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RESUMEN

La salmonelosis es una zoonosis por lo que es considerada un problema de salud
publica y animal a nivel mundial. Nuestro pais carece de una base de datos
epidemiologica de Salmonella en bovinos que nos permita conocer la frecuencia
de infeccién del ganado debida a este género, y qué serotipos son los mas
frecuentes. El bovino tiene papel de reservorio y algunos pueden estar como super
diseminadores poniendo en riesgo al hato y la salud humana. El objetivo de este
trabajo fue tipificar molecularmente aislamientos de Salmonella spp., provenientes
de bovinos clinicamente sanos. Se trabajaron 20 muestras provenientes de recto
de bovinos del estado de Veracruz, aisladas en el afo 2012. La identificacion
fenotipica y la Concentracién Minima Inhibitoria de las muestras se realizaron
utilizando el sistema semi automatizado VITEK 2. Para la identificacion molecular
se realizo la PCR de colonia amplificando un fragmento del gen invA de 284 pb.
Se utilizé la Tipificacion por Secuencias Multi-Locus para determinar la Secuencia
Tipo de los aislamientos. Mediante el sistema VITEK 2, 19 aislamientos fueron
identificadas como Salmonella enterica spp. enterica y 1 aislamiento como
Salmonella enterica serovariedad Gallinarum, estos resultados se confirmaron de
forma molecular debido a que los 20 aislados amplificaron el fragmento
correspondiente al fragmento de 284 pb del gen invA especifico de este género. El
100% de los aislamientos presentaron resistencia a amikacina, cefazolina y
gentamicina. El 70% de los aislamientos fue resistente a tobramicina, el 35% a
nitrofurantoina, el 15% a ampicilina, el 10% a ampicilina con sulbactam, el 5% a
cefoxitina, el 50% de los aislados presentaron multidrogo resistencia. De los 20
aislamientos, 14 fueron ST19 (S. Typhimurium), cada uno de los seis aislados
restantes corresponden a diferente ST, ST78 (S. Gallinarum), ST83 (S.
Muenchen), ST138 (S. Montevideo), ST139 (S. Choleraesuis), ST198 (S.
Kentucky) y ST2858 es serotipo no definido. El esquema MLST de siete genes
permitié la identificacion de los serotipos de Salmonella, asi como la determinacién

de la secuencia tipo de cada aislamiento.
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ABSTRACT

Salmonellosis is a zoonosis and is considered a public and animal health problem
worldwide. Our country lacks an epidemiological database of Salmonella in cattle
that allows us to know the frequency of cattle infection due to this genus, and
which serotypes are the most frequent of this infection. The bovine has a role of
reservoir and some can be as super disseminators putting at risk to the herd and
human health. The objective of this work was to molecularly characterize strains of
Salmonella spp. from clinically healthy cattle. Twenty samples from the rectum of
bovines of the state of Veracruz, isolated in 2012, were worked. The phenotypic
identification and Minimum Inhibitory Concentration of the samples were performed
using the VITEK 2 semi automated system. For molecular identification, colony
PCR was performed by amplifying a fragment of the invA gene of 284 bp. Multi-
Locus Sequence Typing was used to determine the Sequence Type of the isolates.
By means of the VITEK 2 system, 19 isolates were identified as Salmonella
enterica spp. enterica and 1 isolation as Salmonella enterica serovar Gallinarum,
these results were confirmed molecularly because the 20 isolates amplified the
fragment corresponding to the 284 bp fragment of the invA gene Specific of this
genus. 100% of the isolates showed resistance to amikacin, cefazolin and
gentamicin. 70% of the isolates were resistant to tobramycin, 35% to nitrofurantoin,
15% to ampicillin, 10% to ampicillin with sulbactam, 5% to cefoxitin, 50% of
isolates had multidrug resistance. Of the 20 strains isolates, 14 were ST19 (S.
Typhimurium), each of the remaining six isolates corresponded to different ST,
ST78 (S. Gallinarum), ST83 (S. Muenchen), ST138 (S. Montevideo), ST139 (S
Choleraesuis), ST198 (S. Kentucky) and ST2858 is non-defined serotype. The
seven-gene MLST scheme is a method of unambiguous identification of
pathogenic bacteria of global concern, including Salmonella spp.



INTRODUCCION

La salmonelosis es considerada un problema de salud publica y animal a nivel
mundial, la infeccidn se disemina comunmente por la ingesta de agua y alimentos
contaminados, sin embargo, el contacto directo con animales infectados es
considerado como otra probable via de infeccion (Mussaret B. Z., et al., 2012;
2008; Cummings K.J, et al., 2010; Figueroa O. I., y Verdugo R. A., 2005). Los
microorganismos del género Salmonella se han aislado de diversas fuentes, como
aguas residuales, alimentos de origen animal, heces, suelo, entre otros.
Salmonella es un patégeno zoondtico, por lo tanto la infeccion se puede transmitir
de animales a humanos, tiene como principales reservorios a animales utilizados
para el consumo humano, pollo, ganado porcino y bovino, los cuales pueden
infectarse directamente en las granjas o por contaminacién cruzada en la cadena
de produccién, en el humano la infeccidn se adquiere con frecuencia después de
ingerir alimentos de origen animal contaminados, generando desde una infeccion
intestinal aguda, sin discriminar edad, hasta infecciones invasivas graves como
bacteremia y meningitis en lactantes, ancianos y pacientes inmunocomprometidos,
por lo que se considera uno de los cinco patégenos zoondticos mas importantes
transmitidos por alimentos (Mussaret B. Z, et al., 2006; 2006; Torpdahl M, et al.,
2005; Montano P. J., et al., 2012; Pierre W, et al. 2011; Acha P. N. et al., 2001).

En 1880, el patélogo y bacteridlogo aleman Carl Joseph Eberth observé por
primera vez los bacilos de Salmonella presentes en nédulos linfaticos y bazo de
casos de fiebre tifoidea, por lo que fueron nombrados, en aquel tiempo, como
bacilos de Eberth o Eberthella typhosa. Fue hasta el afno 1900 que Ligniéres
propuso que estos bacilos fueran nombrados como Salmonella en honor al Médico
Veterinario Daniel Elmer Salmon que, junto a Theobald Smith obtuvieron el primer
aislamiento de la denominada en ese momento como S. cholerae-suis (Faura A.
C, et al. 2008).



Generalidades

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que se encuentra
conformado por un grupo grande y heterogéneo de bacterias Gram negativas.
Salmonella es un género constituido por bacilos de corta longitud que miden 2-3
pm de largo x 0.4-0.6 ym de ancho, no forman esporas, algunos serotipos poseen
capsula, son moviles por la presencia de flagelos peritricos (excepto S. Gallinarum
y S. Pullorum que son inmoviles). Son bacterias anaerobias facultativas, por lo que
pueden desarrollar un metabolismo respiratorio cuando se encuentran bajo
condiciones aerobias y un metabolismo fermentativo mixto en condiciones
anaerobias. La mayoria de los serotipos crecen 6ptimamente a 37°C, sin embargo,
pueden desarrollarse en un rango amplio de temperatura entre los 7°C y 48°C, con
un pH que oscila entre 4 y 8, esta caracteristica les confiere la capacidad de
resistir el ambiente acido del estbmago que aunado a su vida intracelular
facultativa invade células del epitelio intestinal (Figueroa O. I., y Verdugo R. A,
2005; Faura A. C, et al., 2008).

Clasificacion

Tomando en cuenta la distancia genética del género medida por hibridacion DNA-
DNA, se obtuvo como resultado la identificacion de dos especies, S. bongori y S.
enterica. La especie S. enterica se divide a su vez en seis subespecies, enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae (Faura A. C, et al. 2008). Segun
el esquema de Kauffmann-White, el cual se basa en los antigenos flagelar (H1 y
H2), somatico (O) y Vi, polisacarido capsular (S. Typhi, S. Dublin y S. Paratyphi),
existen 64 antigenos O y 114 antigenos H, y sus combinaciones resultan en mas
de 1500 serotipos dentro de S. enterica subespecie enterica y mas de 2000
serotipos en las otras subespecies de S. enterica, incluyendo los serotipos de S.
bongori (Figueroa O. I., y Verdugo R. A., 2005, Achtman M, et al. 2012).



Factores de virulencia

Salmonella es un patégeno primario que destruye barreras celulares que
normalmente restringen el paso, se establece en tejido produciendo dafo celular,
la interaccidén con el hospedero es compleja por lo que necesita expresar factores
de virulencia especificos que le permiten establecerse dentro del hospedero para
transmitir nuevamente la infeccion. Los genes de virulencia que codifican para
estos factores se localizan en 19 Islas de Patogenicidad de Salmonella (IPS,
Cuadro 1).

Las IPS han sido adquiridas por transferencia horizontal, algunas se conservan
dentro del género, otras son especificas para algunos serotipos. Los genes de
virulencia involucrados en la fase intestinal de la infeccién se localizan en la IPS-1
e IPS-2, mientras el resto de las IPS son necesarias para originar una infeccién
sistémica, sobrevivencia intracelular, expresién de fimbrias, resistencia a
quimioterapéuticos, y captacion de hierro y Mg?*. Dentro de los factores de
virulencia que contribuyan a la patogenicidad de Salmonella se encuentran, el
regulador transcripcional principal, factores para invasion de células epiteliales,

factores requeridos para infeccidn sistémica, toxinas y plasmidos de virulencia.

El regulador transcripcional principal estd formado por dos sistemas de
componentes reguladores, PhoP y PhoQ que regulan la expresion de mas de 40
genes relacionados con la virulencia en humanos y modelo de ratén,
sobrevivencia dentro del macrofago, crecimiento en succinato como fuente uUnica
de carbon y poder crecer en concentraciones limitadas de magnesio. Los factores
para la invasion de células epiteliales son un grupo de proteinas involucradas en la
adhesion y es mediada por al menos cuatro fimbrias diferentes fimbria tipo | (fim),
fimbria agregativa delgada o curli (agf, csg), fimbria codificada en plasmido (pef), y
fimbrias polares largas, ademas incluye proteinas codificadas en la isla de

patogenicidad 1 que conforman al sistema especializado de secrecion llamado
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sistema de secrecidn tipo Il (SSTIII) que secreta proteinas de invasion a la matriz

extracelular y transporta moléculas efectoras en el citosol de la célula hospedera.

Los factores necesarios para una infeccién sistémica, le dan a Salmonella la
capacidad de sobrevivir en ambientes hostiles como, el pH acido del estdmago y
el fagosoma, el estrés oxidativo dentro del fagosoma, y la relativa escases de
nutrientes como carbono y hierro. Se han descrito toxinas similares a colera y
enterotoxinas, hay evidencia que indica que este operon codifica para un sistema
de secrecion que se utiliza para la secrecion de las toxinas. Los plasmidos de
virulencia estan presentes en serotipos hospedero especifico como S. Dublin, S.
Choleraesuis y S. Gallinarum, incluso se encuentran en serotipos con rango
amplio de hospedero como S. Typhimurium y S. Enteritidis. Algunos aislamientos
de S. contienen plasmidos de virulencia grandes (50—-100 kb), sin embargo, no se
han identificado plasmidos virulencia en serotipos especificos para humanos S.
Typhi y S. Paratyphi (Lampel K. A. et al. 22 Edicion, Oyarzabal O. A., and Bakert
S.,2012; Toldra F., 2009).

Epidemiologia

Globalmente hay ~1.7 billones de casos de enfermedades diarreogénicas cada
afio, se estiman 93.8 millones de casos al afio y 155 mil muertes a causa de
Salmonella no tifoidea. En paises desarrollados como Estados Unidos (EE. UU.) y
Reino Unido, se han establecido sistemas de vigilancia, que les permite conocer
con relativa certeza la incidencia de las infecciones por Salmonella (Mussaret B. Z,
et al., 2006; Majowicz et al., 2010, WHO 2013). En EE. UU. se considera que cada
afo Salmonella no tifoidea causa 1 millon de muertes por consumo de alimentos
contaminados con 19 mil hospitalizaciones y 380 muertes, mientras que S. Typhi
causa 1800 casos, 200 hospitalizaciones y no hay muertes registradas (Scallan E
et al.,, 2011, CDC 2011, U. S. Department of H. H. S. 2011). Barkoy-Gallagher et al

(2003), reportaron que es frecuente aislar S. enterica en heces de ganado sano,
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Cuadro 1: Islas de Patogenicidad de Salmonella, tamafio y funcion.

Isla Tamaifio Funciéon
(kb)

[PS-1 40 SSTIII, captar hierro

IPS-2 40 SSTT

IPS-3 17 Transporte de Mg2*

IPS-4 23 SSTI

IPS-5 8 Efectores de SSTIII

IPS-6 59 Sistema de fimbrias saf tcs

[PS-7 134 Antigeno Vi y profago sopE

IPS-8 6.8 Proteina bacteriosinas de inmunidad

IPS-9 16 SSTI

IPS-10 33 Profago ST46 y oper6n de fimbria sef

IPS-11 14 Efectores del SSTIII

[PS-12 6.3 msgA y narP

IPS-13 -7 Necesario para sobrevivir en macrofagos de pollos

IPS-14 -11 Desconocido

IPS-15 6.5 Proteinas de funcién desconocida

IPS-16 4.5 Remanentes de bacteri6fagos y genes de modificacion de
LPS

IPS-17 5.1 Remanentes de bacteri6fagos y genes de modificacion de
LPS

IGS-12 43 Genes de resistencia

IMP ND Captacién de hierro

IPS: Isla de Patogenicidad de S., IGS: Isla Gendmica de S., IMP: Isla Mayor de Patogenicidad. ND:
No Determinado, SST: Sistema de Secrecion Tipo (I, Ill), LPS: Lipopolisacarido. 2 Solo en S.
Typhimurium DT104
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por lo que el ganado bovino para produccion de carne es considerado como un
vehiculo relacionado con casos esporadicos y brotes (Gallagher B. G., et al., 2003;
Loneragan G. H., et al, 2005; 2012; Harhay B. D., et al., 2008; Guo C, et al., 2011).

Ademas, estos animales al no presentar signos clinicos y ser portadores de S.
spp., contribuyen a la contaminacién de las instalaciones (Bosilevac J. M., et al.,
2009; Gragg S. E., et al., 2013). En contraste, las estadisticas de enfermedades
por alimentos en paises en desarrollo son dificiles de estimar debido a que los
reportes son pocos o porque no existe un sistema de vigilancia. Los reportes
realizados en México son principalmente en humanos y se le presta mayor
importancia a S. Typhi, debido a que es el que produce la fiebre tifoidea,
anualmente se reportan alrededor de 15 mil casos de fiebre tifoidea (Gomez J. V.,
et al., 1994).

MARCO TEORICO

Debido a la hipdtesis planteada, que todos los serotipos de S. enterica comparten
un ancestro filogenético comun y a la capacidad que actualmente estan
presentando los serotipos para adaptarse a nuevos hospederos, incluyendo al
humano, resulta importante poder contar con un método de identificacion genética
que permita diferenciar entre la gran variedad de serotipos que conforman éste

genero.

Las técnicas seroldgicas y caracteristicas nutricionales han sido utilizadas por
muchos afos para clasificar a bacterias patdogenas, en México se hace uso de
medios diferenciales y selectivos para aislar a Salmonella como agar McConkey
(MC), agar Eosina Azul de Metileno (EMB), agar Salmonella Shigella (SS), agar
Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), agar Hektoen (HE), y agar Verde Brillante (BG),
las placas se incuban a 37°C durante 18-24 horas y se observan colonias de
aproximadamente 2 mm de diametro (Cuadro 2). Entre las técnicas mas utilizadas

para realizar un diagnodstico se encuentran las pruebas bioquimicas para las
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cuales se utilizan los siguientes medios y reactivos, Agar Soya Tripticaseina
(TSA), Agar Hierro Tres Azucares (TSl), Agar Lisina Hierro (LIA), discos de o-
nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG), Agar (SIM), Medio Base de Moeller para
Descarboxilasas, L-lisina monoclorhidrato, L-arginina monoclorhidrato, L-ornitina
monoclorhidrato, Medio Base para Azucares, solucién de Dulcita al 5%, Malonato,
Medio RM-VP, Reactivo de Erlich para la Prueba de Indol, Rojo de Metilo,
Solucion de KOH para la Prueba de Voges Proskauer, y a-naftol para la prueba de

Voges Proskauer.

Cuadro 2. Caracteristicas fenotipicas del crecimiento de las colonias de

Salmonella en medios selectivos y diferenciales utilizados para su

aislamiento.
MEDIO DE CULTIVO SELECTIVIDAD ASPECTO DE LAS COLONIAS
Agar MC Baja Incoloras
Agar EMB Baja Incoloras
Agar SS Alta Incoloras con centro negro
Agar XLD Alta Rojas con centro negro
Agar HE Alta Verdes-azuladas con centro negro
Agar BG Alta Rosadas palidas

Otra técnica empleada es la serotipificacion la cual se basa en las diferencias que
presentan los microorganismos en su constitucion antigénica, poniendo en
evidencia la presencia de antigenos somaticos, flagelares y capsulares. La
patogenicidad de Salmonella depende de su habilidad para internalizarse en
células no fagociticas, por consiguiente, dentro de las técnicas de biologia
molecular empleadas para identificar el género Salmonella se emplea PCR punto
final donde se utiliza oligonucledtidos especificos para amplificar un fragmento del
gen invA que codifica para una proteina que favorece el proceso de invasion, por
su importancia dentro de este género, el gen invA esta presente y es funcional en
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la mayoria, si no todas, los aislamientos virulentos de Salmonella. El gen invA se
localiza en la IPS-1 que contiene 31 genes responsables de la invasion de células
no fagociticas y componentes del SSTIII, invA es una proteina de membrana
interna que participa en la formacion de un canal a través del cual se exportan los
polipéptidos (Coburn B. et al., 2007, Clements M. et al., 2001).

El poder discriminar entre aislamientos de especies bacterianas se convierte en un
punto importante para diferentes aspectos de microbiologia, principalmente
cuando se trata de géneros bacterianos conformados por una gran variedad de
serotipos, como es el caso particular de Salmonella que esta conformado por
~3,000 serotipos. EI MLST se desarrolldo a partir de Electroforesis de Enzimas
Multilocus (MultiLocus Enzyme Electrophoresis, MLEE), convirtiéndose en una
alternativa basada en secuencias, asigna los alelos en cada locus directamente
por secuenciacion de nucledtidos (Cuadro 3), como la secuenciacion de
nucledtidos revela toda la variacién en un locus, el numero de alelos por locus
asignados es mucho mayor que en MLEE, por lo tanto las secuencias de
fragmentos internos de 399- 501 pb de siete genes constitutivos son determinados
en cada aislamiento (Brian S. G., 1999; Mark E. C., and Spratt Brian G. 1999).
Esta longitud de fragmento de DNA fue elegido para poder secuenciar con
precision ambas cadenas utilizando un unico par de oligonucledtidos vy, en la
mayoria de los patégenos bacterianos, proporciona una variacion suficiente para
identificar los diversos alelos dentro de la poblacion. MLST es un método de
tipificacion que determina la secuencia completa o un fragmento de nucleétidos de
genes constitutivos. Las ventajas de MLST no sélo incluyen que la secuencian de
DNA resultante es inequivoca y se pueden comparar facilmente con los resultados
obtenidos por otros laboratorios, por ejemplo, a través de la base de datos
mundial, ademas los resultados que se generan mediante la secuencia de DNA se
pueden utilizar para inferir una relacion filogenética entre los aislamientos
(Swaminathan B. et al., 2001, Urwin R. et al., 2003).
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Cuadro 3. Caracteristicas de los siete genes constitutivos utilizados para

tipificar molecularmente con MLST

GEN ENZIMA QUE CODIFICA FUNCION
aroC Corismato sintasa Cataliza fosfoenol piruvato
dnaN  Subunidad 3 de DNA polimerasa III Estabiliza la hélice de DNA
hemD  Uroporfirinégeno III cosintetasa Participa en el metabolismo de

porfirinas y hemos

hisD Histidinol deshidrogenasa Participa en la ruta de biosintesis
de histidina

purE Fosforibosilaminoimidazol carboxilasa Participa en la sintesis de

nucleétidos de purinas

sucA Alfa cetoglutarato deshidrogenasa Succinil transferidora
thrA Aspartoquinasa homoserina Complejo que interviene en la
deshidrogenasa biosintesis de aminoacidos de la

familia del aspartato

Para cada gen, las diferentes secuencias se asignan como alelos y los alelos en
los siete loci proporcionan un perfil alélico, que define sin ambigledades la
secuencia tipo (ST) de cada aislamiento (Paul V. 201; David A. M., and Spratt
Brian G. 2005; Mamuka K., et al., 2002).

El gran numero de alelos en cada uno de los siete loci proporciona la capacidad
de distinguir miles de millones de diferentes perfiles alélicos, y sélo seria de
esperar que una cepa con el alelo mas comun en cada locus ocurra una vez en
aproximadamente 10,000 aislamientos. La mayoria de los perfiles alélicos son
mucho mas raros que esto y es muy poco probable que dos aislamientos no

relacionados posean el mismo perfil alélico.
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La relacion de los aislamientos se muestra como un dendograma construido
utilizando la matriz de diferencias por pares entre sus perfiles alélicos. El
dendograma es solo una forma comoda de mostrar esos aislamientos que tienen
perfiles alélicos idénticos, o muy similares, asumiendo que derivan de un
antepasado comun. Las relaciones entre los aislamientos que difieren en mas de
tres, de cada siete loci, tienden a ser poco fiables y no se deben tomar para inferir
su filogenia (Cooper J. E., and Feil E. J. 2004; Urwin R., and Maiden M. C. 2003;
Turner M. E., and Feil E. J. 2007).

MLST es una técnica de tipificacion bacteriana, utilizada principalmente cuando
hay brotes en hospitales, por alimentos contaminados, y para realizar muestreos
en animales de rastro, ademas de ser una herramienta empleada a nivel mundial
que genera informacion para identificar y dar seguimiento a estudios
epidemiologicos moleculares (Urwin R., and Maiden M. C. 2003). Para realizar la
tipificacion esta técnica se basa en la amplificacion de siete genes conservados
(Figura 1) y su posterior secuenciacion, los genes son enviados a una base de
datos y mediante un programa bioinformatico y una persona experta en
bioinformatica (curador) que analiza los datos se obtiene una secuencia tipo lo que
permite una identificacion rapida y global al comparar los resultados obtenidos por
diferentes laboratorios a nivel mundial (Qing H. Z., et al., 2013; Cooper J. E., and
Feil E. J. 2004; Aanensen D. M., et al., 2005; Turner M. E., and Feil E. J. 2007).
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Figura 1. Distribucién de los marcadores moleculares dentro del cromosoma de Salmonella.
Se esquematiza la distribucion cromosomal de los 7 genes constitutivos sugeridos para realizar

MLST entre aislamientos del género Salmonella. Modificado de Wiesner M. et al, 2009.

Actualmente en México se realizan estudios para conocer la incidencia, sintomas
clinicos y resistencia a antimicrobianos en infecciones por S., sin embargo, la
incidencia es referida solamente por el género, por lo que es necesario
implementar metodologias que permitan determinar especificamente los serotipos
presentes, asi mismo, este patdgeno puede infectar a una amplia variedad de
vertebrados desde animales de sangre fria como lagartos y tortugas hasta
animales de sangre caliente como aves y al humano, esta coexistencia con
hospederos vertebrados ha sido por mas de 10 millones de afios y ha tenido como
resultado el desarrollo de mecanismos extremadamente sofisticados, por lo que la
infeccion puede pasar desapercibida en hospederos asintomaticos, también se
han descrito en hatos donde el bovino funciona de reservorio y algunos pueden

estar como super-diseminadores poniendo en riesgo al hato, ambiente y humanos.
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Analisis epidemiolégicos han establecido que los bovinos super-diseminadores
juegan un papel crucial para el control de la enfermedad, eliminando en heces 103-
10°% UFC/g durante 400 dias (Mussaret B. Z., et al., 2008; 2013; Galan J. E. et al.,
2001; Gopinath S., et al., 2012).

JUSTIFICACION

En México, las estadisticas de salud publica en incidencia de salmonelosis estan
basadas primordialmente en signos y sintomas clinicos sin hacer uso de métodos
de diagnostico que nos permita determinar al agente causal, por otro lado, en
salud animal se desconoce la frecuencia de infeccién del ganado bovino debido a
que los métodos de diagndstico utilizados en brotes de salmonelosis no tienen la
capacidad de identificar los serotipos llegando a conocer unicamente el género
bacteriano. Por lo que es de nuestro interés conocer qué serotipos de Salmonella

estan presentes en el ganado bovino del Estado de Veracruz.

HIPOTESIS
Los aislamientos de Salmonella provenientes de bovinos del Estado de Veracruz

presentaran diferentes secuencias tipo (ST).

OBJETIVOS
Objetivo general
Tipificacion molecular de aislamientos de Salmonella provenientes de bovinos

clinicamente sanos.

Objetivos especificos
* |dentificacion bioquimica y determinacion de la concentracion minima
inhibitoria mediante el sistema semi automatizado VITEK 2.
* lIdentificacidén molecular del género Salmonella mediante el gen invA.

» Tipificacion molecular por secuencias multilocus (MLST).
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MATERIAL Y METODOS

Coleccion de aislamientos bacterianos

Se utilizé un cepario de aislamientos de Salmonella, colectados de recto de
bovinos productores de carne clinicamente sanos del estado de Veracruz, aisladas
en el ano 2012. Los aislamientos fueron resembradas en agar McConkey para
verificar la pureza, posteriormente, se realiz6 la renovacion del cepario para
almacenarlo a -70° C, en caldo Infusién Cerebro Corazon (BHI) con 50% de

glicerol.

Identificacidn fenotipica

Los 20 aislamientos fueron sembrados en TSA para ser re-identificados mediante
el uso del sistema semi automatizado VITEK 2, de igual manera se realizé la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). VITEK 2 es un sistema que utiliza tarjetas
con reactivos colorimétricos (BioMérieuxMR), las que son inoculadas con la
suspension de un cultivo puro microbiano y el perfil de desarrollo es interpretado
de forma automatica. Se utilizé a Escherichia coli ATCC 25922 como control para

las reacciones de identificacion y determinacion del CMI.

Las tarjetas reactivas tienen 64 pozos que contienen, cada uno, un sustrato de
prueba individual. Con estos sustratos se miden varias actividades metabdlicas
como acidificacion, alcalinizacion, hidrolisis enzimaticas y desarrollo en presencia
de sustancias inhibidoras. Se utilizaron tarjetas reactivas para la identificacién de
GN - bacilos Gram negativos fermentadores y no fermentadores. Los
quimioterapéuticos presentes en las tarjetas utilizadas por sistema VITEK 2 para

determinar la CMI de bacterias Gram negativas se enlistan en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Quimioterapéuticos utilizados por el sistema semi automatizado
VITEK 2 y los puntos de corte utilizados para los criterios de clasificacién
basados en el CLSI.

CONCENTRACION pg/ml Y CRITERIOS DE
CLASIFICACION
QUIMIOTERAPEUTICOS SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
Amikacina 8 16 64
Amoxicilina/Ac. Clavulanico 4/2 16/8 32/16
Ampicilina 4 8 32
Cefazolina 4 16 64
Cefepime 2,8 16 32
Ceftazidima 1,2 8 32
Ceftriaxona 1,2 8 32
Ciprofloxacino 0.5 2 4
Ertapenem 0.5 1 6
Fosfomicina 8 16 32
Gentamicina 4 16 32
Imipenem 2 4 16
Meropenem 0.5 4 16
Nitrofurantoina 16 32 64
Norfloxacino 1 8 32
Tigeciclina 0.75 2 4
Trimetoprim/Sulfametoxazol 1/19 4/76 16/304

Identificacion molecular
Los aislamientos se identificaron de forma molecular mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de una colonia bacteriana para

amplificar un fragmento del gen invA de 284 pb (Cuadro 5). Se utilizé el sistema
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comercial TopTaq Master Mix (Qiagen) siguiendo las condiciones de reaccién
sugeridas por el fabricante, 12.5 yl de TopTaq Master Mix (0.625 U/reaccion de
TopTaq DNA polimerasa, Buffer de PCR con 1.5 mM de MgCl2, 200 uM de cada
dNTP), 13.98 pmol/ul de oligonucledtido sentido y 16.53 pmol/ul de oligonucledtido
antisentido, (Rhan K. et al, 1992), 10.5 ul de agua libre de RNAsa y se agrega una
colonia (cultivos puros de 18 h en TSA). Las condiciones de reaccion se describen
en el Cuadro 6. La cepa de referencia S. Typhimurium A TIC 14579, Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, se utiliz6 como control positivo durante el

analisis bioquimico y los ensayos de PCR.

Cuadro 5. Oligonucleétidos utilizados para realizar la identificacién
molecular mediante la técnica de PCR, secuencia y localizacién del

oligonucleétido dentro del gen invA.

GEN SECUENCIA 5’-3’ LOCALIZACION EN invA
F: GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA 371-396

invA
R: TCA TCG CAC CGT CAA AGG AACC 634-655

Tipificacién molecular

Para llevar a cabo la tipificacion molecular y determinacién de secuencias tipo
(ST), primero se realizé PCR de colonia para obtener el fragmento amplificado de
los siete genes constitutivos empleados para tipificar aislamientos de Salmonella
mediante MLST, utilizando el sistema TopTaq Master Mix (Qiagen) y siguiendo las
condiciones descritas por el fabricante para reacciones de 25 ul se agregaron,
12.5 yl de TopTaq Master Mix (0.625 U/reaccién de TopTaq DNA Polimerasa,
buffer de PCR/MgCl2 con 1.5 mM, 200 yM de cada dNTP), 1 ul de oligonucledtido
sentido, 1 yl de oligonucledtido antisentido, descritos por Torpdahl M., et al, 2005
(el volumen de oligonucledtidos varia debido a la concentracion que se
encuentren, ver Cuadro 6), 10.5 ul de agua libre de RNAsa y con un asa estéril se

agrega colonia, cultivos puros de 18 h en TSA (Torpdahl M., et al., 2005). Los
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fragmentos amplificados se encuentran en un rango de 497 a 738 pb (Kidgell C, et
al., 2002). La secuencia de los oligonucleétidos para PCR y las condiciones de

reaccion para cada gen se describen en los Cuadros 7 y 8 respectivamente.

Cuadro 6. Concentracion de los oligonucledtidos empleados para realizar

MLST en los 20 aislados de Salmonella.

Oligonucleotidos CONCENTRACION pmol/pul
Sentido/antisentido

aroCsF/aroCsR 22.12/24.09
dnaNF/dnaNsR 16.47/24.24
hemDF1/hemDR 17.92/19.82
hisDsF/hisDsR 15.91/22.65
purEF/purEsR 19.09/17.27
sucAF/sucAR1 15.91/16.90

thrAF /thrAsR 15.15/15.72

Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado. Los productos de PCR se
visualizaron en gel de agarosa al 1%, después se purificaron utilizando el kit
QlAquick (Qiagen Ventura CA, USA) de acuerdo al protocolo del fabricante.
Posteriormente los fragmentos se enviaron a la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, para realizar la
secuenciacion en ambos sentidos, los oligonucleétidos se utilizaron a 10 pmol, y el
templete de DNA a una concentracién de 100 pg/ul. La secuenciacion se realizd
mediante electroforesis capilar utilizando el sistema BigDye Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystem Foster City, CA, USA), los fragmentos a analizar
se marcaron con fluorocromos, el secuenciador inyecta de forma automatica las
muestras en un capilar previamente cargado con un polimero (POP-7) que
funciona como un gel de secuencia permitiendo que se separen los fragmentos de

DNA de cadena sencilla que se diferencian en una sola base. A una altura
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determinada el laser del dispositivo detecta la fluorescencia emitida y traduce la

secuencia correspondiente.

Cuadro 7. Secuencia de los siete oligonucleodtidos empleados para realizar

MLST de Salmonella: tamafio del gen y fragmento de interés.

GEN SECUENCIA 5’-3’ GEN (pb) FRAGMENTO
INTERES(pb)
aroC  F:GGC ACC AGT ATT GGC CTG CT 1097 501
R: CAT ATG CGC CAC AAT GTG TTG
dnaN  F: ATG AAA TTT ACC GTT GAA CGT GA 1101 501
R: CCA TCC ACC AGC TTC GAG GT
hemD  F:GAA GCG TTA GTG AGC CGT CTG CG 757 432
R: ATC ACG GAC CTT AAT ATC TTG CCA
hisD  F:GTC GGT CTG TAT ATT CCC GG 1319 501
R: GGT AAT CGC ATC CAC CAA ATC
purE  F:ATG TCT TCC CGC AAT AAT CC 599 399
R: CGC GGA TCG GGA TTT TCC AG
sucA  F:AGC ACC GAA GAG AAA CGC TG 2923 501
R: GAC GTG GAA AAT CGG CGC C
thrA  F:GTCACG GTG ATC GAT CCG GT 2475 501

R: CTC CAG CAG CCC CTCTTT CAG
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Cuadro 8. Condiciones para la realizacion del PCR del gen invA y de los siete

genes utilizados para realizar MLST en los 20 aislados de Salmonella.

GENES DI D A E EF  CICLOS
(°C/min) (°C/s) (°C/s) (°C/s) (°C/min)
invA 95/3  95/30 55/30 72/30  72/5 30
aroC 94/5  94/30 55/30 72/1  72/5 33
dnaN 945  94/30 55/30 72/1  72/5 33
hemD  94/5 94/30 55/30 72/1  72/5 33
hisD 94/5  94/30 55/30 72/1  72/5 33
purE 94/5  94/30 55/30 72/1  72/5 33
sucA 94/5  94/30 55/30 72/1  72/5 33
thrA 94/5  94/30 55/30 72/1  72/5 33

DI: Desnaturalizacion inicial, D: Desnaturalizacion, A: alineacién, E: Extension, EF: Extension final

Anélisis de secuencias

Para el andlisis de las secuencias se utilizé el programa Vector NTI Advance 11.5
que mediante la utilizacion de algoritmos matematicos facilita editar (curar) las
secuencias. Los amplificados tienen un rango de 497 a 738 pb, para editar las
secuencias obtenidas se localizaron los oligonucleétidos de ambos sentidos dentro
del amplicon, se eliminaron los dos extremos de las secuencias, antes y después
de los oligonucledtidos sentido y antisentido respectivamente, y se obtuvieron los
fragmentos de interés los cuales se alinearon comparando base a base la
secuencia de los aislamientos con respecto a las secuencias de referencia
correspondientes reportadas en la base de datos mlst.net
(mist.warwick.ac.uk/mist/) para Salmonella, logrando determinar la existencia de
cambios nucleotidicos en cada una de las secuencias. Al ingresar la secuencia a

la base de datos se le asigné un “curador” que determinara el perfil de alelo y con
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base en programas bioinformaticos que utilizan logaritmos se establece la

Secuencia Tipo (ST) para cada una de las muestras.

RESULTADOS

Identificacidén bioquimica y susceptibilidad a quimioterapéuticos

El método semi automatizado VITEK 2 permitio identificar 19 aislamientos como S.
enterica ssp., enterica, sin embargo uno de los aislamientos fue identificada como

S. enterica serovariedad Gallinarum (Cuadro 9).

En los resultados obtenidos de CMI, utilizando el sistema semi automatizado
VITEK 2 se observo que el 100% de los aislamientos presentaron resistencia a
cefazolina, amikacina y gentamicina. El 70% de los aislamientos fue resistente a
tobramicina, el 35% a nitrofurantoina, el 15% a ampicilina, el 10% a ampicilina con
sulbactam y el 5% a cefoxitina. Todos los aislamientos fueron sensibles al resto de
los quimioterapéuticos empleados (Cuadro 10). EI 50% (10/20) de los aislamientos
presentaron multidrogo resistencia (MDR), el total de los aislamientos MDR

pertenecen a S. Typhimurium ST19 (Cuadro 11).



Cuadro 9: Identificacidén bioquimica y resistencia de los 20 aislamientos de
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Salmonella.

MUESTRA IDENTIFICACION RESISTENCIA
524 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO, NTF
142 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO, NTF
938 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, AMP, NTF
986 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM
547 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO, NTF
525 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO, NTF
988 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO
145 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO, NTF
921 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO
141 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO, NTF
528 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM
413 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO, AMP, A/S
990 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO, NTF
1055 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO, AMP, A/S
523 Salmonella serovariedad Gallinarum  CFZ, AMK, GM, FOX
1065 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO
1092 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO
931 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM, TO
922 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM
123 Salmonella enterica ssp. enterica CFZ, AMK, GM

CFZ: cefazolina, AMK: amikacina, GM: gentamicina, TO: tobramicina, AMP: ampicilina, NTF:

nitrofurantoina, A/S: ampicilina/sulbactam y FOX: cefoxitina
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Cuadro 10. Porcentaje de resistencia a quimioterapéuticos de los 20

aislamientos de Salmonella estudiados.

QUIMIOTERAPEUTICO NUMERO DE % DE RESISTENCIA
AISLAMIENTOS (N=20)

Cefazolina 20 100
Amikacina 20 100
Gentamicina 20 100
Tobramicina 14 70
Nitrofurantoina 7 35
Ampicilina 3 15
Ampicilina/sulbactam 2 10
Cefoxitina 1 5

Cuadro 11. Relacién entre perfil de resistenciay la ST de los 20 aislamientos

de Salmonella estudiados.

NUMERO DE ST
PERFIL DE RESISTENCIA
AISLAMIENTOS
CFZ, AMK, GM, TO, NTF 7* 19(7)
CFZ, AMK, GM, TO 5 19(2), 83,138, 139
CFZ, AMK, GM 4 19(2), 198, 2858
CFZ, AMK, GM, TO, AMP, A/S 2% 19(2)
CFZ, AMK, GM, AMP, NTF 1* 19(1)
CFZ, AMK, GM, FOX 1 78
Total 20

CFZ: cefazolina, AMK: amikacina, GM: gentamicina, TO: tobramicina, AMP: ampicilina, NTF:

nitrofurantoina, A/S: ampicilina/sulbactam y FOX: cefoxitina. ST 19: S. Typhimurium, ST 83: S.
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Muenchen, ST 138: S. Montevideo, ST 139: S. Choleraesuis, ST 198: S. Kentucky, ST 2858:

serotipo no definido, ST 78: S. Gallinarum. * Aislamientos multidrogo resistente

Identificacion molecular

Se realizaron cultivos en TSA de los 20 aislamientos, bajo las condiciones
mencionadas anteriormente. Los cultivos puros fueron utilizados en las
preparaciones de PCR punto final, de las cuales se obtuvieron productos de
amplificacion de 284 pb del gen invA (Figura 2). Por lo que se confirmoé que los

aislamientos de estudio pertenecen al género Salmonella.

500 pb —
400 pb ——
300 pb —
200 pb —
100 pb ——

284 pb

Figura 2. Amplificacion del fragmento del gen invA. Gel de agarosa al 2% tefido con SyBr
green safe DNA. Carril 1: control negativo, Carril 2: marcador de peso molecular 100 pb DNA
ladder, Carril 3: control positivo S. Typhimurium, Carriles 4-9: muestras de bovinos. La flecha indica

el amplicon obtenido.

Tipificacion por secuencias multilocus (MLST)

Para caracterizar las muestras de Salmonella por MLST se utilizaron cultivos
puros en TSA, los cuales se emplearon para preparar las reacciones de PCR
punto final para amplificar el fragmento correspondiente a cada uno de los 7 genes
usados como marcadores moleculares (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA, y

thrA). Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado para cada gen con la
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finalidad de obtener la concentracion necesaria requerida y posteriormente
purificar los amplicones, se mezclaron en un mismo tubo los productos resultantes

para cada gen (Figura 3).

1000 pb
700 pb

500 pb

100 pb

Figura 3. Amplificacidn de los siete genes utilizados en MLST de Salmonella. Gel de agarosa
al 1.5% tenido con SyBr green safe DNA. Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder,
Carril 2: hemD, Carril 3: dnaN, Carril 4: aroC, Carril 5: thrA, Carril 6: sucA, Carril 7: purk, Carril 8:

hisD, Carril 9: control negativo.

Los productos obtenidos se purificaron con el kit comercial QlAquick (Qiagen
Ventura CA, USA), se enviaron a secuenciar en ambos sentidos mediante
electroforesis capilar con el sistema BigDye Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystem Foster City, CA, USA). Las secuencias obtenidas, correspondientes a
los siete genes, se editaron utilizando el programa Vector NTI Advance 11.5, se
alinearon con las secuencias de referencia reportadas en la base de datos de
MLST para Las diferentes secuencias dentro del género Salmonella se asignan
como distintos alelos, para cada aislado, el alelo de cada uno de los siete genes
constitutivos define el perfil alélico y este da origen a la secuencia tipo. El perfil

alélico y la secuencia tipo de las muestras se describen en el Cuadro 12, asi como
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el serotipo al cual se encuentran asociadas. De los 20 aislamientos identificados
mediante MLST se obtuvieron siete STs diferentes: ST 19, 78, 83, 138, 139, 198 y
2858, asociadas a los serotipos: S. Typhimurium, S. Gallinarum, S. Muenchen, S.
Montevideo, S. Choleraesuis, S. Kentucky respectivamente. Sin embargo, ST
2858 no ha sido asociada con ningun serotipo. El 70% (14/20) de los aislados
fueron S. Typhimurium, siendo el serotipo identificado con mayor frecuencia, en
contraste con el resto de los serotipos, en los que se identificé un solo aislamiento
de cada uno. Todos los grupos de dos o0 mas STs que estaban conectados por
identidad en seis de los siete fragmentos de genes se designaron como eBG
(eBurstGroups). El programa utilizado para agrupar las STs dentro del eBGs
correspondiente fue goeBURST. S. Typhimurium se agrup6é dentro del eBG1
(Figura 4), resultando la ST19 el grupo fundador. EI eBG4 se encuentra
conformado, en su mayoria, por el serotipo Enteritidis, sin embargo, incluye un
sub-linaje que consta de aislamientos multiples de S. Gallinarum y S. Gallinarum
var. Pullorum (Figura 5), S. Muenchen se encuentra dentro del eBG8, S.
Montevideo se agrup6 en los eBGs39 (Figura 6), 40 y 208, S. Choleraesuis
conformé el eBG6, y S. Kentucky se encuentra dentro de tres eBGs, 15, 56, 164
(Figura 7).
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Cuadro 12. Perfil alélico y ST obtenidos mediante MLST de los aislamientos

20 de Salmonella.

PERFIL ALELICO
MUESTRA | aroC dnaN hemD hisD purE sucA thrA | ST SEROTIPO

524 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
142 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
938 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium

96 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
547 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
525 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
988 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
145 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
921 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
141 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
528 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
413 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
990 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
1055 10 7 12 9 5 9 2 19 | S. Typhimurium
1065 41 9 21 12 8 159 19 83 | S. Muenchen
1092 11 41 55 42 34 58 4 138 | S. Montevideo
931 36 31 57 14 26 34 8 139 | S. Choleraesuis
523 5 2 42 7 31 6 11 78 | S. Gallinarum
922 76 14 369 77 64 64 67 | 198 | S. Kentucky

123 10 14 469 31 25 20 33 | 2858 | *SND

*Serotipo no definido.
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Figura 4. Diagrama goeBURST para eBG1 que agrupa a S. Typhimurium. Cada recuadro representa una ST, en verde claro se

representa al grupo fundador, en amarrillo al sub-grupo fundador y en azul los grupos comunes. La disposicién topolégica dentro del Arbol
de Expansion Minima (MSTree) utiliza enlaces secuenciales de distancia creciente (menos alelos compartidos), iniciando con las STs
centrales conteniendo la mayor cantidad de aislados. Las STs con un locus variante (SLV) se dispersan en todo el MSTree proximos al ST
que encontré con alelos compartidos. El MSTree muestra enlaces de siete a lelos idénticos (linea negra), de seis alelos idénticos (SLVs,
linea azul), de cuatro alelos idénticos (TLVs, linea roja), de grupos formados a partir de DLVs (linea gris oscuro) y de grupos formados a

partir de TLVs (linea gris claro).
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Figura 5. Diagrama goeBURST del eBG4. El MSTree representa la distribucion del ST 78 (S.
Gallinarum, circulo rojo) dentro del eBG4, el grupo fundador de este eBG es el ST 11 (S.
Enteritidis, circulo azul). Ademas del ST 78, la ST 470 (sub-grupo) incluye cinco STs diferentes que

de igual forma pertenecen al serotipo Gallinarum.
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Figura 6. Diagramas goeBURST representando a los serotipos S. Muenchen y S. Montevideo dentro de sus eBGs
correspondientes. a) MSTree de la distribucién del eBG8 conformado por 12 STs diferentes relacionados al serotipo Muenchen. b) En el
eBG39 se agrupan cuatro STs diferentes asociados al serotipo Montevideo, la ST 138 (circulo rojo) que corresponde a nuestro aislado se

encuentra como sub-grupo fundador y es la ST con mayor cantidad de muestras registradas en la base de datos de MLST para S.
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Figura 7. Diagrama goeBURST que muestra el serotipo S. Choleraesuis. El serotipo Choleraesuis se agrupa dentro del eBG6, tiene
como grupo fundador al ST 145 y como sub-grupo fundador ST 68, nuestro aislado corresponde al ST 139 (circulo rojo) que se dispersa a

partir del sub-grupo con seis alelos idénticos.
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Figura 8. Diagramas goeBURST de S. Kentucky y la ST2858. a) El serotipo Kentucky se encuentra en tres eBGs (15, 56 y 164)
diferentes, sin embargo, la ST 198 (circulo rojo) se agrupa dentro del eBG56, junto con las STs 727 y 1680. b) La ST 2858 (circulo verde)
es serotipo no definido, sin embargo, al tener 6 alelos idénticos al ST64 (S. Anatum) fue posible agruparlo dentro del eBG65.
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DISCUSION

Existen distintos métodos de identificacion para el género Salmonella, los
empleados comunmente debido a su bajo costo, son los llamados métodos
convencionales que utilizan medios de cultivo en placa, asi como pruebas
bioquimicas clasicas o comerciales, estos procedimientos requieren de mucho
tiempo para poder realizar una identificacion completa, en ocasiones ese tiempo
puede ser de mas de 5 dias (Lee K. M., et al., 2015; ISO, 2002). Los métodos
convencionales han sido mejorados para reducir costos y mano de obra, y ademas
ofrecer una deteccion e identificacion mas rapida. Un ejemplo son los medios de
cultivo cromogénicos y fluorogénicos como el agar SM-ID, Agar Rambach y S.
CHROMagar BBL, que utilizan un dia menos que las pruebas bioquimicas
(Alakomi H. L., and Saarela M., 2009; Maciorowski K. G., et al., 2006; Manafi M.,
2000; Perry J. D., and Freydiére A. M., 2007). También se utilizan las pruebas
bioquimicas miniatura (API20 20E), que se utiliza como uno de los métodos
convencionales para para la identificacion de Enterobacteriaceae con 86% de
especificidad (Smith P. B., et al., 1972; Nucera D. M., et al., 2006; Holmes B., et
al., 1978). El sistema API 20E a su vez fue reemplazado por métodos semi
automaticos, y pruebas serolégicas (Chacén L. et al.,, 2010). Los métodos
convencionales se utilizan comunmente para la identificacion de aislamientos de
Salmonella en clinicas u hospitales del sector salud para el diagndstico tanto en
humanos como en animales. En el presente trabajo se estudiaron 20 aislamientos
de Salmonella spp., procedentes de recto de bovinos clinicamente sanos del

estado de Veracruz, México.

Los aislamientos fueron identificados utilizando el sistema semi-automatizado
Vitek 2, este procedimiento permitié la identificacion del total de los aislamientos,
la mayoria fue identificada como S. enterica spp., entérica (19/20 aislamientos), y
un solo aislamiento como S. serovariedad Gallinarum. En ambientes hospitalarios
a nivel veterinario y medicina humana, asi como en la industria alimentaria, esta

identificacion permite la toma de decisiones para aplicar un tratamiento
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antimicrobiano, retirar un producto alimenticio y tomar las medidas preventivas

para el control del microorganismo.

Galan et al. (1991), han reportado que el grupo de genes invVABC e invD son
altamente conservados dentro de los diferentes serotipos que conforman al género
Salmonella, son uno de los grupos que han utilizado el gen invA como blanco para
la deteccion de Salmonella. En un estudio realizado para detectar el gen invA de
Salmonella en Tailandia, Bishnu et al (2010), compararon métodos convencionales
de cultivo con PCR punto final, utilizaron DNA a diferentes concentraciones y el
gen invA como marcador y observaron que el producto se puede detectar a
concentraciones tan bajas como 10 pg de DNA y 104 UFC/ml de Salmonella,
mediante el ensayo de PCR obtuvieron mayor nivel de deteccién de Salmonella en
comparacion con los cultivos convencionales. Al igual que estos grupos de
investigacién, confirmamos que la identificacion mediante PCR género especifico
es una herramienta poderosa, rapida y confiable para la deteccién de aislamientos
de Salmonella spp. Se han investigado muchos genes como blanco para la
deteccion especifica de Salmonella spp., principalmente en muestras de alimentos
y ambientales, sin embargo el mas utilizado es el gen invA, ademas existe una
recomendacion a nivel internacional que antepone la deteccién de Salmonella
spp., mediante la utilizacion de este gen como requisito para validar métodos
moleculares para el diagnostico de patégenos en alimento (Malorny et al., 2004;
Postollec et al., 2011; Gonzalez E. et al., 2012; Sharon M. T. et al., 2010;
ISO/FDIS 20838, 2006; Salehi T. Z., et al., 2005).

Hay situaciones en las que es suficiente conocer el género del agente causal para
poder tomar medidas necesarias de control o tratamiento, sin embargo, para fines
epidemiologicos es necesario hacer uso de métodos mas discriminatorios que
permitan identificar los serotipos en los que se subdivide Salmonella, esto se debe
a que en la actualidad se han reportado mas de ~3,000 serotipos que conforman a

este género. Convencionalmente el serotipo de un aislamiento de Salmonella se
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puede designar mediante serotipificacion basado en el esquema Kauffmann-
White. En 2010, Guibourdenche M., et al., reportaron el esquema Kauffmann-
White-Le Minor, el cual es una modificaciéon del esquema original que se
desarrollé en 1930, a pesar de que existen métodos moleculares para subdividir a
Salmonella la serotipificacion continua siendo un método muy utilizado que con el
paso del tiempo ha generado informacién en bases de datos epidemiologicos para
la vigilancia de brotes locales de salmonelosis tanto en casos clinicos como de
control en alimentos (Wattiau P., et al., 2011). Dentro de sus desventajas se
encuentran los costos elevados, necesita de al menos 20 dias para la
identificacion, requiere experiencia, asi como de numerosos anticuerpos
producidos por inmunizacién de conejos, ademas no da informacién con respecto
a la relacion filogenética que existe dentro de los diferentes serotipos (Salmonella
Subcommittee, 1934; Grimont P. A., Weill F. X., 2007).

En investigacion epidemioldgica, identificacion y vigilancia de brotes de Salmonella
se requiere del uso de métodos que tengan un nivel discriminatorio mas especifico
que el alcanzado por serotipificacion. En las ultimas dos décadas han surgido
meétodos alternativos que pueden identificar con éxito el serotipo de una cepa de
Salmonella utilizando DNA (Zou Q. H., et al., 2016; Urwin R., and Maiden C. J.,
2003). Achtman et al. (2012), realizaron un estudio utilizando el esquema de MLST
basado en siete genes para reemplazar el método de serotipificacion, y obtuvieron
1092 STs y 554 serotipos que conjuntaron en grupos genéticamente cercanos
llamados eBGs, estos resultados los compararon con los obtenidos mediante
serotipificacion y observaron que a diferencia de este, MLST reconoce
agrupaciones evolutivas resultando como una mejor alternativa para clasificar a S.
enterica. Hay estudios en los que comparan el poder discriminatorio de distintos
métodos de identificacion para Salmonella dentro de los cuales destacan
Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE) y MLST, observan que el
método de PFGE tiene nivel discriminatorio alto pero su poder discriminatorio se

limita para aislamientos que provienen de un brote local y su base de datos
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(PulseNet) no esta disponible publicamente, mientras que MLST es un método
facil de interpretar ademas, permite realizar comparaciones entre laboratorios a
nivel mundial, y los resultados son reproducibles. Ambos métodos son
considerados como los estandares de oro debido a que permiten realizar de forma
rapida la identificacion y clasificacion de Salmonella (Wattiau P., et al., 2011;
Torpdahl M., et al., 2005; Shi C., et al., 2015; Ranieri M., et al., 2013; Harbottle H.,
et al. 2006).

En el presente estudio, la ST que predominé notablemente con 14 de 20 aislados
fue ST19, asociada al serotipo Typhimurium, es el grupo fundador del eBG1 donde
se agrupa con otras STs que son asociadas al mismo serotipo. Cabe mencionar
que S. Typhimurium tiene 62 STs diferentes segun los reportes realizados en la
base de datos de MLST para Salmonella, por ejemplo, ST34, ST128, ST213,
ST313, y ST1544. En México hay estudios que reportan de forma general la
identificacion del serotipo Typhimurium en bovinos, sin embargo se desconoce si
la presencia de este serotipo es endémica en regiones especificas del pais, en
contraste en el Norte de Europa y en EE. UU., S. Typhimurium es endémica en
bovinos (Gyles C. L., et al., 42 edicion). Diferentes estudios comprueban que
existen diferencias entre las distintos STs de S. Typhimurium, como el realizado
por Carden S., et al. (2015), en el cual hicieron una comparacion entre S.
Typhimurium ST19 y ST313, y observaron que ST19 expresa niveles mas altos de
RNAm que codifican para la IPS-1 y el sistema efector del flagelo en comparacion
con ST313, esto explica que ST19 tiene mayor éxito en los procesos de invasion y
activacion del inflamasoma que ST313 La presencia de la ST19 se ha reportado
en cerdos, en mariscos (agua marina), en aves silvestres, en aves de corral, en
alimentos, en humanos y en bovinos (Antunes P., et al., 2011; Boehm A. B, et al.,
2012; Hughes L. A., et al., 2010; Parsons B. N., et al, 2013; Eguale T., et al., 2016;
Gragg S. E., et al., 2013). También se identificaron seis STs mas, ST78 asociado
a S. Gallinarum que se encuentra en el eBG4 siendo ST11 (S. Enteritidis) el grupo

fundador de ese eBG donde ademas se encuentran los serotipos Dublin, Paratyphi
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B y sus variantes seroldgicas. Si se sabe que S. Gallinarum es hospedero
especifico de aves de corral, como se explica su presencia en uno de nuestros
aislamientos? La gallinaza y pollinaza son parte de la alimentacion de los bovinos,
sin embargo este medio de contaminacion lo podemos descartar porque S.
Gallinarum se hubiera identificado en mas de un aislamiento, este hallazgo puede
deberse al paso de aves infectadas con Salmonella sobre la granja (Feng Y., et
al., 2013). ST139 se asocia al serotipo Choleraesuis presente en el eBG6 que
agrupa a STs asociadas a este serotipo. Mientras que la mayoria de los serotipos
de Salmonella tienen un amplio rango de hospederos, un pequeio grupo son
hospedero-especifico capaz de infectar y causar enfermedades en sélo una o
algunas especies hospederas estrechamente relacionadas, por ejemplo serotipo
Gallinarum consiste de dos biotipos, Gallinarum y Pullorum, que causan dos
estados patoldgicos distintos en aves de corral, la fiebre tifoidea y la enfermedad
pullorum respectivamente, el serotipo Choleraesuis es hospedero-especifico de
cerdos en los que puede provocar enfermedades sistémicas en forma de
septicemia con una alta mortalidad en cerdos jovenes. En 2015, Matthews et al.,
realizaron una comparaciéon gendémica de tres serotipos de Salmonella
estrechamente relacionados Enteritidis, Dublin y Gallinarum, en sus resultados
observan que estos serotipos evolucionan adquiriendo nuevos genes por
transferencia horizontal y la formacion de pseudogenes, ademas pierden genes
necesarios para el estilo de vida gastrointestinal que los conduce a adoptar un
estilo de vida sistémico y la exclusién de nichos en los serotipos hospedero-
especifico. Los reportes de Matthews pueden explicar el haber identificado STs
asociadas a serotipos hospedero especifico como S. Choleraesuis y S.
Gallinarum, o los bovinos pueden estar participando como hospederos
accidentales sin presentar signos clinicos de enfermedad (Rossignol A., et al.,
2014). ST83 se asocia al serotipo Muenchen, el eBG8 esta conformado
unicamente por este serotipo, sin embargo ST83 no se encuentra dentro de
ningun eBG en la base de datos de MLST para Salmonella. La ST138 se

encuentra en el eBG39 que agrupa a 4 STs diferentes asociadas al serotipo
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Montevideo. La ST198 es asociada al serotipo Kentucky, este serotipo se
encuentra agrupado en tres eBGs diferentes eBG15, eBG56 y eBG164, ST198 se
encuentra especificamente en el eBG56. La presencia de estos tres serotipos, al
igual que S. Typhimurium, se ha reportado en estudios previos realizados en
México de muestras provenientes de humanos, alimentos, carne cruda de pollo,
cerdo y res, y en rastros municipales (Diaz E. C., et al., 2013; Mussaret B. Z., et
al., 2007; Hernandez G. C., et al., 2007; Alaniz R., et al., 1996; Cogco L. G., et al.,
2000). A pesar que el esquema de MLST utilizado brinda mejor definicion en
comparacion con el método de serotipificacion, también presenta algunas
limitantes, por ejemplo, se identifico la ST2858 que a diferencia de las STs
anteriormente mencionadas es serotipo no identificado, es decir, que no fue
posible conocer a qué especie de Salmonella se encuentra asociada, tampoco fue
posible encontrar reportes que brinden mayor informacion sobre esta ST, sin
embargo, observamos que seis de sus siete alelos son idénticos con la ST64 que
se encuentra asociado a S. Anatum, grupo fundador del eBG65 en el cual

agrupamos a ST2858.

En particular, los aislamientos presentaron resistencia a: cefazolina, amikacina y
gentamicina en el 100% (20/20) de los aislados, a tobramicina en el 70% (14/20),
a nitrofurantoina en el 35% (7/20), a ampicilina en el 15% (3/20), y
ampicilina/sulbactam y cefoxitina menos del 11% (2/20 y 1/20 respectivamente).
Los resultados de resistencia obtenidos en este estudio son diferentes a los
reportados en otros trabajos realizados en México, en los cuales los aislamientos
provienen principalmente de alimentos de origen animal y de humanos (Diaz E. C.,
et al., 2013; Mussaret B. Z., et al., 2006; 2008; 2012). Miranda J. M., et al. (2009),
reporta la siguiente resistencia, ampicilina (66.7%), tetraciclina (61.3%),
cloranfenicol (64.5%) y gentamicina (3.2%), la resistencia que se obtuvo en
ampicilina fue menor (15%) a la obtenida por el grupo de Miranda (66.7%), y por el
contrario en el presente estudio se obtuvo mayor resistencia en gentamicina

(100%) que la que reportaron en ese estudio (3.2%). Con base en los resultados
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de resistencia obtenidos, se clasificaron como MDR los aislamientos que
presentaron resistencia a tres o mas grupos diferentes de quimioterapéuticos.
Distintos estudios reportan la diseminacion de aislamientos de Salmonella MDR.
Antunes et al. (2010), describen la emergencia de plasmidos en aislamientos de S.
Typhimurium ST19 convirtiéndolas en clonas MDR. Este reporte concuerda con
los obtenidos en los ensayos de MIC, donde el 50% (10/20) de los aislados fueron
MDR, ademas es interesante mencionar que los 10 aislados MDR pertenecen a S.
Typhimurium ST19 exponiendo tres perfiles de resistencia diferentes: cefazolina,
amikacina, gentamicina, tobramicina y nitrofurantoina (7/20), cefazolina,
amikacina, gentamicina, tobramicina, ampicilina y ampicilina/sulbactam (2/20), y
cefazolina, amikacina, gentamicina, ampicilina y nitrofurantoina (1/20). Winokur P.
L., et al. (2000), reportaron resultados similares, analizaron 10 aislamientos de
Salmonella obtenidas de humanos y animales con MDR vy resistencia a
cefalosporinas, encontraron la expresion del gen CMY-2 puede ser la responsable
de esta resistencia, sin embargo en el analisis cromosomal de DNA obtuvieron 8
patrones diferentes por lo que una diseminacién clonal no explica la distribucion de
esta resistencia (Carattoli A., et al., 2002). Los reportes de un estudio realizado en
Europa, sugieren que hay una relacion entre los quimioterapéuticos mas utilizados
en animales para tratar mastitis, diarreas e infecciones uterina (penicilinas,
aminoglucosidos y cefalosporinas), con la emergencia de aislamientos de
Salmonella MDR (Briyne N., et al., 2014). Un estudio realizado en México reporta
a un gen como responsable de la MDR en Salmonella, Mussaret B. Z., et al.
(2006) reportaron la diseminacion de una cepa MDR de Salmonella Typhimurium,
estudiaron la expresion del gen CMY-2 en ST19 y ST213, sin embargo esta
expresion fue encontrada unicamente en la ST213 (Diaz E. C., et al., 2013;
Montafo J. P., et al., 2012). En México, la teoria con la practica son muy distintas,
el poder contar con informacion veridica relacionada con el uso de
quimioterapéuticos puede ayudar a relacionar estudios de resistencia, que en

conjunto sirvan para tomar conciencia del uso de los quimioterapéuticos.
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CONCLUSION

El sistema semi automatizado VITEK 2 permiti6 la identificacion de 19
aislamientos S. enterica ssp., enterica y un aislamiento como S. serovariedad
Gallinarum, asi como el perfil de resistencia donde se observd que cefazolina,
amikacina, gentamicina, tobramicina y nitrofurantoina fue el mas frecuente
presentado por siete aislamientos y corresponden a Salmonella Typhimurium
ST19. 10 aislamientos MDR fueron Salmonella Typhimurium ST19.

La identificacion molecular mediante el gen invA permiti6 comprobar que los
aislamientos pertenecian al género Salmonella.

El esquema de MLST de siete genes logré determinar serotipo a cada uno de los
aislamientos, seis STs y sus serotipos asociados, ST19 (S. Typhimurium), ST78
(S. Gallinarum), ST83 (S. Muenchen), ST138 (S. Montevideo), ST139 (S.
Choleraesuis), ST198 (S. Kentucky). Se obtuvo una ST serotipo no definido
ST2858. La ST mas prevalente con 14 de 20 aislamientos fue ST19.

Se identificaron dos serotipos hospedero especifico, S. Gallinarum (aves de corral)

y S. Choleraesuis (cerdos).
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