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INTRODUCCION

La salmonelosis no tifoidea transmitida por alimentos es una de las principales
preocupaciones de salud publica a escala global.(") La carne de diferentes especies,
entre ellas la de bovino, es un importante vehiculo de transmision de Salmonella
enterica subsp. enterica, el agente etioldgico de esta enfermedad.??® Sin embargo,
se desconocen los mecanismos que permiten a algunas cepas de Salmonella
colonizar el intestino de varias especies animales sin provocar signos clinicos,
convirtiéndolos en reservorios de infecciones humanas. Por tanto, la identificacion
de los factores que promueven la persistencia del patégeno en animales portadores
asintomaticos es de la mayor importancia en términos de salud publica.

Extensas investigaciones gendmicas con S. enterica ser. Typhimurium han revelado
algunos de los genes de virulencia involucrados en la colonizacion intestinal de varias
especies de abasto.”) No obstante, estudios de genomica comparativa han
documentado que existe variabilidad en el perfil de virulencia entre los serotipos que
conforman la subspecie enterica.® A pesar de ello, la mayor parte de los estudios
en esta area se enfocan en un limitado numero de genes de virulencia, asi como en
la tipificacion de aislamientos por electroforesis en gel de campos pulsados.®”) En
contraste, los estudios basados en secuenciacidon gendmica completa, que ofrecen
informacion mas completa, asi como un mayor poder discriminatorio para tipificar los
aislamientos, son aun muy escasos. Aun en paises desarrollados, los trabajos mas

completos se limitan al estudio de unos pocos serotipos de relevancia local.®®

Por otra parte, la emergencia de cepas de Salmonella resistentes a multiples
antibidticos (MDR) representa un desafio adicional para la salud publica mundial. Lo
anterior en virtud de que el tratamiento de infecciones causadas por cepas MDR es
mucho mas dificil y costoso, lo que incrementa aun mas la carga economica asociada
con estos padecimientos.'® Por tanto, la vigilancia de la resistencia a
antimicrobianos (RAM) en cepas de importancia clinica, asi como los determinantes
geneéticos que confieren estos fenotipos, son aspectos clave para contener la

diseminacion de patogenos MDR.




Aunque numerosos trabajos confirman una frecuencia cada vez mas elevada de
cepas de Salmonella MDR en alimentos de origen animal,('-'3) son pocas las
investigaciones que abordan el estudio de susceptibilidad a antibidticos en relacion
con la identificacion de genes de RAM en genomas completos. Esta estrategia puede
contribuir a identificar los factores involucrados en la emergencia y la diseminacion

de la RAM, asi como a delinear medidas de control para prevenirlas.

Tomando en cuenta lo anterior, el objetivo del presente proyecto es realizar la
caracterizacion gendmica de cepas de S. enterica asociadas con ganado bovino, en
materia de virulencia y de RAM. Lo anterior con el fin de identificar diferencias
genéticas que pudieran relacionarse con adaptacion a hospederos, patogenicidad
general y persistencia. Ello permitira dimensionar el riesgo que representan estas
cepas para la salud publica, asi como generar nuevos conocimientos sobre la
diversidad genética, la biologia, la evolucion y la supervivencia de cepas de

Salmonella asociadas con alimentos.




ANTECEDENTES

EL GENERO SALMONELLA

Las bacterias que conforman el género Salmonella son bacilos GRAM negativos que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, filo Proteobacteria. Se comportan como
patogenos intracelulares facultativos y entre sus caracteristicas bioquimicas mas
importantes figuran su habilidad para producir acido sulfhidrico, asi como su incapacidad
para fermentar lactosa y no producir ureasa.('*1% Ademas, son anaerobios facultativos y
casi todos los miembros de este género son mdviles, gracias a sus flagelos peritricos

(Figura 1).

Figura 1. Imagen de una célula de Salmonella spp. Creacion de Medical Graphics
(www.MedicalGraphics.de), autorizada para uso libre bajo licencia CC BY-ND 4.0.

Los organismos de este género son cercanos genéticamente, pues comparten >2,800
de los cerca de 5,000 genes que codifican proteinas en su genoma.® No obstante,
poseen caracteristicas fenotipicas muy diversas (Cuadro 1). Por ello, su taxonomia y
nomenclatura fueron motivo de controversia durante décadas. Sin embargo, la aplicacion
de técnicas moleculares permitio llegar a un consenso, pues se demostré que el género
cuenta Unicamente con dos especies: S. bongori y S. enterica.\'® La primera tiene como
habitat principal el ambiente y los animales de sangre fria, por lo que es de poca
relevancia en términos de salud publica. La segunda se subdivide en seis subespecies
(Figura 2), la mayoria con el mismo habitat que S. bongori, excepto las subespecies
salamae y enterica, que habitan en el tracto intestinal de animales de sangre caliente,

aunque sin formar parte de la microbiota normal. Entre estas ultimas, la subespecie




enterica es la mas importante en términos de inocuidad de alimentos y de salud publica,
pues a ésta corresponde el 99.5% de las cepas aisladas.'"”) Ademas, se llego al acuerdo
de designar los serotipos de la especie S. bongori y de todas las subespecies de S.
enterica por su férmula antigénica (ej. S. bongori 13,22:239:-), excepto en la subespecie
enterica, donde se mantienen los nombres debido a la familiaridad en su uso y por ser la
mas relevante en salud publica. Asi, como solamente se usan nombres en una
subespecie, no es necesario que ésta se indique. Por ejemplo, es correcto escribir S.
enterica subsp. enterica ser. Typhimurium o simplemente S. enterica ser.

Typhimurium.(*"

Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas diferenciales en las especies y subespecies de

Salmonella

Caracteristicas Subespecies de S. enterica S. bongori
bioquimicas enterica salamae arizonae diarizonae  houtenae indica

Dulcitol + + - - - d ¥
Malonato - + + + - - -
Gelatinasa - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
L(+)-tartrato + - - - - - -
B-glucorinadasa d d - + - d -
Lactosa - - -(75%) +(75%) - d -

d = resultados diferentes segun el serotipo.
+ = 90% o0 mas de reacciones positivas.

- = 90% o mas de reacciones negativas.
Fuente: Adaptado de Grimont y Weill.('")
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Figura 2. Taxonomia del género Salmonella, que comprende dos especies y seis

subespecies.(')

Se han descrito mas de 2,600 serotipos de Salmonella, la mayoria de los cuales (>1,500)
pertenecen a la subespecie enterica,® que como se indicé anteriormente, es la mas
relevante en salud publica. La tipificacion de los aislamientos se basa en los antigenos
superficiales somaticos (O) y flagelares (H). El antigeno O es determinado por la cadena
variable de lipopolisacaridos que se encuentran en la membrana externa; mientras que
el H es determinado por las estructuras flagelares que expresa la bacteria (Figura 3).
Existe un tercer determinante antigénico relacionado con la capsula (K), pero este solo
esta presente en cepas de S. enterica ser. Typhi y se le denomina como Vi, por ser un
reconocido factor de virulencia que le permite al patégeno evadir la respuesta inmune

del organismo humano.('®)

Desde su descubrimiento en 1885 por Daniel EImer Salmon y Theobald Smith,('® a quien
debe su nombre, Salmonella esta entre los microorganismos mas estudiados.??) Sin
duda, ello obedece a la relevancia epidemioldgica de este patdgeno, que al parecer
causaba estragos desde hace varios siglos. Estudios gendmicos recientes lograron
identificar material genético de S. enterica ser. Paratyphi C en victimas de una epidemia
que devasto la poblacion del México prehispanico entre 1545 y 1550.¢2")




Flagelos (antigeno H)
_ Cépsula (antigeno K o Vi)

Lipopolisacarido (LPS)
o endotoxina

Membrana externa
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Membrana interna
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Pili
— Polisacarido O
é}— Nocleo de polisacérido (antigeno comon)
Lipido A (endotoxina)
Figura 3. Estructuras determinantes de los antigenos somaticos (O), flagelares (H) y de

capsula (K o Vi) en enterobacterias. Imagen de  Gomez-Lopez
(https://es.slideshare.net/lagl89/enterobacteriaceae).

EPIDEMIOLOGIA DE LA SALMONELOSIS

A pesar de la considerable diversidad de serotipos, solo unos pocos (menos de 100)
provocan infecciones en humanos.'"” En general, las cepas de importancia clinica
pueden dividirse en tifoideas (restringidas a los humanos) y no tifoideas (capaces de
infectar humanos y animales). Aunque ambos grupos son muy cercanos genéticamente,
manifiestan fenotipos muy distintos. Tanto las cepas tifoideas, como unas pocas no
tifoideas altamente adaptadas a ciertas especies animales, se caraterizan por su alta
virulencia, causando fiebre entérica, un sindrome asociado con infecciones sistémicas
graves en los hospederos afectados. En contraste, la mayoria de las cepas no tifoideas
son generalistas (o promiscuas) y suelen presentarse como infecciones asintomaticas o
causar gastroenteritis autolimitante en individuos inmunocompetentes de humanos, aves
y mamiferos (Figura 4).?223) Ademas, son capaces de penetrar los tejidos de frutas y
hortalizas (ej. tomate, germinados, papaya, mango, espinacas), alimentos que en los
ultimos afos se han asociado de manera creciente con brotes de salmonelosis no
tifoidea.(?42%)
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\ ser. Gallinarum ser. Cholerasuis*/ causan infecciones invasivas (fiebre entérica)
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Figura 4. Rango de hospederos de serotipos de S. enterica subsp. enterica generalistas

y especializados y sindrome clinico que provocan en las especies afectadas.

Salmonelosis tifoidea

La fiebre tifoidea (causada por S. enterica ser. Typhi) y paratifoidea (causada por S.
enterica ser. Paratyphi A, Paratyphi B, Paratyphi C y Sendai) son enfermedades
invasivas, con riesgo para la vida, que producen practicamente la misma sintomatologia
clinica.l?® Al llegar a los intestinos, Salmonella Typhi se adhiere a las células epiteliales
especializadas “M” que cubren las placas de Peyer. Después de penetrar la mucosa
intestinal, es absorbida por macréfagos, mismos que utiliza para diseminarse por todo el
organismo a través del sistema linfatico, llegando a multiplicarse en células
mononucleares de higado, bazo y médula ésea. Aunque esta bacteremia inicial es
asintomatica, después de 7-14 dias de incubacion se comienzan a observar los
sintomas. Un rasgo distintivo de las primeras etapas de la enfermedad es la fiebre
persistente, que se torna permanente a medida que avanza la septicemia, lo que se
acompafa de dolores de cabeza, letargo, malestar general, mialgia y dolor abdominal.
Hacia la segunda semana, las afectaciones al higado provocan hepatoesplenomegalia y

comienzan a aparecer manchas rosas en la piel, tipicas de la infeccion; mientras que el




dolor de cabeza es reemplazado por el estupor. A partir de la tercera a cuarta semana,
las hemorragias y las perforaciones intestinales son comunes, mientras que la fiebre
comienza a ceder. No obstante, en esta fase el curso de la enfermedad suele
complicarse con episodios de miocarditis, choque, meningitis y/o neumonia, lo que
resulta a menudo en la muerte del paciente.("*) Aun los que alcanzan a sobrevivir, pueden
presentar recaidas frecuentes o convertirse en portadores cronicos, debido a que la

bacteria forma biopeliculas en las piedras presentes en la vesicula biliar.(?6)

Se estima que las cepas tifoideas causan alrededor de 27 millones de casos de fiebre
entérica y 600 mil muertes cada afio.?”) Al ser cepas restringidas al humano, su principal
mecanismo de transmision es la contaminacién fecal de bebidas y alimentos por
personas enfermas, convalecientes o portadoras. Las zonas con hacinamiento y/o
pobres condiciones sanitarias facilitan la diseminacién del patégeno por la via fecal-
oral.?®) Por ello, las incidencias mas elevadas se presentan en el sudeste asiatico y en
Africa, con 394 y 724 casos por cada 100 mil habitantes, respectivamente.?® En México,
segun datos oficiales, se reportaron 57,738 casos de salmonelosis tifoidea en 2017

(http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/anuario/html/anuarios.html). Considerando la

poblacidn total de ese afo (129°678,021 habitantes), se obtiene una incidencia nacional
de 44.5 casos por cada 100 mil habitantes. Ello evidencia las deficiencias que persisten,
en algunas zonas del pais, en materia de acceso a agua potable y servicios sanitarios.
En los paises con acceso universal al agua potable y con una infraestructura sanitaria de
calidad, la incidencia de la enfermedad es muy baja (0.1 casos por cada 100 mil
habitantes)?® y la mayoria de los casos se relacionan con visitas de personas no
vacunadas a paises en donde la fiebre tifoidea es endémica.

La situacion es muy distinta en el caso de la salmonelosis no tifoidea, la cual se presenta
a escala global y es la principal causa de hospitalizaciones y de muertes asociadas con

el consumo de alimentos en paises ricos y pobres.('.30:31)




Salmonelosis no tifoidea

La salmonelosis no tifoidea es por lo general una enfermedad autolimitante. En personas
saludables, la gran mayoria de estas cepas no se extiende mas alla de la lamina propia
y de los linfonodos locales del intestino. Después de un periodo de incubacién de 6-72 h
(24 h en promedio), se presentan los tipicos sintomas de dolor abdominal, diarrea
profusa con o sin presencia de sangre, asi como fiebre de 38.5-39.0 °C.('*23) Por lo
general, la enfermedad cede en aproximadamente una semana, sin necesidad de
tratamiento.®? Sin embargo, algunas cepas no tifoideas suelen causar infecciones
sistémicas, con altas tasas de mortalidad, en personas inmunodeprimidas (pacientes con
malaria o VIH) o malnutridas.®3 Ademas, los serotipos altamente adaptados a especies
animales (ej. S. enterica ser. Dublin y Cholerasuis), aunque rara vez se presentan en
humanos, suelen causar bacteremia, sin provocar dafnos considerables a nivel

intestinal.('¥

Entre las cepas no tifoideas, los serotipos Enteritidis y Typhimurium son los que con
mayor frecuencia se asocian con infecciones alimentarias a escala global. Ambos
serotipos, en conjunto, llegan a causar entre 40 y 60% de los brotes en Estados Unidos®4
y en la Union Europea,®?) respectivamente. No obstante, seguiin estas mismas fuentes,
un porcentaje considerable de las infecciones son causadas por una variedad de
serotipos (ej. Heidelberg, Newport, Montevideo, Infantis, Stanley, Derby Kentucky, entre
otros), cuya distribucion relativa suele seguir un patron erratico, dificil de atribuir a causas
especificas. Por ejemplo, en los ultimos afios se ha observado una reduccion en la
incidencia del serotipo Enteritidis en la Unidn Europea, a expensas de un aumento en la

del serotipo Derby.3%

La situacién en cepas asociadas con alimentos es muy similar. En diferentes estudios
realizados en México a lo largo de 40 afos se puede observar como algunos serotipos,
luego de presentarse en las frecuencias mas altas, no fueron detectados en afios
posteriores. Por el contrario, cepas que antes no eran detectadas, se presentaron en

altas frecuencias (Cuadro 2).

Aunque se puede argumentar que la comparacion entre estudios no es consistente, esta

misma tendencia se ha presentado en muestreos longitudinales. Tal es el caso de lo




encontrado por Habing et al.®) en granjas lecheras de Estados Unidos entre los afios
2000 y 2009. Estos autores observaron como el serotipo Typhimurium, que era el mas
prevalente en una de las granjas en 2000, no fue detectado en 2009. Por el contrario, el
serotipo Montevideo, que apenas representd un 4% de los aislamientos obtenidos en
2000 en la misma granja, fue el unico serotipo detectado nueve afios después.

Cuadro 2. Serotipos de Salmonella enterica aislados de muestras de origen no clinico en
México entre 1972y 2013

Periodo n Serotipos predominantes (%) Referencia

1972-1999 8551 1. Derby (13.8) (37)
2. Anatum (8.7)

3. Agona (7.5)

4. Typhimurium (6.8)

5

. Enteritidis (6.7)

Anatum (17.7) (38)
Meleagridis (13.0)

Agona (7.3)

Typhimurium (6.8)

Newport (2.6)

Kentucky (32.2) (39)
Anatum (29.9)

Reading (17.2)

Meleagridis (12.6%)

Cerro (4.6%)

2002-2005 767

abkowbn =

2013 171

abkrown =

Evidentemente, la serotipificacion por si sola, si bien permite identificar cepas de alta
virulencia, especialistas o generalistas, no alcanza a explicar los cambios en la
distribucion relativa o predominancia de ciertos serotipos. Tampoco permite dimensionar
el riesgo para la salud publica asociado con la presencia de muchas de estas cepas en
muestras de alimentos, algo que hasta la fecha ha sido abordado de forma muy limitada
por la comunidad cientifica.




La especie bovina como reservorio de Salmonella no tifoidea (SNT)

Entre los alimentos de origen animal, el pollo y el huevo son los mas frecuentemente
implicados en brotes de salmonelosis.(?3?4 No obstante, los bovinos también constituyen
un importante reservorio de SNT, pues investigadores de practicamente todas las
latitudes han aislado al patogeno de heces, linfonodos, canales y carne de esta

especie.(11:40-43)

En México, la frecuencia de contaminacién con SNT en muestras de origen bovino
reportada en estudios recientes es muy superior a la observada en otras naciones
(Cuadro 3). Aunque ninguna de las investigaciones referidas en el Cuadro 3 se relaciona
con cepas de origen clinico, los datos ilustran de forma clara la importancia de los bovinos
como reservorio de SNT en nuestro pais. Las altas frecuencias de contaminacion de
cortes y de carne molida en puntos de venta, con valores iguales o superiores a los
reportados en carne de pollo,8444%) gvidencian la exitosa diseminacion del patogeno en
la cadena productiva de bovinos de carne. En adicidn a lo anterior, es importante
considerar que la carne de res esta entre las de mayor consumo per capita en México.“®)
Este hecho, aunado a que el sistema de vigilancia epidemiolégica que existe en el pais
no reporta los alimentos implicados en los brotes de salmonelosis, resalta la importancia
de estudiar las poblaciones de SNT asociadas con la especie bovina.

La investigacion en este campo es vital, ya que los factores que determinan la
colonizacion de una determinada especie permiten entender la epidemiologia de la
salmonelosis. Un caso que ilustra lo anterior es el serotipo Enteritidis, que presenta un
factor, codificado por el gen yafD, que le confiere resistencia a los inhibidores presentes
en la albumina del huevo.*”) Esto explica el predominio de Enteritidis sobre otros
serotipos de Salmonella en huevo para plato.“®) De igual forma, ofrece informacién
valiosa para disefiar nuevas investigaciones encaminadas a prevenir que el patégeno
utilice al huevo como reservorio y de ahi se disemine por la cadena productiva, con el
riesgo que ello implica para la salud publica. Por tanto, resulta estratégico investigar los

factores de patogenicidad que utiliza Salmonella en diferentes especies.




Cuadro 3. Frecuencia de muestras positivas (%) a Salmonella spp. en diferentes matrices
de origen bovino reportadas en varios paises

Pais Ano n % positivos  Referencia
Heces

México 2013 68 94 .1 (39)
México 2013 250 46.8-91.0 (49)
Estados Unidos 2016 5,050 9.1 (50)
Etiopia 2016 1,203 2.3 (51)
Venezuela 2013 80 13.8 (52)
Linfonodos

México 2013 68 57.8 (39)
Estados Unidos 2012 906 0.8 (53)
Estados Unidos 2017 5,450 7.1 (54)
Canales

México 2007 32 28.1 (55)
México 2012 505 154 (56)
México 2013 250 6.0-49.0 (49)
Estados Unidos 2013 42,368 1.0 (57)
Canada 2011 1,036 0.1 (58)
Irlanda 2014 400 0.3 (59)
Carne molida

México 2008 1,733 15.9-60.5 (38)
México 2013 238 43.2-68.5 (60)
México 2016 100 16.0 (61)
Tailandia 2018 240 7.5 Q)
China 2016 210 4.8 (1)
Irlanda 2014 100 3.0 (59)

Estados Unidos 2012 60 1.0 (40)




PATOGENESIS DE SALMONELLA

Para que se presente un caso de salmonelosis transmitida por alimentos, es preciso
ingerir alimentos o agua contaminados con Salmonella. Posteriormente, el patégeno
debe sortear numerosos obstaculos para producir la infeccion. El primero de ellos es la
acidez estomacal. Para resistir el pH extremadamente bajo del estomago, la bacteria
utiliza un mecanismo de homeostasia inducible, conocido como respuesta de tolerancia
a la acidez (ATR, por sus siglas inglesas). La ATR favorece la supervivencia de
Salmonella durante la exposicion a valores de pH que normalmente resultan letales (2.5-
3.0).16283) Para ello, el patdgeno expresa genes que codifican proteinas de choque acido,
tales como el factor sigma RpoS y el sistema regulador de dos componentes PhoP/PhoQ.
Se ha demostrado que RpoS y PhoPQ protegen a Salmonella de los acidos inorganicos,
mientras que RpoS, la proteina reguladora del hierro Fur y la proteina de respuesta
adaptativa Ada son responsables de la tolerancia a la acidez provocada por acidos

organicos.34)

Una vez que el patogeno llega al intestino, se deben producir una serie de pasos o etapas
para que se manifieste la enfermedad. Un pre-requisito para la infeccién es que las
células de Salmonella expresen flagelos y quimiotaxis, necesarios para acercarse a las
células del epitelio intestinal, las cuales necesita contactar.®¥ Una vez alli, la primera
fase conlleva la adhesion de la bacteria a las células epiteliales, desde donde activa los
mecanismos de invasion, que es la segunda etapa. Después de ser internalizada, se
inicia la fase de supervivencia intracelular, en la cual el patbgeno debe ser capaz de
traspasar y/o evadir los mecanismos de defensa del hospedero, para finalmente producir
danos y signos clinicos. A continuacion, se analizaran los mecanismos moleculares de
patogenicidad de Salmonella en su interaccion con diferentes hospederos, asi como los

determinantes genéticos involucrados.

Mecanismos de adherencia

La colonizacion de un hospedero por bacterias patégenas depende, en primer término,
de su habilidad para adherirse a las células eucariotas. Para este fin, la generalidad de
los patogenos utiliza moléculas llamadas adhesinas, que son proteinas capaces de
reconocer y combinarse con receptores especificos presentes en las células del




hospedero. Esta especificidad de unidn determina el rango de especies que puede ser
colonizada por una bacteria, asi como la afinidad de la misma por determinados 6rganos

y/o tejidos (organotropismo).(¢®

Las adhesinas bacterianas se pueden clasificar en dos grandes grupos: fimbriales y
afimbriales. Las fimbrias son apéndices proteinicos, mas delgados y cortos que un
flagelo, compuestas por subunidades estructurales (o de soporte) y adhesivas (las que
se adhieren a las glicoproteinas de las células eucariotas, pues poseen una alta afinidad
por los azucares). Por su parte, las adhesinas afimbriales, en lugar de estar contenidas
en las fimbrias, se ubican en la membrana externa y tienen como funcién unirse en forma

estrecha a la célula hospedera o al material extracelular presente.(®%

Salmonella posee un vasto repertorio de adhesinas, tanto fimbriales como afimbriales,
que le permiten unirse a las células del epitelio intestinal y, en algunos casos, facilitar la
internalizacion de la bacteria (Cuadro 4). Mientras que las adhesinas afimbriales suelen
estar presentes en la mayoria de las cepas no tifoideas, las fimbrias codificadas en
plasmidos y las polares largas no estan uniformemente distribuidas en los diferentes
serotipos,®7-7% un fendmeno que se asocia con la adaptacion a distintos hospederos.
Ademas, resulta relevante sefalar que las fimbrias codificadas en plasmidos son mas
comunes en cepas portadoras del plasmido de virulencia de Salmonella (spv), tales
como S. enterica ser. Typhimurium, Enteritidis, Cholerasuis y Dublin,6768) que
manifiestan fenotipos de alta invasividad.

Como se puede observar, Salmonella posee un gran numero de genes que codifican
para adhesinas, lo que evidencia que los patdégenos disponen de multiples mecanismos
de adhesion.("") Esta redundancia pudiera estar asociada con el hecho de que la simple
adherencia pudiera facilitar la fagocitosis y la eliminacién de la bacteria por las células
del sistema inmune. De ahi que la biogénesis de ninguna de las adhesinas utilizadas por
las bacterias se exprese de manera constitutiva, sino ante sefalizaciones fisico-
quimicas, tales como temperatura, pH, osmolaridad y disponibilidad de nutrientes.(”? Ello
limita el uso de las adhesinas como moléculas diana para el desarrollo de nuevos

antibidticos y/o de vacunas.(¢®)




Cuadro 4. Adhesinas fimbriales y afimbriales descritas en Salmonella spp., genes que

las codifican y funcion que cumplen(’?

Adhesina Funcion

Fimbrias

Delgadas agregativas Adhesion a las vellosidades intestinales y
(csgABCEFG) union entre varias células de Salmonella
Polares largas Adhesion a las placas de Peyer (modelo
(IPFABDCE) murino)

Codificadas en plasmidos Unidn a las microvellosidades de los
(pefABCD) enterocitos

Tipo 1 Internalizacién independiente del sistema

(FmACDFHIWYZ) de secrecion tipo 3 en células dendriticas

(modelo murino)
Adhesinas afimbriales
Adhesina de matriz extracelular Se adhiere a matriz extracelular y facilita
(misL) la colonizacion intestinal

Adhesinas-isla de patogenicidad CS54 Colonizacién intestinal y persistencia

(ratB, shdA, sinH)

Mecanismos de invasion

Salmonella se encuentra entre los patdbgenos mas versatiles en lo que a mecanismos de
invasion se refiere. Por lo general, el tejido linfoide asociado con el intestino constituye
la principal via de entrada, sobre todo las células M, que a diferencia de los enterocitos,
carecen de microvilli y no estan recubiertas de glicocalix, lo que las hace mas vulnerables

a la invasion por organismos patdgenos.(’




El mecanismo de invasion clasico es el conocido como disparo o trigger, el cual es
mediado por el sistema de secrecidn tipo 3 (T3SS), codificado por mas de 40 genes
presentes en la isla de patogenicidad (SPI) 1 de Salmonella. El T3SS es una estructura
supramolecular, compuesta por multiples proteinas, que se asemeja a una jeringuilla y

es utilizada para introducir proteinas efectoras en las células eucariotas (Figura 5).
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Figura 5. T3SS codificado en la SPI1 de S. enterica: a) representacion esquematica del
inyectisoma(’?), b) translocacion de proteinas efectoras a células eucariotas via T3SS(7%)
y c) tomograma que muestra el despliegue in situ del inyectisoma de S. enterica ser.

Typhimurium en un cultivo celular.("®)

Los genes codificados en la SPI1 comprenden varios operones (prg, org, inv'y spa),
necesarios para la conformacién estructural del T3SS; mientras que los operones sic/sip
codifican proteinas efectoras y el translocon (SipBCD), una estructura que forma un poro
en la membrana celular de la célula hospedera a través del cual se translocan las

proteinas efectoras.

La SPI1 codifica también otras proteinas, conocidas como chaperonas, las cuales se
unen a otras proteinas (secretadas o efectoras) y previenen su degradacion o interaccion

prematura con sus moléculas diana; o bien, son necesarias para que las proteinas a




transportar hacia la célula hospedera, a través del inyectisoma, sean reconocidas por el
T3SS."") Ademas, varias proteinas efectoras translocadas a través de T3SS-SPI1 estan

codificadas fuera de la SPI1 (ej. SopB, codificada en SPIS).

Varias proteinas efectoras (SipA, SopE, SopE2, SopB) translocadas por el T3SS-SPI1 a
las células epiteliales, que normalmente no son fagociticas, inducen rearreglos del
citoesqueleto de actina de la célula hospedera, lo que da lugar al ondulamiento o ruffling
en su superficie, lo que permite la internalizacion de la bacteria (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de la invasioén de células del epitelio intestinal por

S. enterica ser. Typhimiurium.")

La actividad de estas proteinas efectoras, algunas de las cuales (ej. SopE) funcionan
como factores de intercambio de guanidina (GEF), activan las enzimas Rho GTPasas
Cdc42 y Rac-1 de la célula hospedera, mismas que estimulan la expresion del factor NF-
kB, lo que induce la produccién de citocinas proinflamatorias, tales como IL-8, generando
inflamacion en la mucosa intestinal.(’”) El proceso inflamatorio atrae un gran nimero de
neutroéfilos, algunos de los cuales migran a través del epitelio hasta el lumen intestinal.
Aunque el influjo de neutréfilos ayuda a contener la infeccion en el intestino, produce
dafo tisular y afecta la barrera de permeabilidad del epitelio. Como resultado, el exudado
de los tejidos pasa al lumen intestinal, contribuyendo a la diarrea mediada por un

mecanismo de inflamacion.(7®

La pequena proporcion de células de Salmonella que logra penetrar el tejido intestinal es
eventualmente eliminada por el sistema inmune. Por tanto, la invasion y la supervivencia
intracelular en un cuadro de gastroenteritis representa un callejon sin salida para el
patdégeno.” Sin embargo, la reaccién inflamatoria provoca cambios importantes en el
lumen intestinal, que permiten a Salmonella multiplicarse a mayor velocidad,

convirtiéndose en el organismo predominante de la microbiota presente.®8") Los




mecanismos usados por la bacteria para superar a la microbiota intestinal en el intestino
inflamado seran tratados mas adelante, en la seccion de multiplicacion y supervivencia

intracelular.

Otro mecanismo de invasion que puede emplear Salmonella es el mediado por los
sistemas de secrecion tipo IV (T4SS), una estructura supramolecular semejante al T3SS,
usualmente codificada en plasmidos.®? Aunque el proceso de internalizacion en células
eucariotas mediado por T4SS no ha sido descrito en Salmonella, se supone que sigue
un proceso de fagocitosis inducida similar al descrito para el T3SS. Ademas, estudios
recientes demuestran que cepas portadoras de T4SS tienen una tasa de invasion mas

alta en comparacion con las cepas que solo portan T3SS.(®)

Una alternativa adicional a T3SS y T4SS, es el mecanismo de invasion tipo cierre o
“zipper”, el cual fue observado por primera vez en Salmonella. En esta variante, descrita
en S. enterica ser. Enteritidis,®* |la proteina de membrana externa RcK cumple la doble
funcion de adherirse e invadir las células. Esta proteina induce la formacién de filamentos
de actina, que rodean a la bacteria y permiten que la misma se internalice a través de
una especie de cierre, de ahi el nombre dado a este mecanismo (Figura 7). Ademas, se
ha demostrado que las fimbrias tipo 1 representan un mecanismo de invasién adicional,

mediante el cual Salmonella es absorbida por las células dendriticas de la submucosa.®
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Figura 7. Imagen de microscopio electronico que muestra la internalizacién por
mecanismo tipo zipper en cepas de Escherichia coli transformadas para portar la proteina

de membrana externa RcK de Salmonella.(®4)




Otro factor a tomar en cuenta es la complejidad de los mecanismos que regulan la
expresion de los genes necesarios para la invasion, los cuales a menudo requieren de
interaccidn con otros clusters de genes ubicados en diferentes partes del cromosoma. El
regulador central de los genes de la SPI1 es HilA, una proteina que pertenece a la familia
de activadores transcripcionales OmpR/ToxR. La expresion de hilA esta reprimida de
forma constitutiva por una proteina de tipo H-NS, que se une al ADN y evita que la ARN-
polimerasa pueda iniciar su transcripcion. No obstante, a bajas concentraciones de
oxigeno, alta osmolaridad (300 mM) y pH ligeramente alcalino, condiciones tipicas del
lumen intestinal, la proteina HilD (regulador central de los genes de virulencia), se une
con H-NS, lo que activa la transcripcidén de HilA y, con ello, la expresion de los genes de

SPI1, que da inicio a la patogénesis.(477)

Algunos autores han observado variaciones en el contenido de genes de SPI1, asi como
variabilidad en las secuencias de genes que codifican para varias proteinas efectoras
qgue son translocadas por T3SS-SPI1. En un estudio con cepas de varios serotipos de
SNT aislada de gallinas ponedoras, se observo que las variaciones en SPI1 eran mas
frecuentes en las cepas que mostraron un fenotipo de virulencia mas bajo (serotipos
Adelaide y Bredeney), las cuales no provocaron infeccion en modelo murino. Sin
embargo, aun las cepas con modificaciones en SPI1 se detectaron en las heces de los
ratones hasta por 21 dias.(®®)

En otro estudio con cepas de los serotipos Typhimurium, Enteritidis, Heidelberg, Hadar
y Kentucky, aisladas de pollos de engorda, Dhanani et al.®”) observaron también
diferencias en cuanto a contenido de genes en SPI1. Sin embargo, la mayoria de las
cepas presento un alto grado de conservacion en los genes de virulencia involucrados

en la invasion.

Al igual que en los mecanismos de adherencia, la redundancia metabdlica en los
mecanismos de invasion representa un desafio enorme para el desarrollo de
intervenciones encaminadas a prevenir la salmonelosis en humanos y en animales. De
hecho, se ha demostrado que la disrupcidén de varios genes de la SPI1 no ha tenido
efecto negativo en la colonizacion de pollos, cerdos y bovinos por cepas de S. enterica

ser. Typhimurium.® Estos hallazgos son congruentes con la ausencia de genes como




hilA, asi como de varios operones completos (inv, spa, hil) que codifican el T3SS-SPI1y
proteinas reguladoras en cepas aisladas de diferentes especies animales.’:88) La
habilidad de estas cepas para colonizar los animales sin depender de la SPI1 demuestra
el robusto y diversificado metabolismo de Salmonella, el cual limita las posibilidades de

atacar el proceso infeccioso con nuevos antibioticos. @)

Mecanismos de supervivencia y multiplicacion intracelular

Las modificaciones provocadas por la invasion, en el citoesqueleto de las células
epiteliales, desmantela el borde en cepillo caracteristico del epitelio y genera
ondulaciones que rodean la bacteria hasta formar unas vesiculas llamadas “vacuolas
contenedoras de Salmonella” (SCV). Las SCV protegen al patdogeno de los agentes
antimicrobianos producidos por el hospedero y es el unico compartimento intracelular
donde éste puede sobrevivir y multiplicarse.’”) Al atravesar el epitelio intestinal, la
bacteria es también fagocitada, principalmente por los macrofagos que se acumulan en
las placas de Peyer y en los linfonodos mesentéricos, como respuesta a la infeccion. En
estas células, la bacteria es también internalizada en una SCV.(®%)

En la fase intracelular, la supervivencia de Salmonella depende, en primer término, de
los factores de virulencia que conforman un segundo T3SS, codificado en la SPI2. Esta
isla tiene dos segmentos. El mas pequefio contiene el operon ttrRSBCA, necesario para
la reduccion del tetrationato, lo que le confiere a Salmonella una ventaja clave que le
permite crecer a mayor velocidad que el resto de la microbiota intestinal y convertirse en

un componente mayoritario de la misma.®"

El crecimiento fermentativo de la microbiota en el ambiente anaerobio del intestino
produce acumulacion de sulfuro de hidrogeno (H2S), un compuesto altamente téxico.
Para protegerse de éste, los enterocitos producen la enzima sulfuro oxidasa, que oxida
el HzS en tiosulfato (S203%); mientras que las especies de oxigeno reactivo (ROS)
producidas por los neutrofilos durante el proceso inflamatorio, convierten el tiosulfato en
tetrationato (S40¢%).") Como Salmonella Typhimurium puede usar el tetrationato como
un aceptor terminal de electrones, esto le permite a la bacteria obtener energia para el
crecimiento en el intestino inflamado, una caracteristica que no esta presente en la mayor

parte de la biota concomitante.




Esta colonizacion del lumen intestinal es un factor importante para la transmision fecal
oral del patégeno hacia otros hospederos susceptibles. Por ello, es reconocido como la
fuerza selectiva principal que actua sobre las poblaciones de Salmonella asociadas con
reservorios animales.’® Ademas, enfatiza la importante contribucién del repertorio
genético de Salmonella para su adaptacion a hospederos, lo que determina sus

caracteristicas como patdgeno transmitido por los alimentos.

Por lo general, las SCV se integran a la ruta endocitica y son expuestas a los lisosomas,
donde son finalmente destruidas, lo que hace que remita la infeccibn y que se
reconstituya la zona apical del borde en cepillo del epitelio intestinal.’”) Sin embargo, en
pacientes inmunocomprometidos, la bacteria logra mantener la integridad de la SCV, con
ayuda de otras proteinas efectoras secretadas a través del T3SS-SPI2 y utiliza los
macrofagos para diseminarse de forma sistémica.®® Por lo general, la bacteremia solo
se presenta en unos pocos serotipos de Salmonella (Typhimurium, Enteritidis,
Cholerasuis y Dublin), que usualmente portan factores de virulencia adicionales, en el
llamado plasmido de virulencia (o pSLT, en Salmonella Typhimurium). Este plasmido
posee una zona altamente conservada de 8 kb, que contiene cinco genes, conocida

como la region spvRABCD.®")

El gen spvR codifica una proteina reguladora, de la familia LysR, que actua a nivel
transcripcional para activar los genes presentes en el operon spvABCD. Esto ocurre en
la fase estacionaria de crecimiento del patégeno; o bien, en el ambiente intracelular de
las células hospederas.(’”) Se ha observado que los genes spvB y spvC codifican
proteinas efectoras necesarias para que se manifieste la bacteremia y son translocadas
al citosol eucariota via el T3SS-SPI2. SpvB es una ADP-ribosiltransferasa que modifica
la G-actina, previniendo su polimerizacion en F-actina. Esto dafa el citoesqueleto de
actina, dificultando el reclutamiento de la NADPH oxidasa hacia el fagosoma y, en
consecuencia, la muerte de Salmonella por oxidacion. Por otra parte, se piensa que la
actividad inhibitoria de SpvC sobre las MAP-cinasas, contribuye a inducir la apoptosis de
los macrofagos, en concierto con SpvB. La apoptosis de los macréfagos hace que éstos
sean fagocitados por otros macrofagos no infectados, lo que representa un mecanismo

de diseminacién mediante el traspaso directo de una célula a otra.®”) Ello explica la




ineficacia del tratamiento con antibidticos que actuan a nivel extracelular en casos de
salmonelosis no tifoidea invasiva. Este ciclo de infeccion sistémica solo se detiene
mediante la induccion de células inmunes especificas T CD4+,%2) un modelo congruente
con la observacion de bacteremia recurrente en pacientes con VIH que poseen bajos
niveles de células T CD4+.(%3)

Persistencia, infecciones subclinicas y portadores asintomaticos

Como se mencioné anteriormente, Salmonella es también capaz de establecer
infecciones subclinicas o asintomaticas en varias especies animales, incluso en los
humanos.#394%) Esta es la razon de que el patdogeno sea aislado con frecuencia de
muestras de origen no clinico asociadas con produccion animal. Este fenomeno tiene
fuertes implicaciones en la epidemiologia de la salmonelosis transmitida por alimentos,
especialmente cuando la bacteria es capaz de establecer reservorios en animales que

estan destinados a la produccion de carne.

Estudios recientes demuestran que el estrés fisiologico asociado con el transporte y con
el manejo ante mortem favorece la multiplicacion de Salmonella en macréfagos, asi como
su excrecion en las heces.%7:%) Al respecto, la Figura 8 muestra como la exposicion in
vitro de macrofagos alveolares porcinos, infectados con Salmonella Typhimurium, a
concentraciones crecientes de cortisol, evidencid que el estrés intensifica la

multiplicacion intracelular del patégeno.

Dado que practicamente todos los animales sufren algun grado de estrés en la etapa pre
mortem, se ha sugerido que la produccion intensiva podria generar condiciones que
favorezcan un ciclo permanente de transmision fecal oral.®®) Es probable que esta
dinamica de transmisién funcione como un factor determinante en la representacion
relativa de ciertos serotipos de Salmonella no tifoidea en diferentes especies animales y

zonas geograficas.

En un estudio reciente, se observo que la emergencia de S. enterica ser. Cerro, en
ganado bovino de Estados Unidos, se asociaba con la capacidad de estas cepas para
causar infecciones subclinicas. Sin embargo, el analisis gendmico de estas cepas no

evidencio alguna diferencia sustancial en los genes de virulencia, que pudiera




relacionarse con fenotipos menos virulentos. Estos autores especulan que, al no existir
infecciones aparentes, no se tomaban medidas para contener la diseminacion del

patdgeno, lo que facilitd su predominancia en la poblacion de Salmonella circulante.®
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Figura 8. Concentracion intracelular de Salmonella Typhimurium (log10 UFC/mL *
desviacidn estandar) en cultivo de macrofagos alveolares porcinos expuestos a
concentraciones crecientes de cortisol. * = diferencia significativa con respecto al control
(P<0.05). Adaptado de Verbrugghe et al.(%®)

Resultados semejantes se obtuvieron en analisis de gendmica comparativa con cepas
de S. enterica ser. Sofia, un serotipo predominante en la industria avicola de Australia
que rara vez causa infecciones en aves y en humanos.® A diferencia de Salmonella
Typhimurium LT2, el genoma de los aislamientos del serotipo Sofia carecia de los genes
sugRy rhuM, de la SPI3; avrA, de la SPI1, asi como sopB'y pipBC, de la SPI5. Ademas,
se observaron modificaciones en las secuencias nucleotidicas de otros genes de la SPI1
(orgB, prgl, sptP, sipD, invJ). No obstante, muchos de estos cambios se han observado
previamente en otras cepas de S. enterica, sin que los mismos se asocien con fenotipos

menos virulentos.(190)




Esta falta de correlacidon entre el contenido de genes de las cepas y el fenotipo de
virulencia ha hecho que los investigadores traten de explicar este fenbmeno desde la
perspectiva de la expresion génica. En este sentido, se ha observado que los genes
requeridos para causar salmonelosis aguda, parecen no ser expresados por la bacteria
en un contexto de infeccion subclinica persistente.('%") Esto podria explicar el porqué los
animales no muestran signos clinicos, a pesar de ser portadores del patégeno. Esta
hipdtesis es también congruente con el hecho de que las cepas con perfil de virulencia
aparentemente mas bajo, suelen ser excretadas a mas altas concentraciones en las

heces, lo que favorece su diseminacion.(@®)

En general, los mecanismos moleculares involucrados en el establecimiento de
infecciones subclinicas o portadores asintomaticos son poco conocidos. La mayor parte
de los estudios gendmicos en este campo se han realizado en Salmonella Typhi, por ser
éste uno de los serotipos que con mayor frecuencia se relaciona con las dos entidades
clinicas antes mencionadas.(®:102.103) Al respecto, se ha descrito que la colonizacion y la
formacion de biopeliculas en la vesicula biliar, es un factor clave que permite a
Salmonella Typhi establecer infecciones cronicas en humanos. Sin embargo, aun se
desconocen los genes involucrados en este proceso.('%?) Los pocos estudios realizados
con la persistencia de cepas no tifoideas tampoco han aportado resultados
concluyentes.(19419%) No obstante, la creciente disponibilidad de la secuenciacién

completa de genomas ha comenzado a generar informacion relevante en esta area.

Uno de los hallazgos mas intrigantes ha sido el descubrimiento de genes, que se creian
exclusivos de Salmonella Typhi, en un limitado numero de cepas no tifoideas. De
particular importancia es el caso de los que codifican para la llamada “toxina tifoidea”, la
cual tiene un papel central en la patogénesis de la fiebre entérica.(196:107)

La toxina tifoidea esta codificada en una isla gendmica de alrededor de 5 kb (denominada
como SPI11 en Salmonella Typhi y como isla CDT en otras cepas) que contiene
homologos de dos exotoxinas bacterianas distintas: la toxina distensora citoletal (CDT) y
la toxina pertussis.('®) Ambas toxinas son del tipo AB, lo que indica que estan

compuestas por una subunidad activa (A), que ejerce el efecto toxico y varias




subunidades de “entrega” (B), que se unen a receptores especificos de la célula
hospedera para facilitar el ingreso de la toxina.(19%-117)

La CDT es una genotoxina cuya unidad activa (CdtB) es una deoxirribonucleasa que
fragmenta el cromosoma de las células hospederas, lo que detiene el ciclo celular vy,
eventualmente, conlleva a la muerte por apoptosis.(''?) Sin embargo, el genoma de cepas
tifoideas y no tifoideas solo contiene homoldgos de las subunidades activas de ambas
toxinas (cditB y pltA, de CDT vy pertussis, respectivamente) y s6lo un homodlogo de las
subunidades de entrega de la toxina pertusis (p/tB).

Probablemente, la carencia de genes que codifiquen para las subunidades de entrega
sea la causa de que la toxina tifoidea s6lo muestre el fenotipo toxico cuando Salmonella
Typhi se ha internalizado en las células eucariotas, dentro de la SCV. Estudios
protedmicos han demostrado que la toxina tifoidea es de tipo A2Bs, o que implica que
cinco moléculas de PItB (subunidad de entrega) se unen con una molécula de PItA y otra
de CdtB.(1"3)

PItB muestra una alta especificidad para unirse a las unidades de glicano presentes en
la superficie de células epiteliales y leucocitos, sobre todo aquellos que terminan en acido
sialico, llamados por tanto sialoglicanos.!"*?®) Los sialoglicanos producidos por las células
humanas poseen una terminacion de acido N-acetilneuramico (Neu5Ac). En otros
mamiferos, el NeuSAc es modificado por una hidroxilasa (ausente en humanos), que lo
convierte en acido N-glicolilneuramico (Neu5Gc).("%) De hecho, este hallazgo es el que
ha ayudado a descifrar el porqué las cepas tifoideas estan restringidas al hospedero
humano. Estudios en modelos animales demostraron que PItB se une de preferencia a
sialoglicanos terminados en Neu5Ac. Ademas, se ha comprobado que cultivos de células
humanas a los que se adiciona Neu5Gc, el cual es incorporado en su metabolismo y
termina formando parte de los sialoglicanos superficiales, son practicamente inmunes a

la actividad citotéxica de la toxina tifoidea.(114)

Dilucidar la funcion de los genes codificantes de la toxina tifoidea, los cuales tienen un
alto grado de conservacion en las cepas no tifoideas,(''%) podria tener repercusiones
clinicas y epidemiologicas de gran relevancia para la fiebre entérica. Aunque es un area




de intensa investigacion, los estudios realizados en este campo aun no arrojan resultados

concluyentes.

Experimentos in vitro han demostrado el fenotipo citotdoxico de cepas no tifoideas
portadoras de la isla CDT en cultivos celulares humanos (Figura 9). Por ello, se ha
sugerido que esta toxina podria tener un papel similar en la patogénesis de cepas no

tifoideas.(115:116)
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Figura 9. Porcentaje (+ error estandar) de células infectadas con cepas de S. enterica
ser. Javiana, Schwarzengrund y Montevideo, portadoras de la isla CDT (originales) y
mutantes (AcdtB) con arresto del ciclo celular en la fase G2/M. Adaptado de Rodriguez-
Rivera et al.(!"® ***P<0.0001.

En contraste, estudios in vivo con modelo murino sugieren que CDT favorece la
supervivencia del hospedero y el establecimiento de infecciones cronicas
asintomaticas.(''”) En este trabajo se comprobd que los ratones, infectados con cepas
portadoras de CDT, presentaban un nivel reducido de expresién de los genes asociados
con la respuesta inmune en el colon. En contraste, aquellos asociados con la respuesta

inmune en el higado tenian un nivel de expresion normal (Figura 10).

Estos hallazgos indican que las cepas portadoras de CDT, en las primeras fases de la
infeccion, modulan la respuesta inmune del hospedero a nivel intestinal, donde




practicamente no causan dafo, a cambio de sostener una infeccién a largo plazo en otros

sitios sistémicos.
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Figura 10. Mapa de calor que muestra el cambio en la expresion relativa de genes
asociados con respuesta inmune en colon e higado de ratones infectados con cepas
portadoras de CDT y mutadas (CDT-). Adaptado de Del Bel Belluz et al.("'")

El mismo estudio de Del Bel Belluz et al.'"") generd evidencias adicionales que
demuestran que las cepas portadoras de CDT tienen un fenotipo menos virulento. Lo
anterior a partir de un experimento in vivo donde se observé que el 100% de los ratones,
infectados con cepas CDT+, sobrevivio hasta los 20 dias post infeccidn. En contraste, la

supervivencia de los ratones infectados con cepas CDT- fue de apenas el 60% (P<0.05).

Estos hallazgos son congruentes con los resultados de otras investigaciones con cepas
causantes de salmonelosis no tifoidea invasiva en humanos.(''® En este trabajo, los
ratones infectados con cepas CDT+ mostraron menor invasividad y no provocaron
mortalidad cuando fueron inoculadas por via intraperitoneal. Por el contrario, las cepas
CDT- de los serotipos Dublin, Cholerasuis, Typhimurium y Enteritidis se mostraron

altamente invasivas y mataron entre 40 y 100% de los ratones (Figura 11).
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Figura 11. Supervivencia de ratones infectados con cepas no tifoideas de diversos
serotipos causantes de infecciones invasivas en humanos. (+): indica las cepas
portadoras de CDT. Adaptado de Suez et al.('1®)

Hasta qué punto el comportamiento observado en el modelo murino es extrapolable a
otras especies es un tema que debe ser abordado en estudios futuros. Sin embargo, el
alto grado de conservacién de los genes que codifican para la toxina en cepas no
tifoideas sugiere que la misma debe ser relevante para la supervivencia del patdégeno.
De otra forma, esta isla gendmica, que se presume fue adquirida por transferencia
horizontal,('°”) se habria degradado progresivamente o eliminado del genoma de estas

cepas.

CARACTERIZACION GENOMICA DE FACTORES DE VIRULENCIA

Salmonella posee un repertorio de factores de virulencia mucho mas amplio que el
abordado hasta ahora, pues el analisis se realizo en relacion con las distintas fases de
la patogénesis. De hecho, se han identificado un total 20 SPI, varias secuencias de fagos
y multiples genes de virulencia codificados fuera de las islas genémicas.(''®)

Las islas de patogenicidad son parte de las llamadas islas gendmicas, las cuales se
presume fueron adquiridas por transferencia horizontal de genes y tienen la propiedad

de conferir virulencia a la célula receptora. Deben su nombre a que constituyen




inserciones dentro del cromosoma. Como este concepto es de caracter muy general, se
han propuesto los siguientes criterios que permiten identificar las SPI, aunque no todos

son aplicables a las SPI que hasta ahora se han descrito:('"®

1) Codifican principalmente factores de virulencia (toxinas, adhesinas, invasinas).

2) Estan presentes en cepas patogénicas de una especie y ausentes en cepas no
patogénicas de la misma especie (o de especies relacionadas).

3) Presentan un contenido de G+C diferente, usualmente mas bajo, que el promedio
del cromosoma.

4) Pueden abarcar regiones gendmicas relativamente grandes (>30 kb).

5) Se asocian con genes de ARNt o con secuencias de insercion en sus extremos.

6) Son regiones inestables, que suelen presentar inserciones, deleciones y/o

mutaciones.

Dentro de las SPI, las primeras cinco son las que se han caracterizado con mas
profundidad(?9). La Figura 12 resume el contenido genes presentes enlas SPI1a5yla
categoria funcional a la que pertenecen las proteinas que estos codifican.

Las SPI 1 y 2 fueron abordadas previamente, por su rol en los procesos de invasion y
supervivencia intracelular. Por tanto, aqui solo se describiran sus propiedades generales.
La SPI1 es una insercion de aproximadamente 40 kb entre genes que son consecutivos
en E. coli K12, un pariente cercano de S. enterica. Tiene un % de G+C promedio de 42,
muy inferior al promedio del cromosoma (52%). Esta isla no esta asociada con ningun
gen de ARNt, aunque si presenta zonas inestables, como lo demuestra la delecion de
genes individuales y loci completos de la SPI1 en algunas cepas de la subespecie

enterica.(7:70:86,100)

La SPI2 es similar en tamafio a la SPI1 (=40 kb), aunque a diferencia de esta, se
encuentra insertada adyacente al gen ARNt valV y tiene una estructura de mosaico. La
porcidn de la SPI2 que codifica el T3SS (=25 kb) tiene un contenido de G+C de 43%.
Esta presente en S. enterica y ausente en S. bongori. Como se vio antes, estos genes
son esenciales para la fase sistémica de la infeccion. La fraccion mas pequefa (=15 kb)
contiene el operdn ttr, que codifica la tetrationato reductasa, necesaria para la respiracion




anaerobica en el ambiente intestinal. Esta presente también en S. bongori y tiene un
contenido de G+C de 54%.(12")
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Figura 12. Representacion esquematica de los genes presentes en las SPI 1 a 5 de

Salmonella Typhimurium. Adaptado de Fabrega y Vila.("")

La insercion ubicada adyacente al locus ARNt se/C fue denominada como SPI3. Tiene
un tamano de 17 kb y un porcentaje de G+C de 47.5. Hasta ahora sélo se ha identificado
la funcidén de cuatro de las proteinas codificadas en esta isla. Una de ellas es un factor
de adherencia (MisL), el cual se ha sugerido que también esta involucrado en las
infecciones persistentes. Otras dos proteinas, MgtC y MgtB, relacionadas con la
captaciéon de magnesio, son requeridas para la supervivencia intracelular; mientras que
el ultimo gen de funcién conocida codifica una proteina reguladora (MarT), que actua a
nivel local para activar la transcripcion de MisL.(’”) La regién 5’ de la SPI3, que codifica
proteinas cuya funcion es desconocida, se considera una zona inestable, pues varios de

estos genes estan ausentes en cepas de S. enterica de varios serotipos.('?")




La SPI4 es un fragmento de 27 kb, con un contenido variable de G+C. Esta conformada
por un unico operon (sii) que codifica un sistema de secrecién de tipo 1 (T1SS). EI T1SS
exporta la adhesina afimbrial gigante codificada por el gen siiE, la cual funciona de modo
similar a las hemolisinas secretadas por Escherichia coli, pues al adherirse a las células
epiteliales puede formar un poro.(”® Debido a esta propiedad, se considera que la SP14
contribuye tanto a la interaccion inicial con el epitelio intestinal como a la persistencia
cronica.l'??) Esta isla por lo general presenta un alto grado de conservacion entre los
serotipos de S. enterica subsp. enterica.('?")

La SPI5 es un locus pequefio (7.6 kb), adyacente al gen ARNt serT y presenta un
contenido de G+C de 43.6%. Codifica principalmente proteinas efectoras, las cuales son
translocadas a las células hospederas mediante los T3SS de las SPI 1 y 2. Por tanto,
esta isla tiene una doble contribucion al proceso infeccioso, pues codifica proteinas
efectoras que intervienen tanto en la fase de invasion (operon sigDE, que codifica SopB
y PipC), como en la infeccion sistémica (PipAB). Dado que la regulacion transcripcional
de los genes de la SPI5 esta bajo control de HilA (SPI1) o del sistema regulador de dos
componentes SsrAB (SPI2), por lo general la presencia de los genes de la SPI5 se
correlaciona con la presencia de las islas de patogenicidad que codifican los sistemas de

secrecion con los que estos interactdan.(12)

El resto de las SPI han sido menos estudiadas y por lo general no estan distribuidas de
manera uniforme en la subespecie enterica. Por ejemplo, la SPI7 codifica el antigeno Vi
(capsula), un importante factor de virulencia que es especifico para los serotipos Typhi,
Dublin y Paratyphi C.("?Y) De igual forma, las SPI 11 y 18 solo estan presentes en cepas
tifoideas y en unos pocos serotipos de S. enterica no tifoidea. La SPI11 codifica la toxina
tifoidea (CDT+pertussis), discutida previamente; mientras que en la SPI18 hay dos genes
que codifican la hemolisina E (hlyE) y una invasina (faiA), factores asociados con

colonizacion intestinal y persistencia.('??)

Algunos genes de virulencia relevantes para la infeccion sistémica estan codificados en
secuencias de bacteriéfagos. Tal es el caso de la enzima superdxido dismutasa 1
(SodCl), que protege a Salmonella de las especies reactivas de oxigeno generadas por




el sistema inmune del hospedero. En algunas cepas de la subespecie enterica, esta
enzima esta codificada en genes del bacteriéfago Gifsy-2.(118)

Los plasmidos pueden ser también una fuente importante de genes de virulencia.
Anteriormente se describi6é la contribucion del plasmido de virulencia de Salmonella
(pSLT) al proceso de patogénesis. Este plasmido porta el operon fimbrial pef, asi como
la region spvRABCD vy el gen rcK, determinantes genéticos que contribuyen al fenotipo

de alta invasividad en algunas cepas no tifoideas (Figura 13).(67)
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Figura 13. Secuencia completa del plasmido pSLT, de Salmonella Typhimurium
(AE006471.2). Los genes estan codificados con color de acuerdo con la hebra de ADN
en la que estan codificadas. Los factores de virulencia estan resaltados en color rojo.
Mapa circular generado con el programa GView.('?4




Los plasmidos de tipo VirB/D4, presentes en algunos serotipos de S. enterica, suelen
portar T4SS, los cuales constituyen unas versatiles maquinarias de virulencia. Las
proteinas efectoras translocadas a las células eucariotas por esta via, ademas de
participar en a la invasidén, en algunos patogenos Gram negativos juegan un papel
importante para la multiplicacion intracelular y las infecciones persistentes.®212% La
Figura 14 muestra la secuencia del plasmido IncFp96A29192-65, portador de un T4SS

del tipo VirB/D4 y que se ha encontrado en algunas cepas de S. enterica.('%®)
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Figura 14. Secuencia completa del plasmido IncFlIp96A29192-65, descrito en

Salmonella spp. (JQ418521.1). Los genes que codifican el T4SS estan sefalados en el

mapa circular, generado con el programa GView.('?4




Los plasmidos juegan también un importante papel en la diseminacion de genes de
resistencia a antimicrobianos, un factor que también contribuye a la persistencia de
cepas que circulan en ciertos nichos ecolégicos, como la produccién animal, donde el

empleo de antibidticos constituye una importante fuerza evolutiva.

RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

El incremento de la proporcion de bacterias Gram negativas resistentes a multiples
antibiéticos (MDR) se considera una emergencia de salud publica a escala global.('?")
Como el descubrimiento de nuevos antibidticos mermo drasticamente desde la década
de 1990, en la actualidad son pocas las opciones terapéuticas disponibles para el
tratamiento de infecciones graves. Ante esta situacion, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) publico una lista de antibidticos considerados esenciales, los cuales
clasifica en tres grupos, segun su importancia en medicina humana en caso de que

dejaran de ser efectivos contra las infecciones (Cuadro 5).

Cuadro 5. Lista OMS de antibioticos, clasificados segun su nivel de importancia en

medicina humana(128)

Importancia critica Muy importantes  Importantes

Maxima prioridad  Gran prioridad

Cefalosporinas’ Aminoglucésidos Anfenicoles Nitrofurantoinas
Glicopéptidos Carbapenémicos Cefalosporinas? Nitroimidazoles
Macrolidos Monobactamicos Sulfonamidas Aminociclitoles

Polimixinas Penicilinas Tetraciclinas

Quinolonas Penicilinas?®

Sélo de tercera, cuarta y quinta generacion.
2Sdlo de primera y segunda generacion.
3Se refiere a penicilinas antiestafilococcicas.




Entre las bacterias Gram negativas, incluyendo a Salmonella, los perfiles de resistencia
mas preocupantes son los que involucran a cefalosporinas de tercera generacion (3GC)
y a las quinolonas.!"?”) Aunque en México no hay abundancia de datos al respecto, en
una revision bibliografica publicada en 2010 se reportan aumentos considerables en la
frecuencia de cepas de Salmonella spp., de origen clinico, resistentes a penicilinas y a
sulfonamidas en el periodo 1994-2002 (Figura 15). Asimismo, desde esa fecha se

observaba resistencia a 3GC en 12% de las cepas.(1?°)
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Figura 15. Frecuencia de cepas de Salmonella spp. resistentes a diferentes antibidticos
en el periodo 1994-2002. *Sin datos para el periodo 1994-1995.

Por lo general, la disponibilidad de datos sobre RAM en Salmonella y en otros patdégenos
es limitada, sobre todo en paises en vias de desarrollo. No obstante, hay evidencia
experimental que identifica a los alimentos de origen animal, incluso la carne de bovino,
como fuentes relevantes de Salmonella MDR.('30.13") Esto ha llevado a discusiones
controvertidas en relacién con el papel que juega el uso de antibiéticos en produccion
animal en el creciente problema de RAM.

Segun datos de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdomico (OCDE),
el sector agropecuario de Estados Unidos y de la Union Europea consume el 75% del

total de antibidticos que se utiliza en esas regiones.('3?) Asimismo, este informe sefiala




que tetraciclinas, penicilinas y macrdlidos representan, en conjunto, el 75% del total de
antibioticos usados para fines veterinarios. Estos datos son congruentes con los reportes
de uso extensivo de oxitetraciclina en camaronicultura en México, que fue el
medicamento mas consumido (65.9% de frecuencia de uso) en granjas de cultivo de
camaron del estado de Sonora en 2007.('3%) También coincide con la aprobacion que
establece el Acuerdo para la clasificacion y prescripcion de productos farmacéuticos
veterinarios en México, el cual autoriza para uso veterinario antibioticos de todos los
grupos de la lista OMS, incluso algunos de importancia critica y maxima prioridad, como

ceftriaxona y ciprofloxacino.(134.13%)

Ante esta situacion, no es sorprendente observar las altas tasas de resistencia a
multiples antibioticos que manifiestan aislamientos de S. enterica obtenidos de animales
y de carne. En una revision sistematica de 25 investigaciones realizadas en cinco paises
(Argentina, Brasil, Colombia, México y Venezuela) de Ameérica Latina (Cuadro 6), la
proporcion de estudios en los que se encontraron cepas de Salmonella resistentes a

varias clases de antibioticos de importancia critica es alarmante.('®)

Esta misma tendencia se ve reflejada en los hallazgos de investigaciones realizadas en
México. La excepcion son las quinolonas, para las cuales aun se observa una baja
proporcion de resistencia en cepas asociadas con animales. Por ejemplo, en un estudio
que abarcé cuatro estados de la Republica Mexicana, Zaidi et al.®®) analizaron la
susceptibilidad a antibiéticos de cepas de S. enterica obtenidas de personas enfermas o
portadoras asintomaticas, asi como de carne e intestinos de pollo, cerdo y res. En este
trabajo, no se detecto resistencia a ciprofloxacino en ningun aislamiento, mientras que la
proporcion de cepas resistentes a ceftriaxona fue de 14.5% en personas enfermas y
fluctu6 entre 1.2 y 4.2% en portadores asintomaticos y muestras de origen animal. En
contraste, se observé un mayor porcentaje de cepas resistentes a tetraciclinas (26.1-
55.3%, segun el origen de la cepa), estreptomicina (45.9-73.1%) y sulfisoxazol (35.4-
62.1%).




Cuadro 6. Estudios latinoamericanos en los que se observd resistencia a diferentes
clases de antibidticos en aislamientos de Salmonella spp. provenientes de carne,

derivados carnicos y huevo. Adaptado de Quesada et al.(%)

Clase de antibidtico Medicamento Estudios en que se Numero total de
observo resistencia estudios

Aminoglucésidos Gentamicina 8 18
Estreptomicina 15 18
Kanamicina 7 9
Quinolonas Acido nalidixico 19 21
Ciprofloxacino 8 20
3GC Ceftriaxona 4 8
Cefotaxima 1 7
Sulfonamidas Sulfonamida 7 8
Sulfisoxazol 2 4
Anfenicoles Cloramfenicol 15 22
Tetraciclinas Tetraciclinas 20 22

Estudios mas recientes, realizados en el estado de Jalisco, reportan resultados
semejantes. Aunque ya se empiezan a encontrar cepas resistentes a quinolonas (0-20%)
y a 3GC (0-7%), estas se presentan en proporcidn mucho mas baja que las resistentes
a tetraciclinas (41-46%) y a aminoglucosidos (36-42%).(12:56:60) Asimismo, en otro
muestreo de carne molida de res, realizado en la Ciudad de México, de las 19 cepas de
Salmonella que se aislaron, el 75% resistio tetraciclina, entre el 85 y el 95% resistio
penicilinas y el 65% resistio sulfonamidas.®”) En cambio, no se observo resistencia a

3GC y sdélo un aislamiento resistio pefloxacino.

En general, la evidencia cientifica disponible indica que la emergencia y la diseminacién
de RAM en cepas de S. enterica dista mucho de estar bajo control. Por el contrario, se
mantienen o aumentan las tasas de resistencia a antibiéticos tradicionalmente usados
en produccion animal (ej. tetraciclinas); mientras que se comienza a observar resistencia

a antibioticos mas potentes, tales como quinolonas y 3GC. Aunque la tendencia hacia




perfiles de resistencia mas severos es clara, aun no se han explorado en detalle los
determinantes genéticos y los mecanismos de diseminacion de genes de RAM que
pudieran estar influyendo en la evolucion de las poblaciones de Salmonella asociadas

con produccion animal.

Origen de los genes de resistencia

Un cuestionamiento basico al abordar el tema de RAM es el relativo al origen de los
genes que permiten a las bacterias multiplicarse en presencia de antibidticos. Estudios
moleculares han evidenciado que los microbios que producen antibidticos de manera
natural, poseen genes que codifican mecanismos de resistencia para evitar el efecto
toxico de los mismos. Por ello, se ha postulado que los organismos productores en el
ambiente constituyen el principal origen de los genes de RAM.

Un ejemplo que ilustra lo anterior es la Saccharopolyspora erythraea, una bacteria del
suelo que produce eritromicina de forma natural. Este organismo posee varios genes que
codifican para enzimas (ej. esterasas y fosfotransferasas) que modifican la eritromicina.
Ademas, porta un gen (ermE) que codifica para una ARNr metiltransferasa, la cual
modifica la subunidad ribosomal 23S, bloqueando de esta forma la unién de la

eritromicina con el ribosoma y, por tanto, resistiendo su efecto.('36)

También se han encontrado genes de RAM en bacterias aisladas de suelo virgen (nunca
sujeto a actividad antropomorfica). Por ello, se infiere que los genes de resistencia,
presentes en organismos productores, fueron transferidos de manera horizontal a
bacterias no productoras, en un largo proceso evolutivo.'3) Asi, los genes de
organismos productores se comportan como genes de resistencia en organismos no

productores.

Tal hipotesis es respaldada por estudios gendmicos que revelaron la presencia de un
cluster de genes de resistencia a vancomicina muy similar en actinobacterias productoras
de vancomicina y en Enterococcus spp. resistente a este medicamento (Figura 16).(13®)

Por tanto, resulta obvio que, mientras algunas bacterias resisten antibioticos de manera




natural, otras debieron usar algun mecanismo de movilizacion y captura de ADN que
hiciera viable el flujo de genes desde un organismo productor a otro no productor.
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Figura 16. Comparacion del cluster de genes de resistencia a vancomicina (vanHAX) de
Enterococcus spp. con el de actinobacterias productoras del glicopéptido. Adaptado de

Mazel y Davies.(13®)

Mecanismos de RAM natural o intrinseca

Como su nombre lo indica, la resistencia natural se presenta como una propiedad
intrinseca de una especie bacteriana. Es decir, todos los organismos de una misma
especie resisten el antibidtico. Ademas, esta resistencia existia en el organismo, aunque
el mismo no se hubiera expuesto al antibidtico previamente. Al ser una propiedad
inherente a la especie, por lo general el gen que codifica la resistencia se encuentra en

el cromosoma.(139)

Los dos principales mecanismos de resistencia intrinseca que se han identificado son la
permeabilidad reducida y las bombas de eflujo activo. La base molecular de la
permeabilidad reducida, un fendmeno recurrente en bacterias Gram negativas, es la

presencia de la membrana externa, que es impermeable a muchas moléculas. En




cambio, la pared celular de las bacterias Gram positivas es mucho mas porosa y, por

tanto, permeable a un mayor numero de compuestos quimicos (Figura 17).
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Figura 17. Estructura de la pared celular en bacterias Gram positivas (izquierda) y Gram
negativas (derecha). En estas ultimas, las moléculas solo pueden ingresar a través de
los poros (porinas) creados por algunas proteinas en la membrana externa. Imagen

adaptada de Sharma et al.(140)

Las llamadas bombas de eflujo, por su parte, pueden expulsar una gran variedad de
antibiéticos, mediante transporte activo, fuera de la célula. Aunque estan presentes en
todo tipo de bacterias, se considera uno de los principales factores detras del perfil MDR
en bacterias Gram negativas.("#") Algunas bombas de eflujo muestran especificidad por
cierto tipo de molécula (ej. bombas de eflujo de tetraciclinas), mientras que otras son de

amplio espectro.

En organismos procariotas se han descrito 6 grupos o familias de proteinas
transmembrana que funcionan como bombas de eflujo. S6lo una de ellas, denominada
casete ABC de union con ATP o “ATP-binding casette (ABC) family”, utiliza el ATP como
fuente de energia para el transporte de las moléculas con las que interactua. Las
restantes utilizan la energia electroquimica proveniente de los gradientes idnicos
transmembranales. Estos cinco grupos estan conformados por la superfamilia
facilitadora mayor o “Major Facilitator Superfamily” (MFS), la familia extrusora de
multicompuestos y toxinas o “Multidrug and toxin extrusion (MATE) family”, la familia
pequefia de resistencia multiple o “Small multidrug resistance (SMR) family”, la
superfamilia RND o “Resistance-Nodulation-cell Division (RND) superfamily” y la familia




proteobacteriana de eflujo de compuestos antimicrobianos o “Proteobacterial
Antimicrobial Compound Efflux (PACE) family” (Figura 18).(142)
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Figura 18. Representacion esquematica de las familias bacterianas de bombas de eflujo
activo. Notese como algunos sistemas exportan las sustancias toxicas al periplasma,
mientras que las mas grandes las transportan directamente al espacio extracelular.

Imagen tomada de Du et al.(142)

Entre las familias descritas, la RND es la mejor caracterizada, por ser la de mayor
relevancia clinica en materia de RAM. Se ha comprobado que, cuando el sistema RND
es sobre-expresado por las bacterias, les confiere fenotipos de multirresistencia a una

amplia gama de antibiéticos.('43)

Las bombas de tipo RND estan compuestas por un complejo tripartito de proteinas. En
Salmonella 'y en otras bacterias Gram negativas, AcrB es el transportador de membrana
interna. Este captura su sustrato desde la bicapa de fosfolipidos de la membrana interna
o desde el citoplasma y lo transporta hacia el medio extracelular a través de la proteina




de membrana externa TolC. La cooperacion entre AcrB y TolC es mediada por AcrA, una
proteina accesoria del periplasma (Figura 18).

Se ha determinado que el eflujo activo también juegan un papel importante en los
procesos de patogénesis, al exportar fuera de la célula las sustancias toxicas producidas
por la respuesta inmune del hospedero.(**) En un experimento con Salmonella
Typhimurium, se observo que los genes macAB, que codifican una bomba de eflujo
especifica para macrélidos, son requeridos también para la supervivencia intracelular.
En este trabajo, las cepas mutantes macAB- no sobrevivieron en macrofagos
competentes que inducian estrés oxidativo mediante ROS, pero si lo hicieron en

macrofagos deficientes en ROS.(149)

En otros estudios con cepas originales y mutantes de Salmonella Typhimurium, se
comprobd que la eliminacidn de los genes acrAB afect6 significativamente la capacidad
del patdégeno para adherirse e invadir células epiteliales y macréfagos (in vitro), asi como

para colonizar y persistir en pollos.(146.147)

Por estas y otras evidencias, se presume que la funcion original de las bombas de eflujo
era contribuir a la supervivencia dentro del hospedero. No obstante, la capacidad de
algunas de ellas para exportar una gran variedad de moléculas, devino en un mecanismo
fortuito de resistencia a multiples antibioticos. Por ello, la investigacion en este campo es
muy intensa. Si se lograra entorpecer o inactivar los mecanismos de eflujo activo, se
podria recuperar la actividad antimicrobiana de muchos antibiéticos que actualmente son

resistidos por muchas bacterias Gram negativas.

Mecanismos de RAM adquirida

A diferencia de la resistencia natural, la resistencia adquirida no ocurre en todos los
organismos de una misma especie, sino que se presenta cuando algunos individuos
sufren mutaciones cromosomales o adquieren material genético externo por

transferencia horizontal, procesos que se favorecen con el uso de antibioticos.(14")

Si bien la resistencia natural representa un desafio para el tratamiento de ciertos agentes
infecciosos, la resistencia adquirida se puede heredar verticalmente a la descendencia




(cuando es causada por mutaciones) o incluso se puede diseminar entre bacterias de
diferentes especies. Por ello, el estudio de los determinantes genéticos asociados con la

resistencia adquirida es también de la mayor relevancia.

RAM adquirida por mutaciones

Se han descrito varias mutaciones cromosomales asociadas con resistencia a diferentes
clases de antibidticos, principalmente a quinolonas, polimixinas y aminoglucdésidos.(14®)
El Cuadro 7 presenta un resumen de los genes involucrados en RAM mediada por
mutaciones, la clase de antibidtico que es afectada por éstas, asi como los aminoacidos

que se sustituyen en el polipéptido codificado por cada gen.

La parte del cromosoma bacteriano donde se encuentran los genes relacionados con el
metabolismo de acidos nucleicos, especialmente de la enzima ADN girasa (gyrAB,
parCE), se ha denominado como region determinante de resistencia a quinolonas. Lo
anterior en virtud de que se ha observado una fuerte correlacion entre estas mutaciones

y la resistencia a quinolonas en las cepas que las portan.(149)

Por otra parte, en algunas enterobacterias, la mutacion de los genes pmrAB, que
codifican enzimas que modifican el lipopolisacarido de la membrana externa, previene la
asociacion de este con las polimixinas y por tanto, el efecto toxico sobre la célula.('>% Sin
embargo, la resistencia a polimixinas en S. enterica no muestra una buena correlacion
con estas mutaciones sino mas bien con el nivel de expresion de los genes pmrAB, el
cual puede aumentar drasticamente bajo condiciones de estrés en la membrana
externa.("® Por ultimo, las mutaciones en el ARN ribosomal previene la interaccion del
ribosoma con los aminoglucédsidos, evitando que los mismos interfieran con la sintesis

de proteinas.(14")

En la actualidad, existen herramientas bioinformaticas de libre acceso, tales como
ResFinder('® ~ del Centro de Epidemiologia Genomica de Dinamarca

(http://www.genomicepidemiology.org), que permite identificar la presencia de

mutaciones cromosomales asociadas con RAM en los genomas de varias especies de

enterobacterias, incluso Salmonella spp.




Cuadro 7. Mutaciones identificadas en genes de S. enterica que confieren resistencia a
diferentes clases de antibidticos

Gen Mutaciones descritas (aminoacidos)’ Fenotipo de RAM

gyrA A67P, D72G, V73Il, G81C, G81S, G81H, G81D, Quinolonas
D82G, D82N, S83Y, S83F, S83A, D87N, D87G,
D87Y, D87K, L98V, A119S, A119E, A119V,
A131G, E139A

gyrB Y421C, R438L, S464Y, S464F, E466D Quinolonas
parC T661, G78D, S80R, S80I, E84K, E84G Quinolonas
parE M438Il, E454G, S458P, V461G, H462Y, A499T, Quinolonas

V514G, V521F

pmrA G15R, G53E, G53R, R81C, R81H Colistina

pmrB L22P, S29R, T92A, P94Q, E121A, S124P, Colistina
N130Y, T147P, R155P, T156P, T156M, V161M,
V161L, V161G, E166K, M1861, G206W, G206R,
S305R

16S rrsD  g.C1065T, g.C1192T Aminoglucésidos

'Las mutaciones en el gen 16S rrsD estan sefialadas en secuencias nucleotidicas.

RAM mediada por adquisicion de material genético externo

La adquisicion de material genético externo puede ocurrir por tres mecanismos
principales: transformacion, conjugacion y transduccion. La primera ocurre cuando, al
morir una bacteria, otra célula competente absorbe parte del material genético que se
libera en el ambiente. Por su parte, la transduccion tiene lugar cuando la bacteria
adquiere nuevos genes cuando es infectada por un bacteriéfago. Finalmente, la
conjugacion es el proceso mediante el cual se integra ADN externo en forma de




plasmidos y/o de elementos de integracién y conjugacion, tales de como integrones y

transposones.(152)

Aunque los tres mecanismos de adquisicion definidos pueden aportar genes de RAM, el
de mayor relevancia es la conjugacion, por ser el que tiene un mayor potencial de
diseminacién. Esto se debe a que la conjugacion requiere del contacto directo entre dos
células bacterianas a través de los pili o adhesinas presentes en la superficie celular, por
lo que el proceso de intercambio de ADN esta mas protegido y es mas eficiente que en
un proceso de transformacién. Ademas, la conjugacion puede ocurrir entre bacterias la
misma especie o de diferentes especies, a diferencia de la transduccion, debido a que

los fagos no tienen un rango muy amplio de hospederos bacterianos.(152.153)

La conjugacion mediada por plasmidos y por integrones representa uno de los principales
mecanismos de diseminacion de genes de RAM en patdégenos de importancia clinica y
son, por tanto, lo mas estudiados. Ambas maquinarias de conjugacion permiten la
transferencia de varios genes de RAM de manera simultanea. Por tanto, una célula
receptora que anteriormente era pansusceptible, puede convertirse en panresistente
después de un evento de conjugacion. Y posteriormente, la célula receptora se convierte
en donante, lo que contribuye a exacerbar la difusién del material genético que confiere
resistencia.('>*) La Figura 19 ilustra el potencial de diseminacion de genes de RAM
asociado con estos elementos moviles: un solo plasmido porta un integron de clase 1,
asociado con cinco genes de resistencia, asi como otros cuatro genes de RAM fuera del

integron.

Algunos investigadores han tratado de desarrollar intervenciones encaminadas a
prevenir la propagacion de plasmidos, una estrategia que sin duda podria contener
significativamente la diseminacion de genes de RAM. Sin embargo, los resultados

obtenidos en esta area son limitados.(1%5.1%)

Con respecto a los integrones, estos pueden ser tanto de origen cromosomal como
plasmidico. Funcionan como plataformas de integracion de ADN que permiten a las
bacterias captar marcos abiertos de lectura contenidos en lo que se conoce como
“casettes de genes” (Gc) exdgenos y convertirlos en genes funcionales, al asegurar su

expresion.




Los Gc tienen forma circular y poseen un sitio de union (attC) en su estructura. El
integron, por su parte, esta compuesto por un gen intl, que codifica una integrasa que
cataliza la incorporacion o escision de los Gc mediante la recombinacion en un sitio
especifico (attl) y un promotor responsable de la expresion del Gc recién integrado
(Figura 20).('%") De esta forma, los genes de RAM recién incorporados pueden ser
expresados de manera inmediata y, en caso de que no exista seleccidn positiva de los

mismos en el medio, pueden ser escindidos del genoma por la integrasa.
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Figura 19. Mapa circular del genoma del plasmido IncA/C2 (JN157804) descrito por
primera vez en Klebsiella pneumoniae. El integron clase 1 y los genes de RAM estan
resaltados en color rojo. Mapa generado con el programa GView.(124)

Aunque se han descrito cinco tipos de integrones, los de clase 1 son los mas
comunmente encontrados en patégenos de interés clinico. Ademas, la mayoria de los

Gc de resistencia conocidos (mas de 80) pertenecen también a integrones de clase 1.




Esto incluye genes de resistencia contra todos los p-lactamicos y aminoglucdsidos
conocidos, asi como contra cloramfenicol, trimetoprim, estreptomicina, rifampin,
eritromicina, fosfomicina, lincomicina y antisépticos del grupo de los compuestos de

amonio cuaternario.(158)
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Figura 20. Mecanismo de integracion de casettes de genes en un integron. Imagen
tomada de http://integrall.bio.ua.pt/?intro.

La forma bidireccional en que operan los integrones (integracién y escision), conlleva a
que algunas bacterias porten integrones vacios, sin ningun Gc, mientras que otras
pueden tener mas de 10, segun la especie de que se trate.('5”) En S. enterica se han
reportado integrones clase 1 con arreglos de hasta 11 Gc (acceso AY963803 en base de
datos INTEGRALL). No obstante, los Gc de RAM mas comunmente encontrados, en
cepas de S. enterica, son los que confieren resistencia a sulfonamidas y a

aminoglucoésidos.(130)

Tomando en cuenta lo anterior, la determinacion del perfil de plasmidos e integrones, en
los estudios gendmicos, resulta un analisis clave para valorar el genotipo de resistencia
y el potencial de diseminacion de genes de RAM que presenta la poblacion del patégeno
bajo estudio. Al igual que para la resistencia asociada con mutaciones, existen
herramientas bioinformaticas de libre acceso para realizar estos analisis en los genomas
bacterianos. En el caso de los plasmidos, uno de los programas es PlasmidFinder;(1%9
mientras que para los integrones esta disponible la base de datos INTEGRALL




(http://integrall.bio.ua.pt), en la que se puede realizar la prediccion de los integrones que

portan los genomas bajo estudio.

Genes involucrados en RAM adquirida

El desarrollo de RAM en una poblacion bacteriana obedece a la adquisicion de genes

que codifican factores que realizan alguna de las siguientes funciones:(160)

1) Enzimas que inactivan antibidticos mediante su degradacion o modificacion
estructural.
2) Modificacion de la molécula diana del antibidtico.

3) Activacion de bombas de eflujo de antibioticos.

En gran medida, la creciente resistencia de Salmonella spp. a penicilinas y
cefalosporinas se debe a la adquisicién de genes que codifican B-lactamasas, enzimas
que hidrolizan estos antibioticos.('®!) Las B-lactamasas son un grupo heterogéneo de
enzimas (>700),('0 algunas de las cuales tienen afinidad por un limitado nimero de B-
lactamicos, mientras que otras son de espectro extendido, también denominadas como

ESBL, por sus siglas inglesas.(16?)

Debido a que los B-lactamicos de amplio espectro son de importancia critica para la
medicina humana, especialmente las 3GC vy los carbapenémicos,('?®) la presencia de
genes que codifican ESBL son de especial interés. Dentro de las ESBL descritas en S.
enterica, las mas preocupantes desde el punto de vista clinico son las no inhibidas por
acido clavulanico. Esto incluye a las ESBL de los grupos 1 y 3 del esquema de
clasificaciéon de p-lactamasas propuesto por Bush.('®®) |Las ESBL del grupo 1
corresponden a la familia de enzimas AmpC, codificadas por los genes blaCMY y son
capaces de hidrolizar todos los B-lactamicos conocidos, excepto los cabapenémicos. Las
del grupo 3 son las temidas metalobetalactamasas, codificadas por los genes blaNDM-
1, blaIMP, blaVIM, entre otros, que degradan todos los B-lactamicos, incluso los
carbapenémicos. Ambos tipos de ESBL se han encontrado tanto en genes

cromosomales como en plasmidos. Esto ultimo representa un riesgo adicional de




diseminacién, pues el plasmido se puede transmitir por conjugaciéon, como se vio

anteriormente.

Las demas enzimas son inhibidas por acido clavulanico, aunque algunas de ellas (ej. las
codificadas por genes blaTEM, del grupo 2b) son también de espectro extendido (Cuadro
8). De hecho, las blaTEM parecen ser las ESBL mas ampliamente distribuidas en S.
enterica, segun la base de datos “Resistome Tracker”,('®¥ de la Administracion de
Medicinas y Alimentos (FDA) de Estados Unidos, la cual concentra informacion de todos
los aislamientos de Salmonella, disponibles en el Centro de Informacién y Biotecnologia
de Estados Unidos (NCBI), que tienen informacion sobre genotipo de RAM (Figura 21).

Cuadro 8. Genes de resistencia a p-lactamasas, su clasificacion segun el esquema de

Bush, tipo de B-lactamico que hidrolizan y su localizacion mas frecuente

Genes Clasificacion!  p-lactamico afectado / ubicacién frecuente

blaTEM 2b (ESBL) Penicilinas y 3GC / plasmidos

blaSHV

blaCTX-M

blaCARB 2c Penicilinas / cromosoma y plasmidos

ampC 1* (ESBL) Todos menos los penems / cromosoma y plasmidos
blaCMY

blaVIM 3* (ESBL) Todos / cromosoma y plasmidos

blaIMP

blaNDM-1

'Esquema de Bush.('®3) *ESBL no inhibidas por acido clavulanico.

La informacién de Resistome Tracker se debe usar con cautela, pues so6lo contiene datos
de los aislamientos globales, que han sido secuenciados y que estan disponibles en




NCBI. Por ello, no seria riguroso realizar inferencias sobre la asociacion entre genes de
RAM y sus posibles fuentes y/o distribucion temporal. No obstante, la base de datos
permite obtener un panorama general sobre cuales son los genes de RAM mas
frecuentes en cepas de Salmonella no tifoidea a escala global. En este sentido, se puede
observar que en todas las especies, incluso los humanos, las ESBL mas frecuentes son
las del grupo 2b, especialmente las blaTEM (Figura 21). Ademas, aunque en menor
proporcion, las cepas de todas las fuentes también portan enzimas AmpC (blaCMY), que
resisten el acido clavulanico. Al respecto, se ha sugerido que la amplia distribucion de
ambos grupos de ESBL obedece a que sus genes codificantes son portados en

plasmidos, lo que facilita su diseminacion.(162.165)

Entre los antibiéticos que son inactivados por modificacion estructural se encuentran los
aminoglicosidos, los macrdlidos y el cloramfenicol. En el caso de los aminoglicdsidos, se
han descrito tres tipos de enzimas: fosfotransferasas, acetiltransferasas y adenilil
transferasas, de las cuales existen multiples variantes. Estas enzimas afiaden grupos
fosfato, acetilo o adenilo, respectivamente, a los antibibticos, lo que les impide interactuar
con sus moléculas diana. Las fosfotransferasas, codificadas por los genes aphA'y strAB,
afectan principalmente a kanamicina y estreptomicina; las acetiltransferasas (genes
aacC) inactivan gentamicina; mientras que las adenililtransferasas (genes aadA, aadB,
etc.) inactivan estreptomicina, espectinomicina y gentamicina.('®® Los genes aadA estan
ampliamente distribuidos en S. enterica de diversos origenes y se encuentran tanto en
el cromosoma como en plasmidos e integrones. Asi lo demuestra un analisis realizado
en octubre de 2018 con los 1,067 genomas de S. enterica de origen mexicano
disponibles en NCBI, el 95.4% de las cepas portaba genes codificantes para

adenililtransferasas.

Para los macrolidos, los genes que confieren resistencia mediante modificacion
enzimatica incluyen ereAB, que afectan a eritromicina; asi como mphAB, que inactivan
eritromicina, azitromicina y claritromicina. La resistencia a estos antibidticos también
puede estar mediada por genes que modifican su molécula diana. Por ejemplo, los genes
erm(30), erm(31), etc., codifican enzimas modificadoras de la subunidad 23S del

ribosoma, lo que impide la interaccion de este con los macrolidos.(166)
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Figura 21. Distribucidén de genes codificantes de -lactamasas presentes en cepas de S.

enterica no tifoidea de bovinos (n=83), cerdos (n=113), pollos (n=42) y humanos (n=590)
de varios paises del mundo. Informacion tomada de Resistome Tracker, periodo 2013-
2018.(164)

La modificacion de moléculas diana afecta también a otros antibidticos, como los
inhibidores de la via del folato. En este caso, genes como sul1, sul2 y los dffABD,




codifican enzimas modificadas (dihidropteroato y dihidrofolato  reductasa,

respectivamente), las cuales no tienen afinidad por las sulfas.(1%8)

Por ultimo, la activacion de bombas de eflujo es otro mecanismo que utilizan las bacterias
contra ciertos antimicrobianos. Este mecanismo afecta principalmente a tetraciclinas,
anfenicoles y quinolonas. En tetraciclinas, los genes tet(AB..Z), se asocian con la
activacion de bombas de eflujo de la familia MFS, descrita anteriormente. La misma
funcion cumplen los genes floR y cmIABYV, que confieren resistencia a cloramfenicol. Por
tanto, la presencia de genes de resistencia contra uno solo de estos antibidticos podria
conferir resistencia contra las dos clases, ya que ambos activan la misma familia de

bombas de eflujo.

En quinolonas, los genes 0gxAB activan bombas de eflujo de la familia RND,('¢”) |o que
resulta mucho mas preocupante, tomando en cuenta que las bombas RND son de amplio
espectro y que estos genes suelen ser portados por plasmidos. Para las quinolonas
existe otro mecanismo adicional, también codificado en plasmidos (genes gnrAB), cuyos
productos son polipéptidos que mimetizan el ADN y protegen la ADN girasa de la
inhibicion causada por las quinolonas.('®® Como la inhibicién que producen estos genes
es de naturaleza competitiva, solo aportan un bajo nivel de resistencia, que usualmente
no se detecta en pruebas de susceptibilidad a antibi6ticos.('%®) No obstante, la exposicion
de las cepas a concentraciones terapéuticas de quinolonas podria estimular la sobre-
expresion de estos genes, conllevando a niveles de resistencia mucho mas elevados. De
hecho, existe evidencia experimental que relaciona la presencia de genes qnrAB con la
emergencia de cepas de Salmonella resistentes a ciprofloxacino.('70.171)

El programa ResFinder,('72) asi como la base de datos CARD (Comprehensive Antibiotic
Resistance Database),!'®®) se encuentran entre las herramientas bioinformaticas de libre
acceso que permiten predecir el resistoma de varias especies bacterianas de interés

clinico.
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Nontyphoidal Salmonella (NTS) is a common pathogen in food-producing
animals and a public health concern worldwide. Various NTS serovars may be
present in apparently healthy animals. This could result in carcass
contamination during the slaughter process leading to human exposure. While
most genomic research has focused on Salmonella pathogenesis, little is
known on the factors associated with subclinical infections and environmental
persistence. We report here the widespread distribution of typhoidal toxin
genes (i. e. the cdtB islet, hlyE, taiA), among NTS strains from a beef slaughter
operation (n=39) and from epidemiologically unconnected ground beef (n=20).
These genes were present in 76% of the strains, regardless of serovar, isolation
source or geographical location. Moreover, strains that predominated in the
slaughterhouse carry plasmid-borne type IV secretion systems (T4SS), which

have been linked to persistent infections in numerous pathogens. Population




genomics supports clonal dissemination of NTS along the food production
chain, highlighting its role as reservoir of genetic variability in the environment.
Overall, the study provides a thorough characterization of serovar diversity and
genomic features of beef-associated NTS in Mexico. Furthermore, it reveals
how common genetic factors could partially explain the emergence and
persistence of certain NTS serovars in the beef industry.

Introduction

Nontyphoidal salmonellosis is one of the leading causes of foodborne iliness around
the world("). Moreover, its estimated cost reaches 3.3 billion US dollars per year in
the United States of America (USA) alone('9). Despite the application of control
strategies, food-producing animals continue to be a significant contributor to disease
burden in humans®). However, there is limited information on why certain Salmonella
strains colonize the intestines of livestock without causing apparent iliness in the host,
creating a reservoir for human diseases®. Hence, understanding the factors behind
NTS resilience is of utmost importance from a public health perspective.

Extensive research with Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
has revealed some virulence factors that are involved in the intestinal colonization of
major livestock species®). However, comparative genomic analyses showed that
there is considerable variation in virulence genes across serovars®. In spite of this,
experimental evidence, particularly in beef-associated isolates, deals primarily with a
small number of virulence genes, as well as epidemiological typing of isolates based
on pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)®"). Conversely, genome-wide analyses
have not been fully explored, except for a limited number of studies focusing on
locally-relevant serovars®9. Therefore, our aim is to generate a virulence genomic
profile and identify genetic differences that may be related with host adaptation and
overall pathogenicity in NTS associated with beef cattle.

Here, we set up a long-term surveillance experimental scheme to conduct
comparative genomics of bovine-associated Salmonella strains isolated from non-
clinical sources along the beef production continuum in Mexico. We used a panel of
59 NTS isolates from previous studies conducted from March through November




2013 by our research group (Fig. 1). Our collection includes strains from multiple
serovars and distant geographical regions within Mexico. We assessed their genetic
diversity and conducted comparative genomics of virulence factors, stress response
genes and plasmids, with the finding that most strains carry a conserved repertoire
of virulence and stress response genes. Additionally, over 76% of isolates carry
typhoidal toxins, while strains of the overrepresented S. enterica subsp. enterica
serovar Montevideo were the only ones carrying plasmid-borne T4SS. This study
provides evidence of clonal dissemination of NTS along the food production chain,
highlighting the significance of isolates colonizing apparently healthy animals, as
reservoirs of genetic variability in the environment. Further research is needed to test
whether the observed differences affect host adaptation and/or pathogen fitness
under intensive beef cattle production settings.

Mexicali, slaughterhouse:
Rectal contents (n=34) Carcasses/cuts (n=5)

Mexico City, retailers:
( Ground beef (n=13)

Guadalajara, retailers:
Ground beef (n=7)

§
§ 300 km
°

200 mi

Figure 1 | Number of NTS isolates collected by geographical location and step of the

beef production continuum.

Results

Population genomic analysis shows clonal dissemination of NTS along the
food production chain and limited intraserovar variation. S. Montevideo was
overrepresented in the slaughterhouse (n=29), accounting for nearly 75% of the total

number of isolates from faeces, carcasses, and beef cuts. Among ground beef




isolates, S. enterica subsp. enterica serovar Give was the most frequently (8/20)
found. Overall, S. enterica subsp. enterica ser. Montevideo, Give, and Muenster,

accounted for more than 70% of the isolated strains.

According to genome annotation, isolates of the same serovar represent the same
multi-locus sequence type (ST), except those of S. enterica subsp. enterica ser. Give
and Newport (see supplementary Table S1). The STs found in strains of S. Newport
(ST118 and ST132) are the only ones that have been frequently associated with
human infections!'”3). This is consistent with results of phylogenetic analysis (Fig. 2a),
which broadly divided isolates into two genetically divergent sublineages with 100%
bootstrap support. One sublineage was composed of S. enterica subsp. enterica
serovars Reading, Newport, London, Bergen, Senftenberg and Derby isolates, which
are relatively close to the classical virulent strains, represented by S. Typhimurium
LT2 and S. Typhi CT18. The other sublineage includes over 76% of all isolates
(45/59) from S. Give, S. Montevideo, S. Muenster, and S. enterica subsp. enterica

serovar Roodepoort.

The phylogeny also shows isolates of the same serovar generally clustered together
in well-supported clades, despite originating from different sources or sampling sites.
For instance, isolates of S. Montevideo and S. Muenster from faeces, carcasses and
cuts formed single clusters within each serovar, which demonstrates the faecal origin
of these strains (Fig. 2a). Likewise, isolates of S. Muenster and S. Give formed closely
related subclusters, despite originating from different sampling sites and/or sources.
This pattern of genetic relatedness provides evidence of NTS dissemination along
the beef production chain. At the same time, it raises the question of whether our
bovine-associated isolates are any different from those isolated from other sources

within Mexico.

To look into these possibilities in more detail, we selected representative isolates from
each of our serovar subclusters, as well as additional isolates of the same serovar,
from public databases, collected from produce, pet food, seafood, the environment,
and clinical cases (n=47), to conduct further phylogenetic analyses (Fig. 2b). Two

isolates of S. enterica subsp. enterica serovar Dublin, which is highly adapted to




bovines, were also included in the analysis. We did not include isolates of S. enterica

serovars Bergen and Roodepoort since no strains of these two serovars were

available for comparison.

a)

# 159 Bergen

100

100

Q. 14,116

100

10 Derby

Typhi CT18

LT2

100 100

100

100

40

100

100

100

4‘ 163,137 Reading
120 London

66133‘134,141

Newport

100

4.121‘123

Muenster

Location where isolates were collected:
® Mexicali

[ Guadalajara

@ Mexico City

100

146

@ 130.138

100

100

Give

152,166,150,155,156,135
153,154,157,151,158

0.05 nucleotide substitutions / site

Montevideo

@ 127,132,148,143,165,161
144,145,129,147,164,131
139,160,142,162,136,167

100
100

Cucumber_SRR1665137_2014

Cucumber_SRR1694081_2013

Mango_SRR3497946_2012
Cattle_faeces_133_2013

100
100 [[

Peppers_SRR2174132_2013
Peppers_SRR6109122_2012
Human_SRR5598923
Human_SRR1840582
Cattle_faeces_140_2013
Water_SRR965145_2013
Oregano_SRR1263446_2013
Human_CP012681.1_2011 | Typhimurium

Envi t_SRR1212365_2010

100 Newport

100

Cattle_faeces_137_2013

100

] Reading
100; Ground_beef_120_2013
F{ Pet_food_SRR4024754_2010 |London

L Fish_SRR3995851_2002
[ Clmmal?bovmeisRR61609937201jD bl
1 Ground_beef SRR2567191_2013 ublin

96.1
mu{

100[{[

100

Papaya_SRR1089532_2010
Papaya_SRR1596403_2011
Ground_beef_108_2013

L Jalapenc_SRR2075980_2008
Papaya_SRR975430_2011
Papaya_SRR5926301_2017
Peppers_SRR1732574_2014

l Ground_beef_114_2013
Derby_pet_food_SRR4024762_2011
Animal_feed_SRR1623031_2011

Derby

Senftenberg

100
99.8
998
973

Basil_SRR1427721_2011

Papaya_SRR1158198_2010
100

Sediment_SRR2011315_2012
Ground_beef_107_2013
Give

" |Reading

Muenster

jGive

85.7
100

Ground_beef_122_2013
[ Fish_SRR5422038_2017
Fish_SRR54422039_2017
Feed_SRR5076818_2011
Petfood_SRR4024755_2010
[ Arnica_SRR13300704_2010
 Arnica_SRR1175813_2010
Parsley_SRR2585440_2013
Peppers_SRR2751242_2013
Parsley_SRR1334480_2013
Papaya_SRR1105672_2012
Papaya_SRR3173537_2012
Beef_carcass_127_2013

Montevideo

Chamomile_SRR1248891_2013
Ground_beef_113_2013
Tomatoes_SRR2585446_2013
@5y
Cattle_faeces_166_2013

983 {L Papaya_SRR3173530_2012
Peppers_SRR1334287_2013
908
897
100
| Gnamomie_srR1157868_2010
Environment_SRR1212395_2011
Basil_SRR2751243_2013
Tomatoes_SRR1346266_2013
100 [ Cantaloupe_SRR1068319_2012
| Papaya_SRR1089527_2012

0.07 nucleotide substitutions / site




Figure 2 | Maximum likelihood (ML) midpoint-rooted tree based on SNP analysis of:
a) 59 newly sequenced NTS strains, Salmonella Typhimurium LT2 and Salmonella
Typhi CT18. Serovars are indicated in bold letters. Sample names are colour-coded
according to isolation source (blue, ground beef; red, carcasses/cuts; black, faeces).
The cities where isolates were collected are mapped onto the tree. The ML tree was
generated in RAXML 7.7.1("74) under the GTR+I model of nucleotide evolution,
visualized using FigTree 1.4.3, and edited with Inkscape 0.91. The best tree was
estimated by RAXML rapid bootstrapping (100 iterations) and subsequent ML search.
Clade support is indicated above or next to each branch as bootstrap values, except
when <70%.

b) 11 representative strains from this study, 47 additional isolates from produce, pet
food, seafood, the environment, and clinical cases within Mexico, and 2 isolates of
Salmonella enterica ser. Dublin. Isolation sources, NCBI accessions and/or sample
names, and collection dates of isolates (if reported) are shown at tip labels. Isolates
from this study are highlighted with bold letters. Serovars are mapped onto the tree.
Isolates clustering with those of a different serovar are highlighted in red. Salmonella
Typhimurium LT2 was used as a reference. The ML tree generation procedure and
statistical support are the same as indicated in Fig. 2a.

The obtained phylogeny was very similar to that of bovine-associated isolates alone,
albeit it showed a greater genetic diversity, as could be expected considering the
wider range of NTS sources involved. Again, two well-supported divergent
sublineages were identified, with one of them containing isolates (serovars Reading,
London, Newport, Derby, and Senftenberg) that are closely related to virulent strains.
There were two atypical S. enterica ser. Reading isolates that clustered in a different
sublineage than their counterparts from bovine faeces and the environment.
Likewise, two isolates of S. Give and one of S. Derby are closer to isolates of serovars
Muenster and Senftenberg, respectively, than they are to their equivalents. The
serovar of these atypical isolates was confirmed with SeqSero('’®), providing

evidence of intraserovar divergence in NTS from different environmental niches.




Interestingly, the analysis also showed our bovine-associated isolates are highly
clonal with isolates from other sources. For instance, our S. Montevideo strains are
very closely related to their counterparts isolated from papaya. Likewise, our isolates
of S. Derby, S. Give, S. Muenster, S. Senftenberg, and S. Newport formed single
clusters with those collected from produce, pet food, and the environment. In all
serovar subclusters, there were isolates collected in different years. Moreover, our
isolates of S. Newport, S. London, and S. Reading are genetically closer to strains
that have been involved in human infections, as well as to strains of S. Dublin, which

causes severe enteritis and systemic infections in cattle.

Taken together, these findings provide evidence of dissemination and persistence of
NTS along the food production chain. To gain insights into the potential health risks
and lifestyle dynamics allowing S. enterica serovars from bovine reservoirs to
colonize humans, we then focused on functional traits that may be revealed after

comparative genomics analyses.

Most strains have a conserved repertoire of virulence and stress response
genes. Our strain collection showed limited variation in major virulence factors, stress
response genes, and Salmonella pathogenicity islands (SPIs) 1 through 5. For
instance, long polar fimbriae genes (IpfABCDE), which mediate selective adhesion of
Salmonella Typhimurium to murine ileal Peyer's patches,('’®) are present only in
isolates of S. Bergen (1/1), S. London (1/1), S. Newport (4/4), S. Reading (2/2), and
S. Senftenberg (2/2). Moreover, sodCl, a gene responsible for protecting the
pathogen from the host oxidative burst('’”), was present only in S. Newport isolates
(4/4). The remaining strains (n=55) carried sodCll, which protects the cell from
exogenous oxidative damage in the extracellular environment('”® and has <60%

identity at amino acid level to sodCl.

Genes that were highly conserved (290% amino acid similarity) included type 1
(imACDFHIWYZ) and thin aggregative (csgABCEFG) fimbrial operons, as well as
non-fimbrial adhesion factors misL and sinH, which are required for intestinal

colonization('"®. Conservation was also high (95-100% amino acid similarity) in




genes that take part in the activation and/or regulation of Salmonella invasion and
intracellular survival mechanisms (phoPQ, fur, mgtBC, rpoS, mig-14), as well as iron
acquisition (iroN, fepA, fhuA) and metabolism genes (iroBCDE, fepBCDEG, fhuBCD,
exbBD, and tonB). The same was observed for stress response genes, which had
98-100% amino acid similarity across isolates. This included heat shock (rpoH), acid
tolerance response (rpoS, adA), desiccation stress (proP) and fatty acid-associated
osmo-tolerance (fabAB) genes. None of the isolates carried genes associated with
highly virulent strains, such as those of the Salmonella virulence plasmid
(spvRABCD, pefABCD, rcK and mig-5). However, all isolates carry pagC, which is
51% similar to rcK at protein level and confers serum resistance as well. A heatmap
showing the virulence and stress response gene profile of the studied strains is
presented in Fig. 3.
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Figure 3 | Genomic profile of major virulence and stress response factors of 59 NTS
strains of different serovars. Genes are colour coded in the heat map according to
amino acid similarity to the reference proteins in the virulence factors database.("?)
For stress response genes, Salmonella Typhimurium LT2 was used as a reference.
The tree on the left side shows the clustering of isolates based on average Euclidean
distance. Isolates are identified by serovar and short name. Refer to Table 2 and

supplementary Table S4 for isolation source and accession numbers.




Regarding SPlIs, their nucleotide and amino acid composition was very uniform within
serovars. Hence, results are reported per serovar instead of per individual isolate.
There were different versions of SPIs 1 and 3, with partial deletions close to the 5’
region of both SPIs, as well as in the 3’ region of SPI-1 (Fig. 4). Conversely, SPIs 2
and 4 were 100% conserved, while the 5’ region of SPI-5 had a minor deletion in
isolates of S. Montevideo, S. Give, S. Muenster, S. Roodepoort and S. Senftenberg,

corresponding to small hypothetical proteins of unknown function.

SPI-5

SPI-2
Serovar
Montevideo Give Muenster  lNewport Deroy

BReading  MRoodepoott 1 Senftenberg M London Bergen
Figure 4 | Analysis of Salmonella SPIs 1 to 5. The inner black circle corresponds to
the reference strain Typhimurium LTZ2, followed by GC skew [(G-C)/(G+C)]. Regions
of GC content above average are drawn in green, whereas regions below average
are in purple. The remaining slots represents (from inner to outer rings) serovars
Montevideo (n=29), Give (n=8), Muenster (n=6), Newport (n=4), Derby (n=4),
Reading, Roodepoort and Senftenberg (n=2 each), London and Bergen (n=1 each).
Within each slot, the higher the colour intensity, the higher the nucleotide similarity to

the reference strain.




To further characterize within-SPI variations, we conducted a sequence analysis of
the encoded proteins of SPIs 1 and 3, identified in the newly sequenced isolates,
against those of the LT2 reference strain. In SPI-1, the deletion on the 5 region
corresponded to the type lll secretion system (T3SS) effector gene avrA, which
inhibits cell death during the first phase of the infection('”?), Strains of S. Montevideo,
S. Muenster, S. Reading, and S. Bergen lack this gene (see supplemental Fig. S1).
In addition, the iron transporter encoding gene sitD was truncated (73 out of 282
amino acids) in S. Reading isolates, due to a premature stop codon. The truncated
protein is still recognized as an ABC-type Mn?*/Zn?* transport system component
through a conserved domain (CD) search against the CD database('®). However,
further review of the structure of the reference protein (H9L416) in Uniprot showed
the untranslated fragment contains the functional domain, as well as 6 out 8
transmembrane-spanning regions. Therefore, most likely the truncated sitD gene is
not encoding a fully functional protein. Isolates of S. Reading also had a large deletion
(from sprB through prgH) that encodes several regulatory proteins and components
of the T3SS apparatus. All other proteins were generally conserved, with an identity
percentage = 96% across proteins and serovars. The 3’ region of SPI-1, which had
partial deletions in most strains, encodes hypothetical proteins of unknown function
that are located beyond invH, the last gene of the invasion locus. Furthermore, the
analysis of SPI-3 revealed that three genes of its 5’ region (sugR, STM3754, and
rhum) were deleted in all strains but those of S. Reading, S. Senftenberg, and S.
London (supplemental Fig. S2). In their place, there were small insertions coding
hypothetical proteins and transposases. The remaining proteins were highly
conserved, with >90% amino acid similarity to those present in Salmonella
Typhimurium LT2.

Widespread dissemination of highly conserved typhoidal toxins among NTS
isolates from the predominant sublineage. Over 76% of isolates, encompassing
Montevideo, Give, Muenster, and Roodepoort serovars, carry several toxin-encoding
genes. Five of these genes are part of the cdiB islet (SPI-11), a recognized virulence




factor of Salmonella Typhi('%) that activates cells’ DNA damage response, leading to
cell-cycle arrest and eventually cell death by apoptosis. The key proteins encoded in
this islet are PItA, PItB, and CdtB, which form the so called “typhoid toxin”. Two
additional typhoidal genes, which are harboured in SPI-18 of Salmonella Typhi
CT18(123) were also detected in isolates carrying SPI-11. These included hlyE,
encoding a pore-forming cytolysin, and taiA (sty1499), which encodes a Typhi-
associated invasin. The genomic context of both SPI-11 and SPI-18 in the newly
sequenced isolates is very similar to that of Salmonella Typhi CT18 (see
supplementary Fig. S3 and Fig. S4).

Both SPIs (11 and 18) have been reported previously in a limited number of NTS
strains.(181:182) Since SPIs are thought to be associated with niche specialization, we
conducted a broader phylogenetic analysis with isolates of diverse serovars, sources
and regions around the world. These included strains from this study carrying SPIs
11 and 18 (n=45), as well as another 63 publicly available isolates from four different
continents (Fig. 5). The criteria used for the inclusion of isolates in the analysis are
described in the methods section.

Results show SPIs 11 and 18 are highly conserved across both typhoidal and NTS
isolates of different sources and countries, as indicated by the lower posterior
probabilities supporting S. enterica subsp. enterica subclades. Divergence was only
observed in strains of subsp. diarizonae and the S. enterica subsp. enterica serovar
Mbandaka strain, isolated from a pond in the United States. Hence, there is no signal
pointing at the modification of these genes in NTS as an adaptive response to any
particular host or niche. However, their broad conservation and the low number of
amino acid substitutions per site suggest fithess advantages associated with these
features exceed fitness costs.
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Figure 5 | Concatenated phylogenetic analysis of CdtB, PItA, and HIyE of 59 NTS
strains of different serovars and another 63 isolates available at NCBI. Posterior
probabilities are indicated close to each branch. Serovar, sample name and/or
accession, source, and geographical location of isolates are indicated at tip level.
Samples from this study are highlighted with an asterisk. The scale indicates the
number of amino acid substitutions per site. Analysis conducted with MrBayes
3.2.6"8) in 1 million generations. For accession numbers of strains see

supplementary Table S4.

The identified plasmids carry resistance genes, class-1 integrons, and T4SS.
Overall, most plasmids encode resistance genes to both antimicrobials and heavy
metals, and therefore we proceeded to investigate if these were the result of selective
pressures in our system using comparative genomics. We detected replicons from
eight different plasmids across strains (Table 1). The full report of plasmid prediction
statistics is provided as supplementary information (Table S2). Likewise, the
alignment of each reference plasmid to the newly sequenced isolates is provided in
supplemental Fig. S5 through S11.

The R478 (IncHI2A) plasmid, predicted in S. Give strains, encodes chloramphenicol
(cat), tetracycline (tetA) and aminoglycoside (aphA) resistance genes, as well as
copper (copE2ABDRSET1), tellurium (terY3Y2XY1W, terZABCDEF), mercury
(merEDACPTR) and silver (silIESRCBAP) resistance gene operons. Likewise, the
pK245 plasmid of S. Muenster strains carry a class-1 integron (1014 bp), which
harbours both aminoglycoside (aacC2) and sulphonamide (dfrA14) resistance gene
cassettes. Furthermore, the pRSF1010-SL1344 (IncQ1) plasmid, predicted in the S.
London strain, encodes aminoglycoside (strB, aph(3”)-Ib) and sulphonamide (su/2)
resistance genes; while R27 (IncHI1A), predicted in one S. Give strain, encodes
resistance factors against tetracycline (tetA), magnesium and cobalt (corA), as well
as ultraviolet light (mucAB). Interestingly, although the pNDM-KN (IncA/C2) and
pK245 (IncR) plasmids encode class-1 integrons and resistance genes against
multiple drugs (i.e. extended spectrum beta Ilactams, sulphonamides,




chloramphenicol and macrolides), these genes were not found in the newly
sequenced isolates carrying replicons of these two plasmids.

Table 1. General features and accession numbers of the candidate plasmids
identified with PlasmidFinder' per Salmonella serovar

Plasmid profile  Incompatibility Size, bp #ORFs Accession Serovar (n, %)

group

pOLA52 IncX1 51602 68 EU370913 Montevideo (18,

pIGJC156 . 5146 3 NC-009781 ©2)

IncF11(p96A) IncFlI 67,727 102  JQ418521 Zﬂgo)”te"ideo (14,
Montevideo (11,
38)

pK245 IncR 98,264 90 DQ449578 Muenster (6, 100)
Senftenberg (2,
100)

PNDM-KN INCA/C2 162,746 137  JN157804 Give (7, 88)
Reading (2, 100)

RA478 IncHI2A 274,762 295  BX664015 Give (7, 88)

2RSF1O1O_SL134Ian1 8,688 12 HE654726 London (1, 100)

R27 IncHI1A 180,461 207  AF250878 Give (1, 13)

"PlasmidFinder 1.3(159). Results based on raw reads and an identity threshold of 95%.

2Number and percentage of isolates of the same serovar carrying the candidate
plasmids.

Predicted plasmids also divided S. Montevideo isolates into two groups, one that
carried pOLA52 (n=18) and the other IncFIl(p96A) (n=11). Most of the pOLA52-
carrying isolates (n=14) also had the small pIGJC156 plasmid, which only carries
three plasmid replication-related genes. Interestingly, both IncFII(p96A) and pOLAS2-
carrying isolates had genes encoding a type IVA (VirB/D4) T4SS, which is known to
fulfil the translocation of both DNA and effector molecules and is associated with

persistent infections in numerous pathogens®2). This feature was not present in




strains of other serovars from the slaughterhouse. Considering S. Montevideo was
overrepresented in this location, and the fact that the T4SS was putatively carried in
plasmids, we reasoned T4SS might be associated with fitness advantages in that
niche.

To test this hypothesis, we conducted a sequence analysis among a selected group
of 86 additional S. Montevideo strains publicly available and originally isolated in
Mexico, USA and Canada from a variety of foods, clinical cases, and the environment
(accession numbers provided in Table S3). For that purpose, we used the amino acid
sequences of each of the T4SS components of one of our strains (SRR3479678) as
sequence queries. Strikingly, T4SS components are uncommonly found in only 2/86
isolates: one from an unknown source (WGS project accession AFCS01) and one
isolated from ground beef (WGS project accession LHGGO01). This observation
suggests a variable and possibly niche-related distribution of T4SS in S. Montevideo.
Moreover, the co-occurrence of T4SS and toxin/antitoxin systems (i. e. ccdAB, StbED)
observed in pOLAS2 and IncFlI(p96A) plasmids likely ensures all the progeny inherits
the plasmid, stabilizing its fitness. In addition, the pOLAS52 plasmid carries resistance
genes against betalactams (bla-TEM) and quinolones (ogxAB), which could further
contribute to the improved fitness of strains if subjected to selective pressure. Overall,
these results emphasise the need of further research to gain insights into the actual
contribution of VirB/D4 plasmids to fitness advantages in feedlot cattle.

Discussion

In this study, we conducted comparative genomics of 59 NTS isolates of 10 different
serovars collected along the beef production chain across nine months in different
regions of Mexico. Interestingly, S. Typhimurium, which is commonly found in beef-
associated isolates worldwide®!, was not detected here. Nevertheless, the
distribution of NTS serovars is often irregular across time, studies and regions. For
instance, S. enterica subsp. enterica ser. Meleagridis, Anatum, Agona, and
Typhimurium, were among the top 10 most common NTS serovars isolated from retail
beef in four states of Mexico in 2002-2005¢8). More recently, some of the serovars




we found (i.e. Montevideo, Muenster, Give, and Reading) but not Typhimurium have
been reported in bovine-associated samples®®49). It is worth noting, however, that the
overrepresentation of S. Montevideo we observed is consistent with the increasing
prevalence of this serovar among healthy cattle in North America(®¢:54). Moreover, our
S. Montevideo strains were isolated from feedlot cattle, which is managed similarly
across Canada, Mexico, and the United States. Interestingly, all NTS serovars
studied here have been implicated in human clinical cases in Mexico, according to a
historical paper of epidemiological data (1972-1999)%7). Therefore, the significance

of non-clinical isolates as reservoirs for human infections should not be minimized.

The SNP-based phylogeny shows NTS disseminates up to retail level and across
distant geographical regions and ecological niches within Mexico. These findings
highlight the significance of beef cattle as a reservoir of NTS, especially when the
pathogen successfully establishes itself in apparently healthy animals that are
approved for slaughter. Recent studies have demonstrated that the physiological
stress associated with pre-slaughter handling and transport of livestock increases
Salmonella faecal shedding®”-%®), Moreover, Ginocchio et al.®®) suggested intensive
animal production could create a high probability of a continual faecal-oral infection
cycle, whereby the pathogen may not require to enter cells of the intestinal epithelium
for its successful replication. In this instance, key metabolic activities that are
essential for acute salmonellosis might be dispensable during persistent infections,
as previously suggested('®). Likewise, studies in a mouse model showed less
invasive NTS strains are excreted at higher concentrations in the faeces®). This
could be a key driver governing the relative representation of NTS serovars in certain
geographical regions. Such hypothesis is supported by a recent study®® that
suggests the emergence of a cattle-associated subtype of S. enterica subsp. enterica
ser. Cerro in the United States to be associated with subclinical infections and thus,
the lack of control measures to contain its spread.

Regarding the virulence genomic profile, most isolates seem to have a conserved
virulence machinery. In general, however, isolates that were genotypically closer to
S. Typhimurium, such as those of S. Newport, are the only ones harbouring genes




associated with more virulent phenotypes (i. e. IpfABCDE, sodC/)\'78177) This is
consistent with the phylogenetic analysis, showing strains of S. Newport are closely
related to those of S. Typhimurium and S. Newport implicated in human infections in
Mexico.

Salmonella pathogenicity islands are essential for virulence expression across
livestock species!’?!). The different versions of SPIs 1 and 3 observed in some
isolates are consistent with previous research documenting both SPIs remain
unstable in some Salmonella environmental strains. For instance, different studies
have reported absence of some genes (i.e. hilA)!"), as well as large deletions of entire
loci (i. e. inv, hil, spa)®® in SPI-1 of various S. enterica subsp. enterica serovars. This
is in line with the massive deletion of SPI-1 genes we observed in S. Reading isolates.
Likewise, the deletion of the T3SS effector avrA has been frequently reported in less
virulent strains("%8%), Along the same lines, the proteins encoded in the 5’ region of
SPI-3 have not been linked to virulent phenotypes and thus, these genes are thought
to be subjected to negative selective pressure,('®*) leading to their eventual deletion.
Moreover, it has been suggested that the instability of this region could be associated
with its proximity to the insertion site of SPI-3 (tRNA-selC), which is likely a hot spot

for foreign DNA integration(2"),

It is difficult to pinpoint if the observed differences in SPIs would result in attenuated
virulent phenotypes in bovines. As shown here, despite lacking part of the T3SS
apparatus, S. Reading isolates were still present in cattle faeces. SPI-4, which was
100% conserved in all isolates, has been shown to play a major role in bovine
intestinal colonization(8%), Conversely, it has been demonstrated that disruption of
several genes of SPIs 1, 2 and 3 do not affect colonization of chicken, pigs, and cattle,
probably due to the functional redundancy in several Salmonella metabolic
pathways®). In this regard, for instance, both avrA and sopB inhibit cell death during
the first phase of the infection!'”®). Likewise, since iron acquisition is essential for
survival and pathogenesis of most bacteria, they usually carry multiple iron acquisition
and metabolism genes. As observed here, strains of S. Reading have a truncated
sitD gene, which encodes an iron transporter. This modification has not been reported




before, to the best of our knowledge. However, these isolates carry a highly
conserved repertoire of other iron acquisition and metabolism genes (iroBCDE,
fepBCDEG, fhuBCD, exbBD, and tonB) that may compensate the lack of a functional
SitD.

The typhoidal toxin genes that were widely distributed in our isolates have been
reported previously in few NTS serovars(18':18) Among them, the cdtB islet has
received most attention since its functionality in NTS could improve our understanding
of typhoid fever pathogenesis, where the typhoid toxin is thought to play a central
role'%”). However, literature findings regarding the function of the typhoid toxin in NTS
are not conclusive. On one hand, several in vitro studies have demonstrated the
cytotoxicity phenotype of NTS isolates carrying the catB islet(''%118). Therefore, these
authors conclude CdtB produced by NTS appears to play an important role in
pathogenesis. On the other hand, the typhoid toxin has been shown to favour host
survival and long-term infections in a mouse model'”). Likewise, research showed
cdtB-positive NTS strains of S. Montevideo and S. Schwazergrund, accounted for
invasive disease in humans,(''® showed lower invasiveness and did not cause
mortality in intraperitoneally infected mice as compared to cdfB-negative virulent

strains (i.e. S. enterica ser. Dublin, Cholerasuis, Typhimurium, and Enteritidis).

Although phylogenetic analysis did not support these toxin genes are source-
associated, their widespread distribution in non-clinical isolates of bovine origin is
intriguing. Possibly, these genes are not expressed in NTS adapted to an extracellular
lifestyle, as commented before!'®). However, their high conservation across NTS
serovars of multiple sources indicates they should be relevant for pathogen survival
and/or for the interaction with host cells. Otherwise, these horizontally-acquired
regions would have been progressively degraded or deleted from the genome.
Undoubtedly, further research is needed to further understand the function of
typhoidal toxins in NTS, as well as to test if they provide fitness advantages in certain
hosts or livestock production settings.

Plasmids, another factor that contribute to environmental fitness in bacteria'®”), are

particularly prone to have a bearing at the population level. Interestingly, the strains




with a wider geographical distribution (S. Give and S. Muenster) were predicted to
carry resistance plasmids that contributed antimicrobial and heavy metal resistance
genes. This could also represent fitness advantages under intensive beef production,
where the use of high rates of mineral supplementation is commonly practiced('8®).
For instance, recent research has shown the occurrence of a transferable copper
resistance gene (tcrB) in faecal enterococci is higher (~10x) in feedlot cattle fed
copper-supplemented diets (100 mg/kg of feed) as compared to those fed normal
copper levels (10 mg/kg of feed)!'®). Likewise, Zhou et al.("®) observed the use of
copper and zinc supplementation in the diet of dairy cattle was related with the
abundance of metal resistance genes (r=0.69, p<0.01) and antibiotic resistance
genes (r=0.62, p<0.01) in gut bacteria. This evidence highlights the importance of
avoiding excessive livestock mineral supplementation, which may indirectly

contribute to pathogen persistence in the host and/or the environment.

Along the same lines, it is interesting to note that the presence of T4SS is associated
with persistent infections in numerous pathogens®?). Based on this observation, we
speculated that the presence of T4SS, exclusively in S. Montevideo isolates, might
have contributed to the overrepresentation of this serovar among slaughterhouse
samples. This hypothesis is supported by recent in vitro studies showing strains of S.
enterica subsp. enterica ser. Heidelberg carrying a plasmid-borne T4SS down
regulate host innate immune response, which allows a higher invasion rate as
compared to T3SS-mediated invasion®®), Conversely, studies with strains of the
same serovar in a Caenorhabditis elegans model('?®), showed T4SS were associated
with a greater pathogenic potential. To the best of our knowledge, there are no
previous reports of VirB/D4 plasmids in S. Montevideo.

Overall, this study provides evidence of clonal dissemination and persistence of NTS,
originated from apparently healthy animals, along the food production chain. Most of
these strains carry a conserved repertoire of virulence factors, which poses a food
safety risk to consumers. Moreover, comparative genomic analyses show non-clinical
NTS isolates may act as reservoirs of genetic variability in the environment,
influencing the organism’s characteristics as a foodborne pathogen. Further research




is needed for a better understanding of the evolution and survival of bovine-
associated Salmonella, especially at the pre-harvest phase, with emphasis in the
features that are widely distributed in the population and may contribute to host
adaptation and persistence.

Methods

Bacterial strains. We used a panel of 59 NTS isolates collected during previous
studies, which were part of two different master’s theses, conducted in 2013 by our
research group (Fig. 1). In one of the studies, we isolated 39 NTS strains from beef
cattle rectal contents (34/100), carcass swabs (3/100), and primal cut swabs (2/100)
from a commercial beef slaughter operation located in northern Mexico!'"). We also
included a group of unrelated strains, isolated from retail ground beef (20/150) during
the second master’s thesis project®?). These isolates were collected from retailers
located in Mexico City and Guadalajara, more than 2,000 km away from the northern
slaughterhouse. Hence, our study included isolates collected along the beef
production continuum and from distant geographical locations, providing the basis for
studying their genetic diversity, as well as the potential role of genetic determinants

in the relative representation and dissemination of specific strains.

All strains were isolated from different carcasses, cuts or ground meat packages
across a 9-month period (Table 2). They were also confirmed by conventional
biochemical tests (triple sugar iron, sulfhydric acid-indole motility, Simmons citrate,
urease, methyl red/Vosges-Proskauer, malonate-phenlylalanine, and gluconate) and
polymerase chain reaction targeting the invA gene!'®?). Pure isolates were preserved
long term (about 1 year) at —80 °C in vials containing a 50% glycerol solution. Bacteria
were recovered from the glycerol stock by streaking onto tubes containing semi-solid
tripticase soy agar. Subsequently, the tubes were shipped to the molecular biology
laboratory of the Center for Food Safety and Applied Nutrition (Food and Drug
Administration, Maryland, USA) for WGS. The input material for WGS was a cell pellet
of a 1 mL bacterial culture grown in Luria Bertani broth at 37 °C overnight.




Table 2. Total number of isolates collected by Salmonella serovar, and number of
isolates by isolation source, geographical location, and collection date

Salmon1e lla n Isolation source  Geographical location Collection date
serovar
Montevideo 29
1 Carcass Mexicali 09/20/2013
1 Carcass Mexicali 09/23/2013
1 Carcass Mexicali 09/25/2013
1 Faeces Mexicali 09/21/2013
14 Faeces Mexicali 09/27/2013
1 Carcass Mexicali 09/27/2013
10 Faeces Mexicali 09/21/2013
Give 8
4 Ground beef Mexico City 04/28/2013
4 Ground beef Guadalajara 09/16/2013
Muenster 6
1 Primal cut Mexicali 09/25/2013
2 Faeces Mexicali 09/27/2013
2 Ground beef Mexico City 03/04/2013
1 Ground beef Mexico City 11/04/2013
Newport 4
2 Faeces Mexicali 09/21/2013
2 Faeces Mexicali 09/27/2013
Derby 4
1 Ground beef Mexico City 04/28/2013
2 Ground beef Mexico City 03/04/2013
1 Ground beef Mexico City 04/18/2013
Reading 2 Faeces Mexicali 09/27/2013
Roodepoort 2 Ground beef Guadalajara 09/16/2013
Senftenberg 2
1 Ground beef Mexico City 11/04/2013
1 Ground beef Mexico City 04/18/2013
Bergen 1 Faeces Mexicali 09/27/2013
London 1 Ground beef Guadalajara 09/16/2013

'Predicted with SeqSero software!'"9).

Whole genome sequencing and serovar prediction. Genomic DNA was extracted
with the fully automated Qiagen QIAsymphony system using the QIAsymphony DSP
DNA Kit. Next, we quantitated the extracted DNA by Qubit Fluorometric Quantitation
(LifeTechnologies), per the manufacturer’'s instructions. Finally, DNA libraries were
prepared from 1 ng of genomic DNA using the Nextera XT DNA Sample Preparation

Kit v.2 (lllumina) and sequenced on the lllumina MiSeq system (paired-end 2 x 250




bp reads). Raw sequences were deposited at the NCBI Sequence Read Archive
(SRA) web site and are also available at the Enterobase web server.

For serovar prediction, we conducted in silico analysis using raw reads with the
SeqSero software('’%). There were isolates where the predicted antigenic profile was
incomplete. In these cases, the serovar was estimated by checking that of the closest
organisms in the Salmonella SNP tree from the NCBI pathogen detection isolates
browser (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/isolates#/search). The accessions
numbers, strains’ metadata, and the predicted serovars and antigenic profiles are
listed in supplementary Table S4.

Before genome assembly, the quality of raw reads was assessed with the FastQC
software('93). Next, we used Trimmomatic!'®* for removing lllumina adaptors and filter
reads according to quality criteria. The trimmed sequences were then re-run in the
FastQC software to make sure only high-quality sequences (i.e. quality scores = 30)

were used for genome assembly.

Genome assembly and annotation. Trimmed sequences were de novo assembled
in the PATRIC web server('®) using the SPAdes assembly algorithm(1%). Genome
annotation was performed in the RAST server in September 2016('97:1%8)  The
analysis was set up to correct automatically errors and frameshifts. The assembled
genomes had 28-109 contigs, an average depth of coverage that ranged from 24 to
268x (median 94x) across strains, while the median N50 and L50 values were
390,205 bp and 5, respectively. Moreover, genome annotation showed G+C content
(around 52%) and gene density (about 1000 genes/Mb) were comparable across
strains. The full report of assembly and annotation statistics is provided as
supplementary information (Table S1).

Genetic relatedness among the newly sequenced NTS. The genetic diversity of
NTS strains was assessed through SNP phylogeny. First, SNPs were called, filtered,
and validated through CSI Phylogeny 1.4(1%). The resulting concatenated alignment




was then used to generate a ML tree in RAXML 7.7.1074) under the GTR+I" model of
nucleotide evolution at the CIPRES web server?®), The best tree was estimated by
RAXML rapid bootstrapping (100 iterations) and subsequent ML search. The resulting
tree was visualized in FigTree 1.4.3, and edited with Inkscape 0.91. The same
methodology was used for the phylogenetic analysis that included 47 additional
isolates from different sources within Mexico. These isolates are publicly available
and were collected from produce, pet food, seafood, the environment, and clinical
cases (Fig. 2). Two isolates of S. enterica subsp. enterica serovar Dublin, which is
highly adapted to bovines, were also included in the analysis. We did not include
isolates of S. Bergen and S. Roodepoort since no strains of these two serovars were

available for comparison.

Virulence and stress response genomic profile of sequenced isolates.
Annotated genomes were screened for the presence of major Salmonella virulence
factors (adherence, antivirulence, magnesium uptake, regulation, resistance to
antimicrobial peptides, serum resistance, stress protein, toxins, and macrophage-

inducible gene-5), as reported in the virulence factors data base(3).

Stress response genes were also analysed, using Salmonella Typhimurium LT2 as a
reference. This included genes related to heat shock (rpoH), acid tolerance response
(rpoS, adA), desiccation stress (proP), and fatty acid-associated osmo-tolerance
(fabAB). The amino acid sequence of each reference protein was BLAST-searched
against the annotated genome of each strain, with a maximum e-value threshold of
10-%0 at the RAST web servert?°Y), Matching protein sequences were mapped back to
their corresponding genes in The Seed Viewer. The resulting amino acid identity
percentage was used to build a heatmap, showing the virulence and phylogenetic
profles of the strains, with the aid of MORPHEUS software
(https://software.broadinstitute.org/morpheus).

For ambiguous annotations and amino acid identities below 90%, a Psi-Blast analysis
was performed from within The Seed Viewer, to corroborate the matching protein was

a homologue of the reference protein. Furthermore, when missing proteins were




found, the absence of the corresponding genes was verified by comparing reference
genes against the raw reads of the involved isolate with the Artemis Comparison
Tool?%2), Variation within SPIs was also assessed. For that purpose, we collected the
nucleotide and protein sequences of SPIs 1 through 5 of Salmonella Typhimurium
LT2 from the Pathogenicity Island Database(''®. Next, we prepared a multi-FASTA
file with the reference sequences, which was used in the BLAST Ring Image
Generator Software, version 0.95(%) against the assembled genomes to produce
the corresponding BLAST atlas. We used the LT2 strain as a reference for it has been
widely characterized and its whole genome is available at NCBI. For those SPIs
showing variation across strains, their reference protein sequences were compared
to those of our genomes at the GView web server('?4), with the following configuration:
expect e-value cutoff=0.001, genetic code=bacterial and plant plastid, alignment
length cutoff=50, percent identity cutoff=70 and tblastx as the BLAST program.
Moreover, we conducted a conserved domain (CD) search

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) to analyse if the truncated

SitD of S. enterica ser. Reading isolates still matched an ABC-type Mn?*/Zn?*
transport system component. Since it did, we then analysed the reference protein
(H9L416) structure at Uniprot (http://www.uniprot.org/) to check if the untranslated

fragment contains regions that are required for a fully functional protein.

Finally, since the virulence profile showed a widespread dissemination of SPIs 11
and 18 among strains of the major sublineage, we also used the concatenated amino
acid sequences of representative genes from both SPls for phylogenetic
reconstruction, including 63 additional isolates publicly available at NCBI (Fig. 5). The
criteria used for the inclusion of isolates in this analysis were: 1) strains that are
positive for both SPI-11 and SPI-18, 2) either complete genomes or draft genomes
with full genome representation in its final version, 3) depth of coverage of at least
30x, and 4) genes from both SPIs should be annotated in the genome. Since pltB and
taiA were not annotated in many isolates, we decided to conduct the phylogenetic
analysis with the two biggest proteins of SPI-11 (CdtB and PItA), and HIyE from SPI-
18. We also included representative virulent strains (Typhi CT18, Paratyphi A, and




Typhimurium sal199), as well as three strains of S. enterica subsp. diarizonae
(CP011288.1, CP023345.1, and MLXQ00000000.1).

The concatenated sequences of CdtB, PItA, and HIYE were aligned in Seaview(04)
through ClustalO®%) and curated with Gblocks(?%¢), The resulting Nexus file was used
to construct a phylogenetic tree using MrBayes 3.2.6('8) with the following
parameters: aamodelpr=mixed, samplefreq=100, burninfrac=0.25 in four chains and
for 1 million generations. The output tree was edited with InkScape 0.91 software
(https://inkscape.org/es/).

In silico plasmid prediction. First, plasmids were predicted with the aid of
PlasmidFinder 1.3('%9), The analysis was carried out with the raw reads at the Center
for Genomic Epidemiology web server using a threshold identity of 95%. When
plasmid replicons were detected, these were considered candidate plasmids.
Accordingly, we used the accession numbers of the prediction output to collect their
complete nucleotide sequence from NCBI for further confirmation. Afterwards, we
aligned the nucleotide sequence of each reference plasmid against the assembled
genomes at the GView web server('?*), The candidate plasmids were confirmed
based on the identification of consecutive genes that were homologous between
contigs and plasmids. If most of the candidate plasmid (=270%) was covered in the
assembled genome, it was considered as a putative plasmid. Finally, we used the
average depth of coverage to verify the above prediction. Usually, plasmid-
associated contigs have very similar or the same read depth, which is also higher

than those of chromosomal contigs (except for multi-copy ribosomal genes).

We used this procedure since draft genomes contain both chromosomal and plasmid
DNA. However, we acknowledge conducting in silico plasmid predictions with these
data is cumbersome and not fully reliable. The plasmids may be scattered in multiple
contigs or some of their fragments might be lost in the gaps. Additionally, low-copy
plasmids may be overlooked due to its similar depth of coverage in relation to
chromosomal DNA. Hence, these should be considered putative results until the

predicted plasmids are closed.




Data Availability

The data sets analysed during the current study are available in the NCBI repository

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra). The accession numbers are provided either in

Table 2 (for our own isolates) or in the methods section (for additional publicly
available genomes that were included in some comparative genomic analyses).
Furthermore, our isolates are also available in the Enterobase repository

(https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/senterica) with the accession

numbers provided in Table 2. Likewise, data generated during this study are either
included in this published article (and its Supplementary Information files) or are

available from the corresponding author on reasonable request.
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Abstract

Multi-drug resistant (MDR) non-typhoidal Salmonella (NTS) is increasingly common
worldwide. While food animals are thought to contribute to the growing antimicrobial
resistance (AMR) problem, limited data is documenting this relationship, especially in low
and middle-income countries (LMIC). Herein, we aimed to assess the role of non-clinical
NTS of bovine origin as reservoirs of AMR genes of human clinical significance. We
evaluated the phenotypic and genotypic AMR profiles in a set of 44 bovine-associated
NTS. For comparative purposes, we also included genotypic AMR data of additional
isolates from Mexico (n=1,067) that are publicly available. The most frequent AMR
phenotypes in our isolates involved tetracycline (40/44), trimethoprim-sulfamethoxazole
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(26/44), chloramphenicol (19/44), ampicillin (18/44), streptomycin (16/44), and
carbenicillin (13/44), while nearly 70% of the strains were MDR. These phenotypes were
correlated with a widespread distribution of AMR genes (i. e. tetA, aadA, dfrA12, dfrA17,
sul1, sul2, bla-TEM-1, blaCARB-2) against multiple antibiotic classes, with some of them
contributed by plasmids and/or class-1 integrons. We observed different AMR genotypes
for betalactams and tetracycline resistance, providing evidence of convergent evolution
and adaptive AMR. The probability of MDR genotype occurrence was higher in meat-
associated isolates than in those from other sources (odds ratio 11.2, 95% confidence
interval 4.5-27.9, P<0.0001). The study shows that beef cattle are a significant source of
MDR NTS in Mexico, highlighting the role of animal production on the emergence and
spread of MDR Salmonella in LMIC.

Introduction

Nontyphoidal Salmonella are among the leading causes of foodborne diseases worldwide V. In
the last decade, the emergence of MDR NTS has led to increasing public health concerns at a
global scale. Since MDR infections are difficult to treat and are more expensive, they may boost
the already high disease burden in humans ('%. Intense research in this field has improved our
understanding of the basis of MDR. It is well established that acquired AMR in bacteria is favored
by the use of antibiotics in animals and humans ?°”). Moreover, antibiotic use may lead to bacterial
chromosomal mutations conferring resistance to certain antibiotics (i. e. quinolones resistance in
enterobacteria) %), which is then transmitted vertically onto the progeny. However, the horizontal
acquisition of foreign mobile DNA is the most relevant factor for the acquisition and dissemination
of bacterial AMR. Particularly, plasmids are known to confer resistance to multiple antibiotics and
they also can be transmitted by conjugation between distant bacterial species ?9. Hence, AMR

surveillance is vital to contain the proliferation of MDR pathogens and their impact on public health.

Food animals, including beef cattle, are recognized as a possible source of MDR Salmonella
(130131 This has led to controversial discussions on whether the increasing AMR problem is
associated or not with the use of antibiotics on farms. For instance, it has been demonstrated that

livestock environments have a strong influence on the emergence and dissemination of specific

(210

MDR phenotypes among NTS isolated in the United States of America ?'?. However, most of

these isolates are of clinical origin. Although numerous studies have reported phenotypic and

R (11,171,211,212)

genotypic profiles of Salmonella AM , comprehensive studies combining phenotypic




data with genome-wide searches for AMR determinants are still limited, especially in low and
middle-income countries. This approach could help identifying novel resistance mechanisms, as
well as the factors involved in AMR dissemination. Consequently, increased surveillance may

facilitate depicting potential mitigation strategies to combat AMR.

Recent studies conducted by our research group showed bovine-associated NTS of different
serovars are genotypically close to their counterparts from vegetables, produce, and the
environment ?'®_ Hence, the current research presents a thorough characterization of the AMR
phenotypes and genotypes of a subset of 44 non-clinical NTS isolates from Delgado-Suarez et al.
(2018). Moreover, we compared the AMR genotypes of these isolates with those isolated from
multiple sources within Mexico (n=1,067). The study reveals the proportion of MDR isolates in the
studied sample is very high (=70%), in contrast with that observed in isolates from other sources
(<20%). We also observed evidence of convergent evolution of isolates towards AMR to
tetracycline and betalactams, suggesting heavy use of these antibiotics on farms. This highlights
the role of livestock production in the emergence and spread of MDR Salmonella in Mexico.
Although these are not disease-causing strains, the fact that they carry multiple AMR genes
against several antibiotics included in the World Health Organization (WHO) list of critically and
highly important antimicrobials raises concerns. Indeed, as we confirmed plasmids and class-1
integrons are significant contributors of acquired AMR genes among Salmonella populations, the
risk of AMR dissemination among NTS and other species is a possibility. Finally, we observed
AMR could also be associated with the presence of multidrug efflux pumps and/or triggered by

stress response mechanisms, an area that requires further research.

Materials and methods
Bacterial strains

We used a subset of 44 NTS isolates from a previous study @3, for which antibiotic
susceptibility data were available. The strain panel was composed of seven different
serovars, collected along the beef production continuum and from distant geographical
locations within Mexico, providing the basis for a thorough characterization of the
resistome of bovine-associated NTS from non-clinical sources (Figure 1). Every isolate
was obtained from a different fecal, carcass, cut, or ground beef sample and some of them
on different dates. Refer to supplementary Table S1 for strains accession numbers and
metadata.
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Figure 1. Salmonella isolates included in the study. Isolation source is color-coded, and
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predicted with SeqSero software('7%),

For the purpose of comparative analysis, we used additional NTS isolates from Mexico
that are publicly available at NCBI and have AMR genotypic data. This comprised a subset
of 65 isolates from the same serovars represented in our panel of strains, as well as the
whole set of Salmonella isolates from Mexico in the database (n=1,067) as of July 24,
2018. Supplementary Table S2 contains the accessions and metadata of the additional

isolates used in the study.

Antibiotic susceptibility testing

Antibiotic susceptibility testing (AST) was carried out with a panel of 17 antimicrobials
included in the WHO list of critically important and highly important antimicrobials ('28). We
used the Kirby-Bauer disk diffusion method, 2’4 with the following BIO-RAD antimicrobial
susceptibility test disks and the respective concentrations: ampicillin (Amp, 10 ug),
amoxicillin (Amx, 10 ug), amoxicillin-clavulanic acid (Amc, 30 ug), carbeniciline (Car, 100
ug), ceftriaxone (Cro, 30 ug), cephalothin (Cef, 30 ug), cephotaxime (Ctx, 30 ug),
ciprofloxacin (Cip, 10 ug), pefloxacin (Pef, 5 ug), amikacin (Amk, 30 ug), kanamycin (Kan,
30 ug), gentamicin (Gen, 10 ug), streptomycin (Str 10 ug), netilmicine (Net, 30 ug),
trimethoprim-sulfamethoxazole (Stx, 250 ug), chloramphenicol (Chl, 30 ug), and




tetracycline (Tet, 30 ug). Results were interpreted according to the Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines @', using Escherichia coli ATCC 8739,
Enterococcus fecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 as quality control organisms. Isolates showing
resistance to 22 classes of antimicrobials were classified as MDR. Odds ratio calculations
were used to test if AMR phenotypes were associated with serovar, isolation source
and/or geographical location. Moreover, we estimated the association of resistance to
different antibiotic classes by calculating Pearson correlation coefficients.

Whole genome sequencing, genome assembly and annotation

Genome sequencing, assembly, and annotation were performed as previously described
(213 Raw sequences are deposited at the NCBI Sequence Read Archive (SRA) website.
The SRA accessions are listed in supplementary Table S1, while assembly and
annotation statistics are provided in supplementary Table S3.

Identification and comparative genomics of AMR genes

The genotypic AMR profile of our isolates was constructed based on the antibiotic
resistance genes identified through genome annotation using the Comprehensive
Antibiotic Resistance Database (CARD) as a reference ('®). We also screened the
genomes for chromosomal point mutations conferring resistance to quinolones, colistin,
and spectinomycin. For that purpose, we used ResFinder version 3 (148.172) Qdds ratio
was used to assess if the presence of AMR genes against a particular antibiotic class was
associated with the presence of resistance genes against other antibiotic classes.

Since polymyxins resistance genes were detected in 100% of the isolates, we used the
concatenated amino acid sequences of arnC and arnT genes for phylogenetic
reconstruction. Both genes are part of the lipid A modification operon, which is one of the
main mechanisms leading to polymyxin resistance. These sets of sequences were aligned
in Seaview 2% through ClustalO %) and curated with Gblocks %), The resulting Nexus

file was used to construct a phylogenetic tree using MrBayes 3.2.6 (183) with the following




parameters: aamodelpr=mixed, samplefreq=100, burninfrac=0.25 in four chains and for 1
million generations. The analysis included sequences from Salmonella bongori (accession
CP006608.1) as an outgroup.

Several multidrug efflux pump families were also present in 100% of the studied isolates.
To assess their degree of conservation, we conducted a BLAST analysis using as
reference the amino acid sequences of genes from the Salmonella Typhimurium LT2
genome (accession NC_003197.2): 1) ydhE, Multidrug and Toxic Compound Extrusion
(MATE family), 2) STM0382, Major Facilitator Superfamily (MFS), 3) yadG, ATP Binding
Cassette (ABC superfamily), 4) acrA, Resistance, Nodulation, Division (RND family), and
5) mdtC, mdtABCD multi-drug resistance cluster.

Finally, we compared the AMR genotypes of our isolates with a subset (n=65) of additional
Salmonella isolates from Mexico that are publicly available at NCBI (see supplementary
Table S2). These included 18 isolates associated with livestock (bovine and porcine), as
well as 47 isolates from fresh produce, vegetables, seafood, cheese, herbal tea, water,
and sediment. The criteria of inclusion were: 1) isolates of the same serovars represented
in our panel of strains, and 2) isolates with AMR data. In this way, we managed to get the
genotypic AMR profile of additional isolates of all serovars but Roodepoort. We also
analyzed the complete set of Salmonella isolates from Mexico that were available at NCBI
(n=1,067, as of July 24" 2018, see supplementary Table S2), to assess the overall
diversity of AMR genes and the rate of strains with MDR genomic profiles across different
sources and/or hosts. AMR genotypes were collected from the NCBI’s isolate browser
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens), which are generated through the AMRFinder

tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicrobial-resistance/AMRFinder). Odds

ratio and risk ratio calculations were performed to assess the influence of ecological niche
and Salmonella serovar in the probability of isolates having MDR genotypes.

In silico plasmid profiling

The presence of plasmids replicons was predicted with the aid of PlasmidFinder 1.3 (159,
The analysis was carried out with the raw reads at the Center for Genomic Epidemiology




web server using a threshold identity of 95%. If plasmid replicons were detected, we used
the accession numbers of the prediction output to collect the plasmid’s reference
sequence from NCBI. The newly sequenced genomes were mapped against reference
plasmids based on the identification of consecutive genes that were homologous between
contigs and plasmids, as previously described @7, If a majority of reference plasmid
sequences (>70%) were represented in the corresponding isolate’s contigs, these sets of
contigs were proposed to be plasmids in the newly sequenced genomes.

Results
High frequency of MDR Salmonella

Salmonella isolates showed resistance to all the studied antibiotic classes except
quinolones (Figure 2). The most common resistance phenotypes included tetracycline
(40/44), trimethoprim-sulfamethoxazole (26/44), chloramphenicol (19/44), ampicillin
(18/44), streptomycin (16/44), and carbenicillin (13/44). Conversely, resistance to third
generation cephalosporins was infrequent. All isolates were susceptible to cephotaxime,
while only one resisted ceftriaxone. Despite six isolates (=14%) that resisted cephalotine,
there was no evidence of cross-resistance with any of the 3GC. Likewise, resistance to
aminoglycosides other than streptomycin was rare, while all isolates were susceptible to
amikacin. Interestingly, aminoglycoside resistance was observed more likely in isolates
from Mexicali City as compared to those from Mexico City and Guadalajara (odds ratio,
4.2; 95% confidence interval (Cl) 1.1-15.3).

Nearly 70% of the isolates were classified as MDR Salmonella, regardless of isolation
source, serovar or geographical location. Strikingly, among these, 70% resisted 24
antibiotic classes. The tetra-resistance pattern Chl/Str/Sxt/Tet was the most prevalent
(n=15) and was strongly associated with Salmonella enterica ser. Montevideo isolates
from Mexicali City (odds ratio 27.2, 95% CI 3.1-237.3, P=0.0001). Overall, resistance to
aminoglycosides had a strong positive correlation with resistance to chloramphenicol
(r=0.7286, P<0.0001) and folate pathway inhibitors (r=0.7025, P<0.0001), whereas it was
moderately correlated with resistance to tetracycline (r=0.3022, P=0.0462). Conversely,




none of the isolates from Mexicali City showed resistance to betalactams while 100% of
those from Mexico City and Guadalajara resisted at least one of the tested drugs from this
class. In line with these findings, resistance to betalactams was negatively correlated with
resistance to aminoglycosides (r=-0.3323, P=0.0275).
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Figure 2. Antibiotic susceptibility testing (AST), antimicrobial resistance (AMR) genes, and plasmid profile results for
Salmonella isolates of different serovars collected along the beef production chain in Mexico. Antimicrobials used for AST
included ampicillin (Amp), amoxicillin (Amx), amoxicillin clavulanic acid (Amc), carbenicillin (Car), ceftriaxone (Cro),
cephalotin (Cef), cephotaxime (Ctx), ciprofloxacin (Cip), pefloxacin (Pef), amikacin (Amk), kanamicin (Kan), gentamicin
(Gen), streptomycin (Str), netilmicin (Net), trimethoprim-sulfamethoxazole (Sxt), chloramphenicol (Chl), tetracycline (Tet).
Results are color-coded as follows: grey cells = susceptible / AMR gene absent / plasmid replicon absent; black cells =
resistant / AMR gene present / plasmid replicon present.
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Genetic determinants of antimicrobial resistance

Genotypic AMR was broadly in agreement with AST results, with about 70% of the studied
population carrying a wide repertoire of AMR genes against multiple antibiotic classes
(Figure 2). However, nine isolates lacking obvious betalactamase genes still showed
resistance to several of the tested betalactams. Likewise, another 11 isolates that resisted
tetracycline do not carry any of the known tetracycline resistance genes. The opposite
occurred with aminoglycosides, whereby 24 isolates carrying resistance genes against
these drugs showed susceptible phenotypes. This is in line with the lack of point mutations
related to aminoglycoside resistance in the genomes of the studied isolates. However, the
most commonly found aadA gene was highly conserved across isolates, with an amino
acid similarity above 99%, as shown by a BLAST analysis using the amino acid sequence
of Salmonella Typhimurium LT2 (accession NP_460230.1) AadA protein as a reference.

Consistent with the observed susceptibility to quinolones, we did not detect any of the
known point mutations associated with quinolone resistance. Interestingly, however,
about one third of the isolates carried plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR)
genes, such as qnrB, gnrB19, and ogxAB. Moreover, genome annotation demonstrated
the presence of resistance genes against other antimicrobials that were not included in
the AST. Among these, the most relevant are the polymyxin resistance gene clusters (pmr
and arn operons) which were present in the chromosome of 100% of the isolates.
Although no point mutations were detected for these operons, phylogenetic analysis
showed these lipopolysaccharide (LPS)-modifying genes are highly conserved across
serovars, isolation sources, and geographical regions (Figure 3), suggesting that they are
subjected to strong selective pressure. Moreover, it indicates fitness advantages
associated with these genes exceed fithess cost.

Another important finding is the presence of genes conferring resistance to quaternary
ammonium compounds (qacEDeltal gene) in ground beef isolates from distant
geographical regions. Strikingly, the likelihood of isolates being MDR was greater when
the gacEDeltal gene was present (odds ratio, 19.3; 95% CIl 1.05-354.0, P=0.0464),
suggesting possible co-selection of biocide and antibiotic resistance. Possibly related to
this, genome annotations showed the entire set of isolates carry a vast repertoire of multi-
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drug efflux pumps. This included the mdtABCD multi-drug resistance cluster, the acrAB—
tolC efflux system, the ATP Binding Cassette (ABC) superfamily, the Major Facilitator
Superfamily (MFS), the Resistance, Nodulation, Division (RND) family, and the Multidrug
and Toxic Compound Extrusion (MATE) family. These genomic features were highly

conserved across isolates with 99-100% amino acid similarity.
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Figure 3. Concatenated phylogenetic analysis of polymyxin resistance ArnC and ArnT
proteins from NTS strains of different serovars. Serovar and sample names are color-
coded according to isolation source: blue, ground beef; red, carcasses/cuts; black, feces.
The cities where isolates were collected are mapped onto the tree. Posterior probabilities
are indicated close to each branch. Analysis conducted with MrBayes 3.2.6. For accession

numbers of strains see supplementary Table S1.
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Comparative analysis of AMR genotypes with other isolates from Mexico

We observed a higher abundance and diversity of AMR genes in isolates associated with
meat production as compared to those from other sources in Mexico (Figure 4).
Aminoglycoside resistance genes were by far the most commonly present, with over 97%
of isolates from all sources and serovars carrying at least one of these genes. However,
meat-associated isolates exhibited a higher AMR gene diversity. For instance, 63% of
these isolates carry >3 different aminoglycoside resistance genes. Conversely, in those
isolates from other sources only about 4% met this criterion.

The same trend was observed for AMR genes against different antibiotic classes. Nearly
73% of isolates from meat-related sources carry resistance genes against 22 antibiotic
classes, while the same was true only for 19% of isolates from other sources. In fact, the
probability of Salmonella having an MDR genotype was higher in isolates associated with
meat production as compared to those from fresh produce, vegetables, seafood, cheese,
and the environment (odds ratio 11.2, 95% CIl 4.5-27.9, P<0.0001).

We observed similar results when analyzing the whole dataset of isolates from Mexico at
NCBI. Again, aminoglycoside resistance genes were the most commonly found in the
genomes of NTS of all isolation sources and serovars (95.4%, n=1,067). Likewise, the risk
of MDR-genotype occurrence was nearly 3 times higher in isolates linked to animal
production (P<0.0001) as compared to those from vegetables, produce, and the
environment (Table 1). It should be noted that isolates of human origin were not included
in the analysis because there were only 10 isolates from this ecological niche, with 50%
of them having MDR genotypes. Regarding Salmonella serovars, the frequency of MDR
genotypes was generally low, except for Derby, Agona, Montevideo, and Typhimurium,
where the risk of finding MDR genotypes was significantly higher (P<0.0001).
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Figure 4. Comparison of AMR genotypes of Salmonella isolates associated with meat production (44 from
this study and 18 additional Mexican isolates publicly available at NCBI, highlighted with bold letters); and
those isolated from fresh produce, vegetables, seafood, cheese, herbal tea, water, and sediment in Mexico
(n=47, publicly available at NCBI). Results are color-coded as follows: grey cells = AMR gene absent; black

cells = AMR gene present.
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Table 1. Evaluation of risk factors for the occurrence of MDR genotypes
in Salmonella isolates from Mexico during the period 2013-2018 (n=1,067), based on
ecological niche and serovar

Factor n’ %MDR Risk ratio 95% C. 1.2 P-value

Ecological niche

Animal production 200 32.0 29 2.2-3.9 <0.0001
Vegetables & produce 652 11.2 0.5 0.4-0.7 <0.0001
Environment 167 9.6 0.6 0.4-1.0 0.0316

Salmonella serovar

Montevideo 45 46.7 3.5 2.4-5.0 <0.0001
Agona 41 85.4 7.5 5.9-9.5 <0.0001
Typhimurium 19 31.6 2.1 1.1-4.2 <0.0001
Derby 10 90.0 6.3 4.8-8.2 <0.0001
Others* 645 7.1 0.7 0.5-1.1 0.1319

"The sum by niche or serovar is <1,067 for there were isolates with no isolation source or
serovar indicated. Moreover, niches or serovars with <10 isolates were excluded. Refer
to supplementary Table S2 for accessions and metadata of additional isolates.

295% confidence interval for the risk ratio.

*Group of isolates from multiple serovars with an MDR genotype frequency below 10%.

Plasmid profiling

We detected replicons from six different resistance plasmids in over 86% of isolates,
except those of S. enterica ser. Derby and Roodepoort (Figure 2). Moreover, several S.
enterica ser. Montevideo isolates (n=10) carry replicons of a virulence plasmid of the
IncFIl incompatibility group. Read mapping of reference plasmids against the newly
sequenced genomes suggested these genetic elements are a significant mechanism of
acquired AMR. For instance, the entire sequence of the IncQ1 plasmid, predicted in the
S. enterica ser. London strain, was fully represented in this isolate’s genome (see
supplementary Figure S1). This plasmid carry aminoglycoside (strB, aph(3”)-Ib) and
sulphonamide (sul2) resistance genes. Likewise, over 90% of the IncHI1A plasmid
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sequence, which carries a tetracycline resistance gene cluster (tetRACD), was present in
the genome of one S. enterica ser. Give strain (supplementary Figure S2). Moreover, most
of IncHI2A plasmid sequence (73.6%) was represented in the genome of S. enterica ser.
Give strains (supplementary Figure S3). This plasmid carries chloramphenicol (cat),
tetracycline (fefRAC) and aminoglycoside (aphA) resistance genes. There was also a
group of 16 isolates of S. enterica ser. Montevideo that showed 70% sequence identity to
the IncX1 plasmid, which carries PMQR (0ogxAB) and betalactamases (blaTEM) genes
(supplementary Figure S4).

We observed a lower representation of plasmid IncA/C2 sequences in the genomes of S.
enterica ser. Give isolates (565%), as well as of plasmid IncR sequences in the contigs of
S. enterica ser. Muenster (58%) and Senftenberg (33.3-46.6%), respectively
(supplementary Figures S5-S6). However, isolates carrying replicons of either plasmid
encode class-1 integrons and multiple AMR genes in their chromosomes (Figure 2), which
may have contributed to their MDR phenotypes. Nevertheless, most AMR genes in these
isolates were outside the integron structure, which harbors only one or two resistance

gene cassettes against aminoglycosides and/or sulphonamides (Figure 5).

aadA Mobile element protein
d . Salmonella Give isolates (n=6)
Hypothetical protein intlPac Sulfate permease
TniA putative transposase aadA  Mobile element protein
q d 'E)' Salmonella Muenster isolates (n=3)
TniB NTP-binding protein sul1 intlPac

Figure 5. Schematic representation of the genomic context of class-1 integrons (int/Pac)
detected in Salmonella isolates of serovar Give and Muenster.
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Discussion

Our results show that there is a high rate of MDR Salmonella among isolates collected
from various non-clinical sources of bovine origin in Mexico. The MDR prevalence
observed here is much higher than that reported 5-7 years ago in isolates from cattle and
other food-producing animals in Africa ?16), Asia "), or Latin America °6-2'8)_ Although
AMR of isolates usually vary across time and regions, these results show the emergence
and spread of MDR pathogens is far from being controlled.

The most common resistance patterns (i. e. tetracycline, folate pathway inhibitors,
amphenicols, betalactams, aminoglycosides) are similar to those reported previously in
Salmonella isolated from beef sources (13212219 These findings are consistent with the
current approval of these antibiotic classes for use in livestock in Mexico (134). Conversely,
we observed that resistance to third generation cephalosporins was low in isolates from
the studied regions as compared to that observed in recent studies (13212.220) Although
these are not disease-causing strains, they carry multiple resistance determinants against
several drugs of the WHO list of critically important and highly important antimicrobials
(128) Hence, they may act as reservoirs of AMR genes of human clinical significance,
posing a serious public health risk. Moreover, the significant correlation of resistance to
unrelated antibiotic classes led us to speculate a possible role of epistatic interactions
leading to MDR phenotypes, an area that requires further research.

The extensive distribution of MDR isolates indicates animal production likely favors the
emergence of MDR Salmonella genotypes in farm environments, mainly in the form of
adaptive and acquired AMR. In that sense, our results showed the presence of different
genetic determinants associated with the same resistance phenotype (i.e. tetracycline and
betalactam resistance), which provides evidence of the convergent evolution of isolates
as a result of environmental pressure. Overall, these findings implicate that several
antibiotics are still heavily used in some livestock production settings in Mexico. Such
practices put huge selective pressure on AMR genes. Consequently, optimizing the use
of antimicrobials at the farm level is vital to reduce the risk of AMR gene dissemination,
as well as human exposure to MDR Salmonella.
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Comparative genomics showed there is a higher abundance and diversity of AMR genes
in meat-associated and animal-associated isolates as compared to those collected from
plant sources. While we did not find data on the consumption of antibiotics in either animal
or plant production in Mexico, the use of antibiotics is known to be heavier in animals (132),
Hence, these results suggest there is a link between the more intensive use of antibiotics
in livestock and a stronger AMR genotypic profile of Salmonella collected from animal
sources. Although the number of isolates included in the analysis is large (n=1,067), we
only included publicly available genomes. Therefore, it would be interesting to test
whether this trend remains as more isolates from both sources are sequenced.

The fact that plasmids and class-1 integrons contributed resistance genes confirms they
play a major role in the dissemination of acquired AMR. Class-1 integrons are frequently
present in Salmonella isolates. This feature allows the pathogen to acquire resistance
genes and disseminate them across its own and other bacterial species. In line with
previous studies, we observed aminoglycoside and sulphonamide resistance genes are
among the most common gene cassette arrays associated with class-1 integrons (17:221),
Thus, the considerable proportion of resistant isolates to both antimicrobials in the studied
samples is not surprising. This could also be one of the factors contributing to the
widespread distribution of aminoglycoside resistance genes observed in the whole set of
Salmonella isolates from food sources in Mexico that are publicly available at NCBI.

In this research, all strains carrying resistance plasmid replicons were MDR. This is further
supported by the fact that all of these isolates carry toxin-antitoxin systems (i.e. ccdAB,
StbED), which ensures that all of the progeny inherits the plasmid, stabilizing its fitness.
Although the very nature of plasmids makes them attractive antimicrobial targets, it has
been difficult to design feasible strategies to combat AMR through plasmid elimination.
Interventions aimed at disrupting plasmid propagation, as well as toxin-antitoxin systems
were deemed as promising strategies about a decade ago (1%1%), However, the little
progress that has been achieved in this area suggests that this is a strategic field of

research that needs to be promoted.

The widespread distribution of highly-conserved multidrug efflux pumps among the
studied isolates suggests they are strong contributors to the observed AMR phenotypes.
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For instance, the mdfA gene, which belongs to the MFS efflux system, is known to confer
resistance to a broad spectrum of drugs, including rifamycins and tetracycline (22,
Likewise, upregulation of the acrAB-tolC efflux system by the marRAB operon confers
resistance to ciprofloxacin, tetracycline and chloramphenicol 23, Given these facts, it is
reasonable to consider multidrug efflux pump genes as potential targets for the

development of novel antimicrobials.

Notably, our genotype data suggests that the pathogens may have an even stronger
resistance phenotype than that suggested by AST. For instance, nearly one third of the
isolates carry PMQR genes, which usually provide low-level quinolone resistance, below
the CLSI breakpoint (189, Hence, these isolates are usually susceptible to quinolones
when subjected to AST. However, PMQR genes could lead to higher resistance
phenotypes if the isolates are exposed to quinolones at therapeutic levels. Despite the
lack of point mutations associated with quinolone resistance in the studied genomes, the
presence of multiple PMQR genes (i.e. 0gxAB, qnrA, gnrB) is worrisome since it has been
linked to the emergence of ciprofloxacin resistant Salmonella ('7%17"), Furthermore, their
presence in mobile genetic elements is an additional factor contributing to dissemination

of fluoroquinolone resistance genes among bacterial pathogens of different species.

Along the same lines, considering the complex regulation of AMR responses in bacteria,
isolates carrying aminoglycoside resistance genes that were susceptible in the AST may
also show resistance in a human clinical setting. This is further supported by the BLAST
analysis showing a high degree of conservation of the aadA gene, which was the most
common aminoglycoside resistance gene among isolates. Similarly, the presence of
macrolide, phosphomycin, and polymyxin resistance genes further implicates the
significant source of therapeutic complications pose by these strains. Although the studied
isolates did not carry mutations in these genes, it has been demonstrated that colistin
resistance in Salmonella does not correlate with point mutations (*59). Fortunately, the risk
of horizontal transfer of these particular AMR genes appears to be low, considering none
of them seemed to be plasmid-borne. At least for polymyxins, there is an increasing
prevalence of plasmid-carried resistance determinants (i. e. mcr-1 gene) in Gram-negative

bacteria across the globe, while reports in Salmonella enterica are still limited to some
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European countries (??4). Additional research involving gene expression under varied
growing conditions may help complement our understanding of the actual risks associated
with the AMR of environmental isolates.

Apart from antimicrobials, bacterial pathogens also deal with numerous stresses both
inside the hosts and in the environment. These stresses can trigger various adaptive
responses in the cell leading to changes in their antimicrobial susceptibility. For instance,
resistance to betalactams and polymyxin B activates when the cell is exposed to cell wall-
active agents (V). In this study, the likelihood of isolates being MDR was greater when
the gacEDelta1l gene was present. Probably, the membrane damage stress exerted by
quaternary ammonium compounds promotes the recruitment of resistance determinants,
leading to MDR phenotypes. Thus, further research on the influence of different stresses
on the pathogen antimicrobial susceptibility, as well as the potential use of stress-
response genes as therapeutic targets may lead to significant advances in AMR mitigation
strategies.

In summary, this research showed that beef cattle represent an important reservoir of
AMR genes of significant connotation for human health. It also provides comprehensive
AMR data from a middle-income country, highlighting the role of animal production in
these nations as a significant contributor to the emergence and spread of MDR
Salmonella. Moreover, it emphasizes the need for continued AMR surveillance of
Salmonella strains circulating in apparently healthy animals to improve public health
protection. Of particular interest is the widespread distribution of highly conserved
multidrug efflux systems in Salmonella populations, which likely contributes to MDR
phenotypes. We believe this is a promising research topic that may help to fight bacterial
resistance more efficiently. Our results also emphasize the relevance of class-1 integrons
and plasmids in promoting acquired AMR. In that sense, it is important to develop feasible
plasmid propagation control strategies to reduce the spread of AMR genes among
bacterial populations. Finally, further research on stress-induced AMR may shed

additional light on the dissemination of AMR in food-associated isolates.
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DISCUSION

En este proyecto de investigacion se secuencidé el genoma completo y se realizaron
analisis de gendmica comparativa de cepas de S. enterica de diez serotipos, recolectadas
en diferentes segmentos de la cadena productiva, en un periodo de nueve meses y en
diferentes regiones de México. De esta forma, se garantizé que la muestra experimental
fuera valida para analizar la diversidad genética en la poblacion bajo estudio, asi como
para identificar caracteristicas gendmicas que pudieran asociarse con patogenicidad,
RAM vy persistencia en la especie bovina.

Las caracteristicas genomicas generales de los aislamientos secuenciados (ej. tamafo
del genoma, densidad genética, % de G+C) son similares a las reportadas para las cepas
de referencia,(?2522%) algo esperado tomando en cuenta que Salmonella es un organismo

que tiende a ser clonal.®

Los serotipos que se detectaron en este trabajo han sido reportados previamente en
cepas no clinicas de origen bovino.(36:435) Ademads, algunos de ellos (ej. serotipos
Montevideo, Muenster, Give, Reading) han sido detectados en estudios recientes
realizados en México.349 Asimismo, la sobrerrepresentacién de S. enterica ser.
Montevideo es consistente con el creciente predominio de esta serovariedad en ganado

bovino portador asintomatico en América del Norte.(34:36.54)

La anotacion de los genomas, que incluye la tipificacién por multilocus basada en el
esquema de Achtman, que compara siete genes esenciales,??”) evidencié que la mayoria
de los aislamientos pertenecen secuencias tipo (ST) que rara vez se asocian con
infecciones humanas. Solo las cepas de S. enterica ser. Newport son de ST

frecuentemente implicados en casos clinicos.('73)

A pesar de lo anterior, cabe indicar que los serotipos aqui identificados se han asociado
previamente con casos clinicos en humanos, segun lo documenta uno de los estudios
epidemiolégicos mas abarcadores que se han realizado en México.®”) Por tanto, la
relevancia de estos aislamientos como reservorios de infecciones transmitidas por

alimentos no debe minimizarse.
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Estos hallazgos confirman la relevancia de la especie bovina como reservorio de
Salmonella, especialmente cuando el patégeno logra establecerse en animales
portadores asintomaticos.“31%%) Como el ganado infectado no muestra signos clinicos, es
aprobado para la matanza, con el riesgo consecuente de diseminacion que ello implica.
Sobre todo, si se toma en cuenta que estos portadores asintomaticos suelen intensificar
la excrecion de Salmonella en heces producto del estrés asociado con el transporte y el

manejo ante mortem.

El analisis de la diversidad genética basado en polimorfismos de un solo nucledétido
(SNP), evidencié Salmonella es capaz de diseminarse hasta los puntos de venta, asi
como a lo largo de zonas geograficas separadas entre si por mas de 500 a 2,000 km. La
inclusion de aislamientos mexicanos de otras fuentes, disponibles publicamente en NCBI,
confirmé la pertinencia de estos hallazgos. Las cepas de este estudio mostraron
clonalidad con las recolectadas de diversos vegetales y del ambiente a lo largo de varios
anos. Ello confirma la persistencia de aislamientos en diferentes nichos ecolégicos, asi

como su eficiente diseminacién en las cadenas productivas.

Algunos serotipos (Newport, Reading, London), resultaron muy cercanos genéticamente
a cepas involucradas en infecciones humanas. Esto confirma que no se debe descartar
el potencial de las cepas que circulan en animales aparentemente sanos para causar
infecciones transmitidas por alimentos; algo que fue confirmado por los resultados del

perfil gendmico de virulencia.

Algunos factores de adhesion fimbrial (ej. genes Ipf) y de supervivencia intracelular (e;.
gen sodCl) solo estuvieron presentes en las cepas mas cercanas a Salmonella
Typhimurium LT2 (ej. serotipos Newport, Reading, London, Senftenberg, Bergen). Sin
embargo, estos genes no estan uniformemente distribuidos en S. enterica,®77% y
tampoco han sido reportados como esenciales para la colonizacién intestinal en todas las

especies animales.(176.177)

En linea con lo anterior, es dificil vincular las variaciones observadas en las SPI con
fenotipos menos virulentos. De hecho, las cepas de S. enterica ser. Reading, a pesar de
que tenian una delecion de varios loci en la SPI1, estaban presentes en las heces. Se ha
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demostrado que la disrupcion de varios genes de las SPI 1, 2 y 3 no afectan la
colonizacion de pollos, cerdos ni bovinos.® En la presente investigacion, sin embargo,
se observo que la SPI4, considerada como clave en la colonizacion de la especie
bovina,('8) esta 100% conservada en todos los aislamientos. Por tanto, considerando la
redundancia metabdlica de Salmonella, asi como las limitadas variaciones observadas
en los genes asociados con la patogénesis, existen muy pocos elementos que sustenten

una virulencia disminuida en las cepas estudiadas.

Una caracteristica gendmica de las cepas estudiadas que quiza pudiera influir en la
generacion de portadores asintomaticos es la presencia de genes codificantes de toxinas
qgue suelen ser tipicos de cepas tifoideas. El 76% de los aislamientos estudiados portaba
genes de la toxina tifoidea (cdtB, pltA, pltB), asi como de la hemolisina E (hlyE) y de la
invasina asociada a Typhi (taiA), factores previamente descritos en las SPI11(108) y 18(123)
de Salmonella Typhi, respectivamente. Aunque este hallazgo se habia reportado
previamente en un limitado nimero de aislamientos,(181.182.18) no se encontré en la
literatura ningun estudio previo en el que se observara la presencia masiva de estos
genes en cepas asociadas con una misma especie animal, de cuatro serotipos distintos

y provenientes de zonas geograficas distantes.

Entre las toxinas identificadas, la toxina tifoidea es la que ha recibido mayor atencién por
la comunidad cientifica. Ello obedece a que esta juega un papel central en la patogénesis
de la fiebre tifoidea, en la cual se supone es un factor clave para el éxito de Salmonella
Typhi de generar portadores asintomaticos.('”) Por tanto, la comprension de su
funcionamiento en cepas no tifoideas podria contribuir a mejorar el conocimiento sobre

la patogénesis de la fiebre entérica.

Aunque experimentos in vitro con cepas no tifoideas han demostrado el fenotipo
citotoxico de la toxina tifoidea producida por estos aislamientos;(''%11¢) ensayos in vivo
con ratones han demostrado que practicamente no provoca danos a nivel intestinal, a la
vez que promueve la supervivencia del hospedero y las infecciones persistentes.(117:118)
Por tanto, es probable que estos genes pudieran contribuir a la persistencia de S. enterica
no tifoidea y/o a la generacion de portadores asintomaticos en diferentes especies

animales. Sin embargo, se requieren de nuevos estudios para confirmar esta hipotesis.
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El analisis filogenético realizado con los genes codificantes de estas toxinas, el cual
involucré las 45 cepas de este estudio, asi como otros 63 aislamientos de cinco
continentes y multiples fuentes, no mostré sefial alguna de que la presencia de las toxinas
estuviera asociada con alguna especie o nicho ecoldgico particular. Sin embargo, la
presencia masiva de estos genes en la muestra estudiada no parece un evento aleatorio.
Una posible explicacion es que las cepas porten estos genes, pero no los expresen, pues
se ha descrito la toxina tifoidea s6lo se expresa cuando la bacteria se ha internalizado en
las células del hospedero.(''3) Por tanto, es probable que las cepas adaptadas al nicho
intestinal no requieran las toxinas para crecer y aumentar su potencial de diseminacion.
Sin embargo, estos genes mostraron un alto grado de conservacién, lo que indica que
las toxinas deben jugar un papel importante para la supervivencia del patégeno y/o para
la interaccion con las células del hospedero. De otra forma, estos genes, adquiridos por
transferencia horizontal, se habrian degradado o eliminado del genoma. Es evidente que
se requiere de mas investigacion para dilucidar si las toxinas tifoideas representan alguna
ventaja adaptativa o contribuyen a generar portadores asintomaticos en cepas no
tifoideas asociadas con animales.

Los plasmidos constituyen otro factor clave que contribuye a la evolucion y a la
adaptacion en las poblaciones bacterianas.('®”) Asi lo confirman los resultados del
presente trabajo, en el cual las cepas que tuvieron una distribucion geografica mas amplia
(ej. serotipos Give y Muenster), portaban plasmidos con genes de resistencia a multiples
clases de antimicrobianos, asi como a metales pesados. Esto puede representar una
ventaja adaptativa en el contexto de la produccion intensiva de carne bovina, donde el
empleo de suplementacion mineral, asi como el tratamiento con antibiéticos, son
practicas frecuentes. En este sentido, investigaciones recientes demuestran que la
suplementacion mineral de las dietas influye significativamente en la frecuencia con que
se presentan genes de resistencia a metales pesados en cepas asociadas con
animales.(18%190) También lo confirma el creciente predominio de cepas MDR en las

poblaciones de Salmonella asociadas con la produccion animal.(13.130.210)

Los plasmidos también pueden aportar factores de virulencia,??® fenédmeno que también
se observo en el presente estudio. Sin embargo, resultd interesante que solo las cepas
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de Salmonella Montevideo, que fue el serotipo predominante entre los aislamientos
recolectados del rastro (29/39), portaban plasmidos de conjugacion del tipo VirB/DA4.
Estos plasmidos codifican un T4SS, el cual constituye un mecanismo alterno de invasion
al T3SS codificado en la SPI1®3) y se ha identificado también como un factor importante

en las infecciones persistentes causadas por varios patogenos.(®?)

A pesar de que se realizé una amplia busqueda de literatura, no se encontraron reportes
previos que documenten una distribucion generalizada de T4SS en cepas de Samonella
Montevideo. Esto fue confirmado por el analisis BLAST con 86 cepas adicionales de este
serotipo, provenientes de alimentos, casos clinicos y del ambiente en México, Canada y
Estados Unidos, donde solo 2 de las 86 cepas portaban estos genes. Ello evidencia que
no se trata de una caracteristica uniformemente distribuida en el serotipo Montevideo y
que, posiblemente, su predominancia en la poblacién estudiada se asocie con la
adaptacion al nicho ecologico.

La hipotesis anterior es apoyada por evidencia experimental que documenta la
modulacién negativa de la respuesta inmune innata, asi como una invasion mas eficiente
de células epiteliales y de macrofagos en comparacion con el T3SS-SPI1, por cepas de
S. enterica ser. Heidelberg portadoras de T4SS, cuyos genes eran sobreexpresados
durante el proceso de invasion.®) Adicionalmente, los plasmidos VirB/D4 identificados
en este estudio portan clusters de genes toxina/antitoxina (ej. ccdAB, stbED). A estos
sistemas se les considera como genes de estabilidad, pues tienen la funcion de asegurar
que el plasmido sea heredado por toda la progenie. En caso contrario, las células
descendientes que no lo porten son eliminadas por la toxina, un proceso conocido como
muerte post-segregacional.??®) De esta forma, los sistemas toxina/antitoxina contribuyen
a estabilizar los genes codificantes del T4SS en el nicho bajo estudio. No obstante, se
requiere de mas investigacion para determinar si el T4SS presente en las cepas de
Salmonella Montevideo representa una ventaja para la colonizacién asintomatica de los

bovinos.

En materia de resistencia a antibiéticos, el estudio demostré que la especie bovina
constituye un importante reservorio de cepas MDR y que la emergencia y la diseminacion
de genes de RAM dista mucho de estar bajo control.
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En linea con trabajos anteriores realizados en México y en otros paises, los perfiles de
resistencia mas frecuentes involucraron a tetraciclinas, sulfonamidas, betalactamicos,
aminoglucdsidos y anfenicoles.(1213212219) Estos hallazgos son congruentes con la

aprobacion de estas clases de antibidticos para uso veterinario en México.('34

Aunque la frecuencia de fenotipos resistentes a 3GC fue baja, mientras que no se detecto
resistencia a quinolonas, casi 70% de los aislamientos porta genes de resistencia a
antibidticos considerados como de importancia critica o muy importantes por la OMS.(128)
Por tanto, este trabajo demuestra que las cepas de origen no clinico asociadas con
ganado bovino de carne actuan como reservorios de genes de RAM de relevancia clinica

en humanos, lo que representa un riesgo significativo para la salud publica.

La amplia distribucion de cepas MDR en la muestra estudiada sugiere que la produccion
animal podria favorecer la emergencia y el predominio de ciertos genotipos MDR. Esto
se confirmo con el analisis del perfil gendmico de resistencia, que evidencio la presencia
de diferentes genes de resistencia asociados con el mismo fenotipo, particularmente en
tetraciclinas y betalactamicos. Lo anterior es prueba de convergencia evolutiva
condicionada por la presion selectiva del nicho ecolégico. Ademas, sugiere el uso intenso
de algunos antibiéticos en produccidén animal en México, lo que representa una presion
selectiva considerable sobre los genes de RAM. Por tanto, la disminucion del riesgo de
diseminacién de genes de RAM, asi como de la exposicion humana a Salmonella MDR,
requiere que se optimice la aplicacion de antibidticos en las granjas.

En linea con la alta frecuencia de fenotipos MDR que se observé, cerca del 70% de las
cepas bajo estudio portaban una gran variedad de genes de RAM contra varias clases
de antibidticos. La mayor parte de estos genes estaban codificados en integrones de
clase 1 y en plasmidos, lo que confirma el relevante papel de estos elementos méviles
en la diseminacion de genes de RAM.(154)

A semejanza de estudios previos con S. enterica, los integrones identificados en nuestros
aislamientos  contienen genes de resistencia contra aminoglucosidos vy
sulfonamidas.?'722") Ello podria estar relacionado con la alta frecuencia de cepas

resistentes a ambas clases de antibidticos que aqui se observo, asi como con la amplia
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distribucion de genes de resistencia a aminoglucésidos en cepas de Salmonella de origen

mexicano, sin importar la fuente de aislamiento.

En el presente estudio, el 100% de las cepas que portaban replicones de plasmidos de
resistencia mostraron un fenotipo MDR. La reconocida relevancia de los plasmidos en la
diseminacién de genes de RAM ha hecho que se investigue la posibilidad de interrumpir
la propagacion de los mismos.('%51%) Sin embargo, hasta la fecha no se han obtenido
resultados satisfactorios, por lo que se requiere continuar la investigacion en esta area,
la cual podria generar una estrategia efectiva para contener la diseminacion de genes de
RAM.

Otro determinante genético que pudo contribuir al perfil MDR de la mayor parte de las
cepas es la presencia generalizada de genes codificantes para bombas de eflujo activo.
Estudios gendmicos previos han documentado que el gen mdfA, perteneciente a la familia
MFS de bombas de eflujo, confiere resistencia a tetraciclinas y rifamicinas.(??2) También
se ha demostrado que la activacion de bombas de eflujo de la familia RND resulta en un
perfil de multirresistencia a quinolonas, tetraciclinas y cloramfenicol.??3) Considerando el
alto grado de conservacion de los genes codificantes para bombas de eflujo en las cepas
estudiadas, resulta interesante explorar la posibilidad de utilizarlos como dianas para el

desarrollo de nuevos antimicrobianos.

Aunque no se detectaron mutaciones asociadas con resistencia a quinolonas,
aminoglucésidos o polimixinas, las cepas portaban genes que confieren resistencia a
todas estas clases. En el caso particular de las quinolonas, destaca la presencia de genes
codificados en plasmidos, los denominados PMQR, los cuales confieren un nivel bajo de
resistencia, que normalmente no se detecta en las pruebas de susceptibilidad.('®® No
obstante, las cepas portadoras de genes PMQR resultan preocupantes, pues se ha
demostrado que estos genes han sido fuente de complicaciones terapéuticas, al
asociarse con resistencia a ciprofloxacino, una de las ultimas lineas de defensa contra la
salmonelosis invasiva.('’% Otro riesgo importante es el asociado con los genes o0gxAB,
los cuales activan las bombas de flujo de la famlia RND,('®”) que son de amplio espectro,
lo que puede resultar en un fenotipo MDR. Finalmente, el hecho de ser genes portados
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en plasmidos implica un riesgo adicional, por el potencial de diseminacién asociado con

los mismos.

En el caso de las polimixinas, considerados antibioticos de importancia critica y maxima
prioridad para el tratamiento de infecciones por bacterias Gram negativas MDR, se tiene
la ventaja relativa de que los genes de resistencia que se detectaron son de origen
cromosomal. Por tanto, su potencial de diseminacion es menor comparado con los genes
codificados en plasmidos e integrones. Aunque ya se han reportado genes de origen
plasmidico que confieren resistencia polimixinas (mcr-1), su presencia en S. enterica es
aun limitada, reportandose hasta el momento en algunas cepas aisladas en paises

europeos.(?24)

El hallazgo de genes que confieren resistencia a fosfomicina y macrolidos, antibiéticos
que no fueron incluidos en las pruebas de susceptibilidad, resalta la importancia que
pueden tener las cepas asociadas con alimentos en la diseminacidén de genes de RAM
de relevancia clinica en humanos. En este sentido, los analisis de gendomica comparativa
de cepas mexicanas (n=1,067) aqui realizados, confirmaron que existe una relacion
aparente entre los perfiles genotipicos de resistencia mas fuertes de cepas asociadas

con la ganaderia y el uso mas intenso de antibioticos en el sector pecuario.

Aunque no se encontraron datos sobre el consumo de antibiéticos para fines veterinarios
o agricolas en México, en general se conoce que se utilizan mas en produccion
animal.('¥2) Aunque el nimero de aislamientos que se incluyé en el analisis es
considerable, se debe tomar en cuenta que se trabajé unicamente con las cepas
disponibles en NCBI. Por tanto, seria interesante evaluar si esta tendencia, hacia una
mayor abundancia y diversidad de genes de RAM, en cepas asociadas con alimentos de
origen animal, se mantiene a medida que aumenta el nimero de genomas de ambas

fuentes secuenciados en la base de datos.

Ademas de los antibioticos, las bacterias enfrentan variadas fuentes de estrés, tanto en
el ambiente como durante su ciclo intracelular en los hospederos. Estas condiciones
estresantes pueden desatar mecanismos de adaptacion que modifican el perfil de
resistencia de las cepas. Por ejemplo, se ha documentado que la exposicion a agentes
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que afectan la pared celular bacteriana, activa mecanismos de adaptacion que resultan
en resistencia contra betalactamicos y polimixinas.(*5") En el presente trabajo se observo
que la probabilidad de que las cepas tuvieran un fenotipo MDR era mas alta cuando
portaban el gen de resistencia contra amonio cuaternario (qacEDelta), una sustancia
que dafna la membrana celular. Probablemente, el frecuente uso del amonio cuaternario
en la industria de alimentos sea un factor que condicione la co-seleccion de resistencia a

biocidas y a antibioticos, un area que requiere de mayor investigacion.

CONCLUSIONES Y CONTRIBUCION GLOBAL DEL PROYECTO

El presente trabajo documenta la diseminacién clonal y la persistencia de Salmonella no
tifoidea, asociada con animales aparentemente sanos, a lo largo de la cadena productiva.
La mayor parte de estas cepas posee un repertorio conservado de genes de virulencia,
lo que representa un riesgo en términos de inocuidad de alimentos y de salud publica.
Asimismo, se documenta el papel de las cepas de origen no clinico como reservorios de
variabilidad genética en el ambiente, lo que influye en las caracteristicas de Salmonella

como un patogeno transmitido por alimentos.

Por otra parte, los perfiles fenotipicos y genotipicos de resistencia a antimicrobianos que
se observaron evidencian la importancia de los bovinos de carne como reservorio de
genes de resistencia de importancia en la medicina humana. Ademas, los analisis de
genomica aqui realizados identifican la produccidén animal como un factor que contribuye
a la emergencia y a la diseminacion de cepas de Salmonella MDR. Por ello, resulta vital
mantener una vigilancia sistematica de la RAM en las poblaciones de Salmonella

asociadas con animales aparentemente sanos.

Las investigaciones realizadas en el marco de este proyecto de doctorado proveen una
amplia caracterizacidn gendmica de las cepas de S. enterica asociadas con ganado
bovino. Es uno de los estudios gendmicos mas completos que se han realizado hasta la
fecha en México y en muchos otros paises. El trabajo aporta informacion relevante sobre
genes de virulencia, islas de patogenicidad, toxinas, genes de resistencia, perfil de
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plasmidos e integrones, caracteristicas que pocas veces se abordan de manera

simultanea en un mismo estudio.

Los resultados también aportan evidencias que sugieren que la produccion intensiva de
alimentos de origen animal, caracterizada por unidades de produccion con una alta
densidad de animales, manejados bajo practicas cada vez mas uniformes, podria
favorecer la emergencia de cepas altamente adaptadas para persisitir y diseminarse.

Por ultimo, la observacion de algunas diferencias gendomicas entre las cepas,
particularmente de las caracteristicas mas ampliamente distribuidas en la poblacién bajo
estudio (ej. toxinas tifoideas, T4SS), permite generar nuevas hipotesis de investigacion,
encaminadas a mejorar el conocimiento actual sobre la evolucion y la supervivencia de

Salmonella en diferentes especies de abasto.
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RESUMEN

Objetivo. Determinar serotipo y perfil de resistencia a antibidticos de cepas de
Salmonella spp. presentes en la carne de res que se expende en la capital
mexicana. Materiales y métodos. Se analizaron 100 muestras de carne molida. El
patogeno fue aislado por métodos convencionales y confirmado por PCR (gen InvA,
284 pb). El perfil de resistencia a antibidticos se determiné por el método de Kirby-
Bauer y la serotipificacion por el esquema de Kauffman-White. Resultados. Se

detectaron los serotipos Lomita (6), Derby (4), Senftenberg (2), Javiana y Cannsttat
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(1). Se observé alta resistencia a ampicilina (18/19), carbenicilina (16/19),
tetraciclina (13/19) y trimetoprim-sulfametoxasol (13/19). Cinco cepas fueron no
tipificables y 14 mostraron multirresistencia. Conclusiones. La carne de res que se
vende en el principal centro de consumo del pais esta contaminada con serotipos
de Salmonella spp. relevantes para la salud publica. Una importante proporcion de
éstos es resistente a multiples antibidticos.

Palabras clave: serotipos de Salmonella; carne de res; resistencia a antibiéticos

ABSTRACT

Objective. To determine the serotype and antibiotic resistance profile of Salmonella
spp. isolated from retail ground beef in Mexico City. Materials and methods. A total
of 150 samples of ground beef were analyzed. The pathogen was isolated by
conventional methods and confirmed by PCR (invA gene, 284 bp). The antibiotic
resistance profile was determined by the Kirby-Bauer method while serotyping was
performed according to the Kauffman-White scheme. Results. We isolated a total
of 19 strains of Lomita (6), Derby (4), Senftenberg (2), Javiana and Cannsttat (1)
and undetermined (5) serotypes. The strains showed a high resistance rate to
ampicillin  (18/19), carbenicillin (16/19), tetracyclin (13/19), and trimethoprim-
sulfamethoxazole (13/19). Multi-drug resistance was observed in 14 isolates.
Conclusions. Several Salmonella spp. serotypes of public health significance are
circulating in ground beef sold in the major Mexican city. Some of these strains are

multi-drug resistance.

Keywords: Salmonella serotypes; ground beef, multidrug resistance; Mexico

La salmonelosis transmitida por alimentos es una de las principales preocupaciones
de salud publica a escala global."?2 La carne de diferentes especies, entre ellas la
de bovino, es un importante vehiculo de transmision de Salmonella,*>® de la cual
se han identificado mas de 2500 serotipos,” algunos de los cuales tienen
predominancia en ciertas especies animales y/o zonas geograficas. Ademas,
algunas cepas de este patdogeno han mostrado una creciente resistencia a
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antimicrobianos, lo que constituye un gigantesco desafio para las autoridades de
salud. De ahi que la tipificacion de aislamientos sea de gran utilidad para entender
la epidemiologia de este agente infeccioso y, por tanto, desarrollar medidas
preventivas para minimizar los riesgos asociados con el mismo.

Desafortunadamente, la frecuencia con que se presentan determinados serotipos
de Salmonella spp., asi como su perfil de resistencia a antibidticos en distintas
especies animales suele variar espacial y temporalmente.'® En México, las
investigaciones mas recientes en carne de res fueron realizadas entre cinco y trece
afos atras.%19.11.12.13 Por tanto, resulta necesario generar informacion reciente que
contribuya a evaluar el riesgo a la salud publica derivado de la presencia de
Salmonella spp. en carne de bovino, que es el segundo tipo de carne que mas se
consume en el pais. Es por ello que se realiza el presente trabajo, que tiene por
objetivo generar informacion sobre principales serotipos y perfil de resistencia a
antibiéticos de las cepas de Salmonella spp. asociadas con la carne de res que se

expende en la capital mexicana.

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo no requirié de la aprobacién del Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE), de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Lo anterior

en virtud de que en el estudio no se emplearon animales de experimentacion.

Disefio del Experimento

En este experimento se realiz6 un muestreo por conveniencia, en la Ciudad de
México, D. F., por ser el principal centro de consumo del pais y al que llega carne
de varios estados de la republica. La unidad muestral consistié en 100-200 gramos
de carne molida de res, expedida en supermercados, carnicerias, mercados

publicos y mercados sobre ruedas (tianguis).
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Muestreo

Para determinar el numero de lugares a muestrear, se utilizé la férmula para
determinar el tamafo de muestra para una proporcion de una poblacién, cuando no

conocemos el nimero de elementos en esa poblacion:'

n= Z.2*p*q* /e? donde:

n= tamafno de la muestra
«= 1.962 (ya que el nivel de confianza es del 95%).
p= proporcidn esperada (como no tenemos idea de dicha proporcion,
utilizamos el valor p=0.5 (50%) que maximiza el tamafo de muestra.
q=1-p
e= precision (en este caso se fijo en 10%)

Con base en la férmula anterior, el tamafio de muestra fue de 96, el cual se
redonde6 a 100. De éstas, la mitad se tomé en supermercados (n=50) e igual
numero en carnicerias, mercados publicos y tianguis. Los supermercados
pertenecen a las principales cadenas de tiendas que conforman los sistemas de
distribucion formal de carne refrigerada.’> A su vez, los mercados publicos,
mercados sobre ruedas (tianguis) y carnicerias hacen parte de los sistemas de
distribucion informal de carne caliente.!s

Los lugares para la toma de muestras se seleccionaron al azar, utilizando numeros
aleatorios generados en Microsoft Excel. En el caso de los supermercados, se
seleccionaron cuatro cadenas comerciales pertenecientes a la ANTAD (Asociacion
Nacional de Tiendas de Autoservicio y Departamentales). El numero de puntos de
venta a muestrear por cadena comercial se determin6 con base en la probabilidad
proporcional al tamafo (numero de tiendas) en cada una de estas. Los lugares para
la toma de muestras también fueron escogidos al azar. El muestreo se llevo a cabo
entre abril y noviembre de 2013. Las muestras se colocaron en hieleras con geles
refrigerantes para su transporte al laboratorio (2-4 °C) y fueron procesadas dentro
de las siguientes 4 horas.
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Analisis microbioldgico

Para la preparacion de las muestras se sigui6 el procedimiento descrito en la Norma
Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994,'6 que describe la preparacion y dilucion de
muestras de alimentos para su analisis microbiolégico. Asimismo, el aislamiento
microbiolégico se realizd de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-114-
SSA1-1994,17 segun el cual se deben seguir los pasos de pre-enriquecimiento,
enriquecimiento selectivo, aislamiento selectivo diferencial e identificacion

bioquimica.

Confirmacion molecular

Para la confirmacion molecular de la Salmonella, se determin6 la presencia del gen
invA (284 pb), caracteristico de Salmonella spp. y relacionado con su capacidad
invasiva. Se wusaron iniciadores especificos para Salmonella, utilizados
anteriormente por Rahn y colaboradores.'® La reaccién con estos iniciadores fue
llevada a cabo en 2.5 yL de buffer 10X para PCR (500 mM KCL, 200 Mm Tris HCL),
1.25 yL de dNTPs (10Mm), 1.6 yL de MgCl2, 0.5 yL de Tag DNA polimerasa
(Fermentas) y 1.5 uL de la extraccion de cada aislado. La PCR se corrié bajo las
siguientes condiciones: incubacion inicial a 94°C por 60 segundos; seguida por 35
ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 60 segundos; alineacion a 64°C por 30
segundos; finalmente una amplificacion a 72°C por 30 segundos, seguida de un
periodo de extension final de 7 minutos a 72°C. La amplificacién de los productos
de PCR fue analizada usando geles con 1.2% de agarosa, tefiidos con bromuro de
etidio y visualizados con un transiluminador.

Serotipificacion

La serotipificacion se realizé de acuerdo con el esquema de Kauffmann-White,” para
lo cual los aislamientos fueron enviados al Instituto de Diagnostico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE) de la Secretaria de Salud.

Resistencia a antibioticos

Para determinar la sensibilidad de los aislamientos a antibiéticos, se utilizé la prueba
de difusion en discos (sensidiscos individuales BIO-RAD) mediante el Método de
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Kirby-Bauer.!® Los resultados se reportaron de acuerdo con los criterios de
interpretacion propuestos por el CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute).2°
Se probaron 14 antibi6ticos: ampicilina (Am; 10 pg), amoxicilina-acido clavulanico
(Ax; 30 pg), amikacina (Ak; 30 ug), ceftriazona (Cro; 30 pg), cefalotina (Cf; 30 pg),
cefotaxima (Ctx; 30 pg), cloranfenicol (Chl; 30 pg), pefloxacina (Pef; 5 pg),
gentamicina (Ge; 10 pg), nitrofurantoina (Nf; 30 pg), netilmicina (Net; 30 pg),
trimetoprim sulfametazol (Stx; 250 pg), carbenicilina (Cb; 100 pg) y tetraciclina (Tet;
30 pg). Se utilizaron como organismos de control de calidad: Escherichia coli ATCC
8739, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Estos fueron donados por el laboratorio de
Microbiologia General de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas (ENCB) del
Instituto Politécnico Nacional de México. Las cepas fueron consideradas
multirresistentes cuando fueron resistentes a tres grupos de antibidticos o mas. Se
utilizaron las herramientas de analisis de datos de Microsoft Excel para elaborar la
estadistica descriptiva. Para el analisis de la relacion entre de la frecuencia de
muestras positivas a Salmonella y los distintos puntos de venta, se utilizé la prueba

de Chi cuadrado (x2), con un nivel de significancia del 95%.

RESULTADOS

Se encontrdé una frecuencia relativa promedio de Salmonella spp. en carne de res
molida del 16% en la muestra estudiada. No obstante, en los supermercados el
porcentaje de muestras positivas fue del 6% (3/50); mientras que en el sector
informal fue del 32% (16/50): 2 de tianguis, 4 de carnicerias y 10 de mercados
publicos (Cuadro I). La prueba de Chi cuadrado evidencié que el porcentaje de
muestras positivas a Salmonella spp. estuvo asociado significativamente (P<0,05)
con el tipo de mercado (formal o informal) en el que se expende la carne.

Los serotipos predominantes fueron Lomita y Derby, aunque también se
encontraron cepas de Senftenberg, Javiana y Cannstatt. Cinco de los aislamientos
tuvieron resultados no concluyentes, por lo que se reportan como no serotipificados.
En materia de susceptibilidad a antibioticos (Cuadro Il), las resistencias mas

frecuentes se presentaron en [(B-lactamicos; mientras que el 73.7% (14/19) de los
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aislamientos resultaron multirresistentes. Como se muestra en la figura 1, entre 70
y 95% de las cepas presentaron resistencia a ampicilina (18/19), carbenicilina
(16/19), tetraciclina (13/19) y trimetoprim-sulfametoxasol (13/19). En los demas
antibioticos el porcentaje de cepas resistentes fue mucho mas bajo (entre 5y 30%).
DISCUSION

Estudios previos en cortes de carne cruda® y carne molida,?' reportan porcentajes
de positividad a Salmonella spp. mucho mayores a los aqui observados. Sin
embargo, estas diferencias no son necesariamente el reflejo de un mejor control del
patogeno en fechas mas recientes, pues se ha demostrado que su prevalencia en
el ganado puede variar con la zona geografica y con la época del afio.?? En cualquier
caso, la frecuencia relativa observada en este estudio dista mucho de ser baja, lo
que indica que la carne bovina se mantiene como un vehiculo potencial para la
transmision de Salmonella spp.

Se ha sugerido que la presencia de nodulos linfaticos, en los recortes y en la carne
molida de res, podria ser una de las principales fuentes de contaminaciéon con
Salmonella.?® Lo anterior a partir de la clonalidad observada entre cepas presentes
en nodulos linfaticos y en carne cruda. Ademas, la alta prevalencia del patdégeno
(565-91%) que suele observarse en los nodulos linfaticos,?>2* los cuales son muy
dificiles de eliminar por completo de la carne durante el faenado en los rastros,
explica de manera plausible el hallazgo persistente de tasas de positividad a
Salmonella spp. de moderadas a altas en muestras de carne cruda en punto de
venta a lo largo de décadas.

Al parecer, para un mejor control de la diseminaciéon de Salmonella a través de la
carne de res sera necesario estudiar los factores que expliquen la colonizacion de
los nédulos linfaticos por esta bacteria en bovinos aparentemente sanos. Asimismo,
el desarrollo de estrategias para reducir la contaminacién de las canales con el
contenido de los nédulos linfaticos, desde los rastros, podria ser un factor clave para
la mitigacion de este riesgo.

En adicion a lo anterior, se requiere una mejor aplicacion de la ley, especificamente
en lo relativo al expendio de carne caliente. A pesar de que esta practica esta
prohibida en la normatividad vigente,?® es tolerada en todo el pais. La prueba de Chi
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cuadrado evidencié una asociacion significativa de la frecuencia de positividad a
Salmonella con el mercado informal, donde el porcentaje de muestras positivas fue
casi seis veces superior en relacion con los supermercados. Por tanto, es evidente
el potencial para reducir el riesgo de diseminacion del patégeno en la cadena de
abasto, si tan solo se aplicaran de manera efectiva las medidas ya contempladas
en la legislacion vigente.

Con respecto a los serotipos, afortunadamente no se detectd ninguno de los de mas
alta virulencia (ej. Enteritidis y Typhimurium DT104). Sin embargo, todos los que se
identificaron se han encontrado anteriormente en muestras de carne cruda y se han
reconocido como causantes de infecciones transmitidas por alimentos en humanos
en México y en otros paises.626:27.28

Aunque la distribucion de serotipos de Salmonella, tanto en alimentos como en
casos clinicos, suele ser muy variable,>%2° la predominancia de S. Lomita no
coincide con estudios anteriores realizados en México,%®1%22630 en los que se
reportan frecuencias nulas de esta serovariedad, tanto en muestras clinicas como
en alimentos. No obstante, se ha sugerido que el hallazgo de cepas que podrian
considerarse “exoticas” en determinadas regiones, podria deberse a la globalizacion
comercial y a la intensificacion del turismo, los cuales favorecen la introduccion e
intercambio de distintos serotipos de Salmonella entre paises.3'32
Desafortunadamente, las muestras incluidas en el presente trabajo fueron tomadas
sblo en punto de venta y en un corto periodo de tiempo (aproximadamente 8
meses). Estas limitaciones imposibilitan establecer las razones que condicionan el
predominio de determinados serotipos. Tampoco se encontraron reportes previos
de estudios similares en la Ciudad de México, que permitieran establecer
comparaciones cronoldgicas. No obstante, resulta interesante analizar por qué S.
Lomita, un serotipo asociado principalmente con las palomas,?”-?8 fue aislado sélo
de muestras obtenidas en el mercado informal. Los expendios informales tienen en
comun el pobre manejo sanitario de la carne y la falta de refrigeracion, ademas de
que en estos locales el control de plagas es por lo general muy limitado o inexistente.
Sin embargo, esto por si solo no explica el predominio de S. Lomita, una cepa que

no habia sido reportada anteriormente en muestras de alimentos en México. Aun
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asi, aparece como serotipo predominante en carne molida y ademas exhibe un perfil
de multirresistencia a antimicrobianos. Por ello, seria conveniente realizar otros
estudios para identificar su origen mas probable, asi como los factores que
condicionan su diseminacion en la cadena de abasto, hasta llegar al punto de venta.
En materia de susceptibilidad a antibioticos, la elevada tasa de resistencia a [3-
lactamicos, tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxasol, asi como el hecho de que casi
las tres cuartas partes de los aislamientos resultaron multirresistentes, evidencia
que existe una considerable presion de seleccion de cepas en diferentes segmentos
de la cadena productiva.

En este trabajo se observo resistencia a medicamentos empleados exclusivamente
en terapéutica humana, tales como el cloranfenicol, cuyo uso en produccién animal
esta prohibido desde hace décadas.3? Este hallazgo coincide con lo observado en
un estudio que se realizé en 2009 en el estado de Hidalgo,' en el que el porcentaje
de cepas resistentes a cloranfenicol fue ligeramente superior (23.1) al reportado en
este trabajo. Ello reafirma la importancia de evaluar los riesgos relacionados con el

empleo de antibidticos en medicina humana y medicina veterinaria.

Por otra parte, se observo que casi el 60% de las cepas de Salmonella mostraron
resistencia a sulfa-trimetoprim, autorizado para tratar infecciones tanto en humanos
como en animales. Cabe mencionar que el porcentaje de resistencia aqui
encontrado es tres veces superior al reportado hace 6 afios.'® Adicionalmente, un
numero considerable de aislamientos resistieron antibiéticos de amplio espectro,
tales como la gentamicina, usada en medicina veterinaria y humana en el
tratamiento de multiples infecciones, tales como septicemias, meningitis, peste y
neumonias, entre otras. Asimismo, la resistencia a pefloxacina, si bien se present6
s6lo en una cepa, es de las mas preocupantes, pues se trata del antibiético de
eleccion para tratar casos de salmonelosis entérica en adultos.3*

Aunque los resultados de este trabajo no permiten vincular las cepas aisladas de la
carne con casos clinicos en humanos, la alta proporciéon de aislamientos que
resistieron entre 6 y 8 antibidticos sugiere que la exposicion del consumidor

mexicano a cepas de Salmonella multirresistentes constituye un riesgo latente. Por
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ejemplo, serotipos como Javiana suelen presentar una combinacion de alta
virulencia (la infeccion provoca complicaciones como meningitis, abscesos
hepaticos y colecistitis)*> y un perfil de multirresistencia?®?® semejante al reportado
para este serotipo en este trabajo (Am/Cb/Cf/Chl/Tet). El tratamiento de infecciones
causadas por cepas con estas caracteristicas puede ser muy complicado. De ahi la
importancia de identificar medidas que contribuyan a prevenir la presencia del
patdgeno en la carne que se expende en los puntos de venta.

Si bien los resultados de este estudio no son necesariamente representativos de la
situacion nacional, el muestreo en la principal urbe del pais constituye una buena
aproximacion a lo que puede estar sucediendo en el resto de la republica. Ademas,
contribuyen a fundamentar la necesidad de migrar hacia un sistema activo de
vigilancia epidemioldgica, como el que se aplica en paises desarrollados.?® Esto es,
que se identifique y se tipifique, de manera sistematica, a los patégenos causantes
de brotes/casos, asi como al alimento involucrado en los mismos. De esta forma,
se puede realizar una mejor gestion de los riesgos asociados con el consumo de
alimentos.

La presencia de serotipos de Salmonella, multirresistentes a antibiéticos, en carne
de res molida de venta al publico en México, evidencia la necesidad de investigar la
epidemiologia de la contaminacion por Salmonella durante toda la cadena
productiva de carne bovina. Estudios futuros sobre diversidad genética, presencia
y mecanismos de transmisidon de genes de resistencia y de virulencia, e incluso de
secuenciacion completa del genoma de las cepas circulantes podrian ofrecer

informacion vital para mejorar la gestion de este riesgo microbioldgico.

AGRADECIMIENTOS

Esta investigacion fue realizada con financiamiento del proyecto SAGARPA-
CONACYT 109127. Los autores agradecen la colaboracion del personal del
laboratorio de microbiologia general de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas,
Instituto Politécnico Nacional.

150



Declaracién de conflicto de intereses: ninguno de los autores tiene conflicto de

intereses con respecto a la presente publicacion.
REFERENCIAS
1. CDC. National Salmonella Surveillance Annual Report — Appendices, 2010 [documento

en internet]. US Department of Health and Human Services, 2013. Disponible en:

http://www.cdc.gov/ncezid/dfwed/pdfs/salmonella-annual-report-appendices-2010-

508c.pdf. Consultado: 26 de Febrero de 2013.

2. EFSA. 2010. The community summary report on trends and sources of zoonoses,
zoonotic agents and food-borne outbreaks in the European Union in 2008. EFSA Journal,
8(1):410.

3. SSA. Anuarios de morbilidad [documento en internet]. Secretaria de Salud, México, 2013.
Disponible en: http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/anuario/html/anuarios.html.
Consultado: 26 de Febrero de 2015.

4. Rhoades, J.R., G. Duffy K. Koutsoumanis. 2009. Prevalence and concentration of
verocytotoxigenic Escherichia coli, Salmonella enterica and Listeria monocytogenes in the
beef production chain: a review. Food Microbiol, 26(4):357-376.

5. Sibhat, B., B. Molla Zewde, A. Zerihun, A. Muckle, L. Cole, P. Boerlin, E. Wilkie, A. Perets,
K. Mistry W.A. Gebreyes. 2011. Salmonella serovars and antimicrobial resistance profiles
in beef cattle, slaughterhouse personnel and slaughterhouse environment in Ethiopia.
Zoonoses Public Health, 58(2):102-109.

6. Zaidi, M.B., J.J. Calva, M.T. Estrada-Garcia, V. Ledn, G. Vazquez, G. Figueroa, E. Lopez,
J. Contreras, J. Abbott, S. Zhao, P. McDermott L. Tollefson. 2008. Integrated Food Chain
Surveillance System for Salmonella spp. in Mexico. Emerg Infect Dis, 14(3):429-435.

7. Grimont, P.A.D., Weill, F. Antigenic formulae of the Salmonella serovars [documento en
internet]. WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella, Institut
Pasteur, 2007. Disponible en:
http://www.pasteur.fr/ip/portal/action/\WWebdriveActionEvent/oid/01s-000036-089.
Consultado: 25 de Febrero de 2015.

151



8. EFSA. 2015. The European Union Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses,
Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 2013. EFSA Journal, 13(1):3991-4152.

9. Zaidi, M.B., P. McDermott, P. Fedorka-Cray, V. Leon, C. Canche, S. Hubert, J. Abbott,
M. Leon, S. Zhao, M. Headrick L. Tollefson. 2006. Nontyphoidal Salmonella from human
clinical cases, asymptomatic children and raw retail meats in Yucatan, Mexico. Clin Infect
Dis, 42:21-28.

10. Miranda, J.M., A.C. Mondragén, B. Martinez, M. Guarddon J.A. Rodriguez. 2009.
Prevalence and Antimicrobial Resistance Patterns of Salmonella from Different Raw Foods
in Mexico. J Food Prot, 72(5):966-971.

11. Perez-Montafio, J.A., D. Gonzalez-Aguilar, J. Barba, C. Pacheco-Gallardo, C.A.
Campos-Bravo, S. Garcia, N.L. Heredia E. Cabrera-Diaz. 2012. Frequency and
Antimicrobial Resistance of Salmonella Serotypes on Beef Carcasses at Small Abattoirs in
Jalisco State, Mexico. J Food Prot, 75(5):867-873.

12. Varela-Guerrero, J.A., M. Talavera-Rojas, C. Gutierrez-Castillo Adel, N.E. Reyes-
Rodriguez J. Vazquez-Guadarrama. 2013. Phenotypic-genotypic resistance in Salmonella
spp. isolated from cattle carcasses from the north central zone of the State of Mexico. Trop
Anim Health Prod, 45(4):995-1000.

13. Hernandez-San Juan, S., A. Zufiga-Estrada, |. Sanchez-Ortega, J. Castro-Rosas, A.D.
Roman-Gutiérrez E.M. Santos-Lopez. 2007. Condiciones microbiolégicas en el proceso de

sacrificio en un rastro municipal del estado de Hidalgo, México. Vet Mex, 38(2):187-194.

14. Ryan, T.P., Sample size determination and power. Wiley Series in Probability and
Statistics. 2013, Hoboken, New Jersey: John Wiley & Sons, Inc. 374.

15. INIFAP. Calidad en puntos de venta de carne [documento en internet]. INIFAP, 2012.
Disponible en:
http://www.sagarpa.gob.mx/ganaderia/Documents/MANUALES%20INIFAP/Calidad%20en
%20puntos%20de%20venta%20de%20carne.pdf. Consultado: 13 de Marzo de 2015.

16. SSA, NORMA Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, Preparacion y dilucién de
muestras de alimentos para su analisis microbiolégico. 1994: Diario Oficial de la Federacion.
15 agosto 1994.

152



17. SSA, Método para la determinacion de Salmonella en alimentos. 1994: Diario Oficial de

la Federacion, 15 de agosto de 1994.

18. Rahn, K., S.A. De Grandis, R.C. Clarke, R. Curtiss C.L. Gyles. 1992. Amplification of an
invA gene sequence of Salmonella typhimurium by polymerase chain reaction as a specific
method of detection of Salmonella. Mol Cell Probes, 6:271-279.

19. Bauer, A.W., W.M. Kirby, J.C. Sherris M. Turck. 1966. Antibiotic susceptibility testing by
a standardized single disk method. Am J Clin Pathol, 45(4):493-496.

20. CLSI, Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved
Standard—Eleventh Edition. CLSI document M02-A11. 2012: Wayne, PA: Clinical and

Laboratory Standards Institute.

21. Cabrera-Diaz, E., C.M. Barbosa-Cardenas, J.A. Perez-Montano, D. Gonzalez-Aguilar,
C. Pacheco-Gallardo J. Barba. 2013. Occurrence, serotype diversity, and antimicrobial
resistance of salmonella in ground beef at retail stores in Jalisco state, Mexico. J Food Prot,
76(12):2004-10.

22. Gragg, S.E., G.H. Loneragan, K.K. Nightingale, D.M. Brichta-Harhay, H. Ruiz, J.R. Elder,
L.G. Garcia, M.F. Miller, A. Echeverry, R.G. Ramirez Porras M.M. Brashears. 2013.
Substantial within-animal diversity of Salmonella isolates from lymph nodes, feces, and
hides of cattle at slaughter. Appl Environ Microbiol, 79(15):4744-50.

23. Koohmaraie, M., J.A. Scanga, M.J. De La Zerda, B. Koohmaraie, L. Tapay, V.
Beskhlebnaya, T. Mai, K. Greeson M. Samadpour. 2012. Tracking the sources of
Salmonella in ground beef produced from nonfed cattle. J Food Prot, 75:1464—-1468.

24. Haneklaus, A.N., K.B. Harris, D.B. Griffin, T.S. Edrington, L.M. Lucia J.W. Savell. 2012.
Salmonella prevalence in bovine lymph nodes differs among feedyards. J Food Prot,
75:1131-1133.

25. SSA, Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009, practicas de higiene para el
proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios. 2009: Diario Oficial de la

Federacion, 8 diciembre 2009.

153



26. Gutiérrez-Cogco, L., E. Montiel-Vazquez, P. Aguilera-Pérez M.C. Gonzalez-Andrade.
2000. Serotipos de Salmonella identificados en los servicios de salud de México. Salud
Publica Mex, 42(6):490-495.

27. Osman, K.M.S.H. Marouf. 2014. Comparative dendrogram analysis of OMPs of
Salmonella enterica serotype Enteritidis with Typhimurium, Braendurup and Lomita isolated
from pigeons. Int J Adv Biotechnol Res, 2(1):952-960.

28. Osman, K.M., S.H. Marouf, O.A. Mehana N. AlAtfeehy. 2014. Salmonella enterica
serotypes isolated from squabs reveal multidrug resistance and a distinct pathogenicity gene
repertoire. Rev Sci Tech Off Int Epiz, 33(3):1-19.

29. CDC. Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet): FoodNet
Surveillance Report for 2012 (Final Report) [documento en internet]. U.S. Department of
Health and Human Services, 2014. Disponible en:

http://www.cdc.gov/foodnet/data/reports.html. Consultado: 25 de Febrero de 2015.

30. Narvaez-Bravo, C., M.F. Miller, T. Jackson, S. Jackson, A. Rodas-Gonzalez, K. Pond,
A. Echeverry M.M. Brashears. 2013. Salmonella and Escherichia coli O157:H7 Prevalence
in Cattle and on Carcasses in a Vertically Integrated Feedlot and Harvest Plant in Mexico. J
Food Prot, 76(5):786-795.

31. Uyttendaele, M.R., J.M. Debevere, R.M. Lips K.D. Neyts. 1998. Prevalence of

Salmonella in poultry carcass and their products in Belgium. Int J Food Microbiol, 40:1-8.

32. Kim, S. 2010. Salmonella serovars from foodborne and waterborne diseases in Korea,
1998-2007: total isolates decreasing versus rare serovars emerging. J Korean Med Sci,
25(12):1693-9.

33. SARH, NORMA Oficial Mexicana NOM-004-Z0O0-1994, Control de residuos toxicos en
carne, grasa, higado y rindn de bovinos, equinos, porcinos y ovinos, S.d.A.y.R. Hidraulicos,
Editor. 1994: Diario Oficial de la Federacion, 27 junio 1994.

34. INFOSAN. Nota de informacion INFOSAN 3/2005. Resistencia antimicrobiana a
Salmonella [documento en internet]. 2005. Disponible en:
http://www.who.int/foodsafety/fs_management/No 03 Salmonella_Apr05 sp.pdf.
Consultado: 19 de Diciembre de 2014.

154



35. Mezal, E.H., R. Stefanova A.A. Khan. 2013. Isolation and molecular characterization of

Salmonella enterica serovar Javiana from food, environmental and clinical samples. Int J

Food Microbiol, 164(1):113-8.

CUADROS Y FIGURAS

Cuadro |. Frecuencia relativa de Salmonella spp. y serotipos identificados en

muestras de carne de res molida de la Ciudad de México, abril a noviembre de

2013

Origen de Frecuencia relativa

muestra n de Salmonella spp. Serotipos No. aislamientos

Supermercados 50 6.0 Cannstatt 1
N.D. 2

Tianguis 5 40.0 Lomita 1
Senftenberg 1

Carnicerias 15 26.7 Derby 2
Lomita 2

Mercados 30 33.3 Derby 2

publicos Javiana 1
Lomita 3
N.D. 3
Senftenberg 1

'Serotipo no determinado en aislamientos con resultados no concluyentes.

155



Cuadro Il. Perfil de resistencia a antibidticos de los serotipos de Salmonella spp. aislados de

carne molida de res en la Ciudad de México, abril a noviembre de 2013

Resistencia
Origen Serotipo Perfil de resistencia’ intermedia
Mercados Derby Am/Cb/Sxt/Tet
Javiana Am/Cb/Cf/Chl/Tet Cro/Ge
N.D.2 Am/Cb/Cf/Sxt/Ge/Nf/Net/Tet
N.D.2 Am/Cb/Sxt/Ge/Tet Nf
N.D.2 Cb/Nf CfiGe
Lomita Am/Cb/Sxt/Tet
Carnicerias Lomita Am/Cb/Sxt/Tet
Lomita Am/Cb/Sxt/Tet
Derby Am Cb
Derby Am/Cb
Tianguis Senftenberg Am/Cb/Sxt/Chl/Tet
Lomita Am/Cb/Cf/Sxt/Tet
Mercados Senftenberg Am/Cb/Cf/Sxt/Chl/Ge/Tet Ak
Lomita Am/Cb/Sxt/Pef/Tet Cf
Lomita Am/Cf/Sxt/Ge/Tet Cb
Derby Am/Cf Cb
Supermercados Cannstatt Am/Cb/Tet
N.D.2 Am/Cb/Sxt/Ge/Net/Nf
N.D.2 Am/Cb/Sxt/Ge

'Am: Ampicilina; Cb: Carbenicilina; Tet: Tetraciclina; Sxt: Sulfa-trimetoprim; Cf: Cefalotina; Nf:

Nitrofurantoina; Ge: Gentamicina; Pef: Pefloxacina; Chl: Cloranfenicol; Net: Netilmicina; Cro:

Ceftriaxona; Ak: Amikacina

2ND: No determinado




Figura 1. Porcentaje de cepas de Salmonella spp. (n=19) resistentes a cada uno de los
antibiéticos probados en el estudio
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Caracterizacion fenotipica y molecular de cepas de Salmonella spp. y Escherichia coli

asociadas con el proceso de matanza y deshuese de bovinos

Phenotypic and molecular characterization of Escherichia coli and Salmonella spp.
associated with beef cattle slaughter and fabrication process

Resumen

El objetivo fue caracterizar cepas de Escherichia coli y Salmonella spp. asociadas con el
proceso de matanza y deshuese de bovinos. Se tomaron muestras de heces, canales y cortes
primarios (100 de cada tipo) en un rastro ubicado en el norte de México. E. coli no se analizd
en heces, por ser esta bacteria parte de la microbiota intestinal. La identificacion de las cepas
se realizé bioquimicamente y por PCR: gen invA, para Salmonella spp. y gadA, para E. coli.
Para esta ultima se determind también la presencia de genes asociados con los patotipos
STEC (stx1, stx2, eae), ETEC (estA, eltA) y EPEC (eae, bfp). La frecuencia de E. coli en
canales fue de 34% y en cortes 11%, con una concentracion promedio de 0.12 y 0.33 log
UFC/cm?, respectivamente. Casi todos los serotipos de E. coli que se identificaron han sido
asociados con los patotipos STEC o ETEC. Sin embargo, ninguna de las cepas portaba los
factores de virulencia investigados. Salmonella spp. se presentd en 35% en heces, 4% en
canales y 2% en cortes, siendo Montevideo el serotipo predominante (72.5% del total de
cepas). En resumen, las canales y los cortes de bovinos no parecen ser una fuente relevante
de cepas patdgenas de E. coli. No obstante, los bovinos constituyen un importante reservorio
de Salmonella spp., lo que representa un riesgo para la salud publica. Se requieren estudios
genomicos sobre el perfil de virulencia y los genes asociados con infecciones subclinicas en

cepas provenientes de animales aparentemente sanos.

Palabras clave: Escherichia coli, Salmonella spp., Bovinos, Sacrificio, Serotipos,

Patotipos.
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Abstract

The objective was to characterize strains of Escherichia coli and Salmonella spp. isolated along
the beef slaughter and fabrication process. For that purpose, we took 100 samples of rectal
contents, hot carcasses and primal cuts (300 in total) in a Federally Inspected slaughterhouse.
E. coliwas not analyzed in feces since this bacterium is part of the intestinal microbiota. Isolates
were confirmed both biochemically and through PCR (targeting gadA and invA genes, for E.
coliand Salmonella spp., respectively). We conducted additional PCR tests for E. coli, targeting
genes associated with pathotypes STEC (stx1, stx2, eae), ETEC (estA, eltA), and EPEC (eae,
bfp). E. coli was found at a frequency of 34% in carcasses and 11% in primal cuts, and at an
average concentration of 0.12 and 0.33 log CFU/cm?, respectively. However, none of these
isolates belonged to any of the investigated pathotypes. Salmonella spp. was found in 35% of
feces, 4% of carcasses and 2% of primal cuts, with Montevideo being the predominant serovar
(72.5% of all isolates). In summary, beef carcasses and cuts do not seem to be a significant
source of pathogenic E. coli. Conversely, bovines are a significant reservoir of Salmonella spp.,
representing a latent risk for public health. Further studies are needed to identify factors
associated with the predominance of certain Salmonella spp. serovars in animal production
settings, as well as with their ability to establish subclinical infections.

Key words: Escherichia coli, Salmonella spp., Beef cattle, Slaughter, Serovars,
Pathotypes.




20

21
22
23
24
25
26
27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

48

Introduccion

Las infecciones intestinales causadas por Salmonella spp. y los distintos patotipos de E. coli,
como los productores de toxinas tipo shiga (STEC), constituyen un problema de salud publica
a escala global'"). Ambos patdgenos suelen contaminar la carne de diferentes especies, entre
ellas la de bovino??), que es el segundo tipo de carne que mas se consume en México™). Por
ello, la caracterizacion de las cepas de Salmonella spp. y E. coli que circulan en la cadena
productiva de bovinos de carne es de vital importancia para mejorar la gestidén de los riesgos
asociados con ambos patdgenos.

La mayoria de los estudios realizados en este campo en México se concentran en un solo
punto de la cadena productiva. Por ejemplo, varios autores han observado frecuencias
moderadas (8-15%) de Salmonella spp. en canales de bovino®7), sin que se reporte en todos
los casos los serotipos representados. En estudios mas completos se reportan niveles de
contaminacion mas elevados (25-100%) en piel, heces, linfonodos, canales no refrigeradas y
carne®10), detectandose sobrerrepresentacion de ciertos serotipos en algunas de las matrices
analizadas. Sin embargo, la comparacion entre estudios es dificil, debido a la variacién que
existe en cuanto al tipo de muestra analizada, segmento de la cadena productiva, metodologia
de analisis empleada, asi como zona geografica y/o sistema de produccion animal y/o
condiciones sanitarias del proceso bajo estudio.

En el caso de E. coli, la situacion es similar. La mayoria de los estudios se enfoca en un
segmento de la cadena productiva y en cepas STEC entero-hemorragicas, tales como E. coli
0157:H7®11.12) Aunque en estudios previos se ha reportado una baja frecuencia (1-3%) de
cepas patégenas de E. coli en canales y en heces de bovinos(''-'3), no se ha explorado a fondo
la distribucién de estas a lo largo de la cadena productiva. Esta informacion puede contribuir a
identificar patrones de diseminacion en diferentes procesos y/o en distintas zonas geograficas,
asi como medidas que contribuyan a garantizar la inocuidad de los alimentos y a proteger la
salud publica. Por tanto, el presente estudio tiene como objetivo realizar la caracterizacion
fenotipica y molecular de cepas de E. coli y Salmonella spp. obtenidas en diferentes etapas
del proceso de matanza y corte de bovinos en un rastro Tipo Inspeccion Federal.
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Materiales y métodos

Disefo del estudio y determinaciéon del tamafo de muestra

Se realizé un muestreo en tres de las etapas del proceso de transformacion del bovino desde
la matanza hasta el corte: 1) contenido rectal obtenido después de la evisceracion, 2) canales
calientes y 3) cortes primarios. Cada etapa se consider6 como un muestreo por separado
puesto que no era posible determinar con anticipacién el destino de los animales, ya que
algunos se vendieron en canales enteras y otros en cortes. El tamafio de muestra para cada
etapa a evaluar fue calculado mediante la formula estadistica para determinar el tamafio de
muestra para una proporcion de una poblacién, cuando no conocemos el numero de elementos
en esa poblacion('4):

ZZ* *
n==24 - donde:
dZ

n = tamafno de muestra
«2 = Valor de Z en una distribucion normal Zy = 1.96 cuando a = 0.05

p = proporcion de la poblacion que presenta la caracteristica estudiada (si se
desconoce se emplea 0.5, como en este caso)

q = proporcion aproximada de la poblacion que no presenta la caracteristica
estudiada(1-p)

d = error o precision deseada, que se fijo en 10% (0.1)

Con dicha formula se obtuvo un tamafio de muestra por etapa de 96, el cual se redondeé a
100, para un total de 300 muestras en el estudio. El estudio se realizé en una empresa
integrada de produccién de carne de bovino situada en el norte México, y que incluye corrales
de engorda, rastro y sala de corte. Los animales, finalizados durante un promedio 190 dias en
la engorda, provienen de ocho estados de la Republica Mexicana. La empresa fue
seleccionada por sus caracteristicas integrales, que permiten tener un modelo de la cadena

productiva en un solo sitio.
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Toma de muestras

Contenido rectal

Las muestras de heces se tomaron del recto, después de la evisceracion, aproximadamente a
los 20 min después de la muerte del animal. Para ello, se retuvieron momentaneamente los
paquetes de visceras en la rampa de eviscerado, se abri6 la ligadura del recto y se usaron
guantes nuevos de nitrilo para recolectar las muestras de heces, mismas que fueron
depositadas en bolsas estériles para su posterior procesamiento. Cada muestra se tomé con
un nuevo par de guantes. Debido a que E. coliforma parte de la microbiota intestinal del bovino,
se asumid que todas las muestras resultarian positivas y con altas concentraciones, por lo que

no se hizo el muestreo de rectos para E. coli.

Canales sin refrigerar

Se empled la metodologia utilizada por la Secretaria de Agricultura de los Estados Unidos en
sus estudios microbiologicos de linea base para la especie bovina™ con ligeras
modificaciones. En lugar de canales refrigeradas, se muestrearon canales calientes y se
empled el agua peptonada de una misma canal para la deteccion de ambos patdégenos (E. coli
y Salmonella spp.). En todos los casos, se muestrearon medias canales (lado derecho)
empleando esponjas y marcos estériles desechables de 10 x 10 cm? (Meat/Turkey Carcass
Sampling Kit, NASCO®) en tres puntos de la canal (pierna, falda y pecho) para dar un total de
superficie de 300 cm? por canal.

Cortes

En la sala de cortes, una vez que se obtuvieron los cortes primarios y antes del empacado, se
seleccionaron al azar piernas, faldas y pechos para la toma de muestras. Para ello, se utilizd
el mismo método descrito anteriormente para las canales, excepto porque se tomd un solo

marco de 100 cm? por corte.

Analisis microbiolégicos

Una vez tomadas las muestras, las esponjas fueron selladas en bolsas estériles de plastico y
guardadas en hieleras con geles refrigerantes para su traslado al laboratorio de la planta. De
los 10 mL de agua peptonada se inocularon por triplicado 100 yL en placas con agar
Salmonella-Shigella (SS) (MCD Lab®, PRONADISA-CONDA®, Espafa), las cuales se
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incubaron a 37 °C y se revisaron a las 24, 48 y 72 h. Las placas que no mostraron crecimiento
de colonias con morfologia tipica de Salmonella spp. a las 72 h se consideraron como
negativas. Para las muestras de heces, se emplearon hisopos estériles para realizar la siembra
directa en medio SS y se procedié de igual forma para la incubacién y lectura de las placas.
Las cajas que contenian colonias con morfologia sugerente de Salmonella spp. (con
produccion de acido sulfhidrico, colonias redondeadas, convexas de borde regular) fueron
resembradas en medio CHROMAgar Salmonella Plus (CHROMAgar®, Paris, Francia) para su
purificacion y confirmacion. Todas las colonias sugerentes a Salmonella spp. (productoras de
acido sulfhidrico o de coloracion morada en CHROMAgar Salmonella Plus) fueron
recuperadas. Los aislamientos puros y confirmados con el medio selectivo y diferencial fueron
sembrados en agar tripticaseina de soya (TSA) para su caracterizacion por métodos
bioquimicos y por PCR.

Del volumen restante del agua peptonada, se tomé 1 mL para cada placa rehidratable 3M
Petrifilm® E. coli/Coliformes (3M, Saint Paul, Estados Unidos de América), para estimar la
concentracion de Escherichia coli genérica y de coliformes totales. Las placas 3M Petrifilm
fueron incubadas a 37°C y analizadas a las 24 y 48 h, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se emple6 el medio CHROMAgar ECC (CHROMAgar®, Paris, Francia) para aislar
las cepas identificadas en las placas 3M Petrifilm.

Caracterizacién bioquimica

Las cepas de Salmonella fueron identificadas con substratos preparados en el laboratorio que
incluyeron fermentacion de glucosa y lactosa, con produccion de gas y capacidad de producir
H2S, agar Kliger, rojo de metilo y Voges-Proskauer, produccion de ureasa e indol, utilizacion de
citrato y de malonato como unica fuente de carbono, desaminacién de fenilalanina, oxidacion

delacido glucdnico y descarboxilacion de lisina, arginina y ornitina(®).

Caracterizaciéon molecular

La caracterizacién molecular se realizé mediante PCR de punto final, empleando iniciadores
contra secuencias especificas de genes tipicos de cada especie (Cuadro 1). Para Salmonella
spp. se utilizé el gen invA("") y para E. coli, el gen gadA('®), el cual codifica para la subunidad

alfa de la glutamato descarboxilasa, perteneciente al sistema de resistencia al estrés acido en
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E. coli. Ademas, para identificar los patotipos presentes, se incluyeron otros seis genes
asociados con cepas enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénicas (ETEC) y productoras de
toxina tipo shiga (STEC). Por ejemplo, el gen eaeA, codifica para una intimina, proteina
importante para la adhesién mediante el receptor translocado de intimina('® y se encuentra
presente en el genoma de los patotipos EPEC y STEC. Por su parte, los genes que codifican
para las toxinas tipo shiga 1 (stx71) y 2 (stx2) suelen presentarse en las cepas STEC, las cuales
manifiestan el mismo fenotipo ya sea que porten uno de estos genes o ambos('®). También se
investigo la presencia de genes codificantes para las toxinas termoestable (estA) y termolabil
(eltA), asociados con cepas ETEC®?); asi como el gen bfp (del inglés bundle forming pilus),
que codifica para los pili formadores de penachos, involucrados en la adhesion al epitelio
intestinal y que tipicamente se encuentra en el genoma de cepas EPEC). Las reacciones de
PCR se realizaron en un volumen total de 25 pL y se utilizaron los reactivos del Top Taq Master
Mix Kit de la marca QIAGEN®, con las siguientes concentraciones finales: 1.25 Unidades de
Taq Polimerasa, 1.5 mM MgCI2, 1x Buffer para PCR, 200uM de cada dNTP. Las condiciones
empleadas para cada reaccion fueron las mismas descritas en publicaciones anteriores (ver
Cuadro 1).

Los productos de amplificacion por PCR fueron procesados por electroforesis en agarosa
(SeaKem® LE Agarose, Lonza, ME, EEUU) al 1% para los productos de alto peso molecular
(gadA, eaeA, stx1) y al 2% para los mas pequenos (eltA y estA). Los geles fueron corridos a
voltaje constante de 80 V por 50 min y la visualizacion y digitalizacién de imagenes se realizd
en un fotodocumentador Gel Logic 2200 con el software Care Stream®.

Serotipificacion

Salmonella spp.

Tipificacion serologica del antigeno somatico (O). La identificacidon serologica de las cepas
de Salmonella se realiz6 de acuerdo al esquema de Kauffmann—White?'-22). La obtencién del
antigeno somatico (O) se llevo a cabo hirviendo los cultivos bacterianos a vapor fluente durante
1 h. El antigeno O se determind utilizando sueros polivalentes anti-O A, B, D, D, E, Fy G de
(DIFCO, BD) y sueros anti-O monovalentes (especificos) de los serogrupos A, C, D, Ey F
(DIFCO, BD).
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Tipificacion serolégica del antigeno flagelar (H). Este antigeno se obtuvo inoculando las
cepas en medio semisdlido en tubos de Cragie’s y resembrando en caldo nutritivo. El antigeno
H de fase | y Il de las cepas se determind utilizando el sistema de antisueros-H Spicer-Edwars
(DIFCO) y sueros monovalentes (especificos) de los serogrupos A, B, C, D, Ey F.

E. coli

Las cepas de E. coli fueron serotipificadas utilizando microaglutinacion en placa de 96 pozos
y 187 sueros anti-antigeno somatico (O) y 53 sueros anti-antigeno flagelar (H) obtenidos en
conejo (SERUNAM), empleando el método descrito por @rskov y @rskovi®®, con

modificaciones menores.

Clasificacion por filogrupos

Debido a que ciertos filogrupos de E. coli estan asociados con animales o con humanos, asi
como con diferentes patotipos de la bacteria, se decidio realizar la clasificaciéon en grupos
filogenéticos mediante PCR, segun el esquema de Clermont(®). Esta técnica permite dividir a
los aislamientos de E. coli en siete grupos filogenéticos caracteristicos de la especie (A, B1,
B2, C, D, E y F) y un grupo adicional, correspondiente al Clado Criptico |. La prueba se realiz6
mediante una reaccion de PCR cuadruple inicial, que detecta los genes arpA, chuA, yjaA 'y
TSPE4.C2. Ademas, en caso de obtener resultados sugerentes de filogrupos E y C, se realiza
un PCR duplex adicional dirigido hacia una variante alélica del gen arpA (especifica del grupo
E); o bien, a una variante alélica del gen trpA (especifica para el grupo C), mas un control
interno dirigido para el gen trpBA. Las reacciones se llevaron a cabo directamente, a partir de
colonias frescas crecidas 24 horas en agar TSA. Las reacciones de PCR se realizaron a un
volumen de 25 L, bajo las mismas condiciones descritas previamente?®). Los productos de
amplificacion por PCR fueron procesados por electroforesis en agarosa (SeaKem® LE
Agarose, Lonza, ME, EEUU) al 2%, corriendo a voltaje constante a 80 V por 50 min. La
visualizacion y digitalizacion de imagenes se realizé en un fotodocumentador Gel Logic 2200,
con el programa Care Stream®.
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Analisis de la informacién

Se calcul¢ la frecuencia de positividad para ambos patogenos en las muestras evaluadas, asi
como la concentracion en el caso de E. coli. Se utilizo la prueba de Chi cuadrado y la razén de
momios para detectar asociacion entre la positividad a los patogenos y el tipo de muestra.

Resultados

Del total de muestras analizadas (300 para Salmonella spp. y 200 para E. coli) se obtuvieron
86 aislamientos, 41 de ellos fueron identificados como Salmonella spp. y otros 45 como E. coli,
para una frecuencia global de 13.7 y 22.5%, respectivamente. Sé6lo una de las muestras,

proveniente de una canal, fue positiva para ambas bacterias.

Salmonella spp.

La frecuencia de contaminacién con Salmonella spp. fue de 35% en heces, mientras
que en canales y en cortes fue de 4 y 2%, respectivamente (Figura 1). De los 41 aislamientos
obtenidos, 39 fueron identificados como Salmonella spp. mediante pruebas bioquimicas. Lo
anterior debido a resultados atipicos en el metabolismo de amino acidos y en la produccion de
acido sulfhidrico. Sin embargo, los 41 aislamientos fueron confirmados por PCR, debido a que
amplificaron el fragmento del gen invA.

La prueba de Chi cuadrado evidencio que existe una fuerte asociacién (x>=27.1, P<0.00001)
entre el tipo de muestra y la frecuencia de contaminacion con Salmonella spp. Esto fue
confirmado por la razén de momios, donde la probabilidad de encontrar muestras positivas a
Salmonella spp. en heces fue mucho mayor que en las demas matrices (razon de
probabilidades 18.2, intervalo de confianza al 95% 7.3-45.2, P<0.0001).

Con respecto a los serotipos presentes, se logro tipificar 35 de los 41 aislamientos. Las otras
seis cepas solo pudieron ser caracterizadas parcialmente, pues presentaron un antigeno O
rugoso, por lo que soélo fue posible obtener una formula antigénica parcial, basada en el
antigeno flagelar. En total, se identificaron 3 serovariedades: Reading (n=2), Newport (n=4) y
Montevideo (n=29). Todos los aislamientos correspondientes al serotipo Montevideo fueron
monofasicos para el antigeno H, aunque las formulas antigénicas permitieron identificar dos

subgrupos dentro de este serotipo, 22 de ellos provenientes de heces, canales y cortes, con la
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féormula 6,7:g,m,s:-. Las 7 cepas restantes, todas provenientes de heces, presentaron la
férmula 6,7:g,m,p,s:-.

La distribucion de serotipos por clase de muestra evidencié que Salmonella enterica subsp.
enterica ser. Montevideo estuvo representada en todas las matrices analizadas, al igual que
las cepas no tipificables. Por el contrario, las cepas de Salmonella enterica subsp. enterica ser.
Newport y Reading, que se encontraron con mucho menor frecuencia que Salmonella

Montevideo, solo se detectaron en las heces (Figura 2).

E. coli

E. coli se encontro en 34% de las canales y en 11% de los cortes. En estos ultimos, las
muestras positivas se distribuyeron de forma relativamente homogenéa, obteniéndose 5 cepas
del pecho, 3 de la falda y 3 de la pierna. La concentracion que se determno en esta bacteria
fue baja, tanto en canales como en cortes, con valores que fluctuaron entre 1y 8 UFC/cm?.
De los 45 aislamientos obtenidos, identificados mediante placas 3M petrifiim y CHROMAgar
ECC, 41 mostraron un fenotipo caracteristico de la especie. Las cuatro cepas restantes, todas
provenientes de canales, presentaron resultados atipicos; tres de ellas indol negativas y con
lenta fermentacion de lactosa y una mas que resulté positiva a citrato, malonato y celobiosa.
No obstante, todas las cepas fueron confirmadas molecularmente por PCR, empleando el gen
gadA como marcador.

Se identificaron total o parcialmente 31 serotipos de E. coli (Cuadro 2). Los serogrupos mas
frecuentes fueron O8 (29%) y O71 (19.4%); mientras que el serotipo mas comunmente
encontrado fue el O1:H6 (9.7%).

Los grupos filogenéticos predominantes fueron A (60%) y B1 (26.7%), el grupo B2 estuvo
ausente; mientras que los grupos C y D se presentaron en frecuencias bajas (2.2 y 6.7%).
Hubo dos cepas con resultados no concluyentes, por lo cual no se les pudo asignar a ningun
filogrupo. Resultd interesante observar que algunos serogrupos estuvieron fuertemente
asociados con ciertos grupos filogenéticos. En el serogrupo O8, 8 de 9 cepas pertenecen al
filogrupo B1. De igual forma, 4 de 5 cepas del serogrupo O71 pertenecen al filogrupo A y todas
las cepas del serogrupo O1 pertenecen al filogrupo D (Figura 3).
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Discusién

En varios paises desarrollados, con sistemas de explotacion intensiva de ganado bovino
similares a los que existen en México, los niveles de contaminacion con Salmonella spp. suelen
ser bajos, tanto en canales y carne como en muestras de heces®®?”). Sin embargo, en este
trabajo se observo una frecuencia moderadamente alta de contaminacion en heces, la cual
coincide con la reportada en otros rastros TIF del pais®. Esto indica que en México las granjas
de bovinos de engorda pueden constituir un importante reservorio de este patégeno. Sin duda,
esto representa un desafio considerable para las intervenciones aplicadas durante la matanza,
que aunque reducen drasticamente la contaminacion de las canales en relacion con las
excretas, evidentemente no alcanzan a controlar por completo el patégeno. Asimismo,
Salmonella también fue detectada en cortes primarios, lo que evidencia que este organismo
tiene el potencial para diseminarse a lo largo de la cadena productiva. Esto se demuestra al
detectar cepas de un mismo serotipo en heces, canales y cortes que. Ademas, nuestros
resultados son similares a los de estudios previos en los que se reporta la presencia de
Salmonella (2-30%) en muestras de carne en supermercados®®29, |os cuales sélo expenden
carne proveniente de rastros TIF. Esta situacién implica un panorama epidemiolégico mas
preocupante en las cadenas de comercializacién asociadas con rastros municipales, los cuales
carecen de la infraestructura y de las condiciones sanitarias que existen en rastros TIFGY. De
hecho, la frecuencia con que se detecta Salmonella en puntos de venta que comercializan
carne de rastros municipales por lo general supera el 50%(19-3").

Lo analizado hasta el momento evidencia la necesidad de reforzar las medidas de control de
Salmonella spp. en animales vivos, debido a que, por lo general, las intervenciones que se
aplican en granja son muy limitadas. En este sentido, la evaluacion de la prevalencia de
Salmonella spp. en los becerros que entran a las granjas de engorda, el monitoreo de animales
infectados y su manejo separado, asi como la deteccion de posibles reservorios del patégeno,
son solo algunas de las medidas que podrian favorecer la disminucidn del porcentaje de
animales portadores de Salmonella spp. que llegan al rastro.

Con respecto a los serotipos que se detectaron, todos han sido relacionados previamente con
infecciones humanas en México®?), por lo que el riesgo que representan estas cepas para la
salud publica no debe minimizarse. El claro predominio que tuvo Salmonella Montevideo en

los procesos estudiados es notorio, ademas de sorpresivo, tomando en cuenta que la empresa
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que participd en el estudio engorda animales que provienen de ocho diferentes estados del
pais. También resulta interesante la ausencia de serotipos que en el pasado eran muy
comunes en muestras asociadas con ganado bovino en México, tales como Typhimurium,
Anatum y Agona, entre otros®%). Aunque se ha reportado que la distribucién de serotipos de
Salmonella spp. suele variar con el tiempo, asi como entre zonas geograficas y estudios, la
sobrerrepresentacion de Salmonella Montevideo en la muestra estudiada es consistente con
la creciente prevalencia de este serotipo en América del Norte®43%). Asimismo, en los estudios
mas recientes realizados en México se reportan serotipos como Montevideo y Reading, pero
no Typhimurium, en cepas obtenidas de heces, canales y linfonodos de bovinos®9). En
cualquier caso, resulta dificil determinar las factores asociados con el predominio de ciertas
cepas en sistemas de produccion animal sin recurrir a estudios moleculares que aborden la
diversidad genética de las poblaciones, asi como la presencia de genes asociados con
virulencia, persistencia ambiental e infecciones subclinicas. No obstante, los resultados indican
que bovinos aparentemente sanos pueden portar Salmonella spp. en frecuencias
moderadamente altas y que el patégeno es capaz de diseminarse mas alla del proceso de
matanza y faenado, con los riesgos que ello implica en términos de inocuidad de alimentos.

En relacién con E. coli, aunque se encontré con una frecuencia similar a la de Salmonella en
canales y en un porcentaje mucho mas elevado en cortes, esta bacteria se present6 en bajas
concentraciones (<8 UFC/cm?). Ademas, al parecer existe en el pais una escasa circulacion
de cepas patdégenas en bovinos, a diferencia de otros paises, como Estados Unidos de
América, en los que estas se consideran un problema de salud publica®®). Asi lo demostro la
ausencia de factores de virulencia asociados con los patotipos STEC, EPEC y ETEC en la
muestra estudiada. Estos hallazgos coinciden con investigaciones previas('®) en las que se
detectaron serovariedades (0157 y no O157) asociadas con cepas STEC (n=146), pero solo
dos de estas portaban los factores de virulencia caracteristicos. Esta tendencia se mantiene
en estudios mas recientes, en los que se reportan tasas muy bajas (<1%) de contaminacion
con cepas patdgenas de E. coli en canales y carne molida de bovinos en México®37:38), Tal
comportamiento podria obedecer a multiples factores. Entre estos, el fotoperiodo, que es
mucho mas largo durante el verano en los paises situados mas al norte, se ha considerado
como responsable del marcado efecto estacional en la prevalencia de E. coli patogénica en

ganado bovino en estas naciones. Otros autores han sugerido que la circulacion de otras
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enterobacterias con reactividad cruzada de antigenos somaticos (O) en las poblaciones
bovinas de México podria resultar en la seleccion negativa de patotipos de E. coli®®. Ello
coincide con el alto porcentaje de muestras de suero bovino, proveniente de animales
aparentemente sanos, que manifestd respuesta bactericida contra E. coli 0157 (71%) en hatos
del centro de México“9).

En cuanto a los filogrupos de E. coli que se identificaron, el predominio de los grupos Ay B1
es consistente con lo que cominmente se observa en cepas de origen animal*'42), En linea
con la ausencia de genes de virulencia asociados con patotipos, solamente una cepa fue
clasificada en el grupo C, al cual pertenecen otras cepas STEC de origen animal®“'43). No
obstante, cabe destacar que practicamente todos los serotipos que aqui se identificaron han
sido asociados con los patotipos STEC o ETEC, ambos de importancia en enfermedades
transmitidas por alimentos®446). Aunque no se ha estudiado el riesgo a la salud que podrian
representar las cepas de serotipos que no portan genes de virulencia, éste no debe
descartarse del todo, puesto que existe la posibilidad de que cepas no patdégenas adquieran
dichos factores mediante la incorporacién de plasmidos y/o fagos®’4®), un area en la que se

requiere de mas investigacion.

Conclusiones e implicaciones

En este estudio se comprobd que el bovino es un importante reservorio de serotipos de
Salmonella spp. También se demuestra que las intervenciones que se aplican durante el
procesamiento de la canal, aun en aquellos rastros que poseen condiciones sanitarias de
proceso, equivalentes a las de paises desarrollados, no son suficientes para prevenir la
diseminacién de este patdgeno hacia los siguientes segmentos de la cadena productiva. Lo
anterior implica un riesgo latente para la salud publica, de ahi la importancia de realizar
estudios posteriores sobre los factores genéticos que condicionan la colonizacion del bovino
por esta bacteria, asi como su persistencia en las poblaciones ganaderas. Por otra parte, los
resultados confirman que la circulacion de cepas patdégenas de E. coli en canales y cortes de
bovino en México es baja. Aunque esta tendencia coincide con la observada en investigaciones

previas, se debe tomar en cuenta que la poblacion estudiada proviene de un solo rastro y que
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el alcance del presente trabajo no considera muestras de piel o de heces, en las que existe
mayor probabilidad de encontrar cepas patégenas.
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496  Cuadro 1. Genes e iniciadores empleados para la caracterizacion molecular de Salmonella spp. y E. coli

Gen Fragmento Secuencia de Iniciadores 5 >3’ Referencia
Patégeno amplificado
(pb)
. 139 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA (19)
Salmonella —invA 284 141 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
spp.-
: gadA1: ACCTGCGTTGCGTAAATA (20)
E. coll gadA 670 gadA2: GGGCGGGAGAAGTTGATG
cacA 890 EAE1: GTGGCGAATACTGGCGAGACT (21)
EAE2: CCCCATTCTTTTTCACCGTCG
stx1 582 STX1F: ACACTGGATGATCTCAGTGG (21)
STX1R: CTGAATCCCCCTCCATTATG
stx2 255 STX2F: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC (21)
STX2R: TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
ostA 190 STa-F CTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA (22)
STa-R AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA
oltA 139 LT-1 AGCAGGTTTCCCACCGGATCACCA (22)
LT-2 GTGCTCAGATTCTGGGTCTC
bfp 324 EP1, CAATGGTGCTTGCGCTTGCT (2)

EP2, GCCGCTTTATCCAACCTGGT
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499  Figura 1. Presencia de Salmonella spp. en heces, canales y cortes de bovino (n=100 por tipo

500 de muestra)
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502  Figura 2. Distribucion de serotipos de Salmonella enterica subsp. enterica de acuerdo con el
503 origen de la muestra (n=100 por tipo de muestra).




504 Cuadro 2. Frecuencia de serotipos de E. coli parcial o totalmente identificados por tipo de
505 muestra

Tipo de muestra n Serotipo
Canal 1 0O28ab:-

3 -:H30

1 -:H32

3 O1:Hé

1 0113:-

1 0154:H21

1 0156:-

1 0166:H21

1 032:-

1 0O6:-

5 08:-

1 O8:H19

1 08:H2

1 08:H21
Pierna 1 -:H32
Pecho 1 0124:-

1 O71:-

2 O71:H12

1 O8:H8
Falda 1 O7:H39

2 O71:H12
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508 Figura 3. Grupos filogenéticos de E. coli, segln el esquema de Clermont(?®), representados en

509 cada uno de los serogrupos identificados (n=43).
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