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Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar la contribucion epidemiologica de cepas
de Salmonella asociada con nédulos linfaticos a la contaminacion de la carne molida de
res utilizando secuenciacién completa del genoma y analisis filogenéticos. Para ello, se
trabajé con 77 genomas de cepas de Salmonella enterica subsp. enterica (SE)
obtenidas de carne molida y linfonodos de canales de res comercializadas en CDMX.
El primer analisis filogenético revel6 que cepas obtenidas a partir de carne molida son
genéticamente indiferenciables de aquellas que provinieron de nédulos linfaticos en
serotipos como Anatum, Reading, London, Fresno y Kentucky que en conjunto
representan 64 (83.12%) genomas de Salmonella enterica. Esto resalta el papel que
juegan los nodulos linfaticos en la contaminacién de la carne molida con cepas de
Salmonella de importancia en la salud publica. En un segundo analisis filogenético se
observa cercania genética entre cepas de bovinos con cepas provenientes de casos
clinicos en humanos, en todos los serotipos encontrados, lo cual refleja el papel de los
bovinos como portadores de cepas de Salmonella enterica capaces de enfermar a los

humanos.

Palabras clave: Salmonella, filogenia, nédulos linfaticos, carne molida.



Abstract

This study aimed to determine the epidemiological contribution of Salmonella strains
associated with lymphatic nodules in the contamination of ground beef using whole-
genome sequencing and phylogenetic analysis. To achieve this goal, we analyzed 77
genomes of Salmonella enterica subsp. enterica strains isolated from both ground beef
and lymphatic nodules from beef carcasses commercialized in Mexico City. The first
phylogenetic analysis shows that the strains from ground beef were genetically
indistinguishable from the strains from lymphatic nodules corresponding to serotypes
Anatum, Reading, London, Fresno, and Kentucky; altogether, they represent 64
(83.12%) genomes of Salmonella enterica. This finding highlights the role of lymphatic
nodules in Salmonella-associated contamination of ground beef with important
implications for public health. In a second phylogenetic analysis of both, bovine strains
and strains of different origins, we observed a close relationship between bovine strains
and strains associated with human clinical cases, this shows the role of cattle as a
reservoir of Salmonella enterica strains which may be able to develop the human

disease.

Keywords: Salmonella, phylogeny, lymphatic nodules, ground beef.



Introduccién

La salmonelosis transmitida por alimentos es una enfermedad causada por bacterias
del género Salmonella spp. y es una de las cuatro causas principales de enfermedades
diarreicas a nivel mundial (OMS, 2018 b). El Centro para la Prevencion y Control de
Enfermedades de los Estados Unidos estima anualmente alrededor de 1.2 millones de
enfermos afectados, 23,000 hospitalizaciones y 450 muertes por Salmonella spp. en
ese pais (CDC, 2018). Por su parte, Hoffmann et al. (2012) estiman que los costos de
esta enfermedad representan 3.3 billones de dolares en Estados Unidos. En México,
los reportes de la Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de Salud a agosto del
2020 alcanzan cifras de méas de 58,000 casos de salmonelosis.

El ganado bovino se presenta como un reservorio de Salmonella, la cual se ha logrado
aislar de muestras provenientes de canales, heces y piel (Ayala et al., 2017; Narvaez-
Bravo et al., 2013). Tales hallazgos, ademas, han determinado que la forma mas
comun de contaminacion ha sido la ruta fecal-oral. Por ello, se han desarrollado
multiples intervenciones para prevenir la contaminacion de canales y carne con
Salmonella presente en piel y heces (Castillo et al., 1999). De estas, las que han
demostrado una efectividad mayor en rastros son el proceso de lavado de canales con
acidos organicos y agua caliente a presion, la aplicacion de vapor y los recortes de
partes contaminadas con material fecal visible, ya que permiten alcanzar reducciones
de entre 3 y 4 logaritmos en la concentracion del patégeno (Castillo et al., 1998;
Kalchayanand et al., 2009). Sin embargo, estas medidas son dirigidas a la superficie de
las canales y no son eficaces para eliminar la contaminaciéon procedente de otras
fuentes, como los nédulos linfaticos, los cuales representan también un reservorio
importante de Salmonella (Haneklaus et al., 2012; Webb et al., 2017).

Diversos estudios alrededor del mundo reportan diversos niveles de positividad a
Salmonella en canales; 0.3% en Irlanda (Khen et al.,, 2014), 0.1% en Canada
(Bohaychuk et al., 2011), y en nuestro pais aparecen cercanos al 15% (Pérez-Montafio
et al.,, 2012). Mientras que, en carne molida, los resultados suelen ser mayores, en
China de 4.8% (Yin et al., 2016), 3.0% en Irlanda (Khen et al., 2014) y en México se ha
reportado hasta un 56% (Cabrera et al., 2013). Diferentes estudios sugieren que estas
diferencias podrian explicarse por el hecho de que los nodulos linfaticos se suelen
mezclar con los recortes de carne que se utilizan para la elaboraciéon de la carne molida

(Arthur et al., 2008; Vohra et al., 2018). Mediante un proceso de simulacion estocastica,
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Li et al., (2015), atribuyen a los nddulos linfaticos el 90% de la contaminacion con
Salmonella que se registra en carne molida. De hecho, en un estudio realizado con
ganado de desecho, se encontré clonalidad entre cepas de Salmonella provenientes de
nodulos linfaticos, piel y otras fuentes. Tal hallazgo se realiz6 usando la prueba
molecular de electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE, por sus siglas en
inglés) (Koohmaraie et al., 2012). Sumado a lo anterior, la creciente disponibilidad de
tecnologias para la secuenciacién completa del genoma (SCG) permite realizar analisis
filogenéticos de alta resolucion (Ugolotti et al., 2016), en contraste con el bajo poder
discriminatorio de la PFGE. A pesar de todo esto, son escasos los estudios en ganado
de engorda comercial que se apoyen en herramientas moleculares con alto poder de
discriminacion (Nguyen et al., 2018; Bugarel et al., 2019). Esta informacion facilita
conocer la dindmica evolutiva de poblaciones de Salmonella que se encuentran
circulando en animales aparentemente sanos, asi como documentar, con alto grado de
confiabilidad, la relacion epidemioldgica entre los aislamientos, para asi identificar

posibles fuentes de contaminacion (Cao et al., 2013; Delgado et al., 2018).

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la contribucién
epidemioldgica de Salmonella asociada con nddulos linfaticos a la contaminacion de la
carne molida de res utilizando secuenciacibn completa del genoma y analisis

filogenéticos.



I. Antecedentes
l.a Taxonomia del género Salmonella

Actualmente las bacterias que componen el género Salmonella estan divididas en dos
especies: Salmonella bongori y Salmonella enterica. Esta Ultima a su vez, se divide en
6 subespecies (Figura 1). Tanto Salmonella bongori como las subespecies Il, llla, Ilib,
IV y VI de Salmonella enterica, rara vez son aisladas de muestras provenientes de
casos clinicos y se encuentran mas asociadas con animales de sangre fria y al medio
ambiente. En contraste, mas del 99.5% de las cepas de Salmonella que causan
enfermedades en humanos y animales domésticos pertenecen a la subespecie de
Salmonella enterica. Existen cepas llamadas salmonelas tifoideas, que comprenden a
los serotipos Typhi, Paratyphi y Sendai y tienen como unico hospedero al hombre; y
también existen cepas llamadas comunmente salmonelas no tifoideas (SNT), estas
presentan un amplio rango de hospederos. Actualmente las SNT cuentan con mas de
2,600 serotipos, por lo que juegan un papel mas relevante en materia de salud publica
(Grimont y Weill, 2007).

Salmonella spp.

'; J

Salmonelfa bongon Salmonella enterica

 enterica el = hou!enae | ——
subesp | subespll subespllla subesplllb subesp I‘v' subespVI

Figura 1. Taxonomia del género Salmonella (adaptado de Grimont y Weill, 2007)

La clasificacion actual de Salmonella enterica subespecie enterica esta basada en la
férmula antigénica, que consiste en serotipificacion de los antigenos presentes en la
superficie de la bacteria y son divididos en antigenos O (somatico) y H (flagelares). El

antigeno O esta constituido por los lipopolisacaridos que forman la membrana externa



de la bacteria y es codificado por el gen rfb. Mientras que el antigeno H es determinado
por el sistema de flagelos que le proporcionan motilidad al patégeno, esta dividido en
fase 1 (codificado por el gen fliC) y fase 2 (codificado por el gen fjiB) (Grimont y Weill,
2007).

En algunos casos existe un tercer antigeno localizado en la superficie capsular
bacteriana, denominado (K) que presenta un subtipo de antigeno relacionado con
virulencia, comunmente llamado Vi, y que se encuentra solamente en los serotipos
Typhi, Paratyphi C y Dublin (Nataro et al., 2003, Garcia et al., 1992, Winfield y
Groisman, 2013).

La formula antigénica de cualquier serotipo de Salmonella enterica esta compuesta por
los antigenos O, seguido de los antigenos H fase 1 y fase 2; por ejemplo, Salmonella
enterica subsp. enterica ser. Typhimurium es 1,4, [5],12:i:1,2. Esta cepa tiene los
factores del antigeno O 1,4 [5] y 12 y los antigenos flagelar H i (primera fase) y el

flagelar H 1 y 2 (segunda fase).

Sin embargo, histéricamente, los serotipos de la subespecie enterica recibieron en
lugar de formulas antigénicas, nombres, que evocan la enfermedad que provocaban
(por ejemplo S. enterica serotipo Typhi o S. enterica serotipo Paratyphi) o también,
segun el hospedero al que presentaban adaptacion (por ejemplo S. enterica serotipo
Abortus-ovis). No obstante, estos criterios no eran del todo correctos, ya que existen
cepas de serotipos como Typhimurium, cuyo nombre alude infeccion en murinos y

presentan un amplio rango de hospederos (Grimont y Weill, 2007).

A pesar de que la asignacion de nombres a los serotipos de Salmonella enterica es
arbitraria, estas denominaciones se encuentran muy difundidas por lo que seria dificil
sustituirlas por sus formulas antigénicas. Ademas, como los nombres se usan solo para
serotipos de la subespecie enterica, resulta correcto escribir: Salmonella enterica
subsp. enterica serotipo Typhimurium, S. enterica ser. Typhimurium o simplemente
Salmonella Typhimurium. Para el resto de las subespecies de Salmonella enterica y
para Salmonella bongori se debe emplear la formula antigénica (Grimont y Weill, 2007).



|.b. Salmonella: contradiccion evolutiva

La evidencia experimental ha demostrado que el genoma de los microorganismos con
estilo de vida intracelular evoluciona para promover una relacion simbidtica con sus
hospederos (Baumler et al.,, 1998). Generalmente la coexistencia con el hospedero
aumenta sus probabilidades de subsistir, sin embargo, en caso de infecciones graves
gue ponen en riesgo la vida del hospedero conllevaria también la muerte de la bacteria.
En este sentido, la evolucion de S. enterica muestra una tendencia atipica, ya que los
serotipos que muestran adaptacion a hospederos causan altas tasas de mortalidad. Por
lo anterior, se han sugerido tres fases evolutivas para explicar el aumento de virulencia

de Salmonella (Baumler et al., 1998).

La Fase 1 es la incorporacion al genoma de genes que componen la llamada isla de
patogenicidad numero 1 (SPI-1) denominados inv-spa (Galan et al., 1989; Ginocchio et
al., 1992). La SPI-1 se encuentra presente en todas las especies de Salmonella y
codifica un sistema de secrecion tipo Il (SST3 de SPI-1) que facilita el transporte de un
conjunto complejo de proteinas efectoras que permiten la invasion de Salmonella a
células epiteliales del intestino del hospedero mediante la modificacion de su
citoesqueleto (Singh et al., 2018; Vikash, 2013; Fabregra y Vila, 2013). Esta
modificacién genética tuvo un papel fundamental en la separacion de Salmonella de
sus antecesores (Vikash, 2013), ya que la SPI-1 esta presente en todos los linajes
filogenéticos del género Salmonella y ausente en su pariente cercano, Escherichia coli

(Baumler et al., 1998; Tanner y Kingsley, 2018).

La Fase 2 es la separacion dada entre S. enterica y S. bongori que incluye la
adquisicion de mecanismos de virulencia nuevos, como la isla de patogenicidad 2 (SPI-
2) (Baumler et al., 1998). La SPI-2 se compone por dos regiones, la mayor de ellas
solo se encuentra en S. enterica, |0 que sugiere que la incorporacion de esta parte de
la isla al genoma de S. enterica tuvo lugar después de su separacion de S. bongori,
mientras que la regién menor se observa en las dos especies (Hensel et al., 1997). La
region mayor codifica un segundo sistema de secrecion tipo tres (SST3 de la SPI-2),
mientras que una region menor codifica para la reduccién de tetrationato, un proceso
involucrado con la respiracibn anaerdbica de la bacteria. (Khule y Hensel, 2004;
Fabregra y Vila, 2013). Las funciones de la SPI-2 estan ligadas a la supervivencia
dentro de los macrofagos (llyas et al., 2017), de manera que la bacteria pueda evadir el
sistema inmune y lograr una diseminacion sistémica. La SPI-2 le confiere ventajas a S.
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enterica dado que el sistema inmune de los mamiferos y animales de sangre caliente
presenta un mayor grado de desarrollo comparado con el de los reptiles y anfibios
(Brawn et al., 2007). El ingreso y supervivencia a células de animales de sangre
caliente le implica rebasar una mayor cantidad de obstaculos y mecanismos de
defensa,; esto explica, al menos en parte, la evolucién hacia un aumento de virulencia

de parte de Salmonella.

La Fase evolutiva 3 es caracterizada por el aumento en la diversidad genética de la
subespecie enterica a través de dos mecanismos, uno es la adquisicion de nuevos

genes de virulencia y el otro es la degradacion genémica.

Con respecto a la adquisicién de nuevos genes de virulencia, la subespecie enterica
incluye la adquisicion de aproximadamente 216 genes (Porwollik et al., 2002), a través
de diferentes mecanismos como las mutaciones puntuales, transferencia horizontal,
deleciones, duplicaciones o rearreglos gendmicos (Tanner y Kingsley, 2018). Como
consecuencia de ello, S. enterica subsp. enterica se ha convertido en un patégeno de
gran relevancia en salud publica y en sanidad animal. La gran diversidad de serotipos
referidos de S. enterica y, sus niveles de virulencia o grado de adaptacién al hospedero
son factores que pueden verse influenciados por elementos relacionados con el
hospedero, el nicho ecoldgico y las caracteristicas inherentes del patégeno. Por otro
lado, la evolucion de serotipos restringidos como Typhi y Paratyphi ha estado marcada
por la adquisicion horizontal de genes que les confieren factores de virulencia que
expresan sintomas de enfermedad sistémica, como fiebre, leucopenia y monocitosis.
Los genomas de Typhi y Paratyphi A han sido también objeto de pérdida gradual de
informacion genética, ya que presentan 120 y 173 seudo genes, respectivamente, de
los cuales 30 son comunes en ambos serotipos (McClelland et al., 2004). Entre las
funciones perdidas estan aquellas asociadas con la colonizacion del intestino,
desencadenamiento de diarrea y utilizacion del hierro. La acumulaciéon de seudo genes
es un rasgo clave de estos y otros patdogenos adaptados a hospederos (Holt et al.,
2009).

Como bien es conocido, algunos factores de virulencia o resistencia a antimicrobianos

pueden encontrarse en plasmidos. En tal sentido, serotipos de S. enterica como

Typhimurium, Enteritidis, Choleraesuis, entre otros, se distinguen por contener el

denominado plasmido de virulencia de Salmonella o SPV (Guiney et al., 1995; Lu et al.,

1999; Yu et al., 2006). Este plasmido contiene el operén spvRABCD, que ha
6



demostrado ser esencial para la multiplicacion de la bacteria dentro del hospedero
durante infecciones extraintestinales. Se sugiere que los plasmidos son transferidos por
procesos de conjugacion e incrementan los mecanismos de virulencia y/o resistencia

exhibidos en las bacterias receptoras (Foley y Lynne, 2008).

En resumen, durante la evolucion de Salmonella han existido diversos eventos
evolutivos que han encaminado a Salmonella a la adquisicion de diversidad de genes
gue pueden sblo estar presentes en ciertos miembros de la misma especie; esto le ha

significado ventajas en el proceso de adaptacion a nuevos nichos ecoldgicos.

|.c. Genoma conservado

El genoma de cada organismo es el conjunto completo de informacion contenida en
diversas unidades estructurales llamadas genes que pasan a la siguiente generacion

con la finalidad de asegurar la supervivencia.

El genoma conservado (usualmente mencionado como “core-genome”) hace referencia
a todos los genes comunes a una especie (Rouli et al., 2015). Jacobsen et al. (2011) en
un estudio conducido con distintas cepas de Salmonella encontraron un genoma

conservado de 2811 genes (Figura 2).

Segun estos autores, entre las principales funciones representadas en el genoma
conservado destacan las de transporte y metabolismo de carbohidratos, transcripcion,
metabolismo de los aminoéacidos, estructuras extracelulares, pared o membrana

celular, asi como funciones hipotéticas y desconocidas.

En otro estudio se identificG una proporcion de genes de entre 76 y 82% que realizan
una funcidn desconocida en el genoma conservado (Gupta et al., 2019). También se ha
observado que S. enterica presenta dentro de su genoma regiones conservadas con
funciones implicadas en el proceso de adherencia a las paredes intestinales del
hospedero (den Bakker et al., 2011). Lo anterior, sugiere que esas regiones, ademas

de conservadas, se encuentran difundidas a lo largo de la especie.

Salmonella presenta factores de invasion, adherencia, supervivencia y virulencia bien
desarrollados. A la fecha se han identificado mas de 20 SPI dentro del genoma de

Salmonella (Barreto et al., 2016), aunque las mas estudiadas son de la SPI1 a la SPI 5,



gue suele estar presentes en el genoma de casi todas las cepas y portan genes

codificantes de factores involucrados en casi todas las fases del proceso infeccioso.
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Figura 2. Diagrama que representa el genoma conservado (core) del género

Salmonella y las familias de genes para cada subespecie. Tomado de Jacobson et al, 2011

Muchos de los genes involucrados en la patogenia de salmonelosis muestran un alto
grado de conservacion en cepas de Salmonella no tifoidea; ejemplo de ello son las
fimbrias tipo 1, que estan codificadas por los genes fim ACDFHIWYZ (Desai et al.,
2013). También se puede mencionar la expresion de operones prg, org, inv, spa, sic/sip

asociados a genes presentes en la SPI 1 (Fabrega y Vila 2013).

Se ha sugerido que los genes presentes en la SPI 1 codifican un SST 3 con funciones
gue le permiten al patdégeno internarse, multiplicarse y acumularse en células del
hospedero durante el proceso invasivo. Se ha reportado que lo anteriormente
mencionado puede ser llevado a cabo en sitios tan distantes como la vesicula biliar y
desde ahi favorecer el estado de portador crénico en los casos de individuos

recuperados de fiebre tifoidea. (Baumler et al., 2011).

En el proceso de adhesion de S. enterica a las células epiteliales del intestino delgado

del hospedero participan diversos genes, entre estos destacan stbA y stbB que
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codifican proteinas fimbriales; ademas, se ha sugerido la participacion de genes como
fimAICDHF (que codifican para una fimbria tipo 1) y IpfABCDE (involucrado con la
fimbria polar larga) los cuales se encuentran conservados entre serotipos como
Typhimurium, Baidon y Dublin. Los genes agf/csgABCEFG codifican para una fimbria
delgada agregativa y los genes stfACDEFG y sthABCDE se encuentran presentes en
diversos genomas de distintas cepas de Salmonella. El resultado de la codificacion de
estos genes se encuentra vinculado a procesos de adaptacion al hospedero (den
Bakker et al., 2011).

Para llevar a cabo los procesos de invasion a las células, S. enterica utiliza un sistema
de secrecion tipo 3 (SST3) necesario para el reordenamiento del citoesqueleto y la
posterior internalizacion de la bacteria. EI SST3 se encuentra asociado a la codificacién
de genes presentes en la SPI 1, por ejemplo, los operones prg, org, inv, spa, que cifran
para las estructuras necesarias del SST3, ademas, los operones sic/sip codifican

proteinas efectoras. (Fabrega y Vila, 2013).

Por otro lado, se ha comprobado la existencia de genes que le permiten a Salmonella
colonizar tanto el sistema linfatico como los intestinos de los bovinos, y son aquellos
contenidos en la SPI 1, SPI 2 y el gen rfb que codifica para el antigeno O. Este proceso
parece desarrollarse sin la exhibicion de signos clinicos de parte del animal (Vohra et
al., 2019 b).

Lo anterior ayuda a explicar, por lo menos en parte, la aparicion de animales
portadores del patégeno y sin signos de la enfermedad, que son incorporados a la
cadena productiva de la carne diseminando Salmonella y generando un peligro a la

salud publica.

A pesar de que el genoma conservado representa una proporcion importante del
genoma completo de Salmonella, este patogeno, como se describio anteriormente,
manifiesta una gran diversidad de fenotipos (Grimont y Weill, 2007; Smith et al., 1990).
Lo anterior es resultado de los procesos de adaptacion evolutiva a los diferentes

hospederos y/o nichos ecoldgicos en los que el patégeno se desenvuelve.

I.d. Genoma adaptativo



El genoma adaptativo (referido también como accesorio) no es material genético
adquirido aleatoriamente, sino un complemento de genes y elementos reguladores que
permiten la sobrevivencia de cepas de S. enterica dentro de nichos especificos (Laing
et al., 2017).

El genoma accesorio presenta variaciones en cuanto al nimero de genes involucrados,
pues se han reportado desde 12,429 genes en S. enterica subsp. arizonae hasta
33,257 en S. enterica subsp. enterica (Park y Andam, 2020). Esto explica, al menos en

parte, la gran diversidad de fenotipos observados en S. enterica.

Un componente notable del genoma accesorio de S. enterica (40% del total) esta
compuesto de genes especificos de serotipo (exclusivos) y genes huérfanos (genes sin
homélogos detectados en otros linajes evolutivos o taxondémicos). Estos han sido
vinculados a rasgos de patogenicidad que le han permitido a la especie ventajas en su

adaptacion a nuevos nichos ecoldgicos (Park y Andam, 2020).

La recombinacion de genes en el genoma de Salmonella se calcula en poco mas de
12,000; algunos de los genes que mas frecuentemente son recombinados tienen
funcién hipotética o desconocida, mientras que aquellos genes con frecuencias de
recombinacién altas incluyen a fliC, que codifica proteinas flagelares thiH, que esta
involucrado en la sintesis de timina asi como metE y metH que se encuentran

involucrados en la sintesis de metionina (Park y Andam, 2020).

La gran diversidad genética presente en S. enterica parece estar correlacionada con el
rango de hospederos que infecta, ya que los serotipos adaptados a un hospedero
muestran una baja diversidad genética comparado con serotipos generalistas. La
variacion fenotipica generada por la variacion genética permitié la sobrevivencia en una
amplia variedad de hospederos (Winfield y Groisman, 2013). Como ejemplo de esta
diversidad estd Salmonella Typhi que debido a la pérdida de genes funcionales;
termind adaptandose exclusivamente a un solo hospedero. En este caso, los genes
inactivados o interrumpidos representan aproximadamente el 5% de su genoma
(Parkhill et al., 2001).

Por otro lado, Salmonella Typhimurium presenta los genes misL, shdA, silE y ratB, los
cuales estan involucrados en la colonizacion intestinal, con lo anterior, este patdgeno
ha logrado mantener un amplio rango de hospederos (Sabbagh et al 2010). Las

diferencias presentadas en los factores de virulencia y colonizacion entre Salmonella
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Typhimurium y Thypi afectan las interacciones entre patégeno y hospedero, asi como

la enfermedad que desencadenan ambas en humanos (Gal-Mor et al., 2014).

Como se sefialé con anterioridad, las islas de patogenicidad de Salmonella son fuente
de genes de patogenicidad. Existen islas que pertenecen al genoma conservado y
otras al genoma adaptativo, ejemplo de estas Ultimas es la SPI-7 que se encuentra
presente solamente en algunos serotipos y contiene genes como el viaA y viaB que
codifican para el antigeno Vi (Gerlach y Hensel, 2007), ademas, también se ha
reportado la presencia de la misma isla en los serotipos de Dublin y Paratyphi.
(Jacobsen et al., 2011). Se ha sugerido también que la SPI-14 juega un rol en la
especificidad del hospedero, esta isla aparece en el genoma del serotipo Typhimurium
(Sabbagh et al., 2010). Todo lo anterior sugiere que la presencia de algunas SPI's en
unas cepas Yy sSu ausencia en otras, ayuda a que S. enterica exhiba los distintos

fenotipos que caracterizan a la subespecie.

Los genes que codifican la formacion de flagelos, que también son parte del genoma
accesorio, contribuyen a la adaptacion ecolégica del patégeno permitiendo a la célula
ajustar su expresion mediante la fase de variacion cuando encuentra un nuevo nicho
(Smith et al., 1990) y a la generacién de nuevos serotipos. La motilidad dada por los
flagelos juega un rol en la colonizacién del hospedero, adhesion superficial y formacion
de biofilm, por lo tanto, también son factores de virulencia importantes en Salmonella
(Horstmann et al.,, 2017). Esto explica parcialmente el por qué un serotipo de S.
enterica en particular, puede exhibir un determinado nivel de virulencia o poseer un

fenotipo en particular (Laing et al., 2017).

Los plasmidos de virulencia encontrados en algunos serotipos de Salmonella enterica
incluyendo Dublin, Cholerasuis, Gallinarum, Typhimurium y Enteritidis, aportan genes
como los spvRABCD; lo anterior es debido a que promueven la proliferacion intracelular
en los tejidos intestinales y en los sitios extraintestinales; lo anterior se traduce en un

aumento de la virulencia de las cepas que los contienen (Saldarriaga y Rugeles, 2001).

Otra caracteristica observada en ciertos serotipos de S. enterica es la resistencia a
antimicrobianos, que en gran parte también pertenece al genoma accesorio. Se han
observado cepas de S. enterica con presencia de genes que le permiten la resistencia
a la tetraciclina; los genes tetA, tetB, tetD y tetD son los mas frecuentes detectados en

enterobacterias y los mecanismos de resistencia que codifican esos genes incluyen
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eflujos dependientes de energia, proteccion ribosomal e inactivacion enzimatica (Nde y
Logue, 2008). El gen tetA ha sido encontrado en los plasmidos y en el cromosoma
mientras que los genes tetB, tetC y tetD han sido detectados en los cromosomas de
diferentes serotipos de S. enterica como Typhimurium, Enteritidis, Dublin, Choleraesuis,
Hadar y Saintpaul (French y Schwarz, 2000).

En el mismo orden, también han sido observado genes que confieren resistencia a la
estreptomicina como strA, strB, y aadAl, los cuales han sido descritos en genomas de

serotipos generalistas (Sundin y Bender, 1996).

La translocacion bacteriana es un mecanismo adaptativo, presente en el genoma
accesorio, que le permite a Salmonella pasar desde la mucosa intestinal hasta el

sistema linfatico y diseminarse a través del mismo (Vohra et al., 2019 a).

El género Salmonella muestra evidencia de una combinacion de factores intrinsecos,
procesos evolutivos y ambientes selectivos (nichos ecoldgicos) en su genoma. Dentro
de estos procesos, se ha sugerido que la recombinacién genética le ha conferido
habilidades qué le permiten responder ante presiones como la respuesta inmune por

parte del hospedero y al tratamiento con antibiéticos (Park y Andam, 2020).

l.e. Epidemiologia de la salmonelosis. Tifoidea y no tifoidea

Como se refiri6 anteriormente las cepas de S. enterica pueden dividirse por su
importancia clinica en cepas tifoideas, restringidas al humano, y en cepas no tifoideas
(SNT), que infectan a humanos y animales, con algunas pocas cepas altamente

adaptadas a alguna especie animal en particular (Cuadro 1).

Los serotipos de SNT estan adaptados para desatar un proceso de enteritis y para
desarrollarse en el ambiente que produce el intestino inflamado del hospedero. Usan
esta caracteristica para superar a la microbiota presente y asi vencer la resistencia a la
colonizacion (Stecher et al., 2007). Por otra parte, los serotipos tifoideos no presentan
esta caracteristica, en cambio, cuentan con la capacidad de prosperar en sitios
sistémicos (Gal-Mor et al., 2014).
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Cuadro 1. Agrupacion de serotipos de Salmonella en base a su hospedero

Grupo Serotipo Hospedero Infeccién
Generalistas S. enterica Humanos, aves, Enterocolitis en
serotipos bovinos, cerdos y humanos y cerdos,
Typhimurium, ratones asintomaticos en
Enteritidis, bovinos y aves,
Anatum, septicemia en
Kentucky, ratones
Reading
Adaptados al S. enterica Bovinos, cerdos Septicemia,
hospedero serotipos Dublin enterocolitis en
y Cholerasuis bovinos e infeccion
sistémica fatal en
cerdos
S. enterica
Restringidos al  serotipos Typhi Fiebre tifoidea en
hospedero y Paratyphi Humanos ambos

Adaptado de Vikash, 2013.

Las cepas tifoideas son causantes de la enfermedad llamada fiebre tifoidea o
paratifoidea (segun el serotipo involucrado) y causan sintomatologia practicamente
similar. Es una fiebre entérica invasiva, sistémica y potencialmente mortal. La
enfermedad es frecuente en paises en vias de desarrollo y su presencia esta asociada
a la poca disponibilidad tanto de agua como de alimentos inocuos, lo que propicia la
transmision fecal-oral (Gal-Mor et al., 2014).

Datos de los Centros para el Control de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC
por sus siglas en inglés) reportan 288 casos de fiebre tifoidea en ese pais en 2017
(CDC, 2017). Por su parte, la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) tiene
estimaciones anuales de mas de 11 millones de personas que enferman y de mas de
128 mil muertes a escala mundial (OMS, 2018 a). En México, datos del sistema
nacional de vigilancia epidemiologica de la Secretaria de Salud indican casi 28 mil

casos de salmonelosis tifoidea para el afio 2020 (SSA, 2020).

13



Por otro lado, a diferencia de la fiebre tifoidea, la salmonelosis atribuida a cepas de
SNT sucede préacticamente a nivel mundial. Datos de los CDC reportan anualmente
alrededor de 1.3 millones de personas infectadas con 26,500 hospitalizaciones,
ademas de 450 muertes en los Estados Unidos (CDC, 2018). Para el caso de México,
la Secretaria de Salud report6 un acumulado anual de casi 78,681 casos de
salmonelosis en 2020 (SSA, 2020). La transmision de esta enfermedad puede resultar
por contacto con animales infectados o por el consumo de alimentos contaminados
(CDC, 2018 b). Cabe indicar que, con base en la amplia distribucion y el mayor nimero
de casos, las cepas de SNT resultan de mayor relevancia en salud publica que las

tifoideas.

Los alimentos crudos de origen animal suelen estar frecuentemente vinculados a la
transmision de Salmonella. Entre estos, las carnes de diferentes animales juegan un
papel importante (CDC, 2018 b). En el caso especifico de los bovinos presentan
productos con presencia del patégeno, por ejemplo, las canales suelen ser reportadas
con porcentajes de positividad que van desde 1.5% en Canada (Bohaychuk et al.,
2011), 5.1% en Brasil (Cunha-Neto et al., 2017) y 15.4% en México (Perez-Montafio et
al., 2012). Las frecuencias de contaminacién con este patdgeno suelen ser mucho mas
elevadas en el caso de carne molida, observandose porcentajes de contaminacion de
8.3% en Brasil (Cunha-Neto et al., 2017), 20% en Malasia (Shafini et al., 2017) y hasta
68.5% en México (Cabrera-Diaz et al., 2012).

A pesar de las mdltiples acciones que se toman en rastros y en cadenas de distribucion
de los productos, la contaminacién con Salmonella sigue estando presente. El Ultimo
brote reportado en los Estados Unidos vinculado a la transmision de Salmonella Dublin
en carne molida de res inicid en agosto de 2019 y cobré una vida, ocho personas
requirieron hospitalizacion y 13 personas resultaron infectadas (CDC, 2019).

De aqui la importancia de estudiar las cepas asociadas con alimentos de origen animal,
entre ellos la carne de bovino, pues se ha demostrado que esta especie constituye un

reservorio importante de Salmonella (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Frecuencia de muestras positivas a Salmonella spp. en diferentes matrices

biologicas de la especie bovina

Pais Canales Afo Referencia
" Martinez-Chavez et al.,
Meéxico 18% 2015 2015
Irlanda 0.30% 2014 Khen et al., 2014
México 3% 2020 Garza-Garcia et al., 2020
Heces
México 91.00% 2017 Narvaez-Bravo et al., 2013
México 34% 2020 Garza-Garcia et al., 2020
Estados Unidos 9.10% 2017 Mollenkopf et al., 2017
Piel
México 92.40% 2013 Narvaez-Bravo et al., 2013
México 100.00% 2013 Gragg et al., 2013
Irlanda 0.80% 2014 Khen et al., 2014
Linfonodos
México 57.80% 2013 Gragg et al., 2013
USA 4-88% 2012 Haneklaus et al., 2012
México y

0 .
Estados Unidos 52% 2019 Nickelson et al., 2019

Carne molida

Irlanda 3.00% 2014 Khen et al., 2014
China 6.80% 2016 Yin et al., 2016
México 29.70% 2017 V|IIaIpandoégiJ7zman et al.,

Como se observa en Cuadro 2, se ha aislado Salmonella de muestras provenientes de
heces y de piel, lo que sugiere que los bovinos son portadores del patdgeno mediante
la ruta fecal-oral. Sin embargo, lo anterior no explica por completo la alta frecuencia de

contaminacién con Salmonella en productos como carne molida.
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Son diversos los estudios que han sugerido que Salmonella puede sobrevivir dentro del
sistema linfatico de los bovinos y los nddulos linfaticos ser una fuente de infeccion.
(Haneklaus et al., 2012; Gragg et al., 2013; Arthur et al., 2008). Los nédulos linfaticos
periféricos se encuentran distribuidos a lo largo de la canal, y suelen estar cubiertos de
tejido adiposo, por lo que se hace muy dificil su identificacion y su posible retiro a nivel
industrial. También, se ha encontrado positividad a la bacteria en diversos nddulos
linfaticos de animales (Garrido et al., 2019); principalmente en los mesentéricos,
aunque estos son generalmente retirados para el consumo humano, minimizando asi el

riesgo a la salud publica.

Se ha sugerido que una causa probable para la aparicion del patbgeno en carne
molida, es la practica de afiadir los nédulos linfaticos y grasa circundante de los
mismos como parte de los recortes para la elaboracion del producto (Arthur et al.,
2008). Para estimar la presencia en carne molida de Salmonella proveniente de los
nodulos linfaticos, el estudio de Li et al. (2015) mostré mediante el uso de modelos de
simulacién estocastica, que el 90% de la contaminacién con el patégeno al producto es

atribuida a los nédulos linfaticos.

En el estudio realizado en Estados Unidos por Arthur et al. (2008) se encontrd que, de
un total de 1,140 nodulos linfaticos obtenidos, aquellos correspondientes al flanco y
cuello de los bovinos, presentan porcentajes de positividad del patbgeno que van de
0.86 a 3.31%. El estudio de Haneklaus et al. (2012) demostr6 que los NLP
provenientes de animales de diferentes corrales de engorda, oscilaban en positividad a
Salmonella de 0y 88.2%. Por su parte, Gragg et al. (2013) encontraron prevalencias de
Salmonella en animales que arribaron a rastro de 55.9% para nédulos linfaticos
mandibulares, 91.2% en nodulos linfaticos mesentéricos, 7.4% para mediastinicos y
76.5% para nédulos subiliacos, lo que sugiere que Salmonella una vez que llega al

sistema linfatico, puede distribuirse a través del mismo.

Un hallazgo que resulta interesante es el de Webb et al. (2017), quienes encontraron
porcentajes de 7.1% de animales positivos para ganado proveniente de corral de
engorda comercial y de 8.1% para ganado de desecho. Ademas, encontraron que los
porcentajes de Salmonella aumentan durante la temporada mas calida del afio en
comparacion con la temporada fria (8.2 contra 2.4%, respectivamente). Esto sugiere
gue el sistema de produccion de los animales, asi como la época del afio, pueden
aumentar el riesgo consecuente de infecciones humanas.
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I.6. Diversidad y linajes genéticos de Salmonella en bovinos

La diversidad genética de S. enterica subsp. enterica que puede encontrarse circulando
en el nicho ecoldgico particular que representa la especie bovina, es amplia (Bosilevac
et al., 2009).

Sin embargo, hay poca informacion que permita establecer la cercania o divergencia
genética que pueden mostrar en cada caso particular, ya que, por lo general los

aislamientos no se caracterizan genéticamente.

Para poner en contexto la relevancia clinica de Salmonella, investigadores en otros
paises trabajando en ganado especializado en produccién de carne en engorda
comercial, compararon los patrones obtenidos a partir de la aplicacion de la técnica
molecular de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE por sus siglas en
inglés). Ello les confirmé la presencia de complejos clonales dentro de un mismo corral
de engorda, con un porcentaje cercano al 90% de homologia, lo cual sugiere la amplia
diseminacién de cepas entre los animales que habitan el corral (Mollenkopf et al., 2017)

y que tienen potencial para ser incorporadas a la cadena productiva de la carne.

Por otro lado, Sandt et al. (2013) encontraron mediante la aplicacién de PFGE patrones
iguales en cepas de S. enterica obtenidas a partir de muestras provenientes de
productos de bovinos con muestras provenientes de casos clinicos de humanos. Ello
llevd a los autores a sugerir que los animales de produccién, juegan un papel

importante en la aparicion de casos clinicos en humanos.

Al mismo tiempo, investigadores en Estados Unidos, (Rodriguez-Rivera et al., 2014)
encontraron evidencias que sugieren que cepas obtenidas a través de muestras
tomadas en el medio ambiente de granjas y heces de bovinos sin muestras de
sintomatologia clinica resultaron genéticamente similares a cepas que fueron

causantes de casos clinicos de salmonelosis en humanos en la misma area geografica.

Por otra parte, el serotipo Typhimurium de S. enterica, es uno de los mas comunmente
aislados (Lan et al., 2009) tanto de fuentes animales como de casos clinicos en
humanos (Andino y Hanning, 2015). Dicho serotipo ha desarrollado una diversidad
genética considerable, pues la mayoria de los aislamientos representan complejos
clonales simples (Lan et al., 2009). Por ejemplo, el linaje DT-04 se encuentra

diseminado alrededor del mundo en muestras de bovinos y ademas se ha observado
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gue presenta multiresistencia a antibioticos como la ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfonamida y tetraciclinas (Leekitcharoenphon et al., 2016); ademas de
la adquisicidn de resistencia adicional a antibiéticos como las quinolonas (Helms et al.,
2005). Lo anterior puede significar un problema de salud publica importante, por eso es
necesaria la identificacion de las cepas circulantes en animales de produccion como los

bovinos.

Ademas, se ha observado que genomas de serotipos de S. enterica adaptados a los
bovinos, muestran mutaciones puntuales en algunos genes. Por ejemplo, los genes
arnD, srmB y aspA estan involucrados en la modificacion de la membrana externa de
lipopolisacéaridos, ello sugiere que tales cambios se traducen en resistencia a los
tratamientos con polimixina y colisistina, que son antimicrobianos usualmente
empleados contra la enfermedad con manifestacion clinica en los bovinos. De igual
forma, los genes repE y hicB, cuyas funciones han sido relacionadas con la codificacion
de proteinas que favorecen la replicacién dentro de las células de hospedero y con la
produccion de toxinas que generan condiciones bacteriostaticas para otras células
bacterianas, han sido reportados en las cepas de Salmonella que se aislan en
muestras provenientes de bovinos y pueden significar una ventaja sobre otros
patégenos presentes al momento de la infeccion (Vila Nova et al., 2019).

Dada la cualidad de Salmonella de representar un microorganismo altamente clonal y
la capacidad para recombinar su genoma, resulta primordial realizar estudios que
proporcionen evidencia de la diversidad genética de cepas que circulan en algun nicho
en especifico para realizar una mejor caracterizacion de las mismas y generar posibles
estrategias de contencion o mitigaciéon del patégeno que coadyuven a minimizar

riesgos en salud publica.

Il. Metodologia

Il.a Aislamiento de cepas de Salmonella

Los genomas usados en este estudio fueron obtenidos de aislamientos provenientes de
un estudio previo conducido por nuestro equipo de trabajo (Palds et al., 2020). En dicho
estudio, los aislamientos fueron sometidos a la secuenciacion completa del genoma y
prediccion de serotipo In silico. Para describir aspectos relevantes de esos
aislamientos, se proveen algunos detalles que son importantes para para comprender

el desarrollo de mi trabajo.
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Los aislamientos obtenidos a partir de nodulos linfaticos superficiales de bovinos (LNS,
n=401) nédulos linfaticos profundos (LNP, n=399), carne molida con grasa (CG, n=382)
y carne molida magra (CM, n=363) fueron recolectados de canales de bovino en un
Centro de Distribucion en la Ciudad de México durante un periodo de dos afos (abril
2017 a diciembre de 2018). Las canales distribuidas en este Centro provienen de una
empresa verticalmente integrada (operaciones de engorda y matanza) localizada en el
estado de Veracruz. Los animales que se cosechan corresponden a machos jévenes
(entre 20 y 25 meses) de una cruza de Bos indicus. De cada canal se obtuvieron los
nodulos linfaticos superficiales (cervical superficial y subiliaco), profundos (axilar propio
y celiaco), carne magra y recortes de grasa y se sometieron a procedimientos de
deteccidn y aislamiento de Salmonella spp. Una descripcion completa de los analisis de
Salmonella se encuentra disponible en protocols.io
(dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bpybmpsn) asi como también en Palds et al. (2020)
Cada aislamiento fue obtenido de una muestra diferente en un periodo de dos afios de
muestreo. En general, se evidencié una fuerte asociacion entre el tipo de muestra y la
positividad a Salmonella (x?>=23.7, P<0.0001), con una mayor probabilidad de encontrar
muestras positivas en LNS que en las demas fuentes (razén de probabilidades 3.2,
intervalo de confianza al 95% 2.0-5.0, P<0.0001) (Cuadro 3).

Il.b Secuenciacion de genomas de cepas de Salmonella

Los aislados puros de Salmonella se sometieron a secuenciacion completa del
genoma. Se extrajo el acido desoxirribonucleico (ADN) de colonias incubadas en
medios de cultivo agar soya tripticasa (TSA) y agar xilosa lisina y desoxicolato (XLD),
para tal propésito se utilizd el kit de preparacion PCR-High Purity Template (Roche,
México) acorde con las instrucciones del fabricante. Después de esto, el ADN fue
cuantificado, usando el Fluorometro Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific México). La
secuenciacion se realiz6 en un equipo Nextseq de lllumina, mediante el uso del kit
Nextera XT version 3 (lllumina Inc. San Diego Ca. EUA); para preparar la biblioteca de
ADN con fragmentos de 150 pares de bases y una profundidad estimada minima de
30X. Las secuencias crudas se encuentran disponibles en la base de datos de National
Center for Biotechnology Information (NCBI) disponible en (http://www.ncbi.nlm-
nih.gov/). Los niumeros de acceso y metadatos se presentan en la seccién de Anexos,

en el Anexo 1.
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Las lecturas crudas obtenidas fueron sometidas a la prediccion de serotipo In silico
mediante el uso de la herramienta SeqSero (Zhang et al, 2015) (disponible en
http://www.genomicepidemiology.org) que compara la secuencia de los genes de los
antigenos somaticos (cluster de genes rfb y genes wzx y wzy) y flagelar (fliC y fljB) de
los genomas en estudio con una base de datos que contiene los genes de referencia
de ambos antigenos, utilizados para determinar el serotipo segun el esquema de
Kauffman-Whitte-Le Minor (Grimont et al, 2017). Los resultados se encuentran en Pal6s
et al. (2020)

Il.c Obtencién de genomas completos

A continuacion, las lecturas crudas se sometieron a procesos de evaluaciéon de calidad,
depuracion, ensamblado para generar genoma completo y se realizé la anotacién del

genoma.

Para evaluar la calidad inicial de las lecturas crudas se usoO el programa FastQC
(Andrews, 2010). Con estos resultados se busca minimizar el error en el llamado de
bases. Las lecturas crudas se sometieron a un proceso de depuracion que sirvié para
eliminar los adaptadores de secuenciacién de lllumina y para eliminar las lecturas de
pobre calidad. Lo anterior se realiz6 mediante el uso del programa Trimmomatic (Bolger
et al, 2014).

Después del proceso de depuracion, se procedié a realizar el ensamblado de las
lecturas crudas, para obtener un genoma completo; este paso se realiz6 mediante el
uso del servidor Pathogen Resource and Integration Center (PATRIC) (disponible en
https://www.patricbrc.org/) (Wattam et al, 2014) utilizando el algoritmo de ensamblado
SPAdes. Ademas, en este paso se realizé una evaluacion de calidad de los genomas
ensamblados, buscando tener el menor nimero de contings, y se constatd el tamafio
del genoma que en el caso de Salmonella consta de alrededor de 5,000,000 de pares
de bases (PB).

Finalmente, la anotacién del genoma se llevdé a cabo una vez que los genomas se
encontraban ensamblados, haciendo uso del servidor de Rapid Annotation Subsystem
Technology (RAST) (disponible en www.https://rast.nmpdr.org/) (Overbeek, et al., 2014)

sitio especializado en anotacion de genomas de células procariotas. RAST identifica las
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secuencias codificantes en los genomas ensamblados y le asigna funcion biologica en

caso de que esta sea conocida.

Il.d Pangenoma

Para conocer el contenido de genes conservados y los accesorios, asi como los grupos
de genes ortélogos tanto de genomas provenientes de cepas aisladas de carne molida
como aquellas aisladas de nédulos linfaticos, se realiz6 un andlisis de Pangenoma.
Esto se desarroll6 mediante el uso del programa: Bacterial Pan Genome Analysis
(BPGA) (Chaudhari et al., 2016).

Il.e Analisis Filogenético

En la aplicacion de estos andlisis, se generaron dos arboles de maxima verosimilitud
(ML por sus siglas en inglés) haciendo uso de la herramienta RAXML y basado en
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) bajo el modelo evolutivo GTR + GAMMA, y
con 100 repeticiones (bootstraps) para lo anterior, se utilizd el programa de PhaMe

(Phylogenetics and Molecular Evolution analisis tool) (Shakya et al., 2020).

Un primer andlisis se realizd utilizando 77 secuencias de genomas provenientes de

cepas aisladas y caracterizadas por Palds et al. (2020). (Cuadro 3).

Un segundo analisis fue desarrollado empleando 127 secuencias de genomas de
Salmonella enterica, de los cuales, 40 pertenecen al proyecto y fueron seleccionados
tratando de representar el arbol del primer andlisis y los 87 restantes se incluyeron en
base al serotipo y fuente (animal, vegetal, alimentos y origen clinico en humanos). Los
87 genomas fueron tomados de la base de datos publica del NCBI. Tanto los nimeros

de acceso como los metadatos se presentan en el anexo 1 en la seccién de Anexos.
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Cuadro 3. Procedencia de los genomas de cepas de Salmonella enterica usados en el
presente estudio (Nodulos linfaticos superficiales=LNS, nédulos linfaticos

profundos=LNP, carne molida con grasa=CG y carne molida sin grasa= CM).

Serotipo LNS LNP CG CM
Anatum 16 2 5 0
Reading 9 4 5 4
Typhimurium 1 0 4 6
London 4 4 1 0
Kentucky 5 0 0 1
Fresno 2 0 2 0
Give 1 0 0 0
Muenster 0 0 1 0

Para realizar los analisis de Pangenoma y Filogenéticos, los genomas se agruparon
como nodulos linfaticos y carne molida, independientemente de la matriz de

procedencia. Politica

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

lll.a Pangenoma indica presion evolutiva en el nicho ecolégico

Mediante la realizacion de un analisis de Pangenoma en las 77 cepas de Salmonella se
encontraron = 4,900 de genes totales (conservados y accesorios) y alcanzaron un
Pangenoma de 9,328 genes; esto concuerda con cantidades de genes presentes en

Salmonella previamente reportadas (Jacobsen et al., 2011).

[1l.al Genoma conservado
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Acorde con sus funciones conocidas, los genes pueden dividirse en genes esenciales y
genes no esenciales. Los esenciales son aquellos que pertenecen al genoma
conservado (core) y que son comunes a todos los genomas estudiados. Sus funciones
son imprescindibles para la bacteria porque codifican funciones fundamentales para la
vida. Mientras que los no esenciales pertenecen al genoma adaptativo (accesorio) y
estan relacionados con funciones que pueden ser silenciadas sin efectos letales para el

fenotipo (Dilucca et al., 2018).

En un analisis mas detallado, se observdé que dentro de los genomas de cepas
provenientes de nddulos linfaticos el promedio de genes conservados fue de 3,873 (DE
+ 155.37) mientras que para aquellas que procedieron de carne molida fue de 3,752
(DE £ 173.84) (Figura 3). Estos resultados indican que el promedio de genes
conservados es mayor en genomas de cepas que provinieron de nédulos linfaticos, por
lo que el nicho ecoldgico parece ofrecer condiciones para que Salmonella presente un

contenido mayor de estos genes, por lo tanto, parece estar mas adaptada a ese medio.
lll.a2 Genoma adaptativo

En el genoma adaptativo, se encontré en promedio un nimero mayor de genes, 1,042
(DE £ 97.88) para cepas provenientes de nddulos linfaticos, comparado con 1,122
genes (DE * 113.67) para cepas procedentes de carne molida (Figura 3). Este
resultado sugiere que las cepas de Salmonella provenientes de carne molida necesitan
mas genes que le permitan desplegar caracteristicas adaptativas en su nicho

ecoldgico.
[ll.a3 Funciones contenidas en los genomas

Los genes suelen agruparse en familias, de acuerdo al porcentaje de identidad de su
secuencia e identificando homologia dentro y entre genomas (Jacobsen et al., 2011).
Teniendo en cuenta lo anterior, las funciones de las familias de genes conservados, y
accesorios de los 77 genomas de este estudio fueron clasificados usando la base de
datos de los grupos de genes ortdlogos COG (de las siglas en inglés: Cluster of
Orthologous Groups) (Tatusov et al., 2003). Las funciones fueron catalogadas en 20

COG y se encuentran descritas en la Figura 3.

La Figura 3 muestra un mayor numero de genes adaptativos en 17 de 20 (85%) de los

COG’s. Las funciones de metabolismo, patogenicidad, reproduccion y de diversidad
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bacteriana son las que presentan una mayor cantidad de genes pertenecientes a esta
categoria. La abundancia en genes no esenciales en las categorias descritas sugiere
gue esas familias de genes fueron adquiridas para una mejor adecuacion a los nichos
ecoldgicos y mayor diversidad del patégeno. Asi mismo, la presencia de un mayor
namero de genes adaptativos (1,122), dentro de genomas de cepas provenientes de
carne molida sugiere que este nicho le representa una mayor dificultad de adaptacion
en comparacion con los nddulos linfaticos. Por otro lado, lo que contribuye a explicar la
adaptacién a multiples hospederos de parte de Salmonela enterica subsp. enterica es
el hecho de contener elementos dentro de su genoma accesorio que codifican para

procesos de invasion, supervivencia y multiplicacion (Vila Nova et al., 2019).
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Figura 3. Genes conservados y accesorios distribuidos en las diferentes categorias de
los grupos de genes ortélogos (COG) de las 77 cepas de Salmonella enterica
secuenciadas donde se observa un contenido superior correspondiente al genoma

accesorio en 17 de 20.
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lll.a4 Pangenoma y genoma conservado de cepas de Salmonella enterica.

La Figura 4, muestra el comportamiento del Pangenoma y del genoma conservado,
conforme se afiaden genomas, el Pangenoma aumenta y el conservado decrece, ello
muestra que Salmonella es un organismo de genoma cerrado, comparado con
bacterias como E. coli que suele ser mas abierto (Jacobsen et al., 2011), llegando a
presentar contenidos que van desde 4,200 hasta 5,500 genes totales (Robins-Browne
et al., 2016).

La linea de Pangenoma se muestra un crecimiento constante conforme se agregan
genomas y se van haciendo palpables los aumentos perceptibles en posiciones donde
ocurre una introduccion de serotipo nuevo en la linea de tiempo (Figura 4, resaltados
con puntos rojos). Por lo tanto, un factor como el cambio de serotipo, parece influir en

las diferencias del contenido genético conservado de las cepas.
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Figura (4) Diagrama del Pangenoma y el genoma core de 77 cepas de Salmonella
enterica. La linea azul muestra un aumento progresivo conforme se agregan genomas.
Los puntos rojos corresponden a la introduccién de nuevo serotipo.
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lll.b Filogenia revela el aporte de Salmonella de nédulos linfaticos a carne molida

El analisis filogenético aplicado a genomas de cepas de nodulos linfaticos y carne
molida se observa en la Figura 5. La cual fue elaborada con 77 genomas de Salmonella
enterica y muestra que se conformaron dos subclados genéticamente divergentes, con

100% de soporte estadistico.

En el subclado més pequefio (n=12) se agruparon genomas de cepas de los serotipos
Ketucky, Fresno, Give y Muenster; mientras que el otro subclado incluyé genomas de
las cepas restantes (n=65) y contiene los serotipos predominantes: Anatum, Reading,

Typhimurium y London.

La Figura 5 muestra que los serotipos Anatum, Reading, London, Kentucky y Fresno
fueron los mas frecuentes entre los aislamientos analizados (83.1%). Dentro de estos
mismos serotipos, se aprecian genomas que resultaron genéticamente indiferenciables
sin importar si procedieron de nddulos linfaticos o carne molida, lo anterior, con un
100% de soporte estadistico. Este resultado hace resaltar el papel de los nédulos
linfaticos provenientes de bovinos aparentemente sanos, como una fuente de

contaminacion a la carne molida con cepas de Salmonella enterica.

Dicho resultado se interpreta como un riesgo a la salud publica, toda vez que los
serotipos mencionados presentan una distribucion mundial y han sido previamente
vinculados a infecciones en humanos (Ferrari et al., 2019); ejemplo de lo anterior, son
las cepas de los serotipos Anatum y Reading. Asimismo, las cepas del serotipo
Kentucky son genéticamente similares a aquellas causantes de infecciones en
humanos en Estados Unidos (Haley et al., 2016). En México, existe presencia
documentada de serotipos de Salmonella enterica como Anatum, London, Reading y
Kentucky que han sido aislados e identificados a partir de fuentes animales (Contreras-
Soto et al., 2019). Esto soporta la idea de una potencial transmision del patdgeno entre

animales y humanos.

Por otro lado, el 15.6% del total de genomas analizados provinieron solamente de
aislamientos a partir de carne molida. Los serotipos identificados en este grupo
corresponden a Typhimurium y Muenster. Este resultado sugiere que la contaminacién
de la carne con este patdgeno puede tener también origen fecal, tal y como ya ha sido

documentado en estudios previos (Delgado et al., 2018; Gragg et al., 2013).
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Salmonella Typhimurium es reconocida por su relevancia epidemioldgica (Galmor et al.,
2014) y por presentar variantes diversas, una de estas es la Salmonella Typhimurium
ST 34, conocida por contener genes de resistencia antimicrobianos (Lou et al., 202) y
gue se encuentra difundida por diversos paises de Asia, América, Europa y Oceania y
ha sido aislada a partir de fuentes humanas y animales (Biswas et al., 2019). Ademas,
este serotipo es considerado un especialista en la colonizacién intestinal de los
animales (Baumer et al., 2011). El hecho de lograr la colonizacion del intestino de los
bovinos facilita su diseminacién en la cadena productiva, por la ruta fecal-oral; esto
resalta entonces las caracteristicas de la bacteria como un patdégeno transmisible por

alimentos.

Es de especial importancia, también, tener en cuenta el hecho de que los genomas de
las cepas del serotipo Typhimurium, con excepcion de uno, portaban una isla genémica
de resistencia (SGI1, del inglés Salmonella Genomic Island 1) (Figura 5), la cual
alberga genes como aadA2, blaCARB-2, floR, sull, gacEDeltal, y tetG (Brunelle et al.,
2017). Estos genes le confieren un fenotipo de resistencia contra multiples
antimicrobianos (MDR). Este ultimo resultado parece condicionar la sefial filogenética
gue se observa en la agrupacion de los genomas de Salmonella Typhimurium
presentes en la Figura 5, los cuales formaron dos subclados con un 100% de soporte
estadistico. Uno de esos subclados esta conformado por la cepa que carece de la SGI1
y el otro, contiene el resto de las cepas que si portan esta isla. La amplia distribuciéon
de la SGI1 entre las cepas del serotipo Typhimurium sugiere que esta caracteristica
gendmica podria conferir ventajas adaptativas en relacion con cepas que carecen de
ella. De hecho, el perfil de MDR de la cepa Typhimurium DT104, la cual comparte
caracteristicas genodmicas y fenotipicas con las cepas aqui estudiadas, es considerado
como uno de los factores claves de su amplia diseminacion a escala global
(Leekitcharoenphon et al., 2016).

También, es de especial importancia tener en cuenta el hecho de que las cepas del
serotipo Typhimurium aqui obtenidas, son portadoras del plasmido de virulencia
(pSLT), que le confiere al patégeno la capacidad de provocar infecciones invasivas (de
Jong et al., 2012). Si bien, este resultado, no parece manifestarse en la filogenia de la
Figura 5, es importante en situaciones donde haya condiciones para el desarrollo de
este tipo de infecciones, ya que le aseguran al patégeno un ambiente propicio para la

invasion, diseminacion y proliferacion.
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También encontramos, dentro del clado de genomas de cepas de Salmonella
Typhimurium una cepa que aparece alejada del resto y presenté al momento de la
serotipificacion la férmula antigénica: 14,[5],12:i;-, esto indica que esta cepa en
particular carece de la segunda fase flagelar del antigeno H (producida por el gen fljB)
por lo que es considerada una variante monofasica de Salmonella Typhimuirum. Esta
variante monofasica aumenta cada vez mas su presencia alrededor del mundo
(Bugarel et al., 2012).

La cercania mostrada por genomas de los serotipos Muenster y Give, se debe a que
estos serotipos comparten diversos factores de virulencia necesarios para la
colonizacion intestinal como las adhesinas bacterianas fimbriales del tipo 1 que son
expresadas por los genes fimACDFHIWYZ, y también, proteinas de adhesion, que son
codificadas por los genes misL, ratB, shdA y sinH. Asimismo, comparten factores de
respuesta al estrés, como el choque térmico que es producido por el gen rpoH y de
respuesta de tolerancia a la acidez que es producida por los genes rpoS y adA
(Delgado et al., 2018).

Otro resultado de gran relevancia es que el arbol de la Figura 5 evidencia una escasa
variacion intra-serotipos, ya que las cepas de un mismo serotipo fueron genéticamente
cercanas, y aunque los serotipos predominantes como Anatum, Reading y
Tiphymurium se dividieron en varios subgrupos, estos son cercanos genéticamente.
Esta diversidad reducida de serotipos puede deberse a factores tales como la
presencia diversificada de genes de resistencia y/o plasmidos en las cepas (Delgado et
al.,, 2018). Entre serotipos tampoco se observo una variacidn pronunciada, como se
detall6 anteriormente, la Figura 5 muestra 2 grandes clados, uno con mayor nimero de

genomas (n=65) que el otro (n=12).

En contraste a lo anterior, la representacion relativa de los serotipos en los dos afios de
muestreo si presentd una variacion considerable, porque, con excepcion del genoma
de Salmonella Typhimurium monofasica que provino de una fuente y afio diferente al
resto de genomas, en el resto de los serotipos descritos en el Cuadro 3, no existe otro

gue se haya aislado en ambos afios de muestreo.

Esto suele ser caracteristico de Salmonella, toda vez que el patdgeno muestra una
persistencia y un comportamiento estacionales, particularmente cuando ocurren altas

temperaturas y precipitaciones, como es el caso de las regiones tropicales y

28



subtropicales (Liu et al., 2018). En el estudio desarrollado por Palos et al., (2020) los
resultados también mostraron un aumento en el numero de aislamientos de Salmonella
dentro de meses célidos. De hecho, el porcentaje en el aislamiento del patégeno puede
estar determinado por temporada del afio, region geografica y sistema de produccion
(Webb et al. 2017).

Por otro lado, resulta poco probable que las cepas aisladas a partir de nddulos
linfaticos hayan ingresado y alcanzado este tejido por via intestinal. La presencia del
patdgeno en el intestino, provocaria una gastroenteritis y como consecuencia una
diarrea que terminaria eliminando al patégeno por las heces (Baumer et al., 2011), por
lo que, un eventual ingreso por via intestinal le representa un callejon sin salida a estas
cepas de Salmonella no tifoidea. Para poder traspasar la barrera intestinal, las cepas
de Salmonella requieren de la presencia en su genoma de elementos como el plasmido
de virulencia de Salmonella (spv), que es necesario para la supervivencia dentro de
macrofagos y la posterior diseminacion sistémica por la via linfatica (Baumer et al.,
1998). En una revisién de los metadatos, los genomas de las cepas de Salmonella
enterica provenientes de nodulos linfaticos carecen del referido plasmido (Garcia et al.,
2019). Ademas, las cepas portadoras de spv causan infecciones invasivas graves
(Galmor et al., 2014) y no seria l6gico que los bovinos que presentaran signos de
enfermedad, fueran aprobados para matanza y posterior consumo humano. En el
estudio de Olafson et al. (2016) se concluye que Salmonella enterica tiene una via de
entrada transdérmica al sistema linfatico de los bovinos, como consecuencia de una
prolongada exposicidn a las picaduras de Haematobia irritans, que previamente fueron
contaminadas con cepas de Salmonella enterica. Esto, se hace mucho mas evidente
durante las épocas calidas, cuando este tipo de insectos proliferan; esto podria ser un
factor influyente de la variacion observada de los serotipos encontrados a lo largo del

tiempo (Figura 5).

lll.c Filogenia muestra persistencia de cepas de Salmonella enterica en diferentes

fuentes

El arbol filogenético presentado en la Figura 6, muestra cercania geneética de los
genomas de cepas obtenidas en el presente trabajo con aquellas obtenidas a partir de
distintos alimentos (vegetales, carne molida, pollo, etc.), en un periodo mayor a los 10
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afos. Con este arbol se pone en evidencia la capacidad del patdogeno para diseminarse
y persistir en diversos nichos ecoldgicos, ademas muestra su aptitud para dispersarse
en las diversas cadenas alimenticia. Ejemplos de esta persistencia se observan dentro
de los serotipos Kentucky, Fresno, London, Reading y Typhimurium. En México,
Contreras-Soto et al, (2019) documentaron la presencia de cepas de Salmonella
enterica, serotipos Typhimurium, Anatum, Reading, London, Give, Muenster, y
Kentucky; que fueron aisladas a partir de fuentes animales, vegetales y el ambiente en
el periodo de 1968 a 2018.

Por otro lado, al agregar genomas de diversos origenes al arbol filogenético, se
encontrd6 un comportamiento polifilético, es decir, que no parecen provenir de un
ancestro comun. Este fendmeno ha sido reportado en serotipos de Salmonella enterica
como Newport (Cao et al., 2013).

En la Figura 6 se aprecia un comportamiento polifilético en serotipos como Fresno,
Reading, Give y Kentucky, observandose la asociacion entre genomas de cepas de los
serotipos Fresno-Anatum provenientes de fuentes vegetales con bovinos. También, los
genomas de los serotipos Reading-Muenster provenientes de bovinos se asocian con
casos clinicos en humanos. Lo anterior sugiere que las cepas de estos serotipos que
son polifiléticas y presentan una diferenciacion que estd determinada por el nicho
ecoldgico. En el resto de los serotipos donde se observa un comportamiento polifilético,
no parece haber una asociacion entre fuentes o entre é&reas geogréficas. El
comportamiento polifilético en cepas de Salmonella enterica fue reportado en el estudio
desarrollado por Pornsukarom et al. (2018), quienes aplicaron analisis filogenéticos a
cepas de Salmonella y observaron la presencia de genomas unicos que no agruparon
en los clados principales de sus respectivos serotipos, la diferencia fue atribuida a la

fuente de donde se obtuvieron las cepas (ambiente, animal y vegetal).

Otro resultado importante obtenido del analisis de la filogenia del arbol de la Figura 6,
es la evidente cercania genética que muestran los genomas de cepas de todos los
serotipos encontrados en este estudio con aquellos que provinieron de casos clinicos

en humanos.

Esto acentta el rol de los bovinos como diseminadores de Salmonella, que es liberada

al medio ambiente, agua y alimentos y que pueden afectar a otros animales dentro de
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las granjas (Ferrari et al., 2019). Ademas de lo anterior, estos resultados sitian a los

bovinos como reservorios de cepas de Salmonella capaces de afectar al humano.
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Figura 5. Arbol de maxima verosimilitud basado en polimorfismos de un solo nucleotido,
generado con RAXML bajo el modelo evolutivo GTR+I y con un remuestreo
(bootstraping) de 100, elaborado con PhaMe. Muestra 77 cepas de Salmonella enterica
provenientes de carne molida (rojo) y nédulos linfaticos (azul). En los serotipos Anatum,
London, Reading, Fresno y Kentucky se observa clonalidad entre cepas sin importar su
origen. Por el perfil su de resistencia a antimicrobianos, las cepas sefialadas con punto
(e) son pansuceptibles, con rombo (¢) monoresistentes, flecha derecha (»)
biresistentes y flecha arriba ( A) multirresistentes.

32



[ Kentcky_11_Meces_umane_ustala 2018+

vk 4 Foksine Soya_ Wi 2507

g o

1 . T sty 9 B USA 2019

; ~Reading_11_oces_Humano_Cinsda 2018+
[ Muenster_11_Heces Mumasa_USA 2019+

[ M o S 08

Moma_3 pua_io Srsion_2016

Fresno, AKH_Carne_Mobds_Méxica 2017
Fresno_Avesé_Linfonodos_ wixin_2017
Fresno_8_Hamano_USA_2017%
Fresno_10_ pmano_uK_20164
{ Fres_2_Boion, USA 012
a2 B LEA_ 2012
[ Fresm3 ooV 2001
. Anstum_11, Weces Hemann_USA_20064
Anatum_Aéa_Lintnodos Wixico_3017
‘Anstu_AMSA_Linfonodos Méxko_2017
Anatum_AM39 Lintonodos ek, 2017
s Anatuen_AM450,_Linfonodos_Wxics_3017
Anatun AK7S Linfonados Mésica 2017
' Anstum_AKTS,_Carne Mollds_Méxica_2017
- nstum 1
Anatum_AM46_Linfonodos_Wixica_2017
Aastum_AKT_Lnfonodos Wxn_a017

Anatum_AMS9_Lintsnodos_Wixicy_2017

s
.
— [ s
Loren 3 Game USA 318
’—< Londan_AME3_Unfonodos_Mixice 2017
: ' [~ Londsn_ANSS_Linfonodas_Wéxico_2117

. L London A4 _Carme_Molda_ M 2017
1 T Londan_AM4S_Linfonodos_Méxice_2017
' : Loadon_ 4487 _Uinfnodos Mbsice 2017
. : Loncn 1 Cama Mol Guscaigra 2013
N Londan_AMS0_Linfonodos_Méxice_2017
a0

S SR
, : [P ——
e N S

L Londsn.$_Qerdo LUSA 2016

'
[ Fapfing 3 Cama_ Molda_USA_ 04

eading ANIA_Carne_Molids Wdca_2018
' Rendng§ B IS8 2017

Seing 7 Sodno_U5h_ 2018
Reading_AKE3 Linfonodos_Méxica_2018
Vexico_2(

sasing 211
Reading_AK86_Linfonodos_México_2018
' Reading AKE2 Linfunsdes Mexio, 2018
. Readiog ANS1_Come_Molds_Mézkn_ 1018
J ' L Reading ANDG_Linfonsdes Méskco_2018
' : | Reading_ANS4_Carme_ Mol Wixico_2014
. L beadiog ANS?_Carme Mollda_Mbdcn_2013
Rending AMSS._Linfinodos_Mxics_2018
-
s
m 10 A

Typhimram_§ paces Armal_ecs 2008

Fren_3 Aenso (K189
Reforenc_Typh_ €718

Figura 6. Arbol de méaxima verosimilitud basado en polimorfismos de un solo nucleétido
bajo el modelo evolutivo GTR+[. Muestra 126 cepas de Salmonella enterica
provenientes de diversas fuentes. Las cepas provenientes de origen clinico en
humanos se sefalan con un rombo (¢). Las cepas que muestran comportamiento
polifilético se encuentran escritas en cursivas. Las cepas de origen clinico en humanos
qgue son clonales con cepas provenientes de bovinos se marcan con flecha («).
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IV. Conclusiones

El presente trabajo demostr6 que la inclusiébn de nodulos linfaticos de bovinos
aparentemente sanos a la carne molida, constituye una fuente importante de
contaminacion con cepas de Salmonella enterica de importancia clinica a este producto

puede significar un riesgo a la salud publica.

34



V. Anexos
Anexo 1.

Metadatos y calidad de los 77 genomas de cepas de Salmonella enterica utilizados en
la elaboracién del andlisis de Pangenoma y para la construccion del analisis

filogenético mostrado en la Figura 5.
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NOm.

Tamairio del

Genoma Serotipo Biomuestra Fuente : %de GC N50 L50
Contings genoma

AK67 London SAMN12345825  Linfonodo 79 4'625,233 52.26 100,798 15
AKG68 Typhimurium SAMN12345826  Linfonodo 94 4'878,116 52.20 107,374 12
AK69 Anatum SAMN12345827  Linfonodo 59 4'679,792 52.15 162,707 9
AK70 Anatum SAMN12345828  Linfonodo 69 4'680,675 52.16 154,880 9
AK71 Anatum SAMN12345829  Linfonodo 69 4'678,404 52.16 163,923 10
AK72 Anatum SAMN12345830  Linfonodo 79 4’678,539 52.17 139,371 10
AK73 Anatum SAMN12345831  Linfonodo 44 4'684,600 52.14 405,090 5
AK74 Anatum SAMN12345832  Linfonodo 44 4'676,409 52.14 405,090 5
AK75 Anatum SAMN12345833  Linfonodo 52 4’688,309 52.15 303,902 6
AK76 Anatum SAMN12345834 Carne Molida 89 4’686,870 52.16 137,319 11
AK77 Reading SAMN12345835  Linfonodo 92 4’820,039 52.24 112,920 14
AK78 Anatum SAMN12345836 Linfonodo 74 4’685,760 52.15 182,618 9
AK79 Anatum SAMN12345837  Linfonodo 81 4'679,103 52.16 152,395 11
AK80 Fresno SAMN12345838 Carne Molida 101 4’835,458 52.18 92,473 16
AK81 Anatum SAMN12345839 Carne Molida 55 4’680,836 52.15 223,240 7
AK82 Reading SAMN12345840  Linfonodo 83 4'821,481 52.23 156,799 12
AK83 Reading SAMN12345841  Linfonodo 80 4'820,921 52.23 143,269 13
AK84 Reading SAMN12345842 Linfonodo 61 4’788,193 52.24 240,743 7
AK85 Anatum SAMN12745979 Linfonodo 55 4’686,724 52.14 273,882 6
AK86 Reading SAMN12745980 Carne Molida 90 4'792,009 52.26 144,550 10
AM36 Reading SAMN12745981  Linfonodo 56 4'817,507 52.23 265,489 7
AM39 Anatum SAMN12745982  Linfonodo 53 4'769,776 52.10 236,074 7
AMA40 Anatum SAMN12745983  Linfonodo 28 4'677,925 52.14 396,448 5
AM42 Muenster SAMN12745984  Linfonodo 41 4’755,413 52.13 316,789 6
AM44 Anatum SAMN12745985 Carne Molida 36 4’678,081 52.14 269,637 6
AMA45 London SAMN12745986  Linfonodo 61 4637,813 52.24 401,391 5
AM46 Anatum SAMN12745987 Carne Molida 40 4'677,770 52.14 288,562 7
AM47 London SAMN12745988 Carne Molida 42 4'662,895 52.21 226,033 6
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AMA48
AMA49
AMS0
AM51
AMS52
AMS3
AMS54
AMS5
AM56
AMS7
AM58
AMG60
AMG63
AMG8
AM74
AM78
AM79
AMS81
AMS83
AMB86
AM87
AMB89
AM90
AM95
AM98
ANO3
ANO4
ANO5
ANOG6
AN12

Reading
London
London
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Anatum
Reading
London
Anatum
London
Fresno
Anatum
Kentucky
Reading
Fresno
Fresno
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Kentucky
London
Reading
Reading
Reading

SAMN12745989
SAMN12745990
SAMN12745991
SAMN12745992
SAMN12745993
SAMN12745994
SAMN12745995
SAMN12745996
SAMN12856886
SAMN12856887
SAMN15872724
SAMN12856888
SAMN12856889
SAMN12856890
SAMN12856891
SAMN12856892
SAMN12856893
SAMN15872725
SAMN12856894
SAMN12856895
SAMN12856896
SAMN12856897
SAMN12856898
SAMN12856899
SAMN12856900
SAMN15872719
SAMN15872720
SAMN12856901
SAMN12856902
SAMN12857423

Carne Molida
Linfonodo
Linfonodo
Linfonodo
Linfonodo
Linfonodo
Linfonodo

Carne Molida

Carne Molida

Carne Molida

Carne Molida
Linfonodo

Carne Molida
Linfonodo
Linfonodo
Linfonodo
Linfonodo
Linfonodo

Carne Molida
Linfonodo

Carne Molida
Linfonodo

Carne Molida
Linfonodo
Linfonodo
Linfonodo

Carne Molida
Linfonodo
Linfonodo
Linfonodo

62
42
41
73
57
57
66
79
57
60
82
67
49
37
44
46
29
111
81
45
46
42
45
31
51
110
88
52
57
59
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4'808,815
4'626,147
4'627,332
4'799,814
4’808,258
4'808,916
4'808,055
4'804,934
4'808,645
4’808,398
4'624,165
4'818,500
4'677,647
4'682,568
4'666,398
4'835,008
4'678,745
4'739,128
4'813,087
4'832,960
4'832,753
4'678,188
4'677,506
4'687,917
4'677,807
4'749,098
4'584,195
4'775,524
4'808,339
4'808,504

52.24
52.25
52.25
52.24
52.24
52.24
52.15
52.25
52.24
52.24
52.28
52.23
52.14
52.14
52.21
52.17
52.45
52.33
52.23
52.17
52.17
52.14
52.15
52.14
52.15
52.33
52.36
52.25
52.24
52.24

167,891
307,420
406,101
168,863
256,621
231,062
168,388
74,808
238,893
175,964
96,769
175,964
226,033
318,125
405,969
407,875
414,143
77,864
144,046
325,551
267,949
242,888
245,620
405,090
241,362
71,206
96,311
201,879
175,964
175,964

g1 o ©
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AN13
AN14
AN15
AN22
AN23
AN24
AN26
AN27
AN30
AN31
AN32
AN33
AN34
AN35
AN36
AN37
AN38
AN39
AS56

1,4,[5],12:i:-
Reading
London
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Reading
Kentucky
Typhimurium
Reading
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Give

SAMN12857424
SAMN12857425
SAMN12857426
SAMN12857427
SAMN12857428
SAMN12857429
SAMN12857430
SAMN12857431
SAMN12857432
SAMN12857433
SAMN15872721
SAMN15872722
SAMN12857434
SAMN12857435
SAMN12857436
SAMN12857437
SAMN15872723
SAMN12857438
SAMN12857439

Linfonodo
Carne Molida
Linfonodo
Carne Molida
Linfonodo
Linfonodo
Carne Molida
Linfonodo
Carne Molida
Linfonodo
Carne Molida
Carne Molida
Carne Molida
Carne Molida
Carne Molida
Carne Molida
Carne Molida
Carne Molida
Linfonodo

104
48
74
50
48
59
84
51
56
79

144

139
73
73
58
53

140
59
29

5°096,086
4'773,869
4'626,552
4'806,748
4’807,080
4'807,495
4'822,495
4'806,590
4'915,760
4'822,015
4'874,562
4'877,279
4'929,918
4'929,647
4'929,871
4'930,120
4'873,472
4'930,447
4'680,120

50.56
52.25
52.24
52.16
52.17
52.17
52.23
52.16
52.14
52.24
52.27
52.25
52.12
52.12
52.12
52.12
52.22
52.12
52.08

181,603
293,394
405,207
200,196
213,892
148,942
118,532
113,043
225,558
108,191
56,087
62,049
196,601
170,627
204,597
223,108
61,828
196,601
409,925

10

o 01 O

10
12

0o

11
26
24

11

\l

22
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Anexo 2. Listado de datos de 87 genomas de Salmonella enterica tomados de la base

publica de NCBI. Los 40 genomas restantes para completar 127 y que son mostrados

en la Figura 6 fueron tomados del anexo 1 y se resaltan con color rojo.

No

O© O ~NO O WN B

Serotipo
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Reading
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
Typhimurium
London
London
London
London
London
London

Biomuestra
SAMNO02709277
SAMNO02352684
SAMN10261437
SAMN12984961
SAMNO02345140
SAMN10261271
SAMNO02698087
SAMNO02678820
SAMN10261435
SAMNO02344940
SAMNO02716856
SAMNO03577670
SAMNO03577670
SAMNO02344946
SAMNO02742081
SAMNO08472586
SAMNO04316385
SAMN09489526
SAMNO09954719
SAMNO02646881
SAMNO02908547
SAMN12767583
SAMN10076455
SAMN10076456
SAMN11806968
SAMN11806976
SAMNO02846093
SAMNO02846095
SAMNO02847330
SAMNO02845563
SAMN10261463
SAMN09638224
SAMNO03795199
SAMNO03577653
SAMNO02845131
SAMNO06256214
SAMNO02314178
SAMNO05274322
SAMNO04160883

37

Fuente
Papaya
Papaya
Caprina
Mole en Polvo
Té
Agua de rio
Albahaca
Calabaza
Caprina
Agua de canal
Clinica-Humano
Bovino
Bovino
Hisopo-Humano
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Bovino
Carne molida
Bovino
Clinica-Humano
Carne
Bovino
Intestino-Humano
Carne
Bovino
Bovino
Papaya
Camaron congelado
Pollo
Agua
Clinica-Humano
Carne molida
Chirostoma
Carne
Cerdo
Cerdo
Cerdo



40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

London
London
London
London
London
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Kentucky
Give
Give
Give
Give
Give
Give
Give
Give
Give
Give
Give
Fresno
Fresno
Fresno
Fresno
Fresno
Fresno
Fresno
Fresno
Fresno
Fresno
Muenster
Muenster
Muenster
Muenster
Muenster
Muenster
Muenster
Muenster

SAMNO06161169
SAMN12842784
SAMNO6754686
SAMNO02918770
SAMNO7554941
SAMNO02918789
SAMNO02845340
SAMNO02844288
SAMNO02844541
SAMNO04606487
SAMNO2678777
SAMNO02344887
SAMNO02845339
SAMN13624454
SAMNO09866428
SAMNO08784247
SAMNO3577640
SAMNO03577642
SAMNO02844462
SAMNO02843916
SAMN10261416
SAMNO02844094
SAMN10261464
SAMN10261477
SAMNO02344956
SAMN10261438
SAMNO08395761
SAMN10292989
SAMNO09791879
SAMNO03569078
SAMNO02847290
SAMNO05001784
SAMNO02844214
SAMNO07135266
SAMNO09009112
SAMNO02845045
SAMNO09504414
SAMNO3577645
SAMNO03577663
SAMN10261301
SAMN10261298
SAMN10261300
SAMN10261304
SAMN10261299
SAMNO02483558

38

Pavo
Cerdo
Cerdo

Jugete para mascotas

Clinica-Humano
Trigo
Queso
Nueces
Proteina de Soya
Camaroén
Harina de Trigo
Perejil
Queso
Bovino
Bovino
Clinica-Humano
Carne molida
Carne molida
Queso
Queso
Agua de canal
Caracoles
Bovino
Bovino
Papaya
Cabra
Clinica-Humano
Bovino
Bovino
Alimento animal
Ajonjoli
Clinica
Pescado
Cerdo
Clinica
Ajonjoli
Clinica-Humano
Bovino
Bovino
Agua de rio
Agua de rio
Agua de rio
Agua de rio
Agua de rio
Manzanilla



85 Muenster SAMNO02918851 Juguete para mascotas
86 Muenster SAMNO02918779 Comida para mascotas

87 Muenster SAMN11435804 Clinica-Humano
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN02918779
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