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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

A: Adenina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ASCIl: American Standard Code for Information Interchange (Cdédigo Estandar
Americano para el Intercambio de Informacion).

ARIBA: Antimicrobial Resistance Identification By Assembly (ldentificacion de
Resistencia Antimicrobiana por Ensamble).

ARN: Acido Ribonucleico.

ATR: Acids Tolerance Response (Respuesta de Tolerancia a los Acidos).

Aw: Activity of water (Actividad de agua).

C: Citosina.

CFSPH: Center for Food Security and Public Health (Centro de Seguridad Alimentaria y
Salud Publica).

CNRDOGM: Centro Nacional de Referencia en Deteccidén de Organismos Genéticamente
Modificados.

COFEPRIS: Comision Federal para la Proteccidon contra Riesgos Sanitarios.

CRT: Cyclic Reversible Termination (Terminacion Ciclica Reversible).

EUA: Estados Unidos de América

G: Guanina.

GLASS: Global Antimicrobial Resistance Surveillance System (Sistema Mundial de
Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos).

hq-SNP: high quality - Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de nucleétido unico
de alta calidad).

InDRE: Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemiologicos.

LIA: Medio de cultivo Agar-lisina-hierro.

LPS: Lipopolisacarido.

LyveSet: Listeria, Yersinia, Vibrio and Enterobacteriaceae reference lab SET — SNP
Extraction Tool (Conjunto de laboratorio para referencia de Listeria, Yersinia, Vibrio y
Enterobacteriaceae — Herramienta para la extraccion de SNP).

MLST: Multilocus Sequence Typing (Tipificaciéon Multilocus de Secuencias).

NGS: Next Generation Sequencing (Secuenciacion de Siguiente Generacion).
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NTS: Nontyphoidal Salmonella disease (Salmonelosis no tifoidea).

OGM: Organismos Genéticamente Modificados.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PBPs: Penicillin Binding Proteins (proteinas de unién a penicilina).

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

RAM: Resistencia a antimicrobianos.

SAGARPA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca vy
Alimentacion.

SENASICA: Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria.
SeqSero: Salmonella serotyping from genome sequencing data (Serotipificacion de
Salmonella a partir de los datos de secuenciacion del genoma).

SIM: Medio de sulfuro indol para movilidad.

SPI: Salmonella Pathogenicity Island (Isla de patogenicidad de Salmonella).

SRST2: Short Read Sequence Typing for Bacterial Pathogens (Tipificacion por lectura de
secuencia corta para bacterias patégenas).

SSB: Subdirecciéon de Secuenciacion y Bioinformatica.

ST: Sequence Type (Tipo de Secuencia).

SVP: Salmonella Virulence Plasmid (plasmido de virulencia de Salmonella).

T: Timina.

TSI: Medio de cultivo Agar-hierro-triple azucar.

UE: Union Europea

UNAM: Universidad Nacional Autbnoma de México

V: Version.

WGS: Whole Genome Sequencing (Secuenciacion de genoma completo).



RESUMEN

RESUMEN

En el presente estudio se realiz6 el analisis bioinformatico de 1557 secuencias de
genoma completo de Salmonella, con la finalidad de elaborar el “Atlas de Salmonella
enterica enterica aislada de alimentos de origen animal en México en el periodo 2015 —
2017, secuenciacidon de genoma completo y genes de resistencia a antimicrobianos
(RAM)”.

Las muestras de alimentos de origen animal de las que se aislé Salmonella en el periodo
comprendido del 2015 — 2017, fueron colectadas por la Red de Laboratorios Estatales de
Salud Publica de toda la Republica mexicana a través de la Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS). La Subdireccién de Secuenciacion y
Bioinformatica (SSB) del Centro Nacional de Referencia en Detecciéon de Organismos
Genéticamente Modificados (CNRDOGM) del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA) llevé a cabo la secuenciacion de todos estos
aislados mediante las plataformas de Illumina®: MiSeq y NextSeq. Las secuencias de
cada aislado de Salmonella, estan resguardas en la base de datos de Salmonella de la

SSB, siendo estas el objeto de estudio del presente trabajo.

Para el anadlisis de las secuencias nucleotidicas se emplearon las herramientas
bioinformaticas SRST2, SeqSero, ARIBA, CLC y LyveSet; para facilitar la manipulacion
de los datos y la interpretacidn estadistica se utilizaron los lenguajes de programacion
Python y R.

Los analisis bioinformaticos conllevaron a la tipificacion de 1494 muestras analizadas de
Salmonella, a la identificacion de genes de RAM y al establecimiento de relaciones

filogeograficas.

Mediante la tipificacion de las muestras de Salmonella, se encontraron 75 serotipos
diferentes. Los que resultaron mayormente aislados fueron S. Typhimurium, S. Anatum,
S. Derby, S. Agona, S. Infantis y S. Enteritidis.

En cuanto a la identificacién de genes de resistencia, unicamente un aislado no presento

genes de RAM, mientras que el 49.9% exhibieron un s6lo gen de RAM, el 8.2% dos genes

Vi
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y alrededor del 42.2% expusieron mas de tres genes (moda = 1, mediana = 2 y media
aritmética = 4.179 genes). Los genes de RAM mayormente identificados confieren
potencial resistencia a los grupos aminoglucésidos y tetraciclinas. El 39.8% de los
aislados de Salmonella analizados posiblemente sean cepas multi-resistentes (presentan

genes de RAM para 3 o mas categorias de antimicrobianos distintos).

Finalmente, se encontré una relacion estrecha entre la distribucién geografica de las
cepas de Salmonella y los serotipos aislados, determinando que la filogenia mostrada
entre las cepas analizadas mantiene una relacion con la posicion geografica de las cepas

del serotipo en cuestion de acuerdo con la estructura génica de las mismas cepas.

Aunque el presente estudio solo ejemplifica 3 serotipos (S. Typhimurium, S. Agona y S.
Enteritidis), la informacion que contendra el Atlas una vez concluido permitira a sus
usuarios acceder a informacion referente a los serotipos identificados de Salmonella
aislados de alimentos de origen animal en México, a la relacién filogeografica mostrada
entre la cepas de un determinado serotipo y a los genes de RAM identificados de la mayor
base de datos de secuencias de genoma completo de Salmonella que haya existido hasta

el momento para nuestro pais.

Es necesario mencionar que por cuestiones de confidencialidad por parte del SENASICA
y COFEPRIS, no es posible revelar la fuente alimentaria de donde fue extraido cada

aislado de Salmonella que fue analizado en el presente estudio.

Vil
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1.0 INTRODUCCION
1.1 Generalidades. Biologia del género Salmonella.

El primer aislamiento e identificacion de Salmonella fue realizado en 1885 en Estados
Unidos por el bacteriélogo Theobald Smith y el veterinario Daniel E. Salmon, a quien se
honraria posteriormente con el nombre del género bacteriano. Dicho aislamiento se
realiz6 en carne de puerco y en primera instancia se le denominé como Bacterium
choleraesuis, sin embargo, se le identifico posteriormente como Salmonella enterica
serovar Choleraesuis (UNAM, 2014).

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, lo conforman bacilos
Gram negativo los cuales se caracterizan por poseer una membrana externa, una pared

celular diez veces mas delgada que los Gram positivo y una membrana interna.

La membrana externa es una bicapa lipidica asimétrica que presenta estructuras de
lipopolisacaridos (LPS) formados por tres regiones: polisacarido O (antigeno somatico)
en la parte externa, una estructura polisacarida central (Core) y lipido A en la parte
interna, este ultimo es el responsable de la actividad endotéxica del LPS cuando se divide
0 muere la célula; la pared celular esta sumergida en el periplasma, esta compuesta por
peptidoglicano (polimero formado de N-acetil-glucosamina y el acido N-acetilmuramico
unidos mediante enlaces B-1,4); la membrana interna es una bicapa lipidica que delimita

al periplasma (Figura 1).

Los integrantes de este género no forman esporas, no son capsulados (salvo S. Typhi,
S. Paratyphi C y S. Dublin) y son méviles debido a los flagelos peritricos que expresan

(antigeno flagelar H) con excepcion de S. Gallinarum y S. Pullorum (Rogé, 2012).


https://es.wikipedia.org/wiki/N-acetil-glucosamina
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_N-acetilmur%C3%A1mico
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Figura 1. Representacion esquematica de la pared celular de bacterias Gram negativas (Tomado
de Brock, 2000).

El antigeno somatico O (del aleman ohne hauch, "sin movimiento") es el polisacarido
presente en la zona exterior del LPS que se encuentra anclado en la membrana externa
del microorganismo, el cual actuia como una barrera de proteccién a agentes externos;
esta formado por unidades repetitivas llamadas subunidades “O”, compuestas de cuatro
a seis azucares. La diversidad de este antigeno resulta de las variaciones en los
componentes glucidicos de la subunidad “O” y de la variaciéon en el tipo de enlace

covalente entre los azucares de la subunidad (Verma et al, 1988).

Las enzimas involucradas en la biosintesis y ensamblaje del antigeno O estan codificadas
en el gen rfb. Se asocia una amplia diversidad genética dentro de los clusteres de genes
rfb, dando como resultado variaciones de dicho antigeno. Se han observado tres tipos
diferentes de genes dentro de los grupos de genes rfb: (i) genes que codifican enzimas
implicadas en la sintesis de los azucares que forman la subunidad O; (ii) genes que

codifican transferasas, que ensamblan sustituyentes de azucar en la subunidad O; y (iii)
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genes que codifican proteinas implicadas en los pasos de procesamiento y ensamblaje

para construir el antigeno O a partir de la subunidad O (Fitzgerald et al, 2003).

El antigeno flagelar H (del aleman hauch, "por el halo producido en un medio de cultivo
a raiz del movimiento") es el flamento flagelar que permite el movimiento de la bacteria,
esta conformado por alrededor de 20,000 subunidades de la proteina denominada
flagelina (proteina mas abundante del flagelo), la variacién de la composicién de ésta es
la causante de la diversidad antigénica que se pone de manifiesto en la serotipificacion
(Rogé, 2012).

La mayoria de las serovariedades expresa dos formas flagelares distintas denominadas
fase 1 (proteina flagelar FliC (H1) codificada por el gen fliC) y fase 2 (proteina flagelar
FljB (H2) codificada por el gen fljB) (Silverman et al, 1979). Se sabe que existe una
coordinaciéon para que se exprese solamente un antigeno a la vez por cada célula
bacteriana (Bonifield et al, 2003). Las proteinas flagelinas FliC y FljB son idénticas en los
primeros 71 aminoacidos y los ultimos 46 aminoacidos, pero los aminoacidos que estan
expuestos en el medio son distintos, resultando en diferentes antigenicidades (Rogé,
2012).

El antigeno Vi (Capsular, de “virulencia”) esta conformado por un polisacarido y ayuda a
formar una capsula en la parte externa de la bacteria. Lo genes VipA, vipB y vipC estan
implicados en la biosintesis tras codificar enzimas que ensamblan a esta macromolécula.
Esta solamente la poseen algunas serovariedades como lo son S. Dublin, S. Typhiy S.
Paratyphi C (CFSPH, 2005).

En conjunto, estos tres antigenos presentes en la mayoria de las bacterias del género
Salmonella, han sido utilizados como herramientas para su serotipificacion, clasificando
a estas bacterias en alrededor de 1500 serotipos diferentes. Cabe destacar que esta
clasificacion, se establecié a partir de las pruebas de aglutinacion con anti-sueros, sin
embargo, a la fecha se conocen mas de 2500 serotipos diferentes debido a la

actualizacion a metodologias con mayor poder de resoluciéon (Gonzalez et al, 2014).
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1.2 Nutricion e identificacion bioquimica del género Salmonella.

Este patégeno es anaerobio facultativo y se clasifica como quimioorganoétrofo (oxida
compuestos organicos para la obtencién de energia) y como heterétrofo (utiliza
compuestos organicos para satisfacer sus requerimientos nutricionales de carbono)
(Rojas, 2016).

En la Tabla 1 se muestran los resultados de las reacciones bioquimicas que caracterizan

al metabolismo de una cepa tipica de Salmonella y que se utilizan para su identificacion.

Tabla 1. Resultados de reacciones bioquimicas de una cepa tipica de Salmonella.

Prueba Reaccién para Salmonella
Glucosa (TSI) +
Lisina descarboxilasa (LIA) +
H2S (TSI, LIA y SIM) +
Ureasa -
Fermentacion dulcitol +b
Fermentacién manitol +
KCN -
Malonato -°
Indol (SIM) -
Fermentacion lactosa -C

Fermentacion sacarosa -
Voges-Proskauer -

Rojo de Metilo +
Citrato de Simmons va*
Oxidasa -
Catalasa +
Lactosa -
Produccion de gas +
Movilidad (SIM) +d

a+: 90% o mas positivos en 1 6 2 dias.

b: La mayoria de los cultivos de S. Arizonae son negativos.

c: La mayoria de los cultivos de S. Arizonae son positivos.

d: Excepto S. enterica serovar Pullorum, S. enterica serovar Gallinarum y cepas con flagelos
disfuncionales.

V: Variable

(UNAM, 2014).
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1.3 Caracteristicas de crecimiento del género Salmonella.

Las bacterias pertenecientes a este género, se clasifican como mesdéfilas ya que su
temperatura éptima de proliferacion es de 35 a 37 °C aunque puede crecer en un rango
de temperatura entre los 5 a 47 °C. También se clasifican como haldfilas ligeras, debido
a que a concentraciones superiores de 3 a 4% de NaCl se inhibe su crecimiento. La
optima Aw (indice de agua disponible que puede ser utilizada por un microorganismo, se
define como la relacién entre la presion de vapor del agua con los sustratos del cultivo y
la presion de vapor de agua pura) del género Salmonella es 0.99, sin embargo, puede
tolerar hasta un 0.93. Por lo que se refiere a pH, su rango 6ptimo de crecimiento se ubica
entre 6.5 a 7.5 no obstante algunas cepas pueden soportar rangos de pH que van de 4.5
a 9.0, ademas de que también existen cepas resistentes que pueden tolerar valores muy
bajos de pH como de 3.5 - 4 (pH del jugo gastrico), esto debido la expresion de un gen
que activa el sistema ATR (un complejo sistema de defensa de ciertas bacterias que
puede minimizar los efectos letales de un pH extremadamente bajo) de Salmonella (Jay
et al, 2005).

1.4 Clasificacion y taxonomia del género Salmonella.

El género Salmonella comprende unicamente 2 especies: S. entericay S. bongori
(anteriormente considerada como la subespecie V de S. enterica), subdivididas en
subespecies y serovariedades. Salmonella enterica esta formada por seis subespecies,

dependiendo de su capacidad para realizar diferentes reacciones bioquimicas, estas son:

® |. S. enterica enterica.

Il. S. enterica salamae.
llla. S. enterica arizonae.
Illb. S. enterica diarizonae.

IV. S enterica houtenae.

VI. S. enterica indica.
(UNAM, 2015).
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Esta subdivisién ha sido apoyada por varios métodos de hibridacion ADN/ADN y métodos
serologicos. Cada subespecie, a su vez, esta subdividida en serotipos o serovares, que
estan determinados por la diversidad de los antigenos O, H o Vi, acorde con la

clasificacion de Kauffmann—-White (Gonzalez et al, 2014).

Se estima que existen mas de 2500 serotipos distintos de Salmonella distribuidos en el
mundo. En México, los serotipos que son aislados con mayor frecuencia en humanos son
Salmonella enterica, subespecie enterica serotipo Enteritidis y S. enterica, subesp.

enterica serotipo Typhimurium (Gutiérrez et. al, 2000; OMS, 2017).

Dependiendo de varios factores como son: la serovariedad, tamafo del in6culo, factores
de virulencia expresados por la cepa, hospedero involucrado, estado inmunolégico del
paciente e intervencidn médica, este patdogeno puede ocasionar desde una infeccion
gastrointestinal media a severa hasta una infeccion sistémica que comprometa la vida del
paciente (Figueroa, 2005). De manera general, la enfermedad causada por esta bacteria,

puede ser clasificada como fiebre tifoidea o fiebre no tifoidea (Salmonelosis).
1.5 Salmonelosis (no tifoidea) y fiebre tifoidea.

La salmonelosis no tifoidea (NTS por sus siglas en inglés) es una enfermedad transmitida
por los alimentos que afecta a humanos y animales, el agente etiolégico es Salmonella
enterica enterica donde los principales causantes son los serovares S. Typhimurium, S.
Enteritidis, S. Newport y S. Heidelberg. Esta, causa infecciones intestinales agudas en
personas de todas las edades, sus principales sintomas son: diarrea acuosa, nausea,
vomito, dolor abdominal y muscular y en ocasiones se presenta fiebre y dolor de cabeza
(Andino, 2015). En pacientes inmunosuprimidos, lactantes y ancianos puede ocasionar

infecciones invasivas graves como bacteremia y meningitis (Zaidi et. al, 2006).

Por otro lado, la fiebre tifoidea o fiebre enterica, es una enfermedad especifica para
humanos causada por S. enterica serovar Typhi (fiebre tifoidea) y S. enterica serovar
Paratyphi (fiebre paratifoidea). La via de transmision es oral-fecal donde los alimentos
juegan el papel de vehiculos de transmisidon. Sus principales sintomas son: fiebre, lengua
revestida o cubierta, disminucion de la frecuencia de la contraccion cardiaca

(bradicardia), salpullido y dolor muscular (Andino, 2015). Esta enfermedad, se considera

6



INTRODUCCION

mas riesgosa que la no tifoidea, debido a las implicaciones y complicaciones que puede

tener.

Las complicaciones no se observan en el momento actual, sobre todo en el paciente
correctamente diagnosticado y tratado. Las mas graves y frecuentes suelen aparecer a
partir de los 10 dias de evolucién, estas son la hemorragia y la perforacion intestinal.
Algunas complicaciones menos frecuentes se presentan en forma de neumonia,
meningitis, espondilitis, endocarditis y abscesos en diversas localizaciones. Se puede
considerar como complicacion el estado de portador crénico, definido como la presencia
de Salmonella Typhi en las heces o en la orina durante mas de un afio (Jurado et al,
2010).

1.6 Alimentos, via de transmisiéon de trastornos digestivos derivados del género

Salmonella.

Los alimentos son vehiculos clave para la propagacion de este patdgeno en el ambiente,

esto debido a lo siguiente:

< Salmonella esta muy presente en animales domésticos y salvajes. Es prevalente
en animales comestibles como lo son las aves de corral, los porcinos y vacunos,

y también en mascotas, como gatos, perros, pajaros y reptiles como las tortugas.

< Salmonella puede atravesar toda la cadena alimentaria, desde los piensos para
animales (mezcla de componentes de alimentos para consumo animal) y la
produccion primaria hasta los hogares, establecimientos e instituciones de

servicios culinarios.

< Por lo general, las personas contraen salmonelosis a través del consumo de
alimentos contaminados de origen animal (principalmente huevos, carne, aves de
corral y leche), aunque también hay otros alimentos que se han vinculado a la
transmision, como por ejemplo las hortalizas contaminadas por estiércol o por

riego con aguas residuales.

< También pueden transmitirse entre las personas por via fecal-oral (como el caso
de S. Typhi y S. Paratyphi).
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< Ademas, se pueden producir casos cuando las personas entran en contacto con
animales infectados, incluidas las mascotas, aunque a menudo, esos animales no

presenten signos de enfermedad (OMS, 2017).

Se estima que este patdgeno es responsable de aproximadamente 30% de las muertes
relacionadas con infecciones transmitidas por alimentos, por lo cual se considera un
problema de salud publica mundial (OMS, 2017).

Para combatir los trastornos digestivos generados por especies pertenecientes al género
Salmonella, se han aislado y sintetizado compuestos quimicos que atacan a estos
agentes bioldgicos (antimicrobianos) de tal forma que preservan el bienestar o incluso la

vida humana y/o animal.
1.7 Antimicrobianos.

Los antimicrobianos son sustancias quimicas que pueden ser aisladas de cultivos
microbianos que por lo general son productos metabdlicos de bacterias u hongos
(clasificados como antimicrobianos de origen natural o biolégico), o bien, sintetizadas
quimicamente es un laboratorio (de origen sintético). Estas deben de cumplir con al
menos tres condiciones: poseer actividad antimicrobiana, desarrollarla a bajas
concentraciones y ser tolerado por el huésped. A la sustancia quimica extraida a partir
un agente bioldgico y que se le realizan algunas modificaciones en su estructura quimica
con el objetivo de mejorar sus propiedades como, por ejemplo, aumentar su actividad,
ampliar su espectro de acciéon, facilitar su administracion o disminuir los efectos
indeseables, se le denomina antimicrobiano de origen semisintético. A los
antimicrobianos que tienen como blanco a bacterias se les denominan antibiéticos
(Errecalde, 2004; Paredes & Roca, 2004).
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Los antimicrobianos se clasifican en grupos o familias de acuerdo a su estructura quimica.

En la Tabla 2 se muestran los grupos de antimicrobianos potencialmente inhibidos por

los aislados de Salmonella analizados en el presente estudio. Cada categoria presenta

un mecanismo de accion especifico por el que combaten a sus bacterias blanco (Molina,

2015).

Tabla 2. Grupos y ejemplos de antimicrobianos de uso terapéutico.

Grupo

Aminoglucésidos

Betalactamicos

Fenicoles

Macroélidos

Quinolonas (Q) /

Fluoroquinolonas (FQ)

Sulfonamidas

Trimetoprima

Mecanismo de
accion
Inhibicion de la

sintesis proteica.

Inhibicion de la
sintesis de la pared

bacteriana.

Inhibicién de la
sintesis proteica.
Inhibicién de la
sintesis proteica.
Inhibicién de la
ADN girasa.
Bloqueo de la
sintesis de factores
metabdlicos.
Bloqueo de la
sintesis de factores

metabdlicos.

Ejemplos de antimicrobianos

Estreptomicina’- 3, Gentamicina’,
Kanamicina', Amikacina’,
Netilmicina®.
Penicilina?, Ampicilina® 3,
Amoxicilina-acido clavulanico’,
cefalotina®!, Cefazolina?,
Ceftriaxona?®, Cefotaxima®,
Carbenicilina®.

Cloranfenicol- 3.
Eritromicina?.
Acido nalidixico™ 3 (Q),
Ciprofloxacino? (FQ), Pefloxacina®.

Trimetoprim-sulfametazol,

Sulfonamida’, Sulfisoxazol®.

Trimetoprim-sulfametazol.
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Grupo Mecani.ﬂno de Ejemplos de antimicrobianos
accion
Tetraciclinas Inhibicién de la Tetraciclinas’: 3.
sintesis proteica.
Fosfomicina Inhibicién de la
sintesis de la pared Fosfomicina.
bacteriana.

" Busani et al, 2004.
2Thung et al, 2018.
3 Andino & Hanning, 2015.

4 Seija & Vignoli, 2008.

Para salmonelosis no tifoideas no se recomienda el uso de antimicrobianos ya que es
una infeccion autolimitada (enfermedad que tiende a terminar sin necesidad de un
tratamiento) con excepcion de tratarse a personas vulnerables como infantes, personas
de la tercera edad o personas inmunocomprometidas, sin embargo, con respecto a fiebre
tifoidea, es necesario el tratamiento con antimicrobianos debido al alto grado de virulencia

que poseen las serovariedades que las provocan (Jurado, 2010).

Se han presentado casos donde el tratamiento de infecciones ocasionadas por
Salmonella ha presentado complicaciones, esto debido a que se han aislado cepas que
presentan resistencia a antimicrobianos. La resistencia se asocia a la expresion de genes
dentro del genoma bacteriano o a la adquisicion de elementos moviles como plasmidos

y cassettes que contienen y confieren esa caracteristica a las bacterias (WHO, 2005).
1.7.2 Resistencia a antimicrobianos.

Para el caso de las bacterias, la resistencia puede adquirirse mediante dos procesos; el
primero es el resultado de mutaciones (modificaciones genéticas) en el cromosoma
bacteriano que se dan de forma natural tras el paso de generaciones (transferencia
vertical de genes); el segundo proceso esta mediado por la captacion de material genético

exdgeno que comunmente utiliza como vehiculo de transferencia a los plasmidos
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(transferencia horizontal de genes). Estos procesos se ven acelerados por el mal uso y
el abuso de los antimicrobianos (Calvo et. al, 2009; WHO, 2005).

Los genes de RAM estan relacionados con varios mecanismos de defensa de las
bacterias como lo son: codificar una proteina (enzima) que inhiba la accion del
antimicrobiano, cambiar la conformacion o configuracion del sitio blanco del farmaco,
codificar una bomba proteica que expulse al antibidtico fuera de la bacteria y asi inhibir
su accidn o cambiar la permeabilidad de la membrana para impedir la entrada del
farmaco. Dada la importancia de los genes de RAM como un problema de salud publica,
es necesario conocer a detalle estos mecanismos que conllevan a la resistencia a

determinados grupos antimicrobianos.

1.7.3 Mecanismos de resistencia a antimicrobianos.

Los principales mecanismos de resistencia a antimicrobianos son los siguientes:

» Inactivacion mediada por enzimas: es el mecanismo que mayormente se
encuentra involucrado en la inhibicion de antimicrobianos; este es ocasionado por
las betalactamasas (enzimas) las cuales hidrolizan a los betalactamicos. Estas
enzimas son ejemplo de productos de la expresion de genes que pueden estar
presentes tanto en el cromosoma bacteriano como en plasmidos. Otra forma de
inactivacidon que no necesariamente es la hidrdlisis de una molécula, es que
pueden realizarse modificaciones en la estructura quimica de las moléculas como
son las acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones, que inactivan principalmente

a aminoglucdsidos (Vignoli et al, 2008).

» Alteracion en la permeabilidad celular a antibidticos: se presenta
fundamentalmente en las bacterias Gram negativo, donde la membrana externa
de la envoltura celular es rica en lipidos por lo que es impermeable a sustancias
hidrofilicas. Dichas sustancias quedan confinadas a la penetracién a través de
proteinas transmembranales con funcidon de porinas. La disminucion de la

expresion de dichas porinas puede disminuir el flujo de llegada del antibiotico al
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espacio periplasmico. Se considera que en este caso los niveles de resistencia
alcanzados no suelen ser suficientes como para conferir resistencia absoluta a un
antibiotico. La ocurrencia simultanea de este mecanismo unido a otro, por ejemplo
hidrdlisis enzimatica (aun en niveles discretos), si puede conferir altos niveles de
resistencia y ocasionar fallos terapéuticos. Los antibidticos con moléculas de gran
tamano, como penicilina y vancomicina, son incapaces de pasar a través de las

porinas de bacilos Gram negativo (Vignoli et al, 2008).

Activacion de bombas de eflujo antimicrobianas: la resistencia por eflujo es un
mecanismo inespecifico, que afecta a diferentes grupos de antibiéticos como
betalactamicos, quinolonas, tetraciclinas y fenicoles. En Gram negativo estos
sistemas en general se encuentran constituidos por tres proteinas: una de alto
peso molecular asociada a la membrana citoplasmatica, una con funcion de fusién
de ambas membranas y una porina asociada a la membrana externa. Este sistema
permite la exportacion de moléculas desde el citoplasma hacia fuera de la

membrana externa (Vignoli et al, 2008).

Alteracion del sitio blanco: el sitio blanco de los betalactamicos son las diferentes
PBPs. La informacion genética de estas proteinas se encuentra codificada en el
genoma bacteriano y no en plasmidos. Las alteraciones del sitio blanco se
producen por mutacion espontanea a nivel cromosémico, sin embargo, elementos
que regulan la expresion de esos genes si puede ser codificada en un plasmido.
La expresion de un gen alternativo, que codifique una PBP basicamente distinta a
la existente, provoca que el antibidtico presente una baja afinidad o incluso no

reconozca al sitio blanco de union (Vignoli et al, 2008).
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1.7.4 Ejemplos de genes de RAM.

Como se menciono anteriormente, los genes de RAM son especificos para inhibir a un
determinado grupo antimicrobiano. Algunos ejemplos de estos genes de RAM se

muestran en la Tabla 3, indicando al grupo antimicrobiano que inhiben.

Tabla 3. Algunos ejemplos de genes de RAM identificados en los diferentes
serotipos de Salmonella analizados en el presente estudio.
Familia antimicrobiana para la que

. . . Ejemplos de genes de RAM
confieren resistencia

Aminoglucésidos aac6-ly, aac6-laa, aadA, aph3la,
StrA, strB.
Betalactamicos TEM, SHV, CMY, carb.
Fenicoles catA2, floR.
Macrélidos-Lincosamidas- InuF, mphA.

Estreptograminas.

Trimetoprima dfr, dfrA.
Fosfomicina fosA.
Fluoroquinolonas gnrB, gnrS, ogxA, ogxBgb.
Sulfonamidas sull, sulll.
Tetraciclinas tetA, tetR, tetD.

(Kumar et al., 2014).

Las principales caracteristicas que convierten a estos genes diferentes entre si son: el
agente etioldgico de cual proviene el gen, la ubicacion del gen (ya sea en el cromosoma
bacteriano o en plasmidos), la funcionalidad que tendra la proteina sintetizada y el sitio

blanco de la proteina sintetizada.

Los genes de RAM, ademas de que pueden estar en un plasmido, es posible que formen
parte de un genoma accesorio (genoma altamente variable y que es especifico para cada
cepa), lo cual dificulta el conocimiento de la ubicacion precisa del gen, Unicamente se

lograria ensamblando el genoma completo y realizar un mapeo.
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1.7.5 Cepas multi-resistentes.

Existen cepas de Salmonella que presentan distintos genes de RAM que confieren
resistencia a diferentes familias antimicrobianas, a estas se les denominan cepas multi-

resistentes.

Se entiende por multi-resistencia, a la capacidad de algunas cepas de un cierto
microorganismo (en este caso Salmonella) de inhibir el efecto de diferentes grupos de
antimicrobianos. Algunos estudios mencionan que para referirse a microorganismos
multi-resistentes en el caso de bacterias Gram negativo, es necesario se presente
resistencia a tres o mas familias de antimicrobianos, a los que habitualmente son
sensibles, como lo son betalactamicos (penicilinas y cefalosporinas), aminoglucésidos y

quinolonas (Lépez et al, 2011).
1.7.6 Relevancia de la RAM como problema de salud publica.

Las especies del género Salmonella son reconocidas por la OMS como patégenos que
requieren monitoreo mediante el GLASS. Por “resistencia a los antimicrobianos” se
entiende la adquisicion por parte de un microorganismo de resistencia a un medicamento
antimicrobiano al que anteriormente era sensible. La adquisicion de resistencias por parte
de numerosos agentes infecciosos supone una creciente amenaza para la salud publica,
que preocupa sobremanera en todos los paises y en muchos sectores econdmicos.
Resulta especialmente alarmante la rapida propagacion a nivel mundial de bacterias
multi-resistentes, las cuales, son causa de infecciones comunes y resisten al tratamiento

con los farmacos antimicrobianos existentes (OMS, 2017).

De acuerdo con lo anterior, ha surgido la necesidad de métodos que permitan la deteccién
de resistencia a antimicrobianos mostrada por ciertas bacterias, en este caso, las

pertenecientes al género Salmonella, de tal forma que permitan un tratamiento efectivo.
1.7.8 Métodos de deteccion de la resistencia a antimicrobianos.

Los métodos tradicionales para la deteccion de susceptibilidad a antimicrobianos
(antibiogramas) se basan principalmente en estudios fenotipicos, tras observar el

crecimiento microbiano en presencia de diferentes antimicrobianos. Algunas de estas
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técnicas son: dilucion en agar (prueba estandar), macrodilucion y microdilucidon en caldo

y tiras con un gradiente de antibidtico, estas requieren un rango de 17-24 h para la

obtencion de resultados (March, 2017).

Con el fin de acortar el tiempo de obtencion de resultados de antibiogramas tradicionales,

se desarrollaron técnicas instrumentales rapidas y fiables (siempre comparando su

fiabilidad con la prueba estandar). Ejemplos de estas técnicas se muestran en la Tabla

4.

Tabla 4. Descripcion de algunas técnicas instrumentales para la obtencion de

Nombre de la técnica

Técnicas moleculares
(principalmente PCR)

Microarreglos
Técnicas

inmunocromatograficas

Métodos colorimétricos

Métodos de imagen

Nefelometria

Espectrometria de
masas MALDI-TOF

antibiogramas.

Descripcion

Permite la deteccidn de material genético
(ADN y ARN), la identificacion del agente
infeccioso y la caracterizacion de
genotipos de resistencia y virulencia.

La deteccion esta basada en un analisis
de imagenes de la hibridacion de una
molécula diana a una sonda especifica
inmovilizada en un soporte sélido.
Permite la deteccion de enzimas
bacterianas que hidrolizan antibidticos.
Principalmente  utilizados para la
deteccion de carbapenemasas (enzima
que hidroliza un grupo de betalactamicos).

Ejemplo de este tipo de técnicas es la
hibridacién fluorescente in situ (FISH) en
equipo ACCELERATE phenoTM
SYSTEM.

Monitorea el crecimiento microbiano en
tubos con medio liquido enriquecido y
antibidtico, la radiacion dispersada cuando
un haz de luz atraviesa la suspension de
particulas  (células microbianas) es
proporcional a la cuantificacion de
microorganismos.

Se basa en un analisis de proteinas,
predice si las bacterias pueden producir
enzimas que hidrolicen antibiéticos.

Tiempo
estimado
12 h para una
PCR
convencional.

8 h.

20 min.

2h.

5h.

5 h.

3 h.
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Tiempo

Nombre de la técnica Descripcion -
estimado

La deteccion es mediante la comparacion

de cepas incubadas en antibidticos, la

viabilidad de estas sera proporcional a la 4 h. para
Quimioluminiscencia sefal quimioluminiscente por lo que una Enterobacterias

cepa resistente dara una sefial semejante

a una cepa sin antibidtico.

Se colocan pequefios discos de papel

impregnados con concentraciones

conocidas del antimicrobiano en un cultivo
Sensidiscos solido ya sembrado con el

microorganismo, se incuba, se mide el

halo de inhibicion de crecimiento y se

compara el resultado con tablas.

(March, 2017).

Recientemente se han desarrollado técnicas moleculares sofisticadas que detectan la
posible resistencia antimicrobiana a nivel de genes. La secuenciacion masiva y los
programas bioinformaticos son las herramientas que fungen como apoyo para optimizar
la identificacion taxondmica de Salmonella, asi como de sus genes de resistencia,
coadyuvando con ello a la posibilidad de escoger la mejor opcién de tratamiento clinico y
a reducir el impacto de la resistencia a los antimicrobianos que ya es un problema en

México y en el contexto mundial.
1.8 Secuenciaciéon masiva

La secuenciacion es el conjunto de métodos y técnicas bioquimicas empleadas para
determinar el orden de los nucledétidos (A, T, C, G) en una region especifica de ADN o en
el genoma de un organismo. El esquema general de la secuenciacion masiva o
secuenciacion de siguiente generacion (NGS por sus siglas en inglés) es que el ADN se
fragmenta y mediante ligacion se le anade secuencias ya conocidas de ADN a los
extremos (adaptadores), a este conjunto de ADN fragmentado y adaptadores, se le llama
Biblioteca gendmica. Las bibliotecas gendmicas, se amplifican clonalmente y se agrupan
en clusters para ser secuenciados de forma masiva y en paralelo. La secuenciacion se
realiza entonces alternando ciclos de terminacion reversible ciclica (CRT por sus siglas

en inglés) y de toma de imagenes (imaging). La reaccion CRT utiliza terminadores
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reversibles para incorporar nucleétidos marcados fluorescentemente que a continuacién
son “fotografiados” en la toma de imagenes (a las “fotografias” se le denomina como
datos crudos) y estos posteriormente son procesados para convertirlos en secuencias.
Las secuencias cortas producidas por el instrumento a partir de los extremos del ADN

con los adaptadores se denominan lecturas (reads).

Un aspecto importante en la NGS es el numero de veces que cada base del genoma esta
presente en las lecturas de secuenciacion producidas. Este valor se denomina
profundidad de cobertura (depth of coverage, o simplemente, coverage) y es uno de los
factores determinantes para evaluar la fiabilidad del nucleétido asignado a esa posicion

del genoma (Rodriguez et. al, 2012).

Los datos crudos obtenidos de la secuenciacién se deben de analizar, resguardar,
manejar e interpretar, es por ello que se recurre a la bioinformatica ya que sus

herramientas posibilitan la utilizacion eficiente de estos datos.

En los centros de investigacion y/o de referencia del pais principalmente se emplean la
tecnologia Illlumina® que utiliza una quimica de secuenciacion por sintesis basada en
terminadores reversibles fluorescentes como MiSeq, NextSeq 500 y HiSeq 2500. Las
plataformas disponibles son el MiSeq, NextSeq500 y HiSeq 2500 que son capaces de
generar hasta 15Gb, 120Gb y 1Tb, correspondientemente (IBT, 2016; SENASICA, 2015;
RAI, 2015).

Todavia hay algunos centros que ocupan la tecnologia lon Torrent, técnica de
secuenciacion por semiconduccion (por medio de chips) que se basa en la deteccién de
protones liberados durante el proceso de polimerizacion del ADN. Este tipo de
secuenciacion difiere de los demas tipos en que no usan nucleétidos modificados
quimicamente y que la deteccidén no se realiza por métodos opticos, sino por deteccion
de pH (IBT, 2016; SENASICA, 2015). Un chip 316 es capaz de generar hasta 1 Gb
(Rodriguez & Armengol, 2012).
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1.9 Bioinformatica

La bioinformatica es un area de investigacion interdisciplinaria en la interfaz entre la
informatica, las ciencias bioldgicas y la estadistica. Involucra la tecnologia que utiliza el
computo para el almacenamiento, recuperacion, manipulacion y distribucidn de
informacion relacionada con macromoléculas biolégicas como ADN, ARN y proteinas. El
objeto de estudio de la bioinformatica comprende el analisis secuencial, estructural y
funcional de genes y genomas y sus productos correspondientes, ademas del proceso

de refinamiento de datos y el procesamiento de imagenes (Xiong, 2006).

La gran cantidad de datos extraidos a partir de la experimentacion son tratados por
software bioinformaticos de tal forma que se permite su interpretacion en forma de tablas
numeéricas, imagenes y graficos. Por otro lado, los datos en forma secuencial componen
a gran variedad de bases de datos que sirven como referencia para programas
bioinformaticos u otros estudios relacionados con la secuencia de nucleétidos que se esté

estudiando.

Se entiende por software bioinformaticos (programas) a herramientas especializadas que
combinan ingenieria de alto nivel computacional con una elevada sofisticacion en materia

de algoritmos para el tratamiento de grandes cantidades de datos (Grado et al., 2003).

Dada la naturaleza “masiva” de los datos derivados de secuenciacién y los programas
bioinformaticos empleados para su analisis, es indispensable el uso de lenguajes de

programacion que permitan su manejo.
1.9.1 Lenguajes de programacion

Los lenguajes de programacion permiten la generacién de archivos de érdenes (scripts)
los cuales contienen una serie de instrucciones (comandos) computacionales para la
ejecucion de una tarea deseada. Algunos ejemplos de lenguajes de programacion

mayormente utilizados por la bioinformatica son R y Python.

R es un lenguaje de programacion orientado a objetos empleado para el calculo
estadistico y la generacion de graficos. Es un lenguaje muy utilizado debido a su

capacidad de manipular y modificar valores numéricos y funciones; los graficos que
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elabora son de alta calidad ya que permiten la visualizacion de datos de forma dinamica
con apoyo por diversas librerias como GoogleVis (Carmona, 2007) (Apéndice |, Figura
29).

Python es otro lenguaje de programacion también orientado a objetos, ideal para scripting
(lenguaje en archivos de ordenes) y desarrollo rapido de aplicaciones en diversas areas

y sobre la mayoria de las plataformas (Rossum, 2009) (Apéndice H, Figura 28).

Estos lenguajes facilitan la operacién de herramientas bioinformaticas, que para este
proyecto se emplearon para la asignacion de serotipo, la identificacion y analisis de genes
de RAM. Adicionalmente también se emplean para realizar analisis filogeograficos entre

las cepas de ciertos serotipos de Salmonella.
1.10 Filogeografia.

La filogeografia se define como la disciplina que estudia los principios y procesos que
gobiernan la distribucion geografica de los linajes asociados con su evolucion. Parte de
la idea de que la gran mayoria de las especies en la naturaleza exhiben cierto grado de
estructura genética asociada con la geografia. Este analisis se aplica a niveles

intraespecificos o de especies cercanamente emparentadas (Dominguez et. al, 2009).

Para la elaboracion del “Atlas de Salmonella en México” se realizaran analisis que
permitiran conocer la relacion filogenética entre los aislados de cada uno de los serotipos
de Salmonella, incorporando la informacién de procedencia geografica de la muestra, se
lograra identificar si existen patrones que gobiernen su distribucion en el territorio

nacional.
1.11 Antecedentes de Salmonella en México.

Entre 1974 y 1981 el Laboratorio de Enterobacterias del Instituto de Salubridad y
Enfermedades Tropicales de México llevd a cabo la identificacion mediante pruebas
bioquimicas y la tipificacion serolégica de 4522 cepas de Salmonella aisladas de
muestras clinicas humanas, de alimentos, agua de drenaje y animales y origen humano
procedentes de distintas ciudades del pais (entre ellas, Ciudad de México, Guadalajara,

Monterrey, Acapulco y Puebla). Reportaron la Identificacion 80 serotipos de Salmonella,
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de los que 35 no se habian reconocido anteriormente. Los serotipos mas aislados en
humanos fueron: S. Typhimurium, S. Derby, S. Newport, S. Poona y S. Panama. En
cambio, los serotipos mas aislados en alimentos fueron S. Derby, S. Anatum, S.
Typhimurium, S. London y S. Agona; mientras que en animales, se aislaron 31 serotipos
(principalmente de aves) de los cuales predominaron S. Gallinarum y S. Pullorum. En
agua de drenaje, se aislaron 69 serotipos, siendo los mas frecuentes S. Derby, S. Agona
y S. Adelaide (siendo la primera vez que se aisla este serotipo en México). S. Agona se
aislé el 4.6% en humanos y 4.3% en alimentos, lo cual no se tenia registro en el pais
(Gonzalez et al., 1985).

Se discute que entre 1940 y 1962, se habian identificado 72 serotipos de Salmonella en
México y tras considerar los serotipos identificados en este estudio, se registran hasta el
momento 110 serotipos diferentes de Salmonella en México. De los 10 serotipos de
Salmonella aislados con mayor frecuencia en humanos, 6 son los mismos encontrados
mas frecuentes en México entre 1940 y 1962 (S. Typhimurium, S. Derby, S. Newport, S.
Poona, S. Panama y S. Infantis), por lo que se puede inferir que el patron general de
Salmonella en México no ha sufrido variaciones importantes durante estos afos
(Gonzalez et al., 1985).

Ademas, se observd que en portadores sanos predominaba S. Derby mientras que en
pacientes hospitalizados predominaba S. Typhimurium. También se encontré que las
cepas provenientes de hospitales tienen mayor resistencia a antibiéticos que las cepas
de laboratorios privados. Un dato interesante que sobresale de este estudio es que se
registra en 1972 el aumento en la frecuencia de aislamientos de S. Agona (Gonzélez et
al., 1985).

Por otra parte, los laboratorios para serotipificacion del INDRE reportaron un estudio
realizado entre los afios de 1972 — 1999, en el cual se analizaron 1372 muestras clinicas
de Salmonella aisladas por el Laboratorio de Bacteriologia Entérica del INDRE y 23019
muestras de alimentos y ambientales aisladas por los 30 laboratorios estatales de la
Secretaria de Salud. El 64.9 % (15843/24394) de las muestras era de origen humano
mientras que el 35.1% (8551/24394) fueron de origen no humano, de estas ultimas el

57.6% eran de alimentos, el 4.5% de agua, y el 37.9% de muestras ambientales
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(incluyendo aislamientos de animales). De las cepas aisladas de alimentos, el 51% eran
de alimentos preparados, 23% de productos carnicos, 22% de carne, 3% de lacteos y el
1% de huevo (Gutiérrez et al., 2000).

Se llevé a cabo la serotipificacidon utilizando sueros somaticos y flagelares, con esto se
identificaron en total 199 serotipos de Salmonella. Los serotipos mayormente aislados en
muestras humanas fueron S. Typhimurium con el 20.4% (3225/15843), S. Enteritidis con
el 18.3% (2893/15843), S. Typhi con el 7.1% (1128/15843) y S. Agona con el 5.5%
(866/15843). Mientras que en las muestras no humanas predomino S. Derby con el 13.7%
(1176/8551), S. Anatum con el 8.7% (748/8551), S. Agona con el 7.5% (643/8551), S.
Typhimurium con el 6.7% (578/8551) y S. Enteritidis con el 6.7% (570/8551) (Gutiérrez et
al., 2000).

Se cita que S. Enteritidis en los ultimos afios ha tenido un repunte debido al consumo de
alimentos contaminados con este serotipo. Se ha observado una estrecha relaciéon de

este serovar con aves de corral (Gutiérrez et al., 2000).

Miranda et al. (2009) entre enero del 2007 y agosto de 2008, analizaron 441 muestras de
alimentos sin procesar, 116 muestras de carne de aves de corral, 81 muestras de carne
de cerdo, 73 muestras de carne de bovino, 33 muestras de queso, 61 muestras de
pescado y 78 muestras de vegetales recolectados en tiendas minoristas y supermercados

en Hidalgo.

La identificacion de Salmonella se realizé mediante pruebas bioquimicas, dando como
resultado la deteccion de este patégeno en 93 alimentos de 441 analizados (21.1%). Se
identificd en carne de ave (35.3%), en queso crudo (30.3%), vegetales crudos (21.8%),
carne de puerco (17.3%) y carne de res (15.1%), en pescado no se detectd dicho
patdgeno. Se resalta que las muestras provenientes de locales minoristas registran una

mayor prevalencia de Salmonella que en supermercados (Miranda et al, 2009).

A los 93 aislados de Salmonella se les realizaron pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, donde registraron cepas con alta resistencia a cloranfenicol y algunas
con resistencia a aminoglucésidos y quinolonas. Puntualizan que las bacterias resistentes
a antimicrobianos aisladas de alimentos, son fuente potencial de la diseminacion de estas
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en humanos y que el incremento de la prevalencia de Salmonella resistente a
antimicrobianos puede ser debido al uso de agentes antimicrobianos en alimento animal
(Miranda et al, 2009).

Nayarit et al. (2016) analizaron 100 muestras de carne molida de res que se expende en
la capital mexicana, 50 muestras provenientes de supermercados y 50 del mercado
informal (como tianguis, carnicerias y mercados publicos). El aislamiento e identificacion
de Salmonella se realizé por pruebas bioquimicas y PCR convencional. Los aislados de

Salmonella obtenidos se enviaron a tipificar al INDRE.

El resultado obtenido fue que el 6% (3/50) de las muestras de supermercados resultaron
positivas para Salmonella, mientras que en el 32% (16/50) de las muestras del mercado
informal estuvo presente. Los serotipos predominantes fueron S. Lomita y S. Derby. Un
analisis de susceptibilidad antimicrobiana revelo que la mayor resistencia fue para
betalactamicos. El 73.7% de los aislamientos son multi-resistentes. Ademas, se
menciona que el porcentaje de positividad de Salmonella puede variar debido a la zona

geografica y la época del afio en la que se realice el muestreo (Nayarit et al., 2016).

Es necesario una mejor aplicacion de la ley vigente para expendios de carne caliente
(mercado informal). EI mercado informal muestra que la positividad a Salmonella es 6
veces superior que en los supermercados. Por otra parte, la alta resistencia a antibiéticos
muestra ser un fuerte problema que se enfrentara el humano para el tratamiento de la
salmonelosis. Por ello es necesario migrar a un sistema activo de vigilancia
epidemioldgica para poder combatir esta problematica, esto se puede apoyar de estudios
de diversidad genética, presencia y mecanismos de transmisidn de genes de resistencia

y virulencia (Nayarit et al., 2016).
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2.0 JUSTIFICACION

La Subdireccion de Secuenciacion y Bioinformatica (SSB) del Centro Nacional de
Referencia en Deteccion de Organismos Genéticamente Modificados (CNRDOGM) del
SENASICA, realiza la secuenciacién masiva de genomas de bacterias patégenas de
interés alimentario, como es el caso del género Salmonella. Este es el agente etiologico
de la salmonelosis, enfermedad transmitida por alimentos de gran impacto en todo el
mundo, que posee una alta propagacion en el ambiente, siendo humanos y animales sus

principales huéspedes.

Actualmente la SSB tiene como proyecto la realizacién de un Atlas de Salmonella en
México, con la informacién obtenida de muestras aisladas en alimentos de origen animal
remitidas por la Red de Laboratorios Estatales de Salud Publica de toda la Republica
Mexicana en el periodo comprendido del 2015 — 2017 a través de la COFEPRIS. En este
Atlas, se expondra la informacion referente a la diversidad encontrada de serotipos de
Salmonella, la frecuencia de aislamientos de cada serovariedad, la identificacién de
genes de RAM dentro de las muestras analizadas (lo cual permitira la construccion de un
perfil de resistencia a antimicrobianos in silico para cada serotipo), la determinacién de
posibles cepas multirresistentes y una primera aproximacion de la distribucién geografica

de los serotipos en México.

En el presente trabajo se describe el proceso de elaboracion del Atlas de Salmonella en
México, esencialmente en lo referente a los analisis bioinformaticos. Se tomé a S.
Typhimurium, S. Agona y S. Enteritidis como modelos para ejemplificar el proceso
realizado, el cual sera implementado para cada uno de los serotipos identificados en la
SSB, de tal forma se recopilara la informacion fundamental que compondra al “Atlas de
Salmonella enterica enterica aislada de alimentos de origen animal en México en el
periodo 2015-2017, secuenciacion de genoma completo y genes de resistencia a

antimicrobianos”.

La informacion contenida en este Atlas sera util para la optimizacion de las estrategias
de monitoreo y vigilancia epidemioldgica de Salmonella spp. que actualmente operan,

para el desarrollo de metodologias que preserven la inocuidad alimentaria, al tiempo que
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puedan servir de apoyo para la eleccion de tratamientos clinicos mas efectivos para el
combate de este patdgeno el cual, es uno de los problemas de salud publica de mayor

importancia tanto en México como en el contexto mundial.

En el presente proyecto se inserta en el contexto de las acciones a llevar a cabo por parte
del SENASICA como parte de la Estrategia Nacional de Accién contra la Resistencia a
los Antimicrobianos que a su vez responde a acuerdos internacionales en materia de
RAM como el plan de accién de la FAO sobre la resistencia a los antimicrobianos 2016-
2020 o el plan de accién mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos de la OMS
(FAO, 2016; OMS, 2015).
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3.0 HIPOTESIS

Si se realiza el analisis de mas de 1400 aislados de Salmonella secuenciados en la SSB
provenientes de todos los estados de la Republica Mexicana, se obtendra una primera
aproximacion a la diversidad serotipica, gendmica y genética de la especie circulante en
puntos de venta, misma que complementara la informacion que se tiene documentada

en el pais sobre este género.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Elaborar el “Atlas de Salmonella enterica enterica aislada de alimentos de origen animal
en México en el periodo 2015-2017, secuenciacién de genoma completo y genes de

Resistencia a Antimicrobianos”.

4.2 Objetivos especificos.

- Exponer el numero de aislamientos de los distintos serotipos de Salmonella en
México durante el periodo 2015 - 2017.

- Analizar los genes de RAM que presente cada uno de los aislados de Salmonella
secuenciados.

- Construir un perfil de genes de RAM (in silico) para cada uno de los serotipos de
Salmonella identificados.

- Analizar la distribucidén geografica de los aislados de Salmonella de cada uno de
los serotipos identificados.

- Construir y analizar las relaciones filogeograficas mostradas por los aislados de
Salmonella de los serotipos identificados.

- Automatizar los analisis realizados mediante la implementacion de Scripts

(empleando lenguajes de programacion).
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5.0 METODOLOGIA

5.1 Diagrama de flujo.
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¥

Atlas de Salmonella en México

Figura 2. Diagrama de flujo de la metodologia empleada.
5.2 Muestras.

En el presente estudio, se analizaron 1557 muestras de Salmonella provistas por los
Laboratorios Estatales de Salud Publica de los diferentes estados de la Republica
mexicana a través de la COFEPRIS, cabe mencionar que algunos estados remitieron un
mayor numero de muestras con respecto a otros estados. Dichas muestras, se aislaron
de matrices alimentarias de origen animal en puntos de venta durante el periodo 2015-
2017, fueron entregadas al Laboratorio de Diagndstico para la Deteccion de Organismos
Patégenos (LDDOP) del SENASICA donde se corroboro la pureza de los aislados y
posteriormente fueron proporcionadas a la SSB como suspensiones bacterianas para su

extraccion de ADN, secuenciacién y andlisis bioinformatico (SENASICA, 2015).
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5.3 Secuenciacion de los aislados de Salmonella.

La SSB emplea tecnologia de secuenciacion masiva de las plataformas llumina®: MiSeq
y NextSeq. Con ellas se lleva a cabo la secuenciacion de genoma completo (WGS por
sus siglas en inglés) de todas las cepas de Salmonella que previamente fueron re-
aisladas por el LDDOP.

Los datos resultantes de la secuenciacion (lecturas) fueron copiados al servidor a cargo

del area de bioinformatica de la SSB para realizar los analisis correspondientes.
5.4 Analisis bioinformatico.

Una vez que los aislados de Salmonella enterica han sido secuenciados, en la SSB se
realizan los analisis bioinformaticos necesarios para obtener la informacion referente a la
identificacion del serotipo del aislado y de los genes de resistencia a antimicrobianos que

pueda presentar.
5.4.1 Archivos FASTQ.

Las lecturas son convertidas a archivos de texto plano con formato FASTQ mediante el
software de llumina® llamado bcl2fastq. Este es un formato informatico basado en texto,
utilizado para representar las secuencias de acidos nucleicos en el que los nucledtidos
se representan usando codigos de una sola letra (A, T, C, G). El formato FASTQ también
contiene las medidas de calidad de cada nucleétido en escala PHRED. Esta escala refleja
la probabilidad de que una base haya sido asignada erroneamente. Tanto la secuencia
como la puntuacion de la calidad estan codificadas con un solo caracter ASCII para una
mayor compresion de los datos y con ello permitir que ocupen el menor espacio posible

en cuanto a peso de archivos (Apéndice A, Figura 21).
5.4.2 Asignacion de serotipo.

La asignacién de serotipo para cada aislado de Salmonella secuenciado se realiza a nivel
de secuencia empleando los programas SRST2 V. 0.2.0, SeqSero V. 1.0 y ARIBA V.
2.11.1. SRST2 (Short Read Sequence Typing for Bacterial Pathogens) es una

herramienta basada en mapeos de lectura para la deteccidn rapida y precisa de genes,
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alelos y realizar MLST a partir de datos de secuenciacion de genomas en formato FASTQ;
este software también permite identificar a los genes de resistencia presentes en las
secuencias tras hacer la comparacion con los genes reportados en base de datos ARG-
ANNOT (Kumar et. al, 2014) (Apéndice C, Figura 23). SeqSero (Salmonella serotyping
from genome sequencing data) también utiliza los datos de secuenciacion del genoma
completo en formato FASTQ y los compara con la informacién presente en bases de
datos curadas de determinantes de serotipos de Salmonella (analiza al grupo de genes
rfb, fliC y fljB) (Apéndice D, Figura 24). ARIBA (Antimicrobial Resistance Identification By
Assembly) utiliza un enfoque combinado de mapeo/alineamiento local y ensamble dirigido
para identificar genes a partir de lecturas pareadas de secuencias, lo que permite la
obtencién de genes contiguos; el software toma como referencia a bases de datos ARG-
ANNOT, CARD, MEGARes y ResFinder. Generalmente se utiliza para la tipificacion de
bacterias por secuencias multi-locus (MLST), para Salmonella identifica los genes aroC,
dnaN, hemD, hisD, purE, sucA y thrA, ademas identifica los genes de resistencia

presentes en la muestra al igual que SRST2 (Hunt, 2017) (Apéndice E, Figura 25).

5.4.3 Base de datos de Salmonella.

Una vez identificados los serotipos de cada uno de los aislados de Salmonella, la SSB
construy6 una base de datos con la informacién de cada uno de estos (base de datos de
Salmonella); esta informacion se compone principalmente por el ID de la muestra (cédigo
de identificacion asignado por la SSB para cada aislado de Salmonella), el serotipo, la
procedencia (estado de la Republica mexicana del cual proviene el aislado) y la fuente
alimentaria de origen animal de la cual se extrajo cada uno de los aislados de Salmonella
(Figura 3).

5.4.4 Identificacion de genes de resistencia a antimicrobianos (RAM).

Se realizé la identificacion de todos los genes de RAM para cada uno de los aislados
secuenciados. Toda la informacion recabada se agrup6é en una matriz denominada
“Matriz de RAM” (contiene los IDs de los aislados y sus respectivos genes de RAM
identificados) (Apéndice G, Figura 27). Todos los genes de RAM contenidos en esta
matriz son clasificados en las categorias de antimicrobianos que inhiben utilizando las

bases de datos ARG-ANNOT y CARD, informaciéon que se almacena en una matriz
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independiente denomina “Matriz de RAM traducidos” (de igual forma contiene los IDs de
los aislados con los antimicrobianos que inhiben) (Apéndice G, Figura 27). Esta ultima
matriz se utilizé para hacer un analisis de frecuencia de genes de RAM de todos los

aislados de Salmonella analizados.

Conociendo los genes de RAM “traducidos” a los grupos de antimicrobianos que inhiben
para cada uno de los aislados de Salmonella, se realiza un conteo total de los genes de
RAM de todas las muestras analizadas; los cuales se filtran y se clasifican a la clase
antimicrobiana a la que pertenecen, esto se realiza con la ayuda de los lenguajes de

programacion Python y R.

5.4.5 Uso de lenguajes de programaciéon para la automatizacion de analisis
estadisticos.

Como parte del presente proyecto, una vez identificados los genes de RAM de todos los
aislados de Salmonella secuenciados se emplearon los lenguajes de programacion
Python y R para lograr la automatizacion de tareas mediante una serie de comandos o
scripts. Esto fue relevante por la continua actualizacién del analisis y la generacion de
graficos que se realizaron conforme se incorporan mas aislados secuenciados a la base
de datos de la SSB.

Ejemplo de las tareas automatizadas que se ejecutaron con estos lenguajes fue la
filtracion, la clasificacion, el conteo y el reacomodo de datos contenidos en la base de

datos de Salmonella y en las matrices de RAM (Apéndice H, Figura 28).

Otros ejemplos de automatizacion y que resultaron de gran importancia en la elaboracién
de este proyecto debido a que permite la optimizacidn de tiempo, es la generacién
representaciones graficas como: la distribucion del numero de genes de resistencia en
las muestras analizadas de Salmonella (se muestra el script de este grafico en la
Apéndice |, Figura 29), el numero de los aislamientos de los serotipos de Salmonella,
distribucién de la resistencia a ciertas familias antimicrobianas para cada serotipo (perfil
de resistencia antimicrobiana in silico) y la distribucién de los genes por categoria

antimicrobiana.
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5.4.6 Analisis filogenéticos entre los aislados de Salmonella de un cierto serotipo.
Se determind la relacidn de parentesco entre las secuencias de cada aislado de un
determinado serotipo identificado (filogenia) mediante el software LyveSet V. 1.1.4g que
realiza una comparacién pareada de hg-SNP entre las secuencias problema (en este
caso las de los aislados de un mismo serotipo) en formato fastq y tomando como
referencia un genoma de referencia del mismo serotipo. Este software permite un estricto
control de los parametros de calidad requeridos para que las posiciones sean
reconocidas como variantes y es una aproximaciéon muy fina para la comparacion de

aislados y la identificacion certera de clonalidad en caso de que exista.

Para realizar lo anterior, fue necesario contar con una referencia ensamblada del serotipo
en cuestion, para lo cual se empled el software CLC Genomics Workbench V. 9.0
(Apéndice B, Figura 22).

Como archivo de salida se obtuvo un analisis de hg-SNP, dentro de éste se genera una
matriz con todas las diferencias de SNPs entre los aislados (comparacion pareada) y un
arbol filogenético de distancias asociadas al numero de SNPs entre los diferentes

aislados.

5.4.7 Analisis filogeografico.

Un analisis de hq-SNPs entre las cepas de un determinado serotipo nos permite comparar
su estructura génica, de tal manera que es posible discernir sobre la existencia de cepas
clonales u otros grupos monofiléticos. Adicionalmente, conociendo la procedencia
geografica de las muestras (contenida en la base de datos de Salmonella) se puede
realizar un analisis filogeografico que permita establecer posibles patrones de
colonizacion por parte de este serovar (se utiliza una gama de colores para cada linea

del arbol filogenético).

Estos analisis filogeograficos constan, ademas de los andlisis de hg-SNPs, la
construccion de mapas de la Republica Mexicana donde se expone la distribucion
geografica del serotipo en cuestion. Estos mapas también se construyeron empleando

principalmente el lenguaje de programacion R apoyado de librerias de GoogleVis.
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6.0 RESULTADOS
6.1 Generalidades del Atlas de Salmonella en México.

Se secuenciaron un total de 1557 muestras de Salmonella provenientes de todos los
estados de la Republica Mexicana de matrices alimentarias de origen animal. Se
identificaron 75 serotipos diferentes, con estos resultados, se construyé la base de datos
de Salmonella de la SSB (Figura 3) la cual contiene el ID, el serotipo, la procedencia y la

matriz alimentaria de donde se extrajo cada aislado.

SACARTA | (08 @ sEasica

Cédigo de 5 Estado de la 1 Matriz alimentaria - | Serotipo asignado [
identificacion republica . de origen animal | del aislado de
asignado por la SSB mexicana del cual de la cual proviene Salmonella
para cada aislado proviene el aislado - el aislado
de Salmonella

Figura 3. Base de Datos de Salmonella de la SSB.

Es necesario mencionar que por motivos de confidencialidad por parte de las instituciones
a las que les compete este proyecto (SENASICA y COFEPRIS), no es posible la
divulgacioén del tipo de matriz alimentaria de donde fue obtenido cada uno de los aislados

de Salmonella.

Para representar la procedencia de las muestras analizadas que se aislaron de distintas
partes de la Republica Mexicana a cargo de la Red de Laboratorios Estatales de Salud
Publica, se elabordé un mapa regido por una escala de color (de amarillo a verde) con
ayuda de Ry librerias de GoogleVis, empleando el archivo de entrada que contiene los
codigos geograficos de los estados de la Republica Mexicana y el nUmero de muestras

que le corresponden a cada estado (Figura 4).
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MX-YUC
muestras_recibidas: 119

1 O 165

Data: data « Chart ID: Muestras_recibidas « googleVis-0.6.2

Figura 4. Mapa geografico de la distribuciéon de muestras de Salmonella recibidas y analizadas
(1494) a lo largo de la Republica Mexicana regido por un gradiente de color (el amarillo representa

un menor numero de muestras recibidas mientras que el verde representa una mayor cantidad).

Los estados que proporcionaron mas muestras de Salmonella fueron Michoacan (165
muestras), seguido por Yucatan (119 muestras, se resalta a manera de ejemplo) y San
Luis Potosi (108 muestras). En cambio los estados que entregaron menos muestras
fueron Coahuila (1 muestra), Baja California sur (7 muestras) y Baja California norte (8

muestras).

Para conocer la distribucion geografica de los serotipos aislados de Salmonella a lo largo
de la Republica Mexicana, se elaboran mapas geograficos del territorio nacional para
cada uno de los serotipos aislados de Salmonella (mas adelante expuestos). Como se
observa en el mapa de la figura 4, el nUmero de muestras de Salmonella provenientes de
los distintos estados del pais que fueron remitidas a la SSB no fue homogéneo, para
evitar un sesgo en los datos se opt6 por trabajar en proporciones aplicando el siguiente

calculo:
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No.de aislados del serotipo "X" en el estado "Y"
x 100

No.total de aislados del serotipo "X"
X = Es el serotipo a analizar de la base de datos de Salmonella de la SSB.

Y = Es el estado de la Republica mexicana que contiene cierto porcentaje de aislados del

serotipo “X”.

De los 1557 aislados de Salmonella secuenciados a cargo de la SSB, se les logré asignar

serotipo a 1494, de las cuales se identificaron en total 75 serotipos distintos (Tabla 5).

Se analizaron solo las 1494 muestras de Salmonella, ya que para las 63 muestras
restantes no fue posible asignar algun serotipo puesto que se mostraban inconsistencias
entre los resultados de los software bioinformaticos empleados; una posible explicacion
a esto, es que estas muestras se encontraban contaminadas presentando distintos
serotipos de Salmonella o incluso por bacterias que no pertenecen a este género; otra
explicacion que surgio tras encontrar que algunas de estas muestras si expusieron una
combinacion alélica determinada, es que estas combinaciones aun no estan registradas
en las bases de datos utilizadas, esto abre a la idea de tener posibles serotipos
novedosos de Salmonella, para determinar esto es necesario analizar estas cepas con

otros software bioinformaticos para dictaminar con precision.
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Tabla 5. Lista de serotipos de Salmonella identificados en este trabajo (75

serotipos). Los 1494 aislados equivalen al 100 % de las muestras analizadas.

. No. . No. . No.
Serotipo aislados Serotipo aislados Serotipo aislados
S. Typhimurium 165 S. Thompson 17 S. Corvallis 2
S. Anatum 143 S. Saintpaul 16 S. Falkensee 2
S. Derby 97 S. Schwarzengrund 14 S. 1i48:D:Z6 2
(Hagenbeck)
S. Agona 96 S. Brandenburg 12 S. Manhattan 2
S. Infantis 68 S. Bredeney 12 S. Minnesota 2
S. Enteritidis 61 S. Cerro 10 S. Paratyphi_B 2
S. London 60 S. Poona 10 S. Reading 2
S. Newport 52 S. Mbandaka 9 S. Stanleyville 2
S. Give 48 S. Bovismorbificans 7 S. Alachua 1
S. Meleagridis 43 S. Rubislaw 7 S. Altona 1
S. Muenchen 42 S. Urbana 7 S. Bareilly 1
S. Braenderup 41 S. Ohio 6 S. Chester 1
S. Uganda 41 S. Heidelberg 5 S. Hartford 1
S. Senftenberg 40 S. Kiambu 5 S.lv 1
43:724,723:-
(Houten)
S. Muenster 35 S. Soerenga 5 S. IV 1
45:G,Z51:-
S. Albany 32 S. Wassenaar 5 S. Krefeld 1
S. Panama 32 S. Worthington 5 S. Litchfield 1
S. Montevideo 29 S. Fresno 4 S. Livingstone 1
S. Rissen 27 S. Gaminara 4 S. Luciana 1
S. Adelaide 25 S. lrumu 4 S. Manchester 1
S. Weltevreden 24 S. Javiana 4 S. Molade 1
S. Kentucky 23 S. Liverpool 4 S. Oslo 1
S. Oranienburg 20 S. Sandiego &) S. Ouakam 1
S. Havana 19 S. Sundsvall 3 S. Ruiru 1
S. Hadar 17 S. Tennessee 3 S. Saphra 1
Suma parcial 1 1280 Suma parcial 2 181 Suma parcial 3 33

Suma Total = 1494 aislados
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El serotipo que mas se aislé en las muestras de Salmonella fue S. Typhimurium con el
11% de los aislamientos (165 aislados de S. Typhimurium/1,494 aislados totales),
seguido por S. Anatum con el 9.6% (142/1494), S. Derby con el 6.5% (97/1494), S. Agona
con el 6.4% (95/1494), S. Infantis con el 4.6% (68/1494) y S. Enteritidis con el 4.1%
(61/1494). Los 69 serotipos restantes constituyen el 57.8% restante de los aislamientos,

teniendo de manera individual un porcentaje de aislamiento menor al 4% (Figura 5).

@ Salmonella Typhimurium
@ Salmonella Anatum

@ Salmonella Derby

@ Salmonella Agona

@ Salmonella Infantis

@ Salmonella Enteritidis
@ Salmonella London

@ Salmonella Newport

@ Salmonella Give

@ Salmonella Meleagridis
@ Salmonella Muenchen
@ Salmonella Braenderup
@ Salmonella Uganda

@ Salmonella Senftenberg

14 V

Salmonella Meleagridis
43 (2,9%)

Figura 5. Distribucion porcentual de los aislamientos de cada serotipo de Salmonella identificado
por la SSB.

La Figura 6 muestra que de los 1494 aislados de Salmonella analizados, solamente uno
no present6 genes de RAM; aproximadamente el 49.5% (740/1494) presentaron un gen,
el 8.2% (123/1494) exhibieron dos genes y alrededor del 42.2% (630/1494) de los
aislados expusieron mas de tres genes de RAM. Es necesario resaltar que un aislado

presento 20 genes de resistencia.
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Figura 6. Grafico del niumero de aislados de Salmonella de los 1494 analizados que poseen un
determinado numero de genes de RAM. Las medidas de tendencia central son: moda = 1, mediana

= 2 y media aritmética = 4.179.

Lo anterior deriva al analisis que se expone mas adelante (seccidn de resultados), donde
se busca un patron entre los genes de RAM que se reconocieron entre los aislados de
Salmonella con respecto a los serotipos identificados, de tal manera que se pudiese hacer
un perfil de resistencia a antimicrobianos a nivel de genes (in Silico) para cada serotipo

de Salmonella.

El total de genes de RAM identificados en el presente trabajo fue de 6275 genes, este
valor considera a todas las muestras de Salmonella analizadas, no discriminando las
cepas que compartan el mismo gen de resistencia. Se determiné que dentro de estos
genes, 102 genes eran distintos, es decir, un mismo gen pudiese estar considerado
varias veces en el total de genes de RAM ya que se identificé en varias cepas analizadas.
Dentro de estos genes distintos, 35 codifican para la resistencia a betalactamicos, 24

para aminoglucosidos, 9 tanto para trimetoprimas como para tetraciclinas, 8 para
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fluoroquinolonas, 7 para fenicoles, 6 para macrolidos-lincosamidas-estreptograminas, 3

para sulfonamidas y 1 para fosfomicinas.

La Figura 7 muestra que, de los 6275 genes de RAM identificados en los 1494 aislados
de Salmonella, el 45.1% de esos genes (2830/6275 genes totales) codifica para la
resistencia a algun tipo de aminoglucésido, siendo esta clase antimicrobiana la mas
susceptible a ser inhibida por alguno de los aislados de Salmonella; a estos le siguen los
genes que inhiben a las tetraciclinas con el 18.3% de los genes (1148/6275). Se observa
que hay menos genes que codifican a la resistencia contra macrélidos-lincosamidas-
estreptograminas y fosfomicinas con el 1.6% (100/6275) y el 0.2% (12/6275)

respectivamente.

Figura 7. Frecuencia de genes de resistencia por familia antimicrobiana. El total de genes de RAM
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identificados en los aislados de Salmonella fue de 6260 genes.

Cabe destacar que no se encontrdé ningun gen de resistencia para colistina (polipéptido)
0 nitroimidazol, antimicrobianos que pueden ser utilizados para el tratamiento de
patologias ocasionadas por Salmonella (Cué & Morejon, 1998); siendo éstos los
antimicrobianos que posiblemente proporcionan el mas adecuado y eficiente medicacién

para este patogeno.
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El gréafico de la Figura 8, muestra que probablemente 594 cepas de Salmonella (lo que
equivale al 39.8% de las muestras analizadas) serian multi-resistentes, ya que estos
aislados presentan 3 0 mas genes de resistencia que codifican para 3 o0 mas categorias
antimicrobianas distintas, lo cual es el parametro reportado en la literatura para

considerar a una cepa de Salmonella multi-resistente (Lépez et al., 2011).
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Figura 8. NiOmero de cepas de Salmonella posiblemente multi-resistentes. Se consideran 594

cepas de los 1494 aislados de Salmonella analizados.

Para ejemplificar la informacion que contendra el “Atlas de Salmonella enterica enterica
aislada de alimentos de origen animal en México en el periodo 2015-2017, secuenciacion
de genoma completo y genes de resistencia a antimicrobianos” para cada uno de los
serotipos identificados, en el presente trabajo se muestran los resultados para los

serotipos S. Typhimurium, S. Agona y S. Enteritidis.
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6.2 Salmonella Typhimurium.

6.2.1 ;Quién es Salmonella Typhimurium?

Formula antigénica de S. Typhimurium:

Antigeno O: 1,4, [5], 12
Antigeno H, fase 1: [
Antigeno H, fase 2: 1,2

(Grimont, 2008).

Los principales reservorios de S. Typhimurium en animales son cerdos, aves de corral,
ganado bovino e insectos. Con lo que respecta a alimentos, las principales fuentes de

transmision son carne de pavo, de cerdo y bovina (EFSA, 2010).

S. Typhimurium se distribuye a nivel global, se ha reportado que en muestras humanas
es el segundo serotipo de Salmonella mas frecuentemente aislado en EUA, la UE, Africa
y América latina; mientras que en Australia es el serotipo mas comun y en Asia

permanece dentro de los diez serovares mas aislados (Cornell University, 2013).

El tamafo del genoma S. Typhimurium varia de 4.82 - 5.09 Mb dependiendo de la cepa,
contiene aproximadamente el 52.2 % G+C y consta de 4,556 a 5,619 de genes predichos.
La mayoria de las cepas de S. Typhimurium contienen un plasmido de aproximadamente
90 kb que porta genes de virulencia (plasmido de virulencia de Salmonella, SVP por sus
siglas en inglés). En S. Typhimurium también se han identificado plasmidos grandes con
regiones que codifican para resistencia a antimicrobianos de aprox. 200 kb (Ej. IncHI1).
Las islas de patogenicidad (SPI por sus siglas en inglés) se encuentran en todas las
cepas de S. Typhimurium secuenciadas hasta la fecha, esto incluye SPIs-1a 6, 9, 11 a
14 y 16; siendo SPI-14 especifica para S. Typhimurium. Las islas de patogenicidad que
codifican para la resistencia a antibiéticos parecen ser una caracteristica comun de varias
cepas MDR (Multidrug Resistance) de S. Typhimurium, estas incluyen, por ejemplo, la
isla gendmica 1 de Salmonella (SGI1 por sus siglas en inglés) descrita en S. Typhimurium
DT104 y la GI-DT12 en S. Typhimurium T000240. Esta ultima (GI-DT12) contiene genes
de resistencia a antibiéticos (por ejemplo, oxa-30, aadAl, gacE?1, sull, cat y tetA).
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En las regiones subsaharianas de Africa, existen de manera endémica cepas invasoras

(que causan bacteremia) de S. Typhimurium (Cornell University, 2013). Por otra parte,

Nayarit-Ballesteros et al. (2016) mencionan que la cepa de S. Typhimurium DT104 es la

de mayor virulencia.

Distintos estudios indican la resistencia a diferentes grupos de antimicrobianos por parte

de S. Typhimurium (Tabla 6).

Tabla 6. Resistencia a diferentes grupos de antimicrobianos por parte de S.

Typhimurium con base a lo reportado por distintos autores.

Grupos de antimicrobianos

Tipos de antimicrobianos

Aminoglucésidos

Estreptomicina®3, Gentamicina’,

Kanamicina', Amikacina'.

Betalactamicos

Penicilina2, Ampicilina’-3, Amoxicilina-
acido clavulanico’, cefalotina’,

Cefazolina?, Ceftriaxonas.

Sulfonamidas

Trimetoprim-sulfametazol,

Sulfonamida’, Sulfisoxazol®.

Macrolidos

EritromicinaZ.

Fenicoles

Cloranfenicol-3.

Tetraciclinas

Tetraciclinas™-3.

Quinolonas

Acido nalidixico?3, Ciprofloxacino?

(fluoroquinolona).

Glicopéptidos

VancomicinaZ?.

" Busani et al, 2004.
2Thung et al, 2018.
3 Andino & Hanning, 2015.

Debido a la gran diversidad, virulencia y distribucién a nivel global este serotipo es

frecuentemente asociado a brotes de salmonelosis. En mayo del 2010 en Francia,
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provoco 90 casos de los cuales 20 fueron hospitalizados, esto debido al consumo de
salchicha de cerdo deshidratada (EFSA, 2010).

En febrero del 2018, en EUA se reporté un brote de S. Typhimurium relacionado con

ensalada de pollo y provoco 65 personas infectadas en 5 estados del pais (CDC, 2018).

En la Tabla 7 se muestra el recuento de algunos brotes registrados de S. Typhimurium

en distintas partes del mundo (Cornell University, 2013).

Tabla 7. Brotes registrados de S. Typhimurium por ingesta de alimentos en

distintas partes del mundo.

Ano Localidad Fuentes asociadas Numero de
casos
2018 EUA - varios estados Ensalada de pollo 65
2013 EUA - varios estados Carne molida 22
2012 Canada* Carne molida 50
2012 EUA - varios estados Melon cantalupo 261
2011 EUA - varios estados Carne molida 20
2011 Inglaterra® Cerdo 51
2011 Irlanda* Huevos de pato 34
2010 Francia* Salchicha de cerdo 90
2009 Inglaterra® Desconocido 14

*No se especifica los estados o entidades del pais que estuvieron implicados en el brote.
(Cornell University, 2013).

6.2.2 Salmonella Typhimurium en México.

En México, Gonzalez et al. (1985) reportaron que S. Typhimurium fue el principal serotipo
de Salmonella aislado en muestras clinicas humanas entre los anos 1974 - 1981 con el

45.7% (1,281 aislamientos de S. Typhimurium/2,803 de aislamientos totales); en
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alimentos ocupé el tercer lugar con el 8.9% de aislamientos (144/1,619) y en animales
ocupo el séptimo lugar con el 3.2% de aislamientos (1/31). Indagando sobre las muestras
clinicas humanas donde se encontré S. Typhimurium, la procedencia de éstas eran de
pacientes hospitalizados, ademas de que se observé que frecuentemente se aislaba en
hospitales que en laboratorios clinicos privados, una posible respuesta a esto es el grado
de virulencia que posee este patdgeno; por lo regular S. Typhimurium se aisla cuando se
presenta una patogenia y por ende se le da seguimiento en hospitales, en cambio en
laboratorios clinicos privados no necesariamente el seguimiento microbiolégico sea
debido a la existencia de una patologia, sino porque la mayor parte de las veces son
estudios de rutina. Las cepas de S. Typhimurium procedentes de hospitales mostraron
mayor resistencia a antimicrobianos que las que provenian de otros laboratorios clinicos

privados. Este serotipo no se aislo en aguas de drenaje.

Gutiérrez-Cogco et al. (2000) respaldaron que entre los afos 1982 y 1999 en México,
Salmonella Typhimurium predominé como el serotipo de Salmonella que mas se aislé en
muestras clinicas humanas, reportaron que el 20.4% de aislamientos corresponden a
este serotipo (3,225/15,843).

6.2.3 Salmonella Typhimurium en el mundo.

En EUA, S. Typhimurium se reporta como el serovar mas comun con el 19.8% de
aislamientos (951/4,794) en muestras de origen no humano, en cuanto a aislamientos en
muestras clinicas humanas ocupa el segundo lugar con el 11.6% (5,704/49,004) (CDC,
2012).

En la UE se reporta que es el segundo serotipo de Salmonella mas frecuente en casos
clinicos humanos con el 20.2% de aislamientos (16,705/82,694) (EFSA, 2015).
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6.2.4 Resultados obtenidos para S. Typhimurium.

De los 1494 aislados de Salmonella analizados, 165 se identificaron como S,
Typhimurium, por lo que es el serotipo con mayor frecuencia de aislamientos (11%)
(Figura 5).

Los aislamientos de S. Typhimurium proceden de todo el territorio nacional (Figura 9), se
observa que la mayor parte de los aislamientos proceden de la parte central del pais,
particularmente en el Estado de México con el 10.9%, seguido por San Luis Potosi con
el 9.7% y por Michoacan con el 9.1% (Tabla 8).

MX-YUuC
Salmonella. Typhimurium: 7,273

0 PO 10,909

Data: data - Chart ID: Typhimuriu

Figura 9. Mapa de distribucion geografica de S. Typhimurium a lo largo del territorio nacional. El
mapa esta regido por una escala de color, donde el verde intenso corresponde al estado con

mayor porcentaje de predominancia de S. Typhimurium.
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Tabla 8. Porcentajes de distribucion geografica de S. Typhimurium.

Estados

Edo. de México
San Luis Potosi
Michoacan
Yucatan
Puebla
Aguascalientes
Guanajuato
Ciudad de
México
Morelos

Nayarit

Quintana Roo

Sonora
Hidalgo

Colima

% de aislados de

S. Typhimurium

10,9
9,7
9,1

7,3
6,1

4,8
4,8

4,2

4,2

4,2

4,2

4,2
3,6

3,0

Estados

Jalisco
Tlaxcala
Veracruz

Chihuahua
Guerrero
Querétaro
Chiapas

Durango

Tabasco

Baja California
Norte

Baja California
Sur

Sinaloa
Tamaulipas

Zacatecas

RESULTADOS

% de aislados de

S. Typhimurium
2,4
2,4
2,4
1,8
1,8
1,8
1,2

1,2

1,2

0,6

0,6

0,6
0,6

0,6
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Con el analisis de hg-SNPs entre la totalidad de los aislados de S. Typhimurium, se

construyo el arbol filogenético (Figura 10) y la matriz de hg-SNPs (Figura 11).

Se muestra sélo un fragmento de la matriz de comparacién pareada de hg- SNPs (Figura
11) ya que la dimension ésta es demasiado extensa. Se calcul6 la diferencia de SNPs
entre pares de cepas para todas las muestras pertenecientes a este serotipo, de tal forma
que entre mayor sea el numero de SNPs (los valores sombreados de color azul), la
diferencia génica sera mayor; pero si el numero de SNPs es menor (sombreado de color
rojo), la diferencia génica también lo sera, siendo este el caso de clonalidad del par de

cepas analizadas.
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Reglén. Noroeste (tonos azules)
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Figura 10. Arbol filogenético de S. Typhimurium construido a partir de la comparacion pareada de hq-SNPs entre los aislados de este
serotipo. La longitud de las lineas horizontales del arbol filogenético esta dada por la diferencia de SNPs que tienen entre si los aislados. Los
colores estan dados por las regiones geograficas (Noroeste, noreste, occidente, centro y sureste) de donde se extrajeron los aislados de S.
Typhimurium. Se resaltan las agrupaciones en llaves de color morado y se le asigna un nimero a cada agrupacion. Se resalta con rojo y se le

asigna una letra (A y B) a los grupos monofiléticos encontrados de S. Typhimurium.
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C36 41 c42 c43 52 C53 C54 C66 ce7 Ce8 c70 c72 c73 c74 (o-11] 94 D10 D11 D20 D43 D51 D57 D71

C36

Figura 11. Fragmento de la matriz de comparacion pareada de hq-SNPs de S. Typhimurium. En color rojo, se tiene el cotejo de las cepas que
muestran menos o un SNP; en color rosa-blanco, se tiene el cotejo de las cepas que muestran entre 2 - 7 SNPs; y en color azul, se tiene el

cotejo de las cepas que muestran mas de 8 SNPs.
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El arbol filogenético de S. Typhimurium (Figura 10) muestra la existencia de dos grupos
monofiléticos (clados) marcadamente distintos entre las cepas analizadas de este serovar
(agrupacion A y B). El grupo A muestra mayor diversidad entre las cepas que lo
componen, consta de una diferencia aproximada de 300 SNPs entre ellas, esto puede
deberse a la alta comercializacion de productos de origen animal a lo largo del territorio
nacional e incluso que haya cepas provenientes de otros paises debido a la importacion
de muchos productos de este tipo. En cambio, el grupo B es mas homogéneo, la mayoria
de las cepas que lo componen difieren entre ellas en aproximadamente 10 SNPs, lo cual
evidencia que la mayor parte de estas cepas son clonales (Figura 11); un aspecto
interesante de este grupo es que las cepas provienen de distintas regiones del pais, lo
que apunta a una probable propagacion por parte de una determinada cepa de S.
Typhimurium y que ha colonizado ciertas zonas geograficas del pais. La existencia de
estos dos grupos expone un posible escenario, que en el pais existen minimo dos
subtipos de Salmonella Typhimurium, lo cual se deberia de comparar con secuencias de
cepas aisladas antiguamente o incluso internacionales para corroborar si estos subtipos

han prevalecido en el pais o que tengan procedencia de otra parte del mundo.

Dentro de cada uno de los grupos mencionados, se forman agrupaciones que estan
asociadas con la procedencia de las muestras de S. Typhimurium; la agrupacion 2 del
grupo monofilético A, se compone principalmente de muestras que provienen del sureste
del pais, éstas cepas solo muestran 3 SNPs de diferencia lo que refleja que son cepas
clonales. La agrupacion 3 del grupo monofilético B, se caracteriza por componerse de
cepas de distintos estados de la republica pero concentrandose mayormente en estados
del centro-occidente-noreste del pais (region geografica donde se obtuvieron mayores
aislamientos de S. Typhimurium como se observa en la Figura 9), las diferencias de SNPs
mostradas por esta agrupacion son de aproximadamente 10 SNPs, este valor es bajo lo
que indica que se trata de cepas clonales que se han distribuido a lo largo de los estados
de la region centro-occidente-noreste del territorio nacional. Esto mismo se presenta en

las agrupaciones 1 (region occidente), 4 (region sureste) y 5 (region noroeste).
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Tras identificar los genes de RAM mostrados por las cepas analizadas de S.
Typhimurium, se obtuvo como resultado la posible resistencia a distintos grupos de

antimicrobianos mostrados en la Figura 12.

Salmonella_Typhimurium.csv

Amineglucosidos
Betalactamicos
Fenicoles
Fluoroquinolonas
Fosfomicina
Macrolidos-Lincosami...
Sulfonamidas
Tetraciclinas
Trimetoprima

0 125 250 375 500

Numero de genes de resistencia a antimicrobianos

Figura 12. Numero de genes de resistencia por categoria antimicrobiana que presenta S.

Typhimurium.

El grafico de la Figura 12 muestra que el mayor numero de genes de resistencia que se
presenta entre los aislados de S. Typhimurium es la categoria de aminoglucésidos (432
genes repartidos entre los 165 aislados de S. Typhimurium codifican para la resistencia
a este antimicrobiano), seguido por el grupo de las tetraciclinas (171 genes repartidos
entre los 165 aislados de S. Typhimurium codifican para la resistencia a este

antimicrobiano).

La Figura 12 expone cepas de S. Typhimurium resistentes a trimetoprima, lo cual no se
encontrd reportado por otros autores hasta donde nos fue posible investigar (Busani et

al, 2004; Thung et al, 2018; Andino y Hanning, 2015). Este estudio también difiere en que
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no se identificaron cepas de este serovar resistentes a glicopéptidos como lo menciona
Thung et al. (2018).

Salmonella Typhimiurium en este trabajo fue el serotipo con mayor numero de
aislamientos en alimentos de origen animal durante el periodo comprendido de 2015 —
2017 en México. Se encuentra distribuido a lo largo del territorio nacional concentrandose
principalmente en el centro del pais y presenta muy poca diversidad interna. Se
identificaron dos grupos monofiléticos donde uno de ellos (B) principalmente se compone
por cepas del centro-occidente-noreste del pais. Muestra resistencia a una amplia gama
de familias de antimicrobianos, pero lo que resulta relevante es que se identifican cepas

resistentes a trimetoprima.

6.3 Salmonella Agona.

6.3.1 ;. Quién es Salmonella Agona?

Formula antigénica de S. Agona:

Antigeno O: 1,4, [5], 12
Antigeno H, fase 1: f,g,s
Antigeno H, fase 2: [1,2]

(Grimont, 2008).

Los principales reservorios de Salmonella Agona en animales son las aves de corral
(Gallus), seguidos por el ganado bovino, cerdos y ovejas. En cuanto a las principales
fuentes de transmision de este serotipo en alimentos, se encuentran la carne de cerdo,
de pollo y de ganado bovino (EFSA, 2018).

La distribucion geografica de S. Agona abarca América del Norte, América del Sur,
Europa y Asia. En China, se encuentra entre los diez serovares mas comunmente

aislados (Cornell University, 2013).
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El tamafo del genoma de S. Agona varia de 4,70 a 4,95 Mb dependiendo de la cepa,
contiene el 52 % G+C y consta de 4,658 a 4,934 genes predichos. S. Agona posee un
genoma accesorio de aproximadamente 1.3 Mb; que incluye profagos multiples (similar
a P2, similar a Fels, similar a Lambda), plasmidos de resistencia a antibiéticos (por
ejemplo, plasmidos Incl1), islas de patogenicidad, transposones, e integrones

cromosomicos (Cornell University, 2013).

Un estudio realizado por Thung et al. (2018), sefala la existencia de cepas de S. Agona

resistentes a algunos grupos de antimicrobianos, éstas se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Resistencia a algunos grupos de antimicrobianos por parte de S. Agona

con base a lo reportado por Thung et al. (2018).

Grupos de antimicrobianos Tipos de antimicrobianos
Betalactamicos Penicilina, Ampicilina
Macrolidos Eritromicina
Glicopéptidos Vancomicina

En el mes de agosto del 2017, en UE un brote relacionado a férmula infantil (leche en
polvo) afectd a 39 lactantes (nifios <1 afo de edad): 37 en Francia, uno en Espafa y uno

en Grecia, confirmados por secuenciacion de genoma completo (EFSA, 2018).

Este serotipo se vinculé con los brotes relacionados con las papayas mexicanas
exportadas a EUA en 2017 (FDA, 2017).

En la Tabla 10 se muestra el recuento de algunos brotes registrados de S. Agona en

distintas partes del mundo.
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Tabla 10. Brotes registrados de S. Agona por ingesta de alimentos en distintas

Aino

2017

2017
2011
2008
2008
2008
2004
2002
1998

*No se especifica los estados o entidades donde se presenté el brote.

Localidad

Francia*, Espafia* y
Grecia*

EUA - varios estados
EUA - varios estados
EUA - varios estados
Europa (6 paises)*™
Europa**
Francia*
Alemania*

EUA - varios estados

partes del mundo.

Fuente asociada

Formula infantil

Papayas mexicanas
Papayas importadas
Arroz y cereal de soplo de trigo

Carne y emparedado.

Carne
Formula infantil
Té, anis a base de hierbas

Cereal de avena tostada

**No se especifica en que paises ni estados se presento el brote.
(Cornell University, 2013; FDA, 2017).

6.3.2 Salmonella Agona en el México.

Numero de
Casos
39

201
106
28
148
119
141
42

209

En México durante el periodo de 1940 a 1962, no se resguardan registros de aislamientos

de este serovar (Olarte & Varela, 1964), pero a partir de 1972 el aislamiento de S. Agona

mostré aumentar en frecuencia. Entre los afos de 1974 y 1981 se registraron un mayor

numero de aislamientos, los cuales provenian de muestras clinicas humanas ocupando

el cuarto lugar entre los serotipos mas aislados con el 4.6% (129 aislamientos de S.

Agona/2,803 de aislamientos totales), en alimentos ocupéd el quinto lugar con el 4.3%

(70/1,619) y en aguas de drenaje se posicion6 en el segundo lugar con el 17.4% (12/69)
(Gonzalez et al, 1985).
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6.3.3 Salmonella Agona en el Mundo.

En EUA, S. Agona es el tercer serovar mas aislado en muestras de origen no humano
con el 5.1% (245/4,794). Por otra parte, es el décimo noveno serotipo de Salmonella mas
frecuentemente aislado en muestras humanas con el 0.7% de los aislamientos
(339/49,004) (CDC, 2012).

Mientras tanto en UE, S. Agona es el décimo serotipo de Salmonella mas comunmente
aislado de muestras clinicas humanas; en el periodo 2012-2016, 26 paises de la UE
informaron un nimero anual de casos que van de 400 a 581. El Reino Unido, Alemania
y Francia representaron la mayor proporcién de casos confirmados (30%, 16% y 14%,
respectivamente) durante este periodo. Los casos fueron mas frecuentes entre los
adultos en el grupo de edad de 25-44 anos (23%) y los nifios por debajo de cinco afos
(22%) (EFSA, 2018).

6.3.4 Resultados obtenidos para S. Agona.

Para este trabajo, de los 1494 aislados de Salmonella analizados, 96 se identificaron
como S, Agona, siendo el cuarto serotipo mayormente aislado en alimentos de origen

animal en México con el 6.4% (Figura 5).

En cuanto a la distribucion geografica de S. Agona en México, se muestra en la Figura
13 que este serotipo se aislé con mayor frecuencia en los estados de San Luis Potosi y
Yucatan con el 12.5% y 11.5% respectivamente, seguidos por el estado de Michoacan
con el 10.4% vy los estados de Sonora y Estado de México con el 7.3% para cada caso
(Tabla 11).
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MX-YUC
Salmonella.Agona: 11,458
A

0 o 12,5

Data: data - Chart ID: Agona_por_estado « googleVis-0.6.2

Figura 13. Mapa de distribucion geografica de S. Agona a lo largo del territorio nacional.

Tabla 11. Porcentajes de distribucion geografica de S. Agona.

Estados % de aislados Estados % de aislados
de S. Agona de S. Agona
San Luis Potosi 12.5 Sinaloa 4.2
Yucatan 11.5 Tamaulipas 4.2
Michoacan 10.4 Aguascalientes 3.1
Edo. de México 7.3 Morelos 3.1
Sonora 7.3 Querétaro 3.1
Campeche 6.3 Ciudad de 2.1
Mexico

Chiapas 5.2 Jalisco 2.1
Guerrero 5.2 Nuevo Ledn 21
Colima 4.2 Quintana Roo 1.0
Guanajuato 4.2 Tabasco 1.0
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La Figura 13 muestra tres corredores de distribucion geografica muy marcados de S.
Agona, uno en la parte noroeste, el otro en el noreste-occidente-centro y el ultimo en el
sureste del pais. Dentro de estos corredores se encuentran los estados que presentaron
mayor porcentaje de predominancia por parte S. Agona (San Luis Potosi, Yucatan,

Michoacan y Sonora).

Los resultados provenientes de la comparacion pareada de hg-SNPs entre las cepas de

S. Agona se muestran en las Figuras 14 (arbol filogenético) y 15 (matriz).
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Figura 14. Arbol filogenético de S. Agona construido a partir de la comparacion pareada de hq-SNPs entre los aislados de este serotipo. La

longitud de las lineas del arbol filogenético esta dada por la diferencia de SNPs que tienen entre si los aislados. Los colores estan dados por

las regiones geograficas (Noroeste, noreste, occidente, centro y sureste) de donde se obtuvieron los aislados de S. Agona. Se resaltan las

agrupaciones llaves de color morado y se le asigna un nimero a cada agrupacioén. Se resalta con rojo el grupo marcadamente distinto de S.

Agona encontrado.
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Figura 15. Fragmento de la matriz de comparacion pareada de hq-SNPs de S. Agona. En color rojo, se tiene el cotejo de las cepas que
muestran menos o un SNP; en color rosa-blanco, se tiene el cotejo de las cepas que muestran entre 2 - 7 SNPs; y en color azul, se tiene el

cotejo de las cepas que muestran mas de 8 SNPs.
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El arbol filogenético de S. Agona (Figura 14) pone en evidencia a un clado marcadamente
distinto del resto de los aislado analizados (resaltado por un circulo rojo), esto con base
en la diferencia de SNPs entre las cepas pertenecientes a este grupo con respecto a las
demas, se separan aproximadamente 1300 SNPs (Figura 15). Este resultado abre las
puertas a varios escenarios, uno de ellos es que este grupo sobresaliente puede que sea
de reciente insercidon en el pais por lo que explicaria la alta diferencia génica de estas
cepas con respecto a las demas, seria necesario comparar las secuencias de este grupo
con secuencias internacionales para rastrear si efectivamente provienen de otra parte del

mundo o en todo caso, que sea un subtipo de Salmonella Agona endémica del pais.

Por otra parte, se presentan ciertas asociaciones entre las cepas del mismo serotipo las
cuales también estan regidas por las diferencias de SNPs. Cada una de estas
asociaciones se relaciona con alguno de los tres corredores expuestos anteriormente
(Figura 13), por ejemplo, la asociacion 6 del arbol filogenético (resaltada con color
morado) pertenece al corredor del noroeste, al observar el numero de diferencia de SNPs
y la procedencia geografica de cada una de las cepas se podria pensar en cepas
clonales. Por otro lado, las asociaciones 1, 3 y 4 del arbol filogenético corresponden al
corredor noreste-occidente-centro del pais; las asociaciones 1 y 3 pertenecen al grupo
monofilético que se encuentra mas alejado del resto de las cepas, tienen la caracteristica
de haber sido aisladas en el noreste-centro del pais, lo cual evidencia la propagacion
geénica de estas cepas a lo largo de este corredor geografico; la asociacion 4 es un grupo
puntual de cepas en la parte noreste. Por ultimo, se menciona a las asociaciones 2y 5
pertenecientes al corredor del sureste, de igual forma se observa que para cada caso son
pocas las diferencias de SNPs y tras provenir de una region geografica similar, es posible

que estas asociaciones sean cepas clonales.

Los resultados obtenidos con respecto a la identificacion de genes que codifican para la
resistencia a distintos grupos de antimicrobianos en las cepas analizadas de S. Agona se

muestran en la Figura 16.
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Salmonella_Agona.csv

Aminoglucosidos
Belalactamicos
Fenicoles
Fluoroquinolonas
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Sulfonamidas

Tipo de antimicrobiano

Tetraciclinas
Trimetoprima
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Numero de genes de resistencia a antimicrobianos

Figura 16. Numero de genes de resistencia a ciertos grupos de antimicrobianos para S. Agona.

El grafico de la Figura 16 muestra que de igual manera que S. Typhimurium, el mayor
numero de genes de resistencia que se presenta en los aislados de S. Agona es al grupo
de aminoglucdsidos (174 genes repartidos entre los 96 aislados de S. Agona codifican
para la resistencia a este antimicrobiano), seguido por el grupo de las tetraciclinas (73
genes repartidos entre los 96 aislados de S. Agona codifican para la resistencia a este

antimicrobiano).

La Figura 16, ademas nos expone que se tienen cepas de S. Agona resistentes a
antimicrobianos que anteriormente no se habian reportado, esto con base en el estudio
realizado por Thung et al. (2018) donde so6lo se hace mencion a la resistencia contra
betalactamicos, macrdélidos y glicopéptidos (este ultimo grupo antimicrobiano no se
registro la resistencia por parte de las cepas de S. Agona en este trabajo). Las nuevas
posibles resistencias encontradas en las cepas analizadas de este serovar son para

aminoglucosidos, fenicoles, fluoroquinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprimas.

Recopilando los resultados expuestos anteriormente, Salmonella Agona es de los

serotipos que mayormente se aislaron (cuarto lugar) de alimentos de origen animal entre
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el periodo de 2015 — 2017. Presenta una distribucion geografica dividida en tres
corredores (corredor noroeste, corredor noreste-occidente-centro y corredor sureste) los
cuales estan regidos por la estructura génica entre las cepas de S. Agona; ademas resalta
un grupo monofilético marcadamente distinto entre las cepas analizadas de este serovar.
Por ultimo, se tiene que cepas de S. Agona presentan genes de resistencia a

aminoglucdsidos, fenicoles, fluoroquinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas y trimetoprimas.

6.4 Salmonella Enteritidis

6.4.1 ; Quién es Salmonella Enteritidis?

Formula antigénica de S. Enteritidis:

Antigeno O: 1,9, 12

Antigeno H, fase 1: g, m

Antigeno H, fase 2: -
(Grimont, 2008).

Los principales reservorios de S. Enteritidis son las aves de corral aunque se encuentra
también en frecuencias bajas en ganado. En cuanto a alimentos, las principales fuentes

de transmision son los huevos y la carne de pollo y de otras aves (EFSA, 2017).

La distribucion de S. Enteritidis es global. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la
Salud, es el serovar mas comunmente reportado en casos de salmonelosis no tifoidea en

Europa, Norteamérica, Sudamérica, Africa y Asia (Cornell University, 2013).

Haciendo referencia a la diversidad de este serovar, se puede clasificar de acuerdo con
su susceptibilidad a los tipos de fagos (tipificacion por fagos, PT por sus siglas en inglés),
los PT mas comunes son PT8 y PT4. La Tipificacion molecular con electroforesis en gel
de campos pulsados (PFGE) ha mostrado que aproximadamente 40% de los
aislamientos caen en el mismo tipo de PFGE. En Africa subsahariana existen de manera
endémica cepas invasoras (que causan bacteriemia) de S. Enteritidis (Cornell University,
2013).
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Diversos estudios sefialan la resistencia a distintos grupos de antimicrobianos por parte
de S. Enteritidis (Tabla 12).

Tabla 12. Resistencia a distintos grupos de antimicrobianos por parte de S.

Enteritidis con base a lo reportado por distintos autores.

Grupos de antimicrobianos Tipo de antimicrobianos

Aminoglucésidos Estreptomicina’3, Gentamicina’,

Kanamicina', Amikacina'.

Betalactamicos Penicilina?, Ampicilina’-3, Amoxicilina-

acido clavulanico’, Cefalotina’.

Sulfonamidas Trimetoprim-sulfametazol,

Sulfonamida’, Sulfisoxazol®.

Macrolidos EritromicinaZ.
Fenicoles Cloranfenicol®3.
Tetraciclinas Tetraciclina'-3.
Quinolonas Acido nalidixico®3.
Glicopéptidos Vancomicina?.

T Busani et al, 2004.
2 Thung et al, 2018.
3 Andino & Hanning, 2015.

Este serovar ha causado numerosos brotes asociados al consumo de huevos
contaminados, esto debido a que S. Enteritidis se ha adaptado al tracto reproductivo de

las gallinas ponedoras (Cornell University, 2013).

En diciembre de 2017 se reportd un brote de S. Enteritidis en distintos paises de la UE
relacionado con el consumo de huevos polacos contaminados con este serotipo, el cual

involucré 196 casos confirmados y 72 posibles (EFSA, 2017).
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En EUA en 2015 se reportd un brote vinculado a pollos crudos, congelados y rellenos
dejando un saldo de cinco personas infectadas en Minnesota de las cuales dos fueron
hospitalizadas (CDC, 2015).

En la Tabla 13 se muestra el recuento de algunos brotes registrados de S. Enteritidis en

distintas partes del mundo.

Tabla 13. Brotes registrados de S. Enteritidis por ingesta de alimentos en distintas

partes del mundo.

Ano Localidad Fuente asociada Numero de
casos
2017 Varios paises Huevos polacos 196** y 72*
europeos
2016 Varios paises Huevos 112** y 148*
europeos’
2015 EUA - varios estados Pollos crudos, congelados y 5
rellenos
2012 EUA - varios estados Carne molida 46
2012 EUA - varios estados Cadena de restaurantes A 68
2011 EUA - varios estados Nueces de pino turco 43
2011 EUA - varios estados Coles de alfalfa y coles de 25
Bruselas picantes
2011 Inglaterra? Huevos 63
2011 Singapur Mariscos marinados, pasta de 270
mariscos
2010  EUA - varios estados Cascara de huevo 1,939
2010 Austria® Huevos 66

'Bélgica, Dinamarca, Luxemburgo, los Paises Bajos, Noruega, Suecia y el Reino Unido,
y posiblemente Croacia.

°No se especifican estados, entidades o regiones donde se presento el brote.

**Casos confirmados.
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* Casos posibles.
(Cornell University, 2013).

6.4.2 Salmonella Enteritidis en México.

Gonzalez et al. (1985) reportan que entre los afios de 1974 y 1981 S. Enteritidis ocupo el
noveno lugar en aislamientos clinicos en México con el 2.4% (68/2,803), mientras que en
alimentos, animales y aguas de drenaje no se registré como serotipo perteneciente dentro
de los diez mas frecuentemente aislados en el pais. Por otro lado, Gutiérrez-Cogco et al.
(2000) mencionan que en el periodo comprendido entre 1972 y 1999, S. Enteritidis ocupo
el segundo lugar en aislamientos clinicos con el 18.3% (2,893/15,843); asimismo los
investigadores citan que el numero de aislamientos clinicos de este serotipo aumento a
partir de 1991, posiblemente debido al consumo de alimentos contaminados pues

también aumentd el numero de aislamientos de este serotipo en alimentos.

6.4.3 Salmonella Enteritidis en el Mundo.

Reportes de EUA afirman que S. Enteritidis ocupa el séptimo lugar de aislamientos en
muestras de origen no humano con el 3.8% (181/4,794); cabe destacar que S. Enteritidis
en muestras clinicas humanas resulta ser el serotipo de Salmonella mas frecuentemente
aislado con el 14.5% (7,111/49,004) (CDC, 2012).

En la UE esta situacion persiste a pesar de que, la frecuencia de aislamiento de S.
Enteritidis ha declinado sustancialmente desde el comienzo de la vigilancia en 2007,
debido muy probablemente a las medidas de control implementadas para la regulacién
en las poblaciones de pollos y las medidas dirigidas al personal operativo de los negocios

de alimentos para mejorar la higiene (EFSA, 2017).
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6.4.4 Resultados obtenidos para S. Enteritidis.

De los 1494 aislados de Salmonella analizados, 61 se identificaron como S. Enteritidis,
formando parte de los diez serotipos mayormente aislados en este proyecto con el 4.1%
(Figura 5).

El resultado referente a la distribucion geografica de S. Enteritidis en México se muestra
en la Figura 17, donde los principales estados que contienen el mayor porcentaje de
aislamientos son Sonora, Michoacan y Guanajuato con el 9.8% correspondientemente
(Tabla 14).

MX-YUuC
Salmonella.Enteritidis: 6,557

0 o — 9836

Data: data « Chart ID: Enteritidis_por_estado « googleVis-0.6.2

Figura 17. Mapa de distribucion geografica de S. Enteritidis a lo largo del territorio nacional.
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Tabla 14. Porcentajes de distribucion geografica de S. Enteritidis.

% de

Estados Aislados Estados % de Aislados
Michoacan 9.8 Quintana Roo 3.3
Sonora 9.8 Hidalgo 3.3
Guanajuato 9.8 San Luis Potosi 1.6
Tamaulipas 8.2 Campeche 1.6
Yucatan 6.6 Colima 1.6
Sinaloa 6.6 Aguascalientes 1.6
Durango 6.6 Querétaro 1.6
Puebla 6.6 Ciudad de 1.6
México
Nuevo Ledn 4.9 Tabasco 1.6
Chiapas 3.3 Baja California 1.6
Norte
Guerrero 3.3 Tlaxcala 1.6
Jalisco 3.3

Se observa que S. Enteritidis esta distribuido a lo largo de la Republica Mexicana pero al
igual que S. Agona, muestra tres corredores geograficos, uno en la parte noroeste, otro
entre el noreste-occidente-centro y el ultimo en el sureste del pais. Este comportamiento
apunta a un posible patron de distribucién geografica a lo largo de la Republica mexicana

por parte de este serotipo para cada uno de los corredores.

Los resultados provenientes de la comparacion pareada de hg-SNPs entre las cepas de

S. Enteritidis se muestran en las Figuras 18 (arbol filogenético) y 19 (matriz).
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Figura 18. Arbol filogenético de S. Enteritidis construido a partir de la comparacién pareada de hq-SNPs entre los aislados de este serotipo.
La longitud de las lineas del dendograma esta dada por la diferencia de SNPs que tienen entre si los aislados. Los colores estan dados por las
regiones geograficas (Noroeste, noreste, occidente, centro y sureste) de donde se extrajeron los aislados de S. Enteritidis. Se resaltan las

agrupaciones con llaves de color morado y se le asigha un nimero a cada agrupacion.
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Figura 19. Fragmento de la matriz de comparacién pareada de hq-SNPs de S. Enteritidis. En color rojo, se tiene el cotejo de las cepas que

muestran menos de un SNP; en color rosa-blanco, se tiene el cotejo de las cepas que muestran entre 2 - 7 SNPs; y en color azul, se tiene el

cotejo de las cepas que muestran mas de 8 SNPs.
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En general, en el arbol filogenético de S. Enteritidis (Figura 18) no resaltan grupos
monofiléticos marcadamente distintos como se dio el caso en otros serotipos (S.
Typhimurium y S. Agona). Se observa que practicamente todos los aislados analizados
de este serovar se encuentran distribuidos a lo largo del territorio nacional, sin embargo,
las diferencias de SNPs entre la cepas pertenecientes a un determinado corredor (Figura
17) son minimas con respecto a otras cepas que provienen de estados pertenecientes a
otro corredor, por ejemplo, las cepas pertenecientes a un mismo corredor tienen una
diferencia entre 15 - 35 SNPs, en cambio al comparar cepas de distintos corredores,
estas muestran diferencias superiores de 80 SNPs (Figura 19). Es por ello que las cepas
que constituyen a las agrupaciones 1 y 4 del arbol filogenético (resaltadas con color
morado) coinciden con un corredor (noroeste) e incluso la agrupacion 1 muestra indicios
de ser cepas clonales tras tener menos de 17 SNPs (Figura 18). Por otra parte, las cepas
que componen las agrupaciones 3, 5y 6 del arbol filogenético corresponden al corredor
noreste-occidente-centro del pais, otro rasgo caracteristico de estas agrupaciones es que
las diferencias de SNPs entre ellas es poca. Por ultimo, las cepas que forman parte de la
agrupacion 2 del arbol filogenético corresponden al corredor del sureste, siendo un grupo
muy marcado donde también se puede pensar en que estas cepas son clonales (menos
de 20 SNPs).

Asimismo, la Figura 18 expone que dentro de los aislados de S. Enteritidis existen
diferencias génicas por lo que se podria realizar una tipificacién a nivel de fagos para

diferenciarlas.

Los resultados obtenidos con respecto a la identificacion de genes que codifican para la
resistencia a distintos grupos de antimicrobianos en las cepas analizadas de S. Enteritidis

se muestran en la Figura 20.

69



RESULTADOS

Salmonella_Enteritidis.csv

Betalaclamicos
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Figura 20. Namero de genes de resistencia a ciertos grupos de antimicrobianos para S. Enteritidis.

La Figura 20 muestra que al igual que S. Typhimurium y S. Agona, el mayor numero de
genes de resistencia que se presenta entre los aislados de S. Enteritidis es al grupo de
aminoglucdsidos (78 genes repartidos entre los 61 aislados de S. Enteritidis codifican
para la resistencia a este antimicrobiano), seguido por el grupo de las tetraciclinas (36
genes repartidos entre los 61 aislados de S. Enteritidis codifican para la resistencia a este
antimicrobiano). A comparacién con S. Typhimurium y S. Agona, S. Enteritidis presenta
un perfil de resistencia a antimicrobianos reducido, ya que dentro de los 61 aislados
analizados no se encontraron genes que codifiquen a la resistencia a algun tipo de
betalactamico, fenicol, fosfomicina o macrolido-lincosamida-estreptogramina, esto mismo
coincide con lo reportado por Andino y Hanning (2015), donde se menciona que a
comparacién con otros serovares, S. Enteritidis tiende a presentar menor resistencia a

antimicrobianos.

Los resultados obtenidos difieren en cierto grado con lo reportado en la literatura, por

ejemplo, a la resistencia a quinolonas, ya que Busani et al. (2004) reporta la resistencia
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de algunas cepas de S. Enteritidis al acido nalidixico que es una quinolona de primera
generacion (no fluorada), en cambio en los resultados obtenidos se tiene resistencia a
fluoroquinolonas (quinolonas de siguiente generacién). Por otra parte, estos mismos
autores y en adicion con Busani et al. (2004 ), reportan cepas de S. Enteritidis resistentes
a betalactamicos, macrdlidos, fenicoles y glicopéptidos, lo cual no fue el caso en los

resultados obtenidos.

Otra peculiaridad de S. Enteritidis es que después realizar un analisis en la base de datos
de Salmonella con respecto a la matriz alimentaria de la cual provenia cada una de las
muestras de este serovar, se tiene que el 77.0 % de los aislamientos se obtuvieron de
carne o productos relacionados con pollo, contrario a lo que en afnos anteriores se
reportaba en articulos de esta indole, donde se registraba predominio de serotipos como
S. Pullorum y S. Gallinarum en fuentes de origen animal principalmente carne de pollo y
huevo (Andino y Hanning, 2015; Cornell University, 2013). Actualmente no se reporta ni
resulté en este trabajo la incidencia de S. Pullorum y S. Gallinarum en este tipo de
matrices alimentarias, la explicacién se puede deber a dos factores; el primero, por la
implementacion de sistemas de vigilancia y monitoreo para la erradicacién de estos
serotipos endémicos de aves y sus subproductos a cargo de las organizaciones
gubernamentales a quienes les compete la inocuidad alimentaria, y el segundo por el
aprovechamiento de S. Enteritidis por ocupar el nicho ecolégico de estos serotipos de tal
manera que ya no permite la proliferacion de estos, S. Enteritidis tiene la capacidad
realizar lo anterior debido a que tiene una formula antigénica similar a S. Pullorum y S.
Gallinarum (Grimont y Weill, 2008), ademas que tiene la ventaja sobre estos serotipos
por ser una serovariedad movil, por lo que las aves tienden a ser un hospedero ideal para
S. Enteritidis (Andino, 2015).

En resumen, Salmonella Enteritidis en este proyecto es de los serotipos que mayormente
se aislaron (sexto lugar) en alimentos de origen animal entre el periodo comprendido
2015 —-2017; los aislados principalmente provenian de carne o subproductos de pollo. Se
encuentra disperso a lo largo del territorio nacional pero muestra una divisidén geografica
en tres corredores (corredor noroeste, corredor noreste-occidente-centro y corredor

sureste) los cuales estan gobernados por la estructura génica entre las cepas de este
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serovar. Se presenta un perfil de resistencia antimicrobiana in silico reducido para S.
Enteritidis, ya que no se encontraron genes de resistencia a algun tipo de betalactamico,
fenicol, fosfomicina o macrdélido-lincosamida-estreptogramina, pero se identifican cepas
con genes de resistencia a fluoroquinolonas (quinolonas de siguiente generacion), hecho

que no se encontro reportado por otros autores.
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7.0 DISCUSION

La informacion recabada en este proyecto permite dar una aproximacion del
comportamiento del género Salmonella en alimentos de origen animal en nuestro pais.
Hasta donde fue posible investigar, éste trabajo es el primero en México donde se utilizan
los datos derivados de la secuenciacion masiva de aislados de distintas serovariedades
de Salmonella para generar registros de los genes de RAM identificados para cada
serovar y las relaciones filogeograficas entre las cepas analizadas de un cierto serotipo.
Esto constituye un importante avance a los programas de vigilancia y monitoreo de
Salmonella establecidos en el SENASICA. Algunas propuestas de mejora, seria realizar
un muestreo mas homogéneo en todos los estados de la Republica para disminuir el
sesgo de los datos que pudiera existir. Ademas, implementar un sistema eficiente de
trazabilidad de las fuentes alimentarias de donde se extrajeron los aislados de
Salmonella, para que si en un momento dado surge la necesidad de darse un seguimiento

regulatorio, se tenga la informacion imprescindible para llevarlo a cabo.

En este proyecto se identificaron 75 serotipos distintos en las muestras analizadas,
mostrando que los 10 serotipos aislados con mayor frecuencia fueron: S. Typhimurium,
S. Anatum, S. Derby, S. Agona, S. Infantis, S. Enteritidis, S. London, S. Newport, S.
Meleagridis, S. Braenderup. Gonzalez et al. (1985) reportaron que entre 1974 y 1981
los 10 serotipos mayormente aislados en alimentos fueron S. Derby, S. Anatum, S.
Typhimurium, S. London, S. Agona, S. Infantis, S. Worthington, S. Give, S. Heidelberg
y S. Bovismorbificans; los primeros 6 serotipos mencionados coinciden entre ambos
estudios en estar dentro de los 10 serotipos con mayor frecuencia de aislamientos. Por
otra parte Gutiérrez et al. (2000) reportaron que durante el periodo de 1972 a 1999 los
10 serotipos que mas se aislaron en alimentos fueron S. Derby, S. Anatum, S. Agona,
S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Infantis, S. Give, S. Senftenberg, S. Hadar y S.
Newport; se observa que 7 serotipos de esta lista también se encuentran dentro de los
10 serotipos mayormente aislados en el presente trabajo. Estas comparaciones entre
estudios permiten demostrar una persistencia de colonizacion por parte de estos

serotipos en México.
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En adicion, en este proyecto se identificaron 18 serotipos de Salmonella aislados de
alimentos que anteriormente no se habian reportado en otros estudios similares a éste
en México (Gonzalez et al., 1985; Gutiérrez et al., 2000), los cuales corresponden a: S.
Uganda, S. Albany, S. Kiambu, S. Soerenga, S. Wassenaar, S. Fresno, S. Liverpool, S.
Corvallis, S. Falkensee, S. li 48:D:Z6 (Hagenbeck), S. Bareilly, S. Hartford, S. Iv
43:74,723:- (Houten), S. IV 45:G,Z51:-, S. Krefeld, S. Litchfield, S. Molade, S. Oslo, S.
Ouakam y S. Ruiru.

Haciendo referencia a los genes de RAM identificados en los aislados de Salmonella,
solo se reconocié una cepa que no presentd ningun gen de RAM, esto posiblemente
debido a que dicha cepa o sus antecesores nunca fueron sometidos a una presion
evolutiva que comunmente la ocasiona el frecuente contacto con antibidticos.
Practicamente cualquiera de los aislados analizados es capaz de desarrollar resistencia
a por lo menos un tipo de antimicrobiano. La moda surge en los aislados que presentaron
un gen de RAM (aprox. el 49.5%), a estos le siguen los aislados que exhibieron dos genes
de RAM (aprox. el 8.2%).

Se identificaron 594 cepas (el 39.8% de los aislados) con 3 o mas genes de resistencia
que codifican para resistencia a 3 0 mas categorias de antimicrobianos, las cuales
pueden ser consideradas como cepas probablemente multi-resistentes; esto de acuerdo
con la definicion consultada donde se menciona que una cepa multi-resistente en
bacterias Gram negativo es cuando expresa resistencia a minimo tres categorias distintas

de antimicrobianos (Lépez et al., 2011).

Es necesario recalcar que la identificacion de genes de RAM a nivel secuencia (in silico)
no refleja si la resistencia se expresa en las condiciones del organismo, por lo que seria
necesario realizar experimentos in vivo con el aislado para confirmar la expresion
fenotipica de la resistencia al antimicrobiano en cuestion; esto mismo se tendria que
realizar para la confirmacién de cepas multi-resistentes al exponerlas a los grupos de
antimicrobianos que resultaron ser posiblemente inhibidos tras la identificacion genes que

codifican para su resistencia.
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Retomando al aislado que presentd 20 genes de RAM, esto indica la gran capacidad que
tiene esta bacteria para mutar o incorporar material genético exdégeno para defenderse
contra agentes que ponen en riesgo su sobrevivencia y que al mismo tiempo representa
una ventaja para expandir su nicho ecoldgico y posibilitar su proliferacion (Garza et al,
2009).

Este alto numero de genes de RAM presentes en ciertos aislados, resalta la importancia
de tratar a las infecciones provocadas por Salmonella de forma adecuada tanto en
animales (principalmente ganado) como en humanos, ya que el mal uso y el abuso de
antimicrobianos acelera el proceso de modificacion genética en esta bacteria; de lo
contrario, si se siguen utilizando los antimicrobianos de forma indiscriminada se
ocasionaria un fuerte problema de salud publica ya que se elevaria la dificultad para el

tratamiento de las enfermedades derivadas por este patogeno (OMS, 2017).

Se identificaron en total 6275 genes de RAM tomando en cuenta todas las muestras
analizadas de Salmonella (1494); con base a esto se obtuvo que la mayor parte de estos
genes codifican para la resistencia a aminoglucésidos (45.1%) y tetraciclinas (18.3%), lo
cual coincide con los analisis de resistencia por clase de antimicrobiano para cada
serotipo (perfil de resistencia a antimicrobianos in silico), ya que de manera individual la
mayoria presentd una alta resistencia a aminoglucosidos y tetraciclinas. Por otra parte,
también coincidia en ambos analisis de la baja presencia de genes que codifican para la
resistencia a macrélidos-lincosamidas-estreptograminas (1.6% del total de los genes) y
fosfomicinas (0.2%); para esta ultima clase antimicrobiana, el unico serotipo que presento
dicha resistencia fue S. Infantis. S. Enteritidis presenta un reducido perfil de resistencia
a antimicrobianos con respecto a los demas serotipos analizados, lo cual coincide con lo
reportado por Andino y Hanning (2015), quienes comentan que este serotipo se
caracteriza por tener un perfil de resistencia a antimicrobianos reducido con diferencia a

otros serotipos.

Cabe mencionar que se identificaron 102 genes unicos, siendo los betalactamicos la
categoria antimicrobiana con mayor diversidad de genes de resistencia (35 genes
diferentes); esto daria a la idea que seria el antimicrobiano mayormente inhibido por los

productos de estos genes pero como se observé anteriormente, en las cepas de
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Salmonella analizadas se identificaron con mayor frecuencia genes de resistencia a
aminoglucdsidos, lo cual expone que en el presente trabajo que se tiene en las cepas
analizadas un mayor numero de genes de resistencia que codifican para aminoglucésidos
pero se presenta mayor diversidad genética para la resistencia a betalactamicos. No
obstante, este trabajo persiste en cuanto a la resistencia antimicrobiana con estudios de
distintos autores en México, mencionan que dentro de la mayor resistencia se tienen a

aminoglucésidos y betalactamicos (Miranda et al., 2009; Nayarit et al., 2016).

La mayoria de los serotipos analizados se encuentran dispersos a lo largo de la Republica
Mexicana, sin embargo, es posible identificar patrones de distribucion o corredores
geograficos; en los arboles filogenéticos se observd que cierto numero de cepas se
agrupaba y éstas coincidian con la region geografica de la cual se extrajo el aislado, esto
sugiere que los patrones o corredores geograficos se rigen por la estructura génica entre
las cepas del serotipo en cuestion. Otra variable que podria inferir en la distribucion
geografica de un cierto serotipo de Salmonella es la competencia por el nicho ecoldgico
que ejercen otras bacterias e incluso serovariedades del mismo género bacteriano,
ejemplo de ello es el caso de S. Gallinarum y S. Pullorum, donde S. Enteritidis desplazo
a estos serotipos de su nicho ecoldgico (el pollo), trayendo como consecuencia la
modificacion en su distribucion geografica de S. Enteritidis la cual se rige por la ubicacion

de las granjas donde se crian pollos.

Por otra parte, los arboles filogenéticos y las matrices de comparacion pareada de SNPs
permitieron identificar la existencia de cepas clonales y el reconocimiento de clados
marcadamente distintos dentro de un determinado serotipo como fue el caso de S.

Typhimurium y S. Agona.

Los arboles filogenéticos construidos permitieron el planteamiento de posibles
escenarios, como por ejemplo el caso de S. Typhimurium, donde posiblemente existan 2
subpoblaciones corriendo por distintas regiones del pais, ya que en su arbol se marcan
significativamente; para el caso de S. Agona es posible que el grupo monofilético
sobresaliente de su arbol filogenético, sea una subpoblacion de insercion reciente en el
territorio nacional. Para dar respuesta a estos posibles escenarios, se necesitaria
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comparar con secuencias de cepas antiguamente aisladas o compararlas con secuencias

provenientes de distintas partes del mundo.

Para finalizar, es necesario mencionar que este mismo analisis como investigacion
bibliografica se realiz6 para cada uno de los serotipos identificados en la SSB (S.
Typhimurium, S. Agona, S. Enteritidis y los 72 serotipos restantes) mostrados en la Tabla
5 y que se veran reflejados en el “Atlas de Salmonella enterica enterica aislada de
alimentos de origen animal en México en el periodo 2015 — 2017, secuenciacién de

genoma completo y genes de resistencia a antimicrobianos”.
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CONCLUSIONES

8.0 CONCLUSIONES

De las 1557 muestras secuenciadas de Salmonella, se logré la tipificacion
bioinformatica de 1494 cepas, de las cuales se identificaron en total 75 serotipos
diferentes.

Los serotipos mayormente aislados en este proyecto fueron S. Typhimurium, S.
Anatum, S. Derby, S. Agona, S. Infantis, S. Enteritidis, S. London, S. Newport, S.
Meleagridis y S. Braenderup.

Practicamente todas las cepas aisladas de Salmonella (con excepcién de una)
presentaron genes de RAM. El numero maximo de genes de resistencia
identificados fue de 20 (un aislado).

De las 1494 cepas analizadas, el 39.8% muestran la posibilidad de ser cepas multi-
resistentes.

De las 1494 muestras analizadas, se identificaron en total 6275 genes de RAM; la
mayor parte codifica para la resistencia a aminoglucésidos y tetraciclinas. Se
identificaron 102 genes de RAM unicos.

Salmonella Infantis fue el unico serotipo de Salmonella que presenté genes de
resistencia a fosfomicina.

De todas las muestras analizadas, ninguna presentd genes de resistencia a
colistina y nitroimidazol.

Se sugiere que la distribucion geografica de las cepas de un determinado serovar
esta regida por su estructura génica.

Se encontraron cepas clonales y clados marcadamente distintos en diferentes
serotipos analizados de Salmonella.

Con ayuda de los lenguajes de programacion R y Python, se construyeron scripts

que permitieron una manipulacion eficiente de los datos.
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9.0 PROSPECTIVAS

Realizar pruebas fenotipicas y genotipicas para las cepas que no se lograron
tipificar pero que mostraron una férmula antigénica, para discernir de posibles
cepas novedosas.

Realizar pruebas fenotipicas de resistencia a antimicrobianos a las cepas
analizadas, principalmente para aquellas con posible multi-resistencia.
Profundizar en los clados sobresalientes encontrados en ciertos serotipos
analizados derivados del analisis filogeografico.

Comparar las secuencias nacionales con secuencias internacionales de
Salmonella, posiblemente en el contexto de la red de GenomeTrakr mediante una

colaboracion con la FDA.
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10.0 APENDICES

10.1 APENDICE A

Identificador del read

@NS508502_0019_FC_HYJWKBGXX:1:11101:1530B8: 1061#ATTACTCG+NCCTCTAT/1

Read 1 CCCGANTAAATGCGCATTTGAGCGATTTCCCGGCCCTTTCGGGCAAGGATACGCGTTGCTGCGCACATNGTNNNN Secuencia
+ .
AA#EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE /EAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE<EEEREE##2# Calidad
N5500502_0018_FC_HYIWKBGXX:1:11181:1157:1063#ATTACTCG+NCCTCTAT/1 en ASCII

GTCCCNGTAGCCGCATGCCGATTGCAACACCCGGGGATGGAGGGACGAGCAGAGAGCCGCGCCCGTAATCCNNNN
+
AAAAA#EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE/EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEAE/ <AAEEEEEAEAE/A<E###%

Read 2

Figura 21. Ejemplo de formato FASTQ. Cada entrada (read) en un archivo FASTQ esta constituida
por cuatro lineas: 1) identificador (contiene informacion referente al secuenciador y la corrida de
secuenciacion), 2) secuencia nucleotidica, 3) signo + (divisor entre la linea de la secuenciay la
linea de calidad) y 4) calidad de cada base en escala PHRED.

10.2 APENDICE B

Blast2G0 GO Data

IF BS3

_001_(paired)_contig ATTTTCTGTACAGCG

EB4_S11_R2_001_(paired)_contig C TARAC

E84_S11 A1 ¢

pared) co

EB4_S11_R1_001_(paired)_contig

E84_511_R1_001_(paired)_contiq
E84_511_R1_001_(paired)_contig ! TC
£84_511_R1_001_(paired)_contig

E84_511_R1_001_(paired) contiq

£84_511_R1_001_(paired)_contig_i ACCAATTCCGCC
E84_ 511 _R1_001_(pawed) contig | ACT

E84_511_R1_001_(paired)_contig

E84_511_R1_001_(paked)_contig ' CGTGCCGCTGCGTAGT
o

B G e (v

Figura 22. Ejemplo del archivo de salida del software CLC. Ensamble De Novo de la secuencia de

un aislado de S. Give (resaltado de color rojo).
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APENDICES

Sample ST

Df

Ist
T39

Qnr819

V3s

VEE] NF
V4o NF
val NE*
X482 34
Dfral7_316
TetR_1473

| arol dnal

thri mismatches

uncertainty depth

TIoR Phe Trof T GrrE_FIq TErA_AGly StrB_AGly SullI_Sul

119 1@ 17 42 12 13 4 ] 26,391 0,181818181818
31 381 245 363 342 26 we e 284272857143 9.1
31 ;Sl ;-‘ ;53 -BJ: :15 209 -] 30.2035714286

221 381 22 363 242 216 209 ] 269217142857

13 ief‘ ;G: = "" ;EE ;3 4 hemD-562/1holes - 33.5891428571
1 1 12 9 . 4 2 o - 35.3347142857
FloR_1212* LnuF_747 Qnrgls_1o Stra_l1s5e1* StrB8_1614 Sulll_121%*

maxMAF  Aacé-Iaa_ASly
TEM-10_Bla Tetd_Tet

Aacé-Ty_761°

Ancs-Ty_761"

9.971428571428Q Aack-Iy_761"

©.111111111111

9.257142857,

Asc6-Iy_761"

9.046511627907 |Aacé

AadAs-5_AGly

TetB_Tet

AadA_aGly

TetC_Tet

AacE-Iaa 760

Aadas 1407

TEM-33_908° TetA_1545%?

TetB_1213*

Aadal-on 1502+

Figura 23. Ejemplo del archivo de salida del software SRST2. La primer columna corresponde al ID

con el que se identifica cada aislado de Salmonella secuenciado en la SSB (resaltados de color

rojo); las columnas siguientes corresponden a los alelos que permitiran la identificacion del

serotipo (resaltados con verde) y los nombres de los genes de RAM identificados (resaltados con

azul).

81



10.4 APENDICE D

Sel

Antigeno: 0-3,10

£1iC: e,h

f1iB: 1,6

Perfil antigénico: 3,10:e,h:1,6
Serotipo: Anatum

T78

Antigeno: 0-3,10

£lig: x

fliB: z6

Perfil antigénico: 3,10:r:z6
Serotipo: Weltewvreden

592

Antigeno: 0-4

flicC: f,qg

£1jB: -

Perfil antigénico: 4:f,g:-
Serotipo: Derby

APENDICES

Figura 24. Ejemplo del archivo de salida del software SeqSero. Se presenta el ID con el que se

identifica cada aislado de Salmonella secuenciado en la SSB (en la imagen se muestran los IDs

S61, T78 y S92) asi como la informacién del perfil antigénico que permite la determinacién del

serotipo correspondiente (en la imagen “Anatum”, “Weltevreden” y “Derby”, respectivamente).
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10.5 APENDICE E

Genes MLST
L 4
€36 19 10 7 12 9 5 9 2
c37 11 5 2 3 7 6 6 11
C38 152 62 53 54 60 5 53 54
€39 11 5 2 3 7 6 6 11
c40 155 10 60 58 66 6 65 16
ca1 19 10 7 12 9 5 9 2
ca2 19 10 7 12 9 5 9 2
ca3 19 10 7 12 9 5 9 2|
ca4 754 13 109 49 13 220 13 4
ca5 754 13 109 49 13 220 13 4
C46 447 13 127 92 113 114 107 4
ca7 40 19 20 3 20 5 22 22
ca8 155 10 60 58 66 6 65 16
c49 505 157 142 49 16 40 35 3
|Icse 11 5 2 3 7 6 6 i)
51 11 5 2 3 7 3 3 11
€52 19 10 7 12 9 5 9 2
'C53 19 10 7 12 9 5 9 2
IC54 19 10 7 12 9 5 9 2
\C55 11 5 2 3 7 6 6 11
{cse 22 12 2 15 14 11 14 16
IC57 13 3 3 7 4 3 3 7
'C58 13 3 3 7 4 3 3 7
€59 152 62 53 54 60 5 53 54
1C60 152 62 53 54 60 5 53 54
161 321 119 10 17 42 12 13 4
1c62 50 5 21 18 9 6 12 17
€63 22 12 2 15 14 11 14 16
|C64 40 19 20 3 20 5 22 22

Figura 25. Ejemplo del archivo de salida del software ARIBA. La primera columna corresponde al
ID con el que se identifica cada aislado de Salmonella (color azul); la segunda columna
corresponde al tipo de secuencia (ST por sus siglas en inglés) identificada para la cepa analizada
(color morado); las siguientes columnas (resaltadas de color rojo) corresponden a los siete genes
MLST localizados por el software. Se resalta (color verde) a la cepa que nos permite ejemplificar la

busqueda de serotipo en la base de datos EnteroBase (Figura 26).
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EnteroBase NN K NSO K NN
Salmonella Login Register Help
S Sopcns iome Data © va < | Workspace vl Experimenr 7J 8 "7 7 2} F3 © Workspace:None Rows Total:24754 Filtered:24754 Experimental D:
F Tasks > Data Source o |B...|Source o |Collecti .. |Location o |Serovar o bsp ST o eBG o |Serotype (P. o |dnaN o |hemD olhisD o |purE o |sucA o |[thrA o
OMLST(Legacy) |S... |OHuman OQatar 1 4 Enterindis® s 2 3 7 6 6 Tl
OMLST(Legacy) [S.... |OHuman ©Denmark  |Enteritidis 1 11 a JEnteriiais® 5 2 3 7 6 6 11
OMLST(Legacy) [S...[OHuman  [2003 ©OPortugal Enteritidis I (MLST) 1 4 |Enceriidis® 5 2 3 7 3 3 1
OMLST(Legacy) |S... (OHedgehog (2000 OGermany  |Enteritidis 1 1 4 IEmuinm 5 2 3 7 6 6 1
(OMLST(Legacy) |[S...|OHuman  [1997 ©Zimbabwe  |Enteritidis 1 1 4 lEmmuduO 5 2 3 7 6 6 1
(OMLST(Legacy) |[S... [OHuman  |1990 OFrance Enteritidis 1 1 4 IEnunmme 5 2 3 7 6 6 1
°M].ST(Lega&y) S... |©Human OQatar 1 4 IEmmudst 5 2 3 7 6 6 u
OMLST(Legacy) [5[© ©Canada Enteritidis f 1 4 JEnteritiais® 5 2 3 7 3 6 m
OMLST(Legacy) [5...|@avian  [2010 OBrazil Enteritidis 1 1 4 |Enteritiais® 5 2 3 7 3 6 1
OMLST(Legacy) |5 [OReptile  [2002 OGermany  |Enteritidis 1 1 4 |Enteritiais® 5 2 3 7 6 6 1
OMLST(Legacy) |[S... [@Food 2007 OBrazil Enteritdis |1 1 4 JEnteritiais® 5 2 3 7 6 6 1
OMLST(Legacy) [5...[OHedgehog [2002 OGermany  |Enteritidis f 1 n |Enterinais® 5 2 3 7 3 3 1
OMLST(Legacy) [S...[OFood 1997 OBrazil Enteritidis 1 1 4 JEncenuais® 5 2 3 7 6 6 1
OMLST(Legacy) [5.-|© ) Enteritidis 1 1 4 |Entertidais® 5 2 3 7 3 6 1
OMLST(Legacy) [5...[@ 1995 OBelgium Nitra I llu n JEnterinais® 5 2 3 7 3 3 1
OMLST(Legacy) [5...|@Human ODenmark  |Enteritidis 1 1 4 JEntenuas® 5 2 3 7 3 6 1
OMLST(Legacy) [5...|OHuman  [19%9 OBrazil Enteritidis 1 1 4 |Enteritiais® 5 2 3 7 3 3 m
OMLST(Legacy) [5...|OHuman ODenmark  |Enteritidis f 1 4 |Enteritians® 5 2 3 7 6 6 1
OMLST(Legacy) [S...[OHuman OQatar 1 4 JEnteritiais® 5 2 3 7 3 6 1
OMLST(Legacy) |5...[OReptite  [2003 OGermany  [Enteritidis 1 1 4 JEnteritiais® 5 2 3 7 6 6 11
OMLST(Legacy) [5...[OHuman ©Qatar 1 4 Jeateriviais® 5 2 3 7 3 5 1
OMLST(Legacy) [5...|© 2006 ©United States |Enteritidis 1 m 4 |Enteriidis® 5 2 3 7 3 6 1
(OMLST(Legacy) |S.. [°H\umn 2009 OBrazil Enteritidis 1 1 4 [Emmnmss 5 2 3 7 6 6 1
OMLST(Legacy) [5...|@ 1986 OAustria Enteritidis 1 1 4 JEntenuais® B 2 3 7 3 5 1
OMLST(Legacy) [S... [OAmn OChina Enteritidis 1 1 4 lzmmumo 5 2 3 7 6 6 u
OMLST(Legacy) [S... I°Human 1985 (©United States |Enteritidis 1 1 4 Iznunmm@ 5 2 3 7 6 6 1
OMLST(Legacy) [5...[@avian  [2006 OBrazil Enteritidis 1 1 4 Jentenuais® 5 2 3 7 3 6 1
OMLST(Legacy) 5. [OReptile  [2004 OGermany  |Enteritidis [ 1 4 JEnteritais® 5 2 3 7 s 6 1
OMLST(Legacy) [5...|OHuman OChina Enteritdis 1 1 4 JEntertiais® 5 2 3 7 3 6 T
OMLST(Legacy) [5...|OHuman  [1997 Oswitzerland [Rosenberg f 1 n |Enteritiais® 5 2 3 7 3 5 1
9\1! PO P YT — [, N " . Ir.....mam‘ = &) 2 7 A e 11

Figura 26. Base de datos EnteroBase. El perfil alélico de cada aislado (se toma como ejemplo la

muestra C50) se introduce a la EnteroBase y se obtiene el serotipo correspondiente. En color

morado se resalta el serotipo (Enteritidis) y en color rojo se resalta el perfil alélico introducido.
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APENDICES

10.7 APENDICE G

C46,Aack-Taa_AGly

C47 ,Aact-Iaa_AGly,AsdA AGly,QnrE_Flg,Sull Sul ,TetA Tet,TetR Tet

C48,Aac6-Taa_AGly,QnrE_Flq

€49 Aac6-Taa_AGly,FloR_Phe,StrB_Agly,Sulll 3Sul,Tetd Tet,TetR_Tet

C58,AacE-Iaa_AGly,AacE-Iaa_AGly

C51,Aact-Taa_aGly,Aact-Iaa_aGly

£52,Aac6-Iaa_AGly,Aacé-Ina_AGly

C53,Aac6-Taa_aAGly,Aac6-Iaa_AGly,FloR_Phe,TetB_Tet
C54,Aacé-Iaa_AGly,Aada_agly,TEM-1D_B8la,DfraAl_Tmt,Qnr-5_Flg,Sat-24 Agly,Sulll Sul,TetA _Tet,TetR_Tet

C46,Aminoglucosidos

C47,Aminoglucosidos, Aminoglucosidos, Aminoglucosidos, Sulfonamidas, Tetraciclinas, Tetraciclinas

C48, Aminoglucosidos, Aminoglucoaidos

C49,Aminoglucosidos, Fenicoles, Aminoglucosidos, Sulfonamidas, Tetraciclinas, Tetraciclinas

C50, Aminoglucosidos, Aminoglucosidos

C51,Aminoglucosidos, Aminoglucosidos

C52,Aminoglucosidos, Aminoglucosidos

C53, Aminoglucosidos, Aminoglucosidos, Fenicoles, Tetraciclinas

C54, Aminoglucosidos, Aminoglucosidos, Betalactamicos, Trimetoprima, BAminoglucosidos, Sulfonamidas, Tetraciclinas, Tetraciclinas

Figura 27. Matrices de genes de resistencia para cada aislado identificado en la SSB. El recuadro
superior muestra un fragmento de la matriz de genes RAM identificados por aislado y el recuadro
inferior muestra la matriz de las categorias de antimicrobianos que son inhibidos por los genes

identificados de cada aislado.
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APENDICES

10.8 APENDICE H

"Lnfile-n-pen{"ﬂl _MGRA_Z017_03_30_traducido.txt”,"r")

outfile=open("0Z_numero_genes_resistencia_por_cada_muestra.csv”™,"w")

For line in infile:
#print (len{line))
try:
valss=line.split{",")
ID=vals[@]
num_genes_resistencia=len(vals)-1
num_genes_resistencia=str{num_genes_resistencia)
registro= ID+","+num_genes_resistencia+"n"
print(registro)
except:
line=line.rstrip()
registro=line+" ,B"+"\n"
print(registro)
outfile.write(registro)
infile.close()
putfile,.close()

Figura 28. Script de Python empleado para realizar el conteo de los genes de RAM de cada uno de

los aislados.

10.9 APENDICE |

0] 01_graf_distribucion_resistenda_mussira.. -
Osewreontave G / = . “#fun | | HSeurce -
1 install.packages("googlevis")
2  (libraryigooglevis))
3 (library(graphics})
4  (library(dplyr})
5
6 data<-read,csv("02_numero_genes_resistencia_por_cada_muestra,csv”, header = TRUE)
7 namesidata)
8 dataiGenes.de.resistencia
9 attach(data)
10 frecuencia<-table(Genes.de.resistencia)
11 frecuencia
12
13 frecuencia<-as.data.frame(frecuencia)
14 names(frecuencial
15 plotigenes_resistencia_graph<- gvisBarChart(frecuencia, xvar="Gemes.de. resistencia”, yvar=c("Freg”),
16 options-1ist(width=1000, height-600,
17 title="Frecuencia de genes de resistencia por cada muestra",
18 vaxes="[{title: 'Genes de resistencia’,
19 textPositien: 'eut'}]",
20 haxes="[{title: 'Muestras’,
b3} textPosition: ‘out'}]1")))

Figura 29. Script de R para obtener el gréfico de frecuencia de genes de RAM para cada aislado.
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10.10 APENDICE J

senasicali@senasical - - -

Give/K90 S56 R1 001.fastqg.gz

267844801 100%  2.406MB/s  0:01:46 (xfer#28, to-check=59/97) 11 2.07]
Give/K90 S56 R2 001.fastq.gz 2 [l 1.3%)

275036933 100% 2.89MB/s :01: (xfer#29, -check=58/97) 3L 1.9%]
(Give/L45 S106 R1 001.fastq.gz 4 [ill 7.9%)

243692564 106% 2.77TM8/s :81: (xfer#30, -check=57/97) Menm[ 4 7.756)
Give/L45 S106 R2 001.fastqg.gz swel| 1.43M/14.96]

250350157 100% 3.29MB/s :01: (xfer#3l, -check=56/97)
Give/L46 S167 R1 661.fastq.gz

269017861 100% 2.44M8/s :01: (xfer#32,
Give/L46 S107 R2 001.fastq.gz

276391483 100% s :01:38 (xfer#33,

-check=55/97) 15598 senasica3 26 59 3 .4 1h39:45 /opt/google/chrom
15636 senasical 20 59 . 29:64.26 /opt/google/chrom

-check=54/97)

senasical . .2 85h65:21 cinnamon --replac
-check=53/97) senasica3 R 6. . :29.96 htop
senasical . pt/goo:
-check=52/97) senasicad d A ¢ :40. pt/g
senasica3 149M 2 : :28.95 /opt/google/chre
-check=51/97) senasica3 5 . o :23.92 /usr/1ib/gnome-te
senasica3 1 | . 88 /opt/google/chrom
root . - Jusr/1ib/xorg/Xor
senasicad 12 . . :13.78 cinnamon-screensa
(xfer#38, -check=49/97) | senasica3 i £ 3:14, /opt/google/chrom

= 5 I senasica3 /opt/google/chrom
207585280 028 1.738/s Hap . Setn S

ssb@lion: -/DATA

192200881 100% s :01:24 (xfer#34,

(xfer#35,

(xfer#36,

(xfer#37, -check=50/97)

Editar Ver Buscar Terminal Ayuda

mkdir Newport

s
FASTQ GiveIDs.txt LondonIDS.txt NewportIDs.txt
Givi London Newport TyphimuriumIDs. txt

. for 1 in $(cat NewportIDs.txt); do find /home/ssb/DATA/FASTQ/ -type f -name "$

i*fast exec cp /home/ssb/DATA/Newport \; ;done

rsync -aPvz London ssh ogmadming46.71.20.3:/mnt/diskl -e ssh ogmadmin@40.71.20.3:/mnt/diskl
Password: Password:
sending incremental file list sending incremental file list
London/ INewport/
London/C40 S10 R1 061.fastq.gz INewport/C81 S51 R1 001.fastq.gz
2633160647 100% 1.88M8/s 0:02:13 (xfer#l, to-check=119/121) 190205593 100% 1.81M8/s 0:01:40 (xfer#l, to-check=103/105)
London/C40 S16 R2 061.fastq.gz
163053568 59% 1.47M8/s 0:01:12

Figura 30. Ejemplo de procesos bioinformaticos en terminal. El recuadro resaltado con rojo

muestra el proceso de copiado al servidor de las secuencias de S. Give, el recuadro verde

muestra el de S. London y el recuadro naranja el de S. Newport.
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