalosporinas

Cefoxitina CFX 30 ug
Norfloxacina NOF 10 ug

Quinolonas
Ciprofloxacino CIP 30 pg
Fenodlicos Cloranfenicol CLO 30 ug
Nitrofuranos Nitrofurantoina NFT 300 pg

Folato Sulfametoxazol STX 23.75 ug

Tetraciclinas Tetraciclina TET 30 ug

21




Cuadro 3. Secuencia de iniciadores para la deteccion de genes de virulencia de S.

enterica
Zona Gen Peso Secuencia Cita
(pb)
_ F: GGTTCAATCCGAGAGTCTGCAT
hilA 66 R: AGGCC GGGCGCATA Bohez et al., 2006
F: GGATTCCACGTTGAGCATTT .
agfA 313 R: GTTGTTGCC CCAACCT Smith et al., 2010
F: TTTTTGGCAATGCATCAGGGAACA
OrgA | 295 R: GGCGAAAGCGGGGACGGTATT Skyberg et al,, 2006
_ F: CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG
o SIPA | 580 | . CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT | SryPerg etal., 2006
£
(@)
2 . F: TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG
% SfA— | 449 | B GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT | SKyberg etal, 2006
& wer | gsn F: ATGCGCAAATAATGGTTGAT Bhowmick et al.,
R: TCAGGCGCGTTAACAGGACG 2011
el | 160 F: TTCCGCGACAACCGACCTTTCTAA Peterson et al.,
R: TTCTTGAACCAGACCTTGCGTTGC 2010
. F: CGCGCTTGATGAGCTTTACC _
InvA | 341 R: CTCGTAATTCGCCGCCATTG Kim etal., 2014
F: GAATAGCGAATGAAGAGCGTCC
ssaQ | 643 R: CATCGTGTTATCCTCTGTCAGC Herrero et al., 2006
F: TGCAGAAAAAGGGGAATACG _
[72]
l sspH1 221 R: GCAGCCTGAAGGTCTGAAAC Borriello et al., 2012
©
° | ok | ees F: TCAGTTGGAATTGCTGTGGA Hopkins et al.,
o P R: TCCAAAAACAGGAAACCACAC 2004
N F: ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA .
g | see | 57t R: TGTCTCTGCATTTCGCCACCATCA Chiu etal., 1996
£
(7] .
g oo | 157 F: GCGCCGCTCAGCCGAACCAG Skyberg et al., 2006

R: GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG

22




Cuadro 4. Condiciones de los PCR-multiples y de la mezcla de reaccion para la
deteccidon de genes de virulencia.

PCR-multiples Mezcla de Reaccidn Condiciones de PCR
GoTag 7.5 uL
pefAF (10 uM) 0.3 uL
pefAR (10 pM) 0.3 uL 94° C/ 3 min
orgAF (10 uM) 0.9 uL 27 ciclos
M1 orgAR (10 uM) 0.9 uL 94 °C/30 s
invAF (10 uM) 0.9 uL 57 °C/30 s
invAR (10 puM) 0.9 uL 72 °C/30 s
SipAF (10 uM) 0.9 uL 72 °C/5 min
SipAR (10 pM) 0.9 uL
ADN 1.5uL
GoTaq 2X 7.5 uL
hilAF (10 uM) 0.3 puL o .
hilAR (10 pM) 0.3 L 9‘}33% jorg'”
sifAF (10 uM) 0.9 uL 94 °CJ30 s
M2 sifAR (10 pM) 0.9 uL 7°C/30 s
ssaQF (10 um) 0.9 uL ?2 °C/30
S
ssaQR (10 pM) 0.9 uL 72 °C/5 min
H20 1.8 uL
ADN 1.5uL
GoTaq 2X 7.5 L
sseLF (10 uMm) 0.5uL 94°C/ 3 min
sseLR (10 uM) 0.5 uL 40 ciclos
M3 sspH1F (10 uM) 1.0 uL 94°C/30s
sSpHI1R (10 uM) 1.0 uL 53°C/45s
SOpEF (10 uM) 1.5puL 72°C/30s
SOpER (10 uM) 1.5puL 72°C/5 min
ADN 1.5 pL
GoTaqg 2X 10 pL
agfAF (10 uM) 0.95 L 94 °C/ 3 min
agfAR (10 pM) 0.95 pL 47 ciclos
M4 spvCF (10 uM) 0.55 pL 94 °C/30 s
SpVCR (10 uM) 0.55 pL 55 °C/50 s
sseFF (10 puM) 2.5 L 72 °C/30 s
sseFR (10uM) 2.5 uL 72 °C/5 min
ADN 2.0 uL
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5.3.6 Analisis estadistico
Los datos recopilados se analizaron por medio de Rstudio (version 3.6.2),
agrupandose de acuerdo con su resistencia a antibioticos, su identificacion de genes
de virulencia y su fuente de aislamiento en graficas. Asimismo, se realizé un analisis
de contingencia en el mismo software, asociando variables dependientes e

independientes mediante la prueba de Pearson.
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6. RESULTADOS

6.1 Confirmacién de cepas
Se confirmd la morfologia tipica de todas las cepas de S. enterica por medio de la
formacion de colonias traslucidas rojas con centro negro en Agar XLD (Figura 1).
Dicho medio es selectivo debido a que contiene desoxicolato de sodio, el cual inhibe
el crecimiento de bacterias Gram-positivas. El color rojo traslicido se debe a que
después de que este patégeno fermenta los azucares y acidifica el medio (amarillo),
descarboxila la lisina alcalizando el medio generando nuevamente un color rojo,
mientras que el centro negro se debe a que S. enterica puede metabolizar tiosulfato
de sodio generando sulfuro de hidrégeno, que reacciona con el citrato de amonio
férrico, produciendo sulfuro férrico que genera un precipitado de color negro (™
Media, 2022).
Posteriormente, en todas las cepas se detecté un Unico amplicon correspondiente a
un fragmento especifico del gen 16s ARNr por medio de PCR (Figura 2). Dicho gen
es constitutivo de un operon bacteriano perteneciente a S. enterica, y posee regiones
conservadas como son los “oligonucledétidos firma” o fragmentos de menor tamano
que no requieren secuenciacion del ARNr 16S completo, permitiendo confirmar asi
la presencia del patégeno (DelRosario Rodicio, 2004).
Las cepas analizadas se clasificaron en una base de datos de acuerdo con su origen,

fecha de aislamiento y Estado de procedencia (ver Anexos).
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Figura 1. Morfologia tipica de cepas de S. enterica en agar selectivo XLD

Figura 2. Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador EDAS
290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de un fragmento especifico del gen 16s

(marcador, C+, C-, conjunto de cepas)
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6.2 Resistencia antimicrobiana de cepas de S. enterica
En la Figura 3 se observa un ejemplo de la evaluacion antimicrobiana en agar Muller
Hinton después del tiempo de incubacion. El método de Kirby-Bauer, actualizado por
el Instituto de Normas de Laboratorio Clinico, permite determinar si una bacteria en
particular es susceptible, resistente o tiene resistencia intermedia a cierto antibidtico

utilizado.

Figura 3. Halos de inhibicion formados en cepa de S. enterica proveniente de caso

clinico en humanos ante los antibiéticos de estreptomicina y tetraciclina

Entre las 102 cepas totales, se demostro que la mayoria fue resistente a AMP (62.75
%; 64/102) seguido de CAB (30.39 %; 31/102) y STR (22.55 %; 23/102), mientras
qgue hubo resistencia intermedia a CIP (45.10 %; 46/102). Por otro lado, ninguna fue
resistente a NOF, y se presento bajo porcentaje de resistencia a NET (1.96 %, 2/102)
y a AMK (2.94 %, 2/102) (Figura 4).
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Respuesta a antibidticos del total de cepas de S. enterica

100+

Porcentaje (%)

25

;lll..l.. ]llll

AMP CAB AMK GEN NET STR CEF CFX NOF CIP CLO NFT STX TET
Antibidticos

- Resistente . Resistencia intermedia Susceptible

Figura 4. Porcentaje de respuesta a antibioticos de 102 cepas de S. enterica

Como se menciona anteriormente, la resistencia a AMP es la que mas prevalece en
todas las cepas aisladas de diferentes fuentes, situandose en primer lugar las cepas
ambientales (79.41 %, 27/34), seguida de alimentos de origen vegetal (51.35 %,
19/37) y casos clinicos (41.67 %, 5/12). De acuerdo con el origen, las cepas
ambientales también presentaron alta resistencia a carbenicilina (41.8 %, 14/34) y
fueron las Unicas que mostraron resistencia a ciprofloxacino (14.71 %, 5/34);
mientras que las cepas provenientes de casos clinicos mostraron igual porcentaje
ante sulfametoxazol y tetraciclina (41.67 %, 5/12). Por otro lado, las cepas de
alimentos de origen vegetal presentaron alta resistencia a estreptomicina (35.14 %,
13/37) y nula resistencia a CLO, STXy TET (Figura 5).
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Porcentaje de cepas de S. enterica 'resistentes’ seguin su origen

1001
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i{I.lLLI. ||iii

AMP CAB AMK GEN NET STR CEF CFX NOF CIP CLO NFT STX TET
Antibidticos

Porcentaje de cepas resistentes (%)

. Humanos . Ambiente Alimento no especificado Vegetal

Figura 5. Porcentaje de cepas de S. enterica clasificadas como “resistentes” segun

su origen

En el Cuadro 5, se muestra una asociacion estadisticamente significativa (p<0.05)
entre la resistencia a AMP, CAB, CIP, CLO, STR, STXy TET y el origen de las cepas.
Los aislados de origen ambiental presentaron un elevado porcentaje de resistencia
a AMP (79.4 %), mientras que la susceptibilidad fue baja (8.8 %), siendo similar dicha
tendencia en las cepas de alimentos no especificados (resistencia del 68.4 % y
susceptibilidad del 5.3 %). En los aislados vegetales se demostré6 una baja
susceptibilidad (24.3 %) a STR, caso contrario a las cepas provenientes de los demas
origenes, donde la susceptibilidad fue > 50 %.

Por su parte, el 14.7 % de los aislados ambientales present6 resistencia a CIP,
mientras que, en los aislados de humanos, alimentos no especificados y vegetales

la resistencia fue nula, y la susceptibilidad de 50 %, 63.2 % y 73 %, respectivamente.
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Cuadro 5. Asociacion entre la respuesta ante los antibioticos y la fuente de aislamiento de las cepas de S. enterica
Antibibtico Respuesta Humanos Ambiente Alimento no especificado Vegetal D
n (%) n (%) n (%) n (%)
Resistente 5(41.7%) | 27 (79.4 %) 13 (68.4 %) 19 (51.4 %)
AMP Resistencia intermedia 5 (41.7 %) 4 (11.8 %) 5 (26.3 %) 5 (13.5 %) 0.007*
Susceptible 2 (16.7 %) 3(8.8 %) 1 (5.3 %) 13 (35.1 %)
Resistente 3 (25 %) 14 (41.2 %) 8 (42.1 %) 6 (16.2 %)
CAB Resistencia intermedia 0 (0 %) 2 (5.9 %) 4 (21.1 %) 18 (48.6 %) 1.52 x107(-11)*
Susceptible 9 (75 %) 18 (52.9 %) 7 (36.8 %) 13 (35.1 %)
Resistente 0 (0 %) 1 (2.9 %) 1 (5.3 %) 1 (2.7 %)
AMK Resistencia intermedia 0 (0 %) 4 (11.8 %) 0 (0 %) 4 (10.8 %) 0.6
Susceptible 12 (100 %) 29 (85.3 %) 18 (94.7 %) 32 (86.5 %)
Resistente 2 (16.7 %) 1(2.9 %) 3 (15.8 %) 0 (0 %)
GEN Resistencia intermedia 0 (0 %) 3 (8.8 %) 0 (0 %) 3 (8.1 %) 0.08
Susceptible 10 (83.3%) | 30 (88.2 %) 16 (84.2 %) 34 (91.9 %)
Resistente 1 (8.3 %) 1 (2.9 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
NET Resistencia intermedia 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0.28

Susceptible

11 (91.7 %)

33 (97.1 %)

19 (100 %)

37 (100 %)
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Resistente 3 (25 %) 2 (5.9 %) 5 (26.3 %) 13 (35.1 %)

STR Resistencia intermedia 1 (8.3 %) 9 (26.5 %) 2 (10.5 %) 15 (40.5 %) <0.0017*
Susceptible 8(66.7%) | 23(67.6 %) 12 (63.2 %) 9 (24.3 %)
Resistente 1 (8.3 %) 3(8.8 %) 1 (5.3 %) 4 (10.8 %)

CEF Resistencia intermedia 0 (0 %) 2 (5.9 %) 0 (0 %) 6 (16.2 %) 0.29
Susceptible 11 (91.7 %) | 29 (85.3 %) 18 (94.7 %) 27 (73 %)
Resistente 0 (0 %) 1 (2.9 %) 1 (5.3 %) 5 (13.5 %)

FOX Resistencia intermedia 1 (8.3 %) 2 (5.9 %) 3 (15.8 %) 2 (5.4 %) 0.38
Susceptible 11 (91.7 %) 31 (91.2 %) 15 (78.9 %) 30 (81.1 %)
Resistente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

NOF Resistencia intermedia 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 1
Susceptible 12 (100 %) 34 (100 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
Resistente 0 (0 %) 5 (14.7 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

CIP Resistencia intermedia 6 (50 %) 23 (67.6 %) 7 (36.8 %) 10 (27 %) 7.41x107(-5)*
Susceptible 6 (50 %) 6 (17.6 %) 12 (63.2 %) 27 (73 %)
Resistente 4 (33.3 %) 8 (23.5 %) 4 (21.1 %) 0 (0 %)

CLO Resistencia intermedia 0 (0 %) 2 (5.9 %) 0 (0 %) 5 (13.5 %) 0.018*
Susceptible 8 (66.7%) | 24 (70.6 %) 15 (78.9 %) 32 (86.5 %)
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Resistente 2 (16.7 %) 8 (23.5 %) 3 (15.8 %) 8 (21.6 %)

NFT Resistencia intermedia 4 (33.3 %) 7 (20.6 %) 0 (0 %) 4 (10.8 %) 0.16
Susceptible 6 (50 %) 19 (55.9 %) 16 (84.2 %) 25 (67.6 %)
Resistente 5 (41.7 %) 8 (23.5 %) 3 (15.8 %) 0 (0 %)

STX Resistencia intermedia 0 (0 %) 1(2.9 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0.0099*
Susceptible 7(58.3%) | 25 (73.5%) 16 (84.2 %) 37 (100 %)
Resistente 5 (41.7 %) 8 (23.5 %) 7 (36.8 %) 0 (0 %)

TET Resistencia intermedia 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 8.37x101(-4)*
Susceptible 7 (58.3 %) 26 (76.5 %) 12 (63.2 %) 37 (100 %)

*Estadisticamente significativo (p<0.05)
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Del total de cepas de S. enterica analizadas, el 22.5 % (23/102) fueron susceptibles
a los antibidticos probados, mientras que el 25.5 % (26/102) fueron MDR (Figura 6A).
Por otro lado, se demostré una correlacion estadisticamente significativa (p<0.05)
entre las de cepas MDR, resistentes (no MDR) y susceptibles, con su fuente de
origen (Cuadro 6). Siendo las cepas provenientes de casos clinicos en humanos
aquellas que indicaron mayor porcentaje de MDR (41.7 %, 5/12), mientras que las
vegetales, menor MDR (16.2 %, 6/37) (Figura 6B).

Porcentaje de cepas de S. enterica denominadas 'multirresistentes' (MDR)

A
Respuesta
B vor
. Resistente, no MDR
Susceptible
B
Humanos 1 41.7%
Origen
Ambiente 1 26.5% . Vegetal

. Alimento no especificado

Alimento no especificado 1 -31 6% Ambiente

Humanos

Vegetal q .16_2%
0

25 50 75 100
Porcentaje de cepas MDR (%)

Figura 6. Multirresistencia a antibioticos de cepas de S. enterica A) Porcentaje de
cepas de S. enterica totales MDR. B) Porcentaje de cepas MDR de acuerdo a su

fuente de procedencia
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Cuadro 6. Asociacion entre las cepas de S. enterica MDR y su fuente de

aislamiento
Respuesta Humanos Ambiente gggﬂ,;ga&% Vegetal D
n (%) n (%) n (%) n (%)
MDR 5 (41.7 %) 9 (26.5 %) 6 (31.6 %) 9 (16.2 %)
Resistente | 2 (16.7 %) 21 (61.8 %) 11 (57.9 %) 19 (51.4 %) 0.044*
Susceptible | 5 (41.7 %) 4 (11.8 %) 2 (10.5 %) 12 (32.4 %)

*Estadisticamente significativo (p<0.05)

Se encontré que el 5.88 % (6/102) de las cepas de S. enterica tuvieron el perfil MDR

del fenotipo ACSSuT (ampicilina, cloranfenicol, sulfametoxazol, estreptomicina y

tetraciclina).

Finalmente, agrupandose de acuerdo con el Estado de la Republica donde se

aislaron, se observé un mayor porcentaje de cepas MDR en Sinaloa (41.67 %, 5/12)
y en Aguascalientes (41.67 %, 5/12), seguido de Michoacan (31.58 %, 6/19) e

Hidalgo (29.63 %, 8/27). Por otro lado, se encontré6 un alto porcentaje de cepas

resistentes a por lo menos un antibiético en Colima (85.71 %, 6/7) y en Querétaro

(64 %, 16/25), siendo nulo el porcentaje de cepas susceptibles en Colima, dicho

comportamiento esta asociado con el origen de las cepas de acuerdo al estado

(Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de cepas MDR, resistentes (por lo menos a un antibiotico) y susceptibles de acuerdo con su

origen y el Estado de la Republica donde se aislaron.

35



6.3 Virulotipificacion de cepas de S. enterica
Las cepas se sometieron a 4 PCR multiples a distintas condiciones para la evaluacion
de los 13 genes de virulencia como se indica en la metodologia. La M1 contenia los
genes SipA, invA, orgA y pefA (Figura 8). La M2, por su parte, poseia los genes ssaQ,
sifA e hila (Figura 9). La M3 contenia los genes sopE, sspH1 y sseL (Figura 10).
Finalmente, la M4 contenia los genes sseF, spvC y agfA (Figura 11).

sipA (550pb)
invA (341pb)
orgA (255pb)

pefA (157pb)

Figura 8. Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador EDAS
290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de los genes de virulencia de la M1

(marcador, C+, C-, conjunto de cepas)
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ssaQ (643pb)
SifA (449pb)

hilA (66pb)

Figura 9. Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador EDAS
290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de los genes de virulencia de la M2

(marcador, C+, C-, conjunto de cepas)

,' MR Aok R L X

o W

sopE (665pb)
sspH1(221pb)

ssel (169pb)

Figura 10. Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador EDAS
290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de los genes de virulencia de la M3
(marcador, C+, C-, conjunto de cepas)
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Figura 11. Revelado de gel de electroforesis por medio del fotodocumentador EDAS
290 (Kodak ®), que muestra la deteccion de los genes de virulencia de la M4

(marcador, C+, C-, conjunto de cepas)

De las cepas de S. enterica evaluadas por PCR multiplex, el 100 % mostré la presencia
de todos los genes del cromosoma, a excepcion del gen sseF (99.02 %; 101/102), que
no se encontré en una cepa proveniente de agua de riego de papaya. El gen sspH1
fue el mas comun de los elementos genéticos méviles (90.2 %, 92/102), seguido de
SOpE (6.9 %, 7/102), pefA (2.9 %, 3/102) y spvC (2.9 %, 3/102) (Figura 12).

Cromosoma Profago Plasmido

A

1
1

X XX R R TR R R R R

EEEEEEEREEEERE

- = @ — - G o Fg(ONN
-

Viruotipos & = =2 ® £ g © 9 » 3§ & B 32
me-ES"’ta'@%%%gq%
V1
V2
V3
V5
V8

Figura 12. Distribucién de cepas de S. enterica de acuerdo con su virulotipo
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En cuanto a la fuente de aislamiento, los genes sspH1, pefA y spvC mostraron una
asociacion estadisticamente significativa (p<0.05) con el origen de las cepas de S.
enterica evaluadas (Cuadro 7). El gen sspH1 se presentd con elevado porcentaje en
las cepas aisladas de humanos y de vegetales (100 %y 97.3 %, respectivamente). Por
otro lado, los genes pefA y spvC tuvieron comportamientos similares, siendo ausentes
en el 100 % de las cepas provenientes del ambiente, asi como de vegetales.
Asimismo, se evalud la correlacion entre los genes de virulencia y la resistencia a
antibioticos, encontrado que no existe una asociacion estadisticamente significativa
(Cuadro 8).

Se encontraron 5 virulotipos (V1, V2, V3, V5 y V8) de acuerdo a la nomenclatura de
un estudio previo del grupo de trabajo (Godinez-Oviedo et al., 2022). De ellos, V2
presentd mayor frecuencia (83.3 %, 85/102), poseyendo todos los genes del
cromosomay sspH1; mientras que el virulotipo menos comun fue el V8 (0.98 %, 1/102),
con ocho genes cromosdmicos Unicamente y ausencia de sseF.

El virulotipo V1, que solo posee los 9 genes del cromosoma, fue el segundo mas
comun, con 8.82 % (9/102) de frecuencia; seguido del virulotipo V3 (3.92 %, 4/102)
con todos los genes cromosomicos, sspH1 y sopE. Finalmente, el virulotipo V5, que
contiene todos los genes de virulencia, se caracterizé por un 2.95 % (3/102) del total
de aislados (Figura 13).

De acuerdo con su origen, las cepas que mayormente frecuentaron los elementos
genéticos moviles (V5) fueron las de casos clinicos, con un 16.7 % (2/12) de
prevalencia. El virulotipo V2 tuvo mayor presencia en las cepas de alimentos vegetales
(97.3 %, 36/37), y en cepas ambientales un 70.6 % (24/34). Por otro lado, el virulotipo
V1 estuvo mas presente en cepas ambientales (17.6 %, 6/34), luego de alimentos no
especificados (10.5 %, 2/19) y vegetales (2.7 %, 1/37).

Finalmente, la Unica cepa con el virulotipo V8 correspondié a una aislada del agua de
riego de papaya con sseF ausente (Figura 14). Dichos resultados coinciden con el
Cuadro 9, donde se muestra que existe una correlacion estadisticamente significativa

(p<0.05) entre V2 y V5 con su fuente de aislamiento.
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Cuadro 7. Asociacion entre los genes de virulencia evaluados y la fuente de

aislamiento de las cepas de S. enterica

Gen de Respuesta Humanos Ambiente Qm;gﬂ(itgag% Vegetal
virulencia P n (%) n (%) P n (%) P
n (%)
Presente 12 (100 %) 34 (100 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
agfA 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
hilA Presente 12 (100 %) 34 (100 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 12 (100 %) 34 (100 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
invA 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 12 (100 %) 34 (100 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
orgA 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 12 (100 %) 34 (100 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
SifA 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
SipA Presente 12 (100 %) 34 (100 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
ssaQ Presente 12 (100 %) 34 (100 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 12 (100 %) 33 (97.1 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
sseF 0.56
Ausente 0 (0 %) 1(2.9 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 12 (100 %) 34 (100 %) 19 (100 %) 37 (100 %)
sseL 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 12 (100 %) 27 (79.4 %) 17 (89.5 %) 36 (97.3 %)
sspH1 0.048*
Ausente 0 (0 %) 7 (20.6 %) 2 (10.5 %) 1 (2.7 %)
Presente 2 (16.7 %) 3 (8.8 %) 2 (10.5 %) 0 (0 %)
SOpE 0.16
Ausente 10 (83.3 %) 31 (91.2 %) 17 (89.5 %) 37 (100 %)
Presente 2 (16.7 %) 0 (0 %) 1 (5.3 %) 0 (0 %)
pefA 0.015*
Ausente 10 (83.3 %) 34 (100 %) 18 (94.7 %) 37 (100 %)
Presente 2 (16.7 %) 0 (0 %) 1(5.3 %) 0 (0 %)
spvC 0.015*
Ausente 10 (83.3 %) 34 (100 %) 18 (94.7 %) 37 (100 %)

*Estadisticamente significativo (p<0.05)
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Cuadro 8. Asociacion entre las cepas MDR de S. enterica y los genes de virulencia

evaluados
Gen de Respuesta Susceptible Resistente, no-MDR MDR
virulencia b n (%) n (%) n (%) P
Presente 23 (100 %) 53 (100 %) 26 (100 %)
agfA 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 23 (100 %) 53 (100 %) 26 (100 %)
hilA 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 23 (100 %) 53 (100 %) 26 (100 %)
invA 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 23 (100 %) 53 (100 %) 26 (100 %)
orgA 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 23 (100 %) 53 (100 %) 26 (100 %)
SifA 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
SipA Presente 23 (100 %) 53 (100 %) 26 (100 %)
P 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
ssaQ Presente 23 (100 %) 53 (100 %) 26 (100 %)
1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 23 (22.5 %) 53 (100 %) 25 (24.5 %)
sseF 0.22
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 11 %)
Presente 23 (100 %) 53 (100 %) 26 (100 %)
sselL 1
Ausente 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Presente 22 (21.6 %) 48 (47.1 %) 22 (21.6 %)
sspH1 0.42
Ausente 1(1%) 5 (4.9 %) 4 (3.9 %)
Presente 0 (0 %) 4 (3.9 %) 3 (2.9 %)
SopE 0.27
Ausente 23 (22.5 %) 49 (48 %) 23 (22.5 %)
Presente 0 (0 %) 2 (2 %) 11 %)
pefA 0.63
Ausente 23 (22.5 %) 51 (50 %) 25 (24.5 %)
Presente 0 (0 %) 2 (2 %) 11 %)
spvC 0.63
Ausente 23 (22.5 %) 51 (50 %) 25 (24.5 %)
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Incidencia de virulotipos en el total de cepas de S. enterica
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Figura 13. Frecuencia de virulotipos en las cepas de S. enterica
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Figura 14. Distribucion de cepas de S. enterica de acuerdo con su fuente de

procedencia
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Cuadro 9. Asociacion entre los virulotipos y la fuente de aislamiento de las cepas de

S. enterica
. . Humanos Ambiente Alimento no
Virulotipo | Respuesta n (%) n (%) especificado Vegetal n(%) p
0 0 n (%)

Presente 0 (0 %) 6 (17.6 %) 2 (10.5 %) 1(2.7 %)

V1 0.1
Ausente 12 (100 %) | 28 (82.4 %) | 17 (89.5 %) 36 (97.3 %)
Presente | 10 (83.3 %) | 24 (70.6 %) | 15 (78.9 %) 36 (97.3 %)

V2 0.024*
Ausente 2(16.7%) | 10(29.4%) | 4 (21.1 %) 1(2.7 %)
Presente 0 (0 %) 3 (8.8 %) 1(5.3%) 0 (0 %)

V3 0.23
Ausente 12 (100 %) | 31 (91.2%) | 18 (94.7 %) 37 (100 %)
Presente 2 (16.7 %) 0 (0 %) 1(5.3%) 0 (0 %)

V5 0.015*
Ausente | 10 (83.3 %) | 34 (100 %) | 18 (94.7 %) 37 (100 %)
Presente 0 (0 %) 1(2.9 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

V8 0.56
Ausente 12 (100 %) | 33 (97.1%) | 19 (100 %) 37 (100 %)

*Estadisticamente significativo (p<0.05)
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7. DISCUSION

Anteriormente, se ha reportado la presencia de S. enterica en diferentes fuentes en
México, como vegetales (Godinez-Oviedo, 2021), carne (Villalpando-Guzman, 2017)
y aislados de humanos (Aguilar-MontesDeOca, 2018). La prevalencia es mayor en los
productos carnicos, ya que los animales suele ser un reservorio de patégenos que se
transmiten a los alimentos (Heredia, 2018). Sin embargo, este patégeno puede
encontrarse en una amplia diversidad de alimentos. Se ha encontrado la presencia de
S. enterica en depdsitos de agua cercanos a cultivos (Ballesteros-Nova et al., 2022),
asi como en suelo donde crece cosecha (Ocafa-De Jesus et al., 2019).

En cuanto a la resistencia a antibiéticos, en este estudio se demostré que la resistencia
a AMP es la que mas prevalece en las cepas ambientales, seguido de alimentos de
origen vegetal y casos clinicos, siendo similares los resultados a lo reportado en un
estudio en Nigeria, donde el 100 % de las cepas de S. enterica aislada de agua de
presa demostrd ser resistente a ampicilina (Aregbe 2018). Otro estudio en Malasia,
demostro resistencia a este antibiético en aislados vegetales de S. enterica en un 26.7
% (Abatcha, 2018), mientras que, en Iran, el 94 % de los aislados clinicos mostro
resistencia a este antibittico (Khaltabadi et al., 2018).

La alta resistencia a ampicilina en aislados de humanos puede deberse a su bajo costo
y amplio espectro para el tratamiento de enfermedades ocasionadas por bacterias
patégenas (Shrivas et al., 2017). En suelos, la supervivencia de S. enterica resistente
a AMP puede deberse a la aplicacion de altas dosis de este antibiotico en abonos para
cultivo (Godim-Porto et al., 2016); mientras que en agua de riego se ha asociado la
presencia de cepas resistentes a este antibiético debido al flujo de aguas residuales o
depdsito directo de materia fecal de reptiles y aves con cepas resistentes (Aregbe,
2018). En ambos reservorios, S. enterica tiene la capacidad de sobrevivir al estrés
ambiental por largos periodos, trasladandose a vegetales que en consumo crudo

puede ocasionar enfermedades gastrointestinales (Godim-Porto et al., 2016).

Seguido de ampicilina, los aislados vegetales de S. enterica demostraron alta

resistencia a estreptomicina, el cual es un antibiotico ampliamente utilizado en cultivos
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para el tratamiento de enfermedades bacterianas (Miller et al., 2022). Algunas
bacterias patdgenas en plantas pueden desarrollar resistencia a los antibiéticos por
mutaciones espontaneas o adquisicion de genes de resistencia que generan un sitio
objetivo alterado, asimismo, la falta de alternativas bactericidas efectivas a lo largo del
tiempo, ha resultado en la sobre-dependencia de estreptomicina en plantas y suelo
(Sundin y Wang, 2018).

Por su parte, ciprofloxacino es un antibiético de la categoria de fluoroquinolonas
actualmente utilizado para el tratamiento de salmonelosis invasiva (WHO, 2018). En
este estudio, Unicamente los aislados de agua residual presentaron resistencia a dicho
antibiético, siendo una fuente que puede producir infecciones humanas a través del
consumo de vegetales crudos regados con agua no tratada o tratada
inadecuadamente (Abatcha, 2018) o la ingestién de la misma al nadar en rios donde
desemboca. En estudios previos se ha demostrado la resistencia a ciprofloxacino en
cepas aisladas de E. coli provenientes de lodos de agua con tratamiento (Manaia,
2010), mientras que también en algunas cepas de S. Typhimurium provenientes de
mariscos y agua residual, sugiriendo que estos productos pueden ocasionar
infecciones mas severas al ser resistentes a CIP (Kuang et al., 2018). La presencia de
cepas de S. enterica resistentes en aguas residuales, puede deberse a que el cuerpo
humano no digiere por completo los antibiéticos una vez que ingresan, siendo
expulsados al sistema de tratamiento de aguas residuales y propiciando su resistencia
en el medio ambiente (Hayes et al., 2022). El analisis de la susceptibilidad a
antibiéticos en cepas patdégenas puede indicar el inadecuado tratamiento de canales
de agua previo a su uso en campos de agricultura, donde es necesaria una regulacion

ambiental de los antibiéticos como de los patdgenos.

Las cepas con mayor porcentaje de MDR fueron las provenientes de casos clinicos en
humanos (41.7 %), mientras que las vegetales, presentaron menor MDR (16.2 %). Se
demostré el 5.88 % (6/102) de las cepas de S. enterica con perfil MDR asociados al
fenotipo de resistencia ACSSuT (ampicilina, cloranfenicol, sulfametoxazol,

estreptomicina y tetraciclina). Este comportamiento se ha observado en cepas de
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casos clinicos (Reis, 2011), en aislados vegetales (Abatcha, 2018) y en cuerpos
acuaticos (Yang et al., 2015). El incremento en su prevalencia, ha desembocado en la
eleccion de quinolonas y cefalosporinas de tercera generacion para tratar
enfermedades gastrointestinales, ya que suponen efectividad contra los bacilos
gramnegativos (Ma et al., 2018). Puede decirse que la prevalencia de este fenotipo de
resistencia en cepas humanas es relevante, pues la eficiencia de la terapia
antimicrobiana puede verse afectada, agravando la severidad de infecciones (Parisi et
al., 2018).

La variabilidad de S. enterica no depende Unicamente de su resistencia a antibiéticos,
sino también de la presencia de genes de virulencia (Maurer, 2017). En este estudio
se encontrd el 100 % de genes del cromosoma en las cepas evaluadas a excepcion
de una cepa proveniente de agua de riego de papaya que mostré ausencia del gen
sseF. De manera similar, en un estudio realizado en Iran, se demostro el 100 % de
prevalencia de los genes del cromosoma agfA e invA (Mashayekh, 2022). El gen agfA
es un gen ancestral asociado a la capacidad que tiene el patégeno de colonizar el
intestino del huésped a partir de la produccion de fimbria (Aravena et al., 2019),
mientras que invA, es un gen fundamental en la invasién de células del epitelio
intestinal, siendo genes que se encuentran con alta frecuencia en cepas de S. enterica
(Lou et al.,, 2019). Los genes cromosomales que se encuentran en las islas de
patogenicidad participan en la adhesion, invasion y replicacién de la bacteria en el
huésped (Singh, 2018), especificamente, sseF es un gen efector que otorga la
capacidad de supervivencia y la replicacién exitosa de S. enterica en células huésped
(Dai et al., 2004); por ello, su ausencia en una de las cepas analizadas, podria indicar
una menor capacidad de virulencia.

El virulotipo V2 presentd mayor frecuencia en las cepas, el cual posee todos los genes
del cromosoma y sspH1 (que pertenece al profago). Esta tendencia sugiere que los
genes del cromosoma son relevantes para los mecanismos de infeccion (Maurer,
2017). Asimismo, se ha asociado la proteina que produce el gen sspH1l con la
inhibicion de un regulador de las células inmunes que prolonga su supervivencia dentro
del huésped (McGhie, 2009).
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Por otro lado, un elevado porcentaje de cepas provenientes de casos clinicos se
clasificd dentro del virulotipo V5, el cual posee los genes del cromosoma, profago y
plasmido en su totalidad. Se ha observado que la presencia de elementos genéticos
moviles puede indicar una mayor probabilidad de infeccion; especificamente, pefA
permite la adherencia a las células del epitelio intestinal (Kuijpers et al., 2019), y spvC

la supervivencia dentro de macréfagos humanos (Seribelli et al., 2020).

47



8. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este estudio demuestran que existe una asociacion
entre la fuente de aislamiento de las cepas de S. enterica y sus caracteristicas
genotipicas y fenotipicas. Especificamente, se demostré6 que las cepas de origen
ambiental presentan altos niveles de resistencia a antibiéticos como ampicilina y
ciprofloxacino, mientras que en aislados de alimentos vegetales se encontro
resistencia elevada a estreptomicina. En los aislados de casos clinicos se observé una
mayor resistencia a ampicilina, asi como el porcentaje de multirresistencia mas alto de
las cepas aisladas.

En cuanto a las caracteristicas genotipicas, se observo la presencia de todos los genes
del cromosoma en los aislados ambientales y vegetales, mientras que, en las cepas
de origen humano, se observo la presencia de los genes cromosomales, asi como los
elementos genéticos moviles.

Los resultados demuestran una similitud en cuanto al perfil genotipico entre las cepas
aisladas de humanos y de reservorios ambientales, sugiriendo que la contaminacion
con depdsitos de agua o suelo pueden estar asociadas con los casos clinicos.

Con esta informacion, se podrian definir qué cepas de S. enterica son de mayor
importancia epidemioldgica, y asi crear medidas sanitarias preventivas especificas
para reservorios ambientales, y de frutas y hortalizas. Ademas, se destaca la
importancia de monitorear constantemente los perfiles de resistencia a antibioticos en
distintas fuentes de transmision de S. enterica a alimentos, ya que permite una

administracion adecuada de los mismos y limita su resistencia.
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ANEXOS

Base de datos de las 102 cepas de S. enterica analizadas

o Tipo de Lugar de Estado de ] Respuesta a . .
No. Cédigo ) Fecha . Serotipo o Virulotipo
muestra procedencia procedencia antibioticos
ifi Aguascalient Resistente,
1 | AHL_S001 | cCaso clinico Humano | No especificado | A9 Newport V5
- es no MDR
2 | AHL_S002 | Caso clinico Humano No especificado Aguazcs:allent Enteritidis Susceptible V2
3 | AHL_S003 | Caso clinico Humano No especificado Aguazgallent Newport Susceptible V2
4 | AHL_S004 Caso clinico Humano No especificado Aguazgallent Newport MDR V2
5 | AHL S005 | Caso clinico Humano No especificado Ag”azga“e”t B Monofasica | Susceptible V2
6 | AHL_S006 Caso clinico Humano No especificado Aguazgallent Newport MDR V2
7 | AHL S007 | Caso clinico Humano No especificado Ag“azga"e”t Mississippi MDR V2
8 | AHL_S008 Caso clinico Humano No especificado Aguazgallent Newport MDR V2
9 | AHL_S009 | Caso clinico Humano | No especificado | Aguascalient Newport Resistente, V5
- es no MDR
10 | AHL_S010 | cCaso clinico Humano No especificado | Aguascalient B Susceptible V2

es
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11

Humano

Aguascalient

AHL_S011 | Caso clinico No especificado os Newport MDR V2
12 | AHL_S012 | Caso clinico Humano No especificado Aguazgalient Oranienburg Susceptible V2
13 | anL_sotg |  Aguade Ambiente 2020 Hidalgo | oo etitcado MDR V2
14 | AHL_s014 | Aouade Ambiente 2020 Hidalgo espe('ji?icado o MDR Ve
15 | AHL_S015 dAtg::cﬂ(ca) Amblente 2020 Hidalgo espegligcado Rr?éii;%nlie’ Ve
16 AHL_S016 Qg::cgﬁ Ambiente 2020 Hidalgo espeg;)icado Rﬁzii/tli)née, V2
17 | AHL_so17 | hguade Ambiente 2020 Hidalgo espeggcado Susceptible V2
18 AHL_S018 cAig::cﬂi Ambiente 2020 Hidalgo especl;ligcado Rﬁzii/tli)née’ V2
19 AHL_S019 dA(g::cgﬁ Ambiente 2020 Hidalgo especl:ligcado Rﬁzii/tli)née, V2
20| AHL_S020 QS::cgi Ambiente 2020 Hidalgo espegli?icado Rr?iii;%née’ V2
21 AHL_S021 dAeg: : cgﬁ Ambiente 2020 Hidalgo especl:ligcado Rﬁzii/tli)née, V2
22 | anL_sozz | Aduade Ambiente 2020 Hidalgo | oo etitcado MDR V2
23 | aHL_soz3 | A9uade Ambiente 2020 Hidalgo espesi?icado o MDR v
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24 | AHL S024 Qg::cﬂﬁ Ambiente 2020 Hidalgo espe(';'i?ica 4o | Susceptible V2
26 | AHL_S026 dAé:’::Cﬁi Ambiente 2020 Hidalgo especlji?ica o MDR V2
28 | AHL_S028 Qgg:cﬂﬁ Ambiente 2020 Hidalgo espeggca 4o | Susceptible V2
30" | AHL_s030 dAtg::cﬂ(ca) Amblente 2020 Hidalgo espegligcado Rr?éli;%nlie’ vi
31 | AHL_s031 Suelo Ambiente 2020 Hidalgo espe(':‘igca o F;ﬁsl\'jéegtg V2
32 | AHL_S032 dAg;’:cgﬁ Ambiente 2020 Hidalgo espeggca i MDR Vi
33 | AHL_S033 Qgg:cﬂﬁ Ambiente 2020 Hidalgo espeggca 4o | Susceptible V2
34 | AHL_S034 dAg;’:cgﬁ Ambiente 2020 Hidalgo espeggca i MDR Vi
35 | AHL_S035 Qg::cﬂﬁ Ambiente 2020 Hidalgo espeggca o MDR V3
36 | AHL_S036 dAS::Cﬂf) Ambiente 2020 Hidalgo espeggca do MDR V3
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37

Agua de

Ambiente

No

Resistente,

AHL_S037 desecho 2020 Hidalgo especificado no MDR V3
38 | AHL_S038 Agua de Ambiente 2020 Hidalgo No MDR V2
— desecho especificado
39 Agua de Ambiente . No Resistente,
AHL_S039 desecho 2020 Hidalgo especificado no MDR V2
40 | AHL sS40 | Alimentono | Alimentono | No especificado | Michoacan Saintpaul Resistente, V2
especificado especificado no MDR
41 | AHL_sos41 | Alimentono | Alimentono | No especificado | Michoacan Give Resistente, V1
— especificado especificado no MDR
42 | AHL_So42 | Alimentono Alimento no | No especificado | Michoacén Virchow Susceptible V2
- especificado especificado
43 | AHL Soa3 | Alimentono Alimento no | No especificado | Michoacan | Typhimurium MDR V2
especificado especificado
44 | AHL So044 | Almentono | Alimentono | No especificado | Michoacan Hadar Resistente, V2
- especificado especificado no MDR
45 | AHL_S045 Alimento no Alimento no | No especificado | Michoacan Oranienburg Resistente, V2
especificado especificado no MDR
46 | AHL_soa7 | Alimentono | Alimentono | No especificado | Michoacan Oslo Resistente, V2
especificado especificado no MDR
47 | AHL_S048 Alimento no Alimento no | No especificado | Michoacan Untypable Resistente, V2
especificado especificado no MDR
48 | AHL Soag | Alimentono Alimento no | No especificado | Michoacan Muenchen MDR V2
especificado especificado
49 | AHL_sos0 | Alimentono - Alimentono | No especificado | Michoacan Bareilly Resistente, V2
especificado especificado no MDR
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Alimento no

Alimento no

Resistente,

50 | AHL_S051 o M No especificado | Michoacan Tenessee V2
especificado especificado no MDR
51 Alimento no Alimento no | No especificado : .
AHL_S052 especificado especificado p Michoacan Derby MDR V2
52 | aHL_sos3 | Alimentono Alimento no | No especificado | Michoacan Cannstatt MDR V2
- especificado especificado
53 | AHL_S054 Alimento no Alimentono | No especificado Michoacan Agona Resistente, V3
especificado especificado no MDR
54 Alimento no Alimento N0 | No especificado ; . Resistente,
AHL_S055 especificado especificado P Michoacan | govismorbificans no MDR Ve
55 | AHL_S056 | Alimentono Alimento no | No especificado | Michoacan Enteritidis MDR V1
- especificado especificado
56 | AHL_S057 Alimento no Alimento no | No especificado | Michoacan Anatum Susceptible V2
especificado especificado
57 | AHL_Sosg | Alimentono Alimento no | No especificado | Michoacan Enteritidis MDR V5
- especificado especificado
58 | AHL_Sos9 | Alimentono | Alimentono | No especificado | Michoacan Muenchen | esistente, V2
- especificado especificado no MDR
59 | AHL_S060 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
— especificado no MDR
60 | AHL_S061 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
- especificado no MDR
61 | AHL_S062 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
— especificado no MDR
62 | AHL_S063 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Susceptible V2
especificado
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63 o i . No Resistente,
AHL_S064 Pifa Vegetal 2018-2019 Querétaro especificado no MDR V2
64 | AHL S065 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
— especificado no MDR
65 | AHL_S066 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
- especificado no MDR
66 | AHL_S067 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
- especificado no MDR
67 | AHL S068 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
— especificado no MDR
68 | AHL_S069 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro N.o. Resistente, V2
- especificado no MDR
69 | AHL S070 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
— especificado no MDR
70 | AHL_S071 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No MDR V2
- especificado
71 | AHL_S072 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
- especificado no MDR
72 | AHL S073 Pifia Vegetal 2018-2019 Querétaro No Resistente, V2
— especificado no MDR
73 | AHL_S074 | Pimiento morrén Vegetal 2009- 2010 Querétaro No Resistente, V2
especificado no MDR
74 | AHL_S075 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro No Susceptible V2
especificado
75 | AHL_S076 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro No Susceptible V2
especificado
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76

No

AHL_S077 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro o Susceptible V2
especificado
77 . i . No Resistente,
AHL_S078 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro especificado no MDR V2
78 . i . No Resistente,
AHL_SO079 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro especificado no MDR V2
79 | AHL_S080 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro N.O. Susceptible V2
especificado
80 | AHL_S081 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro No Susceptible V2
especificado
81 | AHL_S082 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro No Susceptible Vi
especificado
82 | AHL_S083 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro No Susceptible V2
especificado
83 . i 4 No Resistente,
AHL_S084 | Jitomate cherry Vegetal 2016 - 2017 Querétaro especificado no MDR V2
84 | AHL sogs | Aguaderiego, | Ambiente 2017-2018 Colima Poona Resistente, V1
papaya no MDR
85 | AHL Sose | Aguaderiego, | Ambiente 2017-2018 Colima Bareily Resistente, V2
papaya no MDR
86 | AHL sog7 | Aguaderiego, | Ambiente 2017-2018 Colima Infantis Resistente, V2
papaya no MDR
87 | AHL_soss | AAguade riego, Ambiente 2017-2018 Colima c1 MDR V8
papaya
88 | AHL sogg | Aguaderiego, | Ambiente 2017-2018 Colima c1 Resistente, V2
papaya no MDR
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Ambiente

Resistente,

89 | AHL_S090 | Suelo, papaya 2017-2018 Colima Oranienburg o MDR Vil
90 | AHL_S091 | Suelo, papaya | Ambiente 2017-2018 Colima Bareily Rﬁiiﬁ%”ée' V2
91 | AHL_S093 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis Susceptible V2
92 | AHL_S094 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis MDR V2
93 | AHL_S095 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis Rﬁéii;%née’ V2
94 | AHL_S096 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis Susceptible V2
95 | AHL_S097 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis Susceptible V2
96 | AHL_S098 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis Rﬁéii;%née’ V2
97 | AHL_S099 Mango Vegetal No especificado Sinaloa c1 Susceptible V2
98 | AHL_S100 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis MDR V2
99 | AHL_S101 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis Rﬁ?i}g‘ée’ V2
100 | AHL_S102 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis MDR V2
101 | AHL_s103 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis MDR V2
102 | AHL_s104 Mango Vegetal No especificado Sinaloa Infantis MDR V2
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