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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia de contaminacion con
Salmonella spp. (de aqui en adelante referida como Salmonella) y el fenotipo y
genotipo de resistencia a antibioticos (RAM) de aislamientos obtenidos a partir
de carne molida de res que se expende en las capitales de ocho estados del
centro de la Republica Mexicana (Cuernavaca, Toluca, Ciudad de México,
Querétaro, Tlaxcala, Puebla, Pachuca y Chilpancingo). Se recolectaron 115
muestras, entre mayo y octubre de 2021, las cuales se sometieron a analisis de
aislamiento, confirmacion bioquimica y molecular de Salmonella. A los
aislamientos obtenidos (109) se les determind el perfil de susceptibilidad a
antibiéticos mediante la prueba de difusion de disco con un panel de 12
antibioticos de siete clases diferentes. Ademas, se llevé a cabo la secuenciacion
completa del genoma de estas cepas y se utilizaron los genomas ensamblados
para realizar la prediccion in silico de los determinantes genéticos de RAM y los
plasmidos que portaban los aislamientos, asi como para andlisis filogenéticos.
Aungue la frecuencia global de contaminacion con Salmonella fue de 41.7%, esta
vari6 segln la zona geogréfica (X?=24.2, P=0.0021). La probabilidad de
encontrar muestras positivas fue mayor en Cuernavaca (80%) y en Toluca (70%)
que en el resto de los sitios muestreados (10-50%): razén de posibilidades 25.5,
intervalo de confianza al 95% 2.21-299.32 (P=0.0016). Se encontraron 18
serotipos diferentes, siendo Anatum (23.9%), Adelaide (11%) y Newport (11%)
los predominantes. Se detecté RAM fenotipica para diez de los 12 antibi6ticos
analizados, siendo tetraciclina (41.3%), cloranfenicol (39.4%), estreptomicina
(38.5%) y trimetoprima-sulfametoxazol (32.1%) los mas afectados. Alrededor del
40% de las cepas resultaron multi-drogo resistentes (MDR). Entre estas, el
fenotipo mas frecuente (9/44) fue el de penta-resistencia contra ampicilina,
tetraciclina, cloranfenicol, estreptomicina y trimetoprima-sulfametoxazol. Se
encontré una alta correlacion (r=0.98, P<0.0001) entre los genotipos y los
fenotipos de RAM. La diversidad global de genes de RAM fue de 13, mientras
que el mayor numero de alelos estuvo asociado con la resistencia a
aminoglucésidos (aph, aadA, aac). Se detectaron cuatro plasmidos entre las
cepas bajo estudio, aunque solo uno de estos (pHAD28) portaba un gen de
resistencia (gnrB19). La filogenia mostré que hay una gran cercania genética
intra y entre serotipos, independientemente de su perfil de RAM (MDR o no), asi
como entre cepas del estudio y cepas involucradas en infecciones humanas en



México. Se concluye que la carne de res molida que se expende en las capitales
estatales de la region central de México es un reservorio relevante de Salmonella
spp. Una proporcion moderada de las cepas que circulan en este nicho ecolégico
manifiesta fenotipos MDR y son genéticamente cercanas a cepas causantes de
casos clinicos en humanos. Lo anterior refuerza la necesidad de desarrollar
medidas para prevenir la contaminacion de la carne con Salmonella MDR y
prevenir su posterior diseminacion en las cadenas productivas.

Palabras clave: Salmonella spp., carne, resistencia, fenotipo, genotipo.

ABSTRACT
The objective of this study was to determine the frequency of contamination with
Salmonella spp. (hereinafter referred to as Salmonella) and the phenotype and
genotype of antibiotic resistance (AMR) of isolates obtained from ground beef
sold in the capitals of eight states in the center of the Mexican Republic
(Cuernavaca, Toluca, Mexico City, Querétaro, Tlaxcala, Puebla, Pachuca, and
Chilpancingo). 115 samples were collected between May and October 2021,
which were subjected to analysis of isolation, biochemical and molecular
confirmation of Salmonella. The antibiotic susceptibility profile of the isolates
obtained (109) was determined using the disk diffusion test with a panel of 12
antibiotics from seven different classes. In addition, whole genome sequencing of
these strains was carried out and the assembled genomes were used for in silico
prediction of AMR genetic determinants and plasmids carried by the isolates, as
well as for phylogenetic analyses. Although the global frequency of contamination
with Salmonella was 41.7%, it varied according to geographical area (X?=24.2,
P=0.0021). The probability of finding positive samples was higher in Cuernavaca
(80%) and Toluca (70%) than in the rest of the sampled sites (10-50%): odds ratio
25.5, 95% confidence interval 2.21-299.32 (P=0.0016). Eighteen different
serotypes were found, being Anatum (23.9%), Adelaide (11%) and Newport
(11%) the predominant ones. Phenotypic AMR was detected for ten of the 12
antibiotics analyzed, being tetracycline (41.3%), chloramphenicol (39.4%),
streptomycin (38.5%) and trimethoprim-sulfamethoxazole (32.1%) the most
affected. About 40% of the strains were multi-drug resistant (MDR). Among these,
the most frequent phenotype (9/44) was penta-resistance against ampicillin,
tetracycline, chloramphenicol, streptomycin, and trimethoprim-sulfamethoxazole.
A high correlation (r=0.98, P<0.0001) was found between AMR genotypes and



phenotypes. The global diversity of AMR genes was 13, while the highest number
of alleles was associated with resistance to aminoglycosides (aph, aadA, aac).
Four plasmids were detected among the strains under study, although only one
of these (pHAD28) carried a resistance gene (qnrB19). The phylogeny showed
that there is a great genetic closeness within and between serotypes, regardless
of their AMR profile (MDR or not), as well as between the study strains and strains
involved in human infections in Mexico. It is concluded that the ground beef that
IS sold in the state capitals of the central region of Mexico is a relevant reservoir
of Salmonella spp. A moderate proportion of strains circulating in this ecological
niche manifest MDR phenotypes and are genetically close to strains causing
clinical cases in humans. The foregoing reinforces the need to develop measures
to prevent contamination of meat with Salmonella MDR and prevent its
subsequent dissemination in production chains.

Keywords: Salmonella spp., meat, resistance, phenotype, genotype.



INTRODUCCION

La salmonelosis no tifoidea transmitida por alimentos es una de las principales
preocupaciones de salud publica a escala global (CDC, 2016); con cerca de 93.8
millones de casos anuales y 155 mil muertes (Ngogo et al., 2020). En México, la
incidencia de salmonelosis en la Ultima década (> 60 casos / 100 mil habitantes)
es al menos tres veces superior a la de paises desarrollados, lo que resalta la
importancia epidemiologica de este patdogeno en el pais (Delgado-Suarez et al.,
2021).

Se ha establecido que la carne de diferentes especies, entre ellas la de bovino,
es un reservorio importante de Salmonella enterica subsp. enterica (SE) (Ma et
al., 2018). Entre los afios 2012 y 2015, la carne de res estuvo involucrada en
varios brotes de infecciones por Salmonella en Estados Unidos y Canada, por lo
que es considerada un foco importante para la transmisién de este patdgeno
(CDC, 2016), y en México, para el afio 2019 se reportaron méas de 114 000 casos
de salmonelosis (Direccion General de Epidemiologia, 2020), lo que implica que
es también el género de mayor importancia.

Lo anterior cobra mayor relevancia ante el incremento de la resistencia a
antibiéticos que se observa en varios agentes infecciosos y por supuesto a la
emergencia de cepas de Salmonella resistentes a multiples antibioticos (MDR,
por sus siglas en inglés), lo cual representa un desafio adicional para la salud
publica mundial, al incrementarse la dificultad y el costo de los tratamientos de
infecciones causadas por cepas MDR (Caratolli, 2008; Almeida et al, 2018; Ma
et al., 2018; Abraham et al., 2022).

Algunos autores coinciden en la importancia de prevenir las infecciones causadas
por cepas MDR, por las dificultades asociadas con el tratamiento y el costo de
estas (Caratolli, 2008; Almeida et al, 2018; Ma et al., 2018; Abraham et al., 2022).
Numerosos trabajos han demostrado que existe una frecuencia cada vez mayor
de contaminacién con cepas de SE MDR en alimentos de origen animal y en
especial de carne bovina (Pond et al., 2016; Nayarit-Ballesteros et al., 2016;
Delgado-Suarez et al., 2018; Delgado-Suarez et al., 2019; de la Garza-Garcia et
al., 2020; Palés et al., 2020; Delgado-Suarez et al., 2021), pero son pocas las



investigaciones que estudian el fenédmeno de resistencia fenotipica a
antimicrobianos en relacién con la identificacion de genes de resistencia a
antibioticos en genomas completos, y esta estrategia de relacionar fenotipos con
genotipos, puede contribuir a identificar los factores involucrados en la
emergenciay la diseminacion de la resistencia a antibioticos, asi como a delinear
medidas de control para prevenirlas.

Este trabajo pretende abordar de manera conjunta el estudio de los fenotipos y
genotipos de resistencia de Salmonella en México a nivel regional, de manera tal
que esta informacién sea de utilidad para identificar las clases de antibiéticos que
estan perdiendo su efectividad contra SE, asi como los factores genéticos
involucrados en la resistencia a antibiéticos, su potencial de diseminacion y las
alternativas de control a tomar para contener el fenémeno de la resistencia a

antibiéticos en este importante patégeno transmitido por alimentos.



ANTECEDENTES

1. Género Salmonella

El género Salmonella representa un grupo de bacterias de tipo bacilo Gram
negativo que forma parte de la familia Enterobacteriaceae (Jawetz et al., 2005).
Considerado un microorganismo intracelular facultativo, aerobio o anaerobio
facultativo. Son bacterias oxidasa negativas y no esporuladas, crecen a
temperatura maxima de 45. 6°C y se desarrollan en un rango de pH de 6.6 a 8.2
(Jawetz et al., 2005).

La mayoria de las bacterias del género Salmonella son lactosa-negativas,
moviles, pueden medir entre 0.7 y 5 um y producen gas por fermentacion de
carbohidratos, especialmente glucosa, con excepcion de las serovariedades
Typhi, Gallinarum y Pullorum. Ademas, Salmonella produce catalasa y da
negativo en la prueba de citocromo oxidasa, reduce nitratos a nitritos y tolera
altas concentraciones de sales biliares (Jawetz et al., 2005).

Los organismos que componen este género son cercanos genéticamente, pues
comparten mas de 2800 de los aproximadamente 5000 genes que codifican
proteinas en su genoma (Jacobsen et al., 2011), sin embargo, poseen
caracteristicas fenotipicas muy diversas y por ello, su taxonomia y nomenclatura
fueron motivo de controversia durante décadas.

La aplicaciéon de técnicas moleculares permitié llegar a un consenso, debido a
gue se logré demostrar que el género cuenta Unicamente con dos especies: S.
bongoriy S. enterica (Tindall et al., 2005). 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 y la segunda, que, si es de importancia para la salud
publica, puede dividirse en 6 subespecies segun el perfil genotipico: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtebae e indica (Grimont y Weill, 2007).

Entre estas subespecies la enterica es la mas importante en términos de
inocuidad de alimentos y de salud publica, pues a esta corresponde el 99.5% de
las cepas aisladas (Grimmont y Weill, 2007).



Para la diferenciacion de fenotipos, el esquema de Kauffman-White es el mas
utilizado, pues clasifica a los organismos por sus antigenos: somaticos,
capsulares y flagelares (Gutiérrez et al., 2008), llegando a describir hasta 30
serogrupos y mas de 2500 serotipos (Grimont y Weill, 2007).

También existe una clasificacion que las agrupa dependiendo del grado de
adaptacion a un hospedero: serotipos adaptados al hombre (Typhi, Paratyphi A,
B, C y Sendai); serotipos adaptados a animales (Pullorum, Gallinarum, Abortus—
ovis, Abortus-equi, Choreleasuis y Dublin); y no adaptados a hospederos
especificos, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos (Enteritidis,
Typhimurium, Newport y Javiana) (CDC, 2016).

2. Importancia de Salmonella en la salud publica

Cada afio el 10% de la poblacion mundial sufre de alguna enfermedad de
transmision alimentaria (550 millones de casos), siendo Salmonella responsable
de 93 millones de casos (Ngogo et al., 2020).

Se han descrito 3 formas clinicas de salmonelosis en el ser humano, las cuales
pueden ser gastroenteritis autolimitante (65 millones de personas al afio), fiebre
entérica (8-10 millones de personas al afio) y la enfermedad invasiva sistémica
(11-20 millones de personas al afio) (Caballero, 2007; Ma et al., 2018; Ngogo et
al., 2020).

La fuente mas frecuente de contaminacién con Salmonella es la ingestion de
alimentos contaminados (Caballero, 2007; Caffer et al., 2008; Chuard, 2015;
Weiler et al., 2017). El Cuadro 1 expone los resultados de diversos estudios a
nivel global sobre la frecuencia de contaminacién con Salmonella en canales,
carne y heces de bovinos de abasto. Las diferencias en transporte,
almacenamiento, preparacion y manipulacién se manifiestan en los amplios

rangos encontrados (Poppe et al., 1998; Wray y Wray, 2000).



Cuadro 1. Frecuencia de contaminacion con Salmonella en productos de origen bovino en el mundo.

Pais Producto Frecuencia de Principales serotipos Referencia
contaminacion
(n)
Irlanda Canales y carne 0.25%-3.0% Dublin, Braenderup Khen et al. (2014)
molida (900)
Polonia Carne 20.5% Derby, Indiana, Infantis Plawinska-Czarnak et al. (2022)
(170)
Letonia Carne cruday 0.8% Typhimurium, Derby, Terentjeva et al. (2017)
cocinada (3152) Enteritidis
Australia Heces 14.4%-18.4% Typhimurium, Anatum, Barlow et al. (2015), Abraham et al. (2022)
(1001-1500) Saintpaul
Nueva Heces 8.7% Typhimurium, Lawrence et al. (2019)
Zelanda (2812) Brandenburg, Hindmarsh
Vietnam Carne 7.3%-53.3% London, Kentucky, Van et al. (2007), Nhung et al. (2018)
(180-357) Typhimurium
Iran Carne molida 34.0% - Rajaei et al. (2021)
(100)
Malasia Carne 9.6% Enteritidis, Typhimurium, Thung et al. (2018)
(240) Agona
China Carne 7%-13.3% Hadar, Enteritidis, Yin et al. (2016), Wang et al. (2021)
(120-1414) Typhimurium
Egipto Carne 8.2%-68.1% Typhimurium, Enteritidis, Ahmed et al. (2014), Moawad et al. (2017)
(180-1600) Infantis
Uganda Carne 54.3% - Onohuean y Igere (2022)
(35)
Etiopia Carne, canales, heces 2.3%-36.4% Typhimurium, Saintpaul, Eguale et al. (2016), Hiko et al. (2018), Geresu y
(132-668) Kentucky Desta (2021)
Venezuela Canales, heces 52.5% Saintpaul, Javiana Narvaez-Bravo et al. (2013)
(240)
Brasil Carne seca 6.2% Typhimurium Pereira-Fernandes et al. (2017)
(65)
Estados Linfonodos, carne 2.6%-8.2% Typhimurium, Dublin, Webb et al. (2017), Davidson et al. (2018), Lee et
Unidos molida, heces (958-9162) Newport al. (2022)
Canadéa Canales y carne 0.8%-23% Hadar, Typhimurium, Bohaychuk et al. (2011), Aslam et al. (2012)
molida (564-2112) Heidelberg
México Carne molida, 5%-16% Derby, Montevideo, Nayarit-Ballesteros et al. (2016), de la Garza-Garcia
canales, linfonodos (100-1545) Anatum et al. (2020), Palds-Gutiérrez et al. (2020)

*(n): corresponde al total de muestras del estudio.



De la informacién expuesta en el Cuadro 1, se confirma que los productos de origen
bovino son importantes reservorios de Salmonella a nivel mundial. Las diferencias
encontradas entre paises se pueden atribuir a variaciones regionales en términos
de practicas productivas, de matanza y faenado, asi como del manejo durante su
venta y distribucion (Caballero, 2007; Caffer et al., 2008, Weiler et al., 2017; Chuard,
2015).

Dada la importancia que tienen estos hallazgos, la OMS (Organizacion Mundial de
la Salud) establecion una lista de los agentes patdégenos de importancia y que
generan preocupacion entre la comunidad cientifica y médica (Jiménez-Pearson et
al., 2019). Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp., son algunos de los
microorganismos que en los ultimos tiempos han demostrado mayores niveles de
resistencia a diversas generaciones de antibioticos y que ponen en riesgo la salud
de la poblacion, pues han demostrado resistencia a mdultiples antibiéticos en
diferentes estudios realizados a nivel mundial(Jiménez-Pearson et al., 2019).

La lista de patdgenos prioritarios para la OMS se elaboré con el apoyo de la Division
de Enfermedades Infecciosas de la Universidad de Tubingen (Alemania), utilizando
técnicas de analisis de decisiones de multiples criterios desarrollada por un grupo
de expertos internacionales (Jiménez-Pearson et al., 2019).

Los criterios para incluir patégenos en la lista son: grado de letalidad de las
infecciones que provocan; el hecho de que el tratamiento requiera 0 no
hospitalizacion prolongada; la frecuencia con que presentan resistencia a los
antibioticos existentes; la facilidad con la que se transmiten entre animales, de
animales a personas y entre personas; si las infecciones que provocan pueden 0 no
prevenirse; cuantas opciones terapéuticas quedan; y si se estan investigando y
desarrollando nuevos antibioticos para tratar las infecciones que causan (Cuadro 2)

(Jiménez-Pearson et al., 2019).



Cuadro 2. Lista de patégenos resistentes prioritarios para la OMS.

Prioridad Patbégeno Antibidticos a los que
muestra resistencia
Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa principalmente, pero tiene la
capacidad de generar
- resistencia a otros grupos
Critica . .
Enterobacterales resistentes Carbapenémicos y

a carbapenémicos y productoras de betalactamicos
B-lactamasas de espectro extendido

(ESBLSs)
Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina y vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina

Elevada Campylobacter spp. Fluoroquinolonas
Salmonella spp. Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas y

fluoroquinolonas

Media Streptococcus pneumoniae Penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp. Fluoroquinolonas

Adaptado de OMS (2017a).

3. Resistencia a antibioticos

La mayor causa de muerte en el mundo para el afio 2050 se ha pronosticado que
serd la resistencia a antimicrobianos (RAM) en bacterias patdgenas, ya que la
rapida adaptacién de las bacterias a los nuevos antibiéticos ha facilitado la seleccién
y dispersion de patégenos resistentes (Monte et al., 2019). La RAM pone en peligro
la eficacia de la prevencion y el tratamiento de una serie cada vez mayor de
infecciones bacterianas (Kirbis y Krizman, 2015).

Dada la importancia que tiene esto para la salud publica, la OMS publicé una lista
de antibiéticos de importancia critica, con el fin de preservar su uso en salud
humana y limitar su uso en salud veterinaria (Ramon et al., 2018).

El objetivo de esta lista es promover el uso prudente de dichos farmacos y retardar
el desarrollo de resistencia por parte de las bacterias (Ramon et al., 2018). Dicha
lista se actualiza periodicamente y en ella se clasifican todos los antibiéticos
utilizados actualmente en humanos y animales en tres categorias: de importancia
critica, muy importantes e importantes, los cuales se clasifican en funcion de su

relevancia para la medicina humana (Cuadro 3) (OMS, 2017b).
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Cuadro 3. Lista de antibioticos de importancia para la OMS segun categoria de

prioridad.

Antibiéticos de

importancia critica

Antibiéticos muy

Importantes

Antibibéticos

importantes

Cefalosporinas (3GC,
4GC, 5GC*)
Glicopéptidos

Macrélidos y cetdlidos

Polimixinas

Quinolonas

Aminoglucésidos
Ansamicinas
Carbapenémicos y otros
penémicos
Glicilciclinas

Lipopéptidos

Monobactamicos
Oxazolidionas
Penicilinas
Derivados del acido
fosfénico
Farmacos utilizados
Unicamente para

tuberculosis

Amidinopenicilinas

Anfenicoles
Cefalosporinas (1GCy
2GC*) y cefamicinas
Lincosamidas
Penicilinas
(antiestafilococicas)
Acidos pseudoménicos
Riminofezaminas
Antibacterianos
esteroideos
Estreptograminas
Inhibidores de la via del
folato
Sulfonas

Tetraciclinas

Aminociclitoles

Polipéptidos ciclicos

Nitrofurantoinas

Nitroimidazoles

Pleuromutilinas

Adaptado de OMS (2017b). *1GC: Primera generacion. 2GC: Segunda generacion. 3GC: Tercera
generacion. 4GC: Cuarta generacion. 5GC: Quinta generacion.

La presencia de esta resistencia en las bacterias impacta en el tratamiento de las

infecciones adquiridas por los seres humanos, como infecciones urinarias y
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digestivas por Escherichia coli y Salmonella enterica o las infecciones respiratorias
por Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae (Yin et al., 2021).

Estas bacterias pueden no responder a los antibiéticos empleados de rutina y
requieren la utilizacion de tratamientos mas complejos y de mayor costo, como
antibiéticos sintéticos, mezclas de antibiéticos, entre otros (Yin et al., 2021). Los
patdogenos multirresistentes (MDR) son responsables de un aumento en la
morbilidad y mortalidad de los pacientes ingresados en los hospitales, y ocasionan
gran aumento en los costos de salud por la prescripcion de medicamentos mas
caros y la prolongada estancia hospitalaria (Yin et al., 2021).

Las bacterias resistentes a antibidticos se encuentran en personas, animales,
alimentos y el medio ambiente (en el agua, el suelo y el aire) y se pueden propagar
entre personas y animales, incluso a partir de alimentos de origen animal, y de
persona a persona. El control deficiente de la infeccion, las condiciones sanitarias
inadecuadas, la manipulacién inapropiada de los alimentos y el uso inadecuado de
antibidticos tanto en el contexto de salud humana como salud veterinaria, fomentan
la propagacion de la resistencia a los antimicrobianos (Roe y Pillai, 2003;
Bengtsson-Palme et al., 2018).

La resistencia a los antibiéticos ocurre con el tiempo de forma natural, generalmente
a través de cambios genéticos (Mazel y Davie, 1999). Estudios moleculares han
evidenciado que los microorganismos productores de antibiéticos, poseen genes
que codifican para la expresion de mecanismos de resistencia para evitar el efecto
toxico de los mismos, de ahi que se considere a los organismos productores de
antibioticos en el ambiente como el principal origen de los genes de resistencia a
antibiéticos (Mazel y Davies, 1999; Oliynyk, et al., 2007; Allen et al., 2010).
También se han encontrado genes de resistencia a antibiéticos en bacterias
aisladas de suelo virgen, lo que indica que estos genes de resistencia que estan
presentes en los organismos productores de antibiéticos han sido transferidos en el
tiempo de manera horizontal a bacterias no productoras, en un largo proceso
evolutivo, de manera que han diseminado la resistencia a antibioticos en los

organismos no productores (Allen et al., 2010; Liu et al., 2021).
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Por tanto, resulta obvio que, mientras algunas bacterias resisten antibiéticos de
manera natural, otras debieron usar algin mecanismo de movilizacién y captura de
ADN que hiciera viable el flujo de genes desde un organismo productor a otro no
productor (Mazel y Davies, 1999; Oliynyk, et al., 2007; Allen et al., 2010).

A pesar de que esto ha ocurrido de manera natural con el paso del tiempo, el mal
uso y el uso excesivo de antibidticos esta acelerando este proceso, debido a una
alta presion selectiva sobre las bacterias patdgenas, que promueve esta
transferencia horizontal de genes de resistencia (Monte et al., 2019).

Los ejemplos de mal uso se dan cuando son prescritos por médicos y tomados por
personas con infecciones virales como resfriados y gripe, cuando no se cumplen los
dias y horas de administracion en las personas y cuando se administran
inadecuadamente como promotores del crecimiento en animales o se usan para
prevenir enfermedades en animales sanos (Monte et al., 2019).

Los mecanismos de resistencia a antibioticos pueden clasificarse en: mecanismos
de resistencia natural o intrinseca y mecanismos de resistencia adquirida (Cox y

Wright, 2013). A continuacion, se detallan los principales mecanismos involucrados.

3.1 Mecanismos de resistencia natural o intrinseca

Estos mecanismos se presentan como una propiedad intrinseca de una especie
bacteriana, lo que implica que todos los organismos de una misma especie tienen
la capacidad de resistir el antibidtico, dicha resistencia existia en el organismo previo
a la era de los antibiéticos y dado que es una propiedad inherente a la especie, por
lo general el gen que codifica la resistencia se encuentra en el cromosoma (Cox y
Wright, 2013).

Los dos principales mecanismos de resistencia intrinseca que se han identificado
son la permeabilidad reducida y las bombas de eflujo activo. En el caso de la
primera, corresponde a un fendmeno recurrente en bacterias Gram negativas, pues
la presencia de la membrana externa las hace impermeables a muchas moléculas,
entre ellas los antibioticos. Por el contrario, en las bacterias Gram positivas, la pared
celular es mucho mas porosa y, por tanto, permeable a un mayor niumero de

compuestos quimicos (Sharma et al., 2011).
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En el caso de las bombas de eflujo activo, estas pueden expulsar fuera de la célula
una gran variedad de antibidticos, mediante transporte activo. Este mecanismo esta
presente en todo tipo de bacterias y se considera uno de los principales factores
detras del perfil de multirresistencia en bacterias Gram negativas. Algunas bombas
de eflujo muestran especificidad por cierto tipo de molécula, mientras que otras son
de amplio espectro (Blair et al., 2014).

En los organismos procariotas se han descrito seis grupos o familias de proteinas
transmembrana que funcionan como bombas de eflujo. Solamente una de ellas, la
familia casete ABC de union con ATP (ABC), utiliza el ATP como fuente de energia
para el transporte de las moléculas con las que interactia. Para las demas familias,
la fuente de energia electroquimica proviene de los gradientes ionicos
transmembranales (Blair et al., 2014).

Los restantes cinco grupos estan conformados por la superfamilia facilitadora mayor
(MFS, por sus siglas en inglés), la familia extrusora de multicompuestos y toxinas
(MATE, por sus siglas en inglés), la familia pequefa de resistencia multiple (SMR,
por sus siglas en inglés), la superfamilia divisién de resistencia nodular (RND, por
sus siglas en inglés) y la familia proteobacteriana de eflujo de compuestos
antimicrobianos (PACE, por sus siglas en inglés) (Du et al., 2018).

Entre las familias descritas, la RND es la mejor caracterizada, por ser la de mayor
relevancia clinica en materia de resistencia a antibiéticos y 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 (Piddock, 2006). Las bombas
RND estan compuestas por un complejo de tres proteinas (AcrA, AcrB y Tolc) y
pueden capturar su sustrato desde la bicapa de fosfolipidos de la membrana interna
o desde el citoplasma y lo transportan hacia el medio extracelular (Du et al., 2018).
La evidencia cientifica que ha sido encontrada hasta el momento apunta a que la
funcién original de las bombas de eflujo era contribuir a la supervivencia dentro del
hospedero, sin embargo, la capacidad de algunas de ellas para exportar una gran
variedad de moléculas desencadend en un mecanismo fortuito de resistencia a

multiples antibiéticos, por lo que la investigacion en este campo es muy intensa y
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dinamica (Buckley et al., 2006; Webber et al, 2009; Bogomolnaya et al., 2013; Du et
al., 2018).

3.2 Mecanismos de resistencia adquirida

A diferencia de la resistencia natural o intrinseca, la resistencia adquirida no ocurre
en todos los organismos de una misma especie, Sino que se presenta cuando
algunos individuos sufren mutaciones puntuales en el cromosoma o adquieren
material genético externo por transferencia horizontal (conjugacion, transformacion
o transduccién) y estos procesos se favorecen con el uso de antibioticos (Blair et
al., 2014). A continuacion, se detallan los principales mecanismos de resistencia

adquirida.

3.2.1 Resistencia adquirida por mutaciones en el cromosoma

En la literatura se han descrito gran variedad de mutaciones puntuales en el
cromosoma que estan asociadas con resistencia a diferentes clases de antibidticos,
principalmente a quinolonas, polimixinas y aminoglucésidos (Zankari et al., 2017).
En el caso de la resistencia a quinolonas los genes relacionados con el metabolismo
de acidos nucleicos (gyrAB y parCE) son los principales asociados con esta
resistencia (Hopkins et al., 2005); con respecto a las polimixinas, los genes que
codifican para enzimas que modifican el lipopolisacarido de la membrana externa
(pmrAB) son los responsables de la resistencia (Quesada et al., 2015); por ultimo,
las mutaciones en el ARN ribosomal (16s_rrsD) que previenen la interaccién del
ribosoma con los aminoglucosidos son los responsables de esta resistencia (Blair
et al., 2014).

En la actualidad, existen herramientas bioinformaticas de libre acceso, como el
programa AMRFinderPlus version 3.8 (Feldgarden et al., 2019) y el programa
ResFinder version 4.0 (Bortolaia et al., 2020), que contribuyen con la identificacion

in silico de estas mutaciones para varias especies bacterianas de interés clinico.
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3.2.2 Resistencia mediada por la adquisicion de material genético externo

La adquisicion de material genético externo puede ocurrir por tres mecanismos
principales: transformacion, conjugacion y transduccion. En el caso de la primera,
esta ocurre cuando al morir una bacteria, otra célula competente captura 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 elementos genéticos moéviles (MGEs, por sus siglas en
inglés), tales como plasmidos, elementos integrativos conjugativos ICEs, por sus
siglas en inglés) y transposones, o en forma de elementos movilizables tales como
los integrones (von Wintersdorff et al., 2016; Partridge et al., 2018).

Se ha determinado que el mecanismo de mayor relevancia en la adquisicion de
genes de resistencia a antibiéticos es la conjugacion, por ser el que tiene un mayor
potencial de diseminacidén, ya que esta requiere del contacto directo entre dos
células bacterianas a través de los pili 0 adhesinas presentes en la superficie celular,
y esto hace que el proceso de intercambio de ADN esté mas protegido y sea mas
eficiente que en un proceso de transformacion (von Wintersdorff et al., 2016).
Aunado a esto, la conjugacion puede ocurrir entre bacterias de la misma especie o
de diferentes especies, a diferencia de la transduccion, debido a que los
bacteriéfagos no tienen un rango muy amplio de hospederos bacterianos (Norman
et al., 2009).

La conjugaciéon mediada por plasmidos y por integrones permite la transferencia de
varios genes de resistencia de manera simultanea, por lo que una célula receptora
que anteriormente era pan-susceptible, puede convertirse en pan-resistente
después de un evento de conjugacion. A su vez una célula receptora se convierte
en donante si recibié un elemento que contenga los genes tra (que codifican los
componentes Mpf y Dtr), lo cual solo aplica para los plasmidos conjugativos (F+) y
los ICEs pero no para los integrones, lo que contribuye a aumentar la difusion del
material genético que confiere resistencia (Huddleston, 2014).

Con respecto a los integrones, estos pueden ser tanto de origen cromosémico como

plasmidico y se han descrito cinco clases, siendo los de clase 1, los mas importantes
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en el contexto clinico, pues pueden portar genes de resistencia contra todos los
betalactamicos, aminoglucésidos, cloramfenicol, trimetoprima, estreptomicina,
rifampin, eritromicina, fosfomicina, lincomicina y antisépticos del grupo de los
compuestos de amonio cuaternario (Mazel, 2006).

La funcion principal de los integrones es de servir como plataformas de integracion
de ADN que permiten a las bacterias captar marcos abiertos de lectura contenidos
en lo que se conoce como “casetes de genes” (Gc, por sus siglas en inglés)
exdgenos y convertirlos en genes funcionales, al asegurar su expresion y de esta
forma, los genes de resistencia recién incorporados pueden ser expresados de
manera inmediata y, en caso de que no exista seleccidn positiva de los mismos en
el medio, puedan ser eliminados del genoma por medio de la enzima integrasa

(tirosina-recombinasa) (Gillings, 2014).

3.2.3 Genes involucrados en la resistencia adquirida

Como se ha descrito anteriormente, el desarrollo de resistencia a antibidticos en
una poblacion bacteriana es un proceso que obedece a la adquisicién de genes que
codifican factores que realizan alguna de las siguientes funciones: enzimas que
inactivan antibiéticos mediante su degradacion o modificacion estructural;
modificacion de la molécula diana del antibiético; activacion de bombas de eflujo de
antibiéticos (Hur et al., 2012).

En el caso del grupo de los betalactamicos, la creciente resistencia de Salmonella
spp. a penicilinas y cefalosporinas se debe a la adquisicion de genes que codifican
enzimas denominadas B-lactamasas, las cuales hidrolizan estos antibioticos (Foley
y Lynne, 2008), y que se considera un grupo heterogéneo de enzimas (mas de 700),
algunas de las cuales tienen afinidad por un limitado nimero de betalactamicos,
mientras que otras son de espectro extendido (ESBL, por sus siglas en inglés)
(Carattoli, 2008).

Las ESBL del grupo 1 corresponden a la familia de enzimas AmpC, codificadas por
los genes blaCMY y son capaces de hidrolizar todos los betalactamicos conocidos,
excepto los carbapenémicos. Las del grupo 3 son las denominadas metalo-

betalactamasas, codificadas por los genes blaNDM, blalIMP, blaVIM, entre otros,

17



que degradan todos los betalactamicos, incluso los carbapenémicos y ambos tipos
se han encontrado tanto en genes del cromosoma como en plasmidos, lo que
representa un riesgo adicional de diseminaciéon, pues el plasmido se puede
transmitir por conjugacion, como se detallé anteriormente (Bush et al., 1995).

Las deméas enzimas son inhibidas por &cido clavulanico, algunas de espectro
reducido como las codificadas por los genes blaSHV, blaCTX-M y blaCARB y otras
de espectro extendido como las codificadas por el gen blaTEM, del grupo 2b, que
parecen ser las ESBL mas ampliamente distribuidas en S. enterica (Bush et al.,
1995). Al respecto, se ha sugerido que la amplia distribucién de ambos grupos de
ESBL obedece a que sus genes codificantes son portados en plasmidos, lo que
facilita su diseminacién (Carattoli, 2008; Nuesch-Inderbinen y Stephan, 2016).

Con respecto a los aminoglicésidos y los macrélidos, estos son inactivados por
modificacién estructural, y en el caso de los aminoglicosidos, se han descrito tres
tipos de enzimas: las fosfotransferasas, las acetiltransferasas y las
adenililtransferasas, de las cuales existen mdltiples variantes. Las
fosfotransferasas, codificadas por los genes aph y strAB, afectan principalmente a
kanamicina y estreptomicina; las acetiltransferasas (genes aac) inactivan
gentamicina; mientras que las adenililtransferasas (genes aadA, aadB, entre otros)
inactivan estreptomicina, espectinomicina y gentamicina (Jia et al., 2017).

Para el caso de los macrolidos, los genes que confieren resistencia mediante
modificacién enzimatica incluyen ereAB, que afectan a eritromicina; asi como
mphAB, que inactivan eritromicina, azitromicina y claritromicina; y los genes Inu que
inactivan a la lincomicina. La resistencia a estos antibioticos también puede estar
mediada por genes que modifican su molécula diana. Por ejemplo, los genes
erm(30), erm(31), entre otros, que codifican enzimas modificadoras de la subunidad
23S del ribosoma, lo que impide la interaccion de este con los macrélidos (Jia et al.,
2017).

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

y los dfrABD, codifican enzimas modificadas (dihidropteroato y dihidrofolato
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reductasa, respectivamente), las cuales no tienen afinidad por las sulfonamidas (Jia
et al., 2017).

Finalmente, la activacion de bombas de eflujo es otro mecanismo que utilizan las
bacterias contra ciertos antimicrobianos. Este mecanismo afecta principalmente a
tetraciclinas, fenicoles 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 cmlABV, 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
gue ambos activan la misma familia de bombas de eflujo (Jia et al., 2017).

En quinolonas, los genes ogxAB activan bombas de eflujo de la familia RND
(Hansen et al., 2005), lo que resulta mucho mas preocupante, tomando en cuenta
gue 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 (Poirel et al., 2005), pero s6lo aportan un bajo nivel de resistencia, que
usualmente no se detecta en pruebas de susceptibilidad a antibidticos (Strahilevitz
et al., 2009).

No obstante, la exposicion de las cepas a concentraciones terapéuticas de
quinolonas podria estimular la sobre expresién de estos genes, conllevando a
niveles de resistencia mucho mas elevados. De hecho, existe evidencia
experimental que relaciona la presencia de genes gnrAB con la emergencia de
cepas de Salmonella resistentes a ciprofloxacino (Karczmarczyk et al., 2010; Lin et
al., 2015).

En la actualidad, existen herramientas bioinforméticas de libre acceso, como el
programa AMRFinderPlus version 3.8 (Feldgarden et al., 2019), el programa
ResFinder version 4.0 (Bortolaia et al., 2020), asi como la base de datos CARD
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database) (Jia et al., 2017), que contribuyen
con la identificacion in silico del resistoma de varias especies bacterianas de interés

clinico.
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4. Resistencia a antibioticos en Salmonella spp.

La salmonelosis no tifoidea es una de las principales causas de enfermedades
transmitidas por alimentos en todo el mundo y en los ultimos afios, diversos estudios
han reportado un aumento de la resistencia a antibiéticos en cepas de Salmonella
spp. aisladas de alimentos de origen animal (Nayarit-Ballesteros et al., 2016;
Delgado-Suarez et al., 2018; Delgado-Suarez et al., 2019; Palds et al., 2020;
Delgado-Suarez et al., 2021).

En estos estudios, se ha determinado que Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium ha revelado cierta virulencia a factores que intervienen en la
colonizacion intestinal de las principales especies productoras de alimentos de
origen animal, no obstante, al hacer la comparacion genémica existe una variacion
considerable en los genes de virulencia entre las diferentes serovariedades
(Delgado-Suarez et al., 2018).

Diversos estudios utilizando SNPs (polimorfismos de nucleétidos Unicos, por sus
siglas en inglés), han identificado un total de 39 genes de resistencia a distintos
tipos de antibidticos, tales como aminoglucosidos, tetraciclinas, sulfonamidas,
trimetoprima, betalactamicos, fluoroquinolonas, fenicol y macrélidos; también se ha
encontrado la presencia de mutaciones puntuales en algunos de los genes, como
en gyrA, gyrB, parC y parE (Almeida et al., 2018).

En humanos los serotipos de Salmonella que mas rapido adquieren resistencia son:
Typhimurium y Enteritidis, y con el paso del tiempo ha aumentado su prevalencia
en paises desarrollados, y a diferencia de otras cepas de Salmonella presenta una
nueva caracteristica genética ya que su multirresistencia esta localizada en sus
cromosomas (Louden et al., 2012).

Para el tratamiento de infecciones con Salmonella spp., los antibiéticos orales
comunes de primera linea que se han utilizado son fluoroquinolonas (en el caso de
los adultos) y la azitromicina (para los nifios); la ceftriaxona es un agente alternativo
para el tratamiento de primera linea (Tang et al., 2017).

Lamentablemente para la salud publica, algunos serotipos ya poseen completa
resistencia a los antimicrobianos de primera eleccion para su tratamiento; por

ejemplo, el serotipo Typhi causante de la fiebre tifoidea en humanos, es tratada en
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muchos paises con ciprofloxacino, puesto que es el Unico antibiotico que puede
combatirla; al presentar multirresistencia (de 8 a 10 antibidticos) este serotipo
contribuyo a la inutilizacion de varios antibioticos y ha puesto en alto riesgo a las
fluoroquinolonas. La aparicion de SE MDR, incluidas las cepas resistentes a las
fluoroquinolonas y las cefalosporinas de tercera generacion es una evolucion seria
gue plantea limitaciones graves en las posibilidades del tratamiento eficaz de las
infecciones humanas (Almeida et al., 2018).

En el Cuadro 4, se muestra con detalle diversos estudios que demuestran la
resistencia a antibiéticos en cepas de Salmonella spp., en toda la cadena de
produccion bovina, incluyendo heces, canales, cortes y carne. Esta informacion es
de gran importancia, pues permite identificar los grupos de antibioticos que van
perdiendo eficacia contra este patdgeno y la aparicion cada vez mas frecuente de
cepas MDR.

21



Cuadro 4.

Perfiles de resistencia a antibidticos de cepas de Salmonella en productos de origen bovino en el mundo.

Pais Producto Perfil fenotipico MDR Fenotipo mas comun Referencia
de RAM
Polonia Carne AMP: 35.9% 53.8% AMP/CTF/STR/FLO/SXT/TET Ptawinska-Czarnak et al. (2022)
TET: 24.6%
Letonia Carne cruday SXT: 38% 23.8% AMP/TET/SXT Terentjeva et al. (2017)
cocinada NAL: 24%
Australia Heces FLO: 34.3% 3.7% FLO/AMP/STRITET/SXT Barlow et al. (2015), Abraham et
STR: 7.5% al. (2022)
Vietnam Carne TET: 40.7-66.4% 6.3-52.2% TET/AMP/SXT/NAL Van et al. (2007), Nhung et al.
AMP: 22-49.6% (2018)
Iran Carne molida PEN: 97.5% 91.7% - Rajaei et al. (2021)
AMC: 88.5%
Malasia Carne ERO: 100% 100% ERO/PEN/VAN Thung et al. (2018)
PEN: 100%
China Carne SXT: 100% 84.8% AMP/AMC/CHL/SXT/FIS/NAL/STR Yin et al. (2016), Wang et al.
CHL: 88.9% (2021)
Egipto Carne AMP: 86.7-95.7% 26.3-68.1% AMC/AMP/CPD Ahmed et al. (2014), Moawad et al.
SXT: 53.3-91.5% (2017)
Uganda Carne CEZ: 100% 100% CEZ/KAN/NIF/CIP/NAL Onohuean y Igere (2022)
KAN: 100%
Etiopia Carne, canales, STR: 86.7% 50-70% TET/AMP/STR Eguale et al. (2016), Hiko et al.
heces TET: 57% (2018), Geresu y Desta (2021)
Brasil Carne seca SXT: 25% - - Pereira-Fernandes et al. (2017)
Estados Linfonodos, carne TET: 16.1-39.5% 10.7-50.8% AMP/AMC/CHL/STRITET Webb et al. (2017), Davidson et al.
Unidos molida, heces STR: 9.9-34.9% (2018), Lee et al. (2022)
Canada Canales y carne TET: 49% 26.4% AMC/AMP/FOX/CTF/CRO Bohaychuk et al. (2011), Aslam et
molida STR: 37% al. (2012)
México Carne molida, TET: 40.3-90.9% 26-70% CHL/STR/SXT/TET Nayarit-Ballesteros et al. (2016),
canales, SXT: 16.9-59% de la Garza-Garcia et al. (2020),
linfonodos Pal6s-Gutiérrez et al. (2020)

AMP: ampicilina. TET: tetraciclina: CTF: ceftiofur. STR: estreptomicina. SXT: trimetoprima-sulfametoxazol. FLO: enrofloxacino. NAL: &cido nalixidico.
PEN: penicilina. AMC: amoxicilina + &cido clavulanico. ERO: eritromicina. CHL: cloranfenicol. CEZ: cefazolina. KAN: kanamicina. VAN: vancomicina.
FIS: sulfisoxazol. CPD: cefpodoxima. NIF: nitrofurantoina. CIP: ciprofloxacino. FOX: cefoxitina. CRO: ceftriaxona.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil genotipico y fenotipico de resistencia a antibidticos de cepas
de Salmonella spp. aisladas de muestras de carne de res del centro de la
Republica Mexicana, asi como determinar la frecuencia de contaminacion en

funcién de la entidad federativa de procedencia.

METODOLOGIA

Este trabajo no requirié de la aprobacion 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 Autonoma de México, dado que

en el estudio no se emplearon animales de experimentacion.

1. Disefio del estudio

Se trabajoé bajo un esquema de estudio epidemiolégico transversal con andlisis
multinivel, en el que la unidad de agrupamiento fueron las capitales de los ocho
estados del centro de la Republica Mexicana y la unidad de muestreo individual
fueron los establecimientos de venta de carne de res (carnicerias populares)

durante el afio 2021.

2. Calculo de tamafio de muestra
Para calcular el tamafio de muestra requerido se utilizo la estrategia de estimacion
de una proporcién poblacional con especificacion de precisién absoluta, segun lo

gue plantea Aguilar-Barojas (2005):

Zi*p*q
=T
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donde:

n = tamafo de muestra minimo requerido

Za? = valor de Z en una distribucién normal cuando a= 0.05 (1.96)
p = prevalencia esperada (0.30)

g = 1 — prevalencia esperada (0.70)

d = precision absoluta esperada (0.05)

Con los datos de prevalencia y precision esperada se obtuvo que el tamafio de
muestra necesario era de 115 muestras, cuya distribucién es acorde con la cantidad
de poblacién de la ciudad y la cantidad de carnicerias populares que se encuentran

en las mismas. Esta distribucion se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Distribucion de las muestras de acuerdo con la entidad federativa de

procedencia.

Ciudad Estado Numero de
muestras
Ciudad de México Ciudad de México 25
Toluca Estado de México 20
Pachuca Hidalgo 10
Cuernavaca Morelos 10
Puebla Puebla 20
Querétaro Querétaro 10
Chilpancingo Guerrero 10
Tlaxcala Tlaxcala 10
Total 115

3. Toma de muestras
Las muestras fueron recolectadas en establecimientos de venta de carne, los cuales

fueron previamente identificados de acuerdo con el estado de procedencia.
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Las muestras se componian de 250 g de carne molida de res, las cuales se
colocaron en bolsas plasticas estériles, previamente identificadas y se mantuvieron
en hieleras con geles refrigerantes (aproximadamente a 4° C), para su envio al
Laboratorio de Investigacion Il del Departamento de Medicina Preventiva y Salud
Publica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, para su

posterior procesamiento.

4. Analisis microbioldgicos

4.1 Aislamiento de cepas de Salmonella

Las muestras refrigeradas fueron preparadas de acuerdo con los lineamientos de la
norma NOM-210-SSA-2014. El primer paso consistio en colocar 25g de la muestra
en una bolsa de Stomacher® previamente identificada y agregarle 225 mL de agua
peptonada, homogenizando la mezcla durante 1 min. Después, se dejaron reposar
durante 2 h a temperatura ambiente para posteriormente ser incubadas a 37°C por
18-24 h. Posteriormente, se agregd 1 mL de esta mezcla (caldo de enriquecimiento
con la carne) en tubos separados con 10 mL de caldos selectivos Salmonella
Rappaport-Vassidialis y Tetrationato para incubar a 41.5°C por 24 h.
Posteriormente se sembraron 100 pyL de los homogenados de Rappaport-
Vassidialis y de Tetrationato sobre placas de agares selectivos: entérico Hecktoen
(EH), xilosa, lisina, desoxicolato (XLD) y agar sulfito bismuto (SB) (Wu et al., 2001).
La siembra se realiz6 por el método de agotamiento y se incubaron a 37°C por 18 a
24h.

La descripcidon detallada de los procedimientos empleados esta disponible en la
plataforma de acceso abierto protocols.io: doi:
https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bpybmpsn.

4.2 Confirmacién bioquimica de las cepas de Salmonella

Los aislamientos con morfologia sugestiva a Salmonella se confirmaron
biogquimicamente, mediante las pruebas de agar hierro y triple azucar (TSI), agar
hierro y lisina (LIA) y urea, establecidas por la NOM-210-SSA-2014 (Cuadro 6 y
Figura 1).
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Cuadro 6. Resultados esperados para la confirmaciéon bioquimica de Salmonella
mediante las pruebas de TSI, LIA y urea.

Medio Superficie  Fondo Produccién de Hz2S Observaciones
TSI Reaccion  Reaccion  Positiva, precipitado Produccion de gas
alcalina acida de color negro (burbujas en el tubo)
(color rojo) (color
amarillo)
LIA Reacciébn  Reaccién  Positiva, precipitado Produccion de gas
alcalina alcalina de color negro (burbujas en el tubo)
(color (color
purpura) purpura)
Urea - - - Reaccion negativa

(color amarillo)

Figura 1. Representacion gréafica de los resultados esperados para la confirmacion

bioguimica de Salmonella.

La descripciéon detallada de los procedimientos empleados esta disponible en la
plataforma de acceso abierto protocols.io: doi:
https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bpybmpsn.
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4.3 Confirmacion molecular de las cepas de Salmonella

La confirmacidon molecular de los aislamientos presuntamente positivos a
Salmonella spp. se realizO mediante la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR punto final), amplificando un fragmento del gen invA (500 pb), el
cual es constitutivo del género. EI ADN se extrajo con el kit “Ez - 10 Spin Column
Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit” (BioBasic, Inc.), siguiendo las instrucciones
del proveedor. Se utilizaron los primers forward (CGCCATGGTATGGATTTGTC) y
reverse (GTGGTAAAGCTCATCAAGCG), en reacciones de PCR con un volumen
total de 10 pL, empleando los reactivos del MyTag™ Mix, con las siguientes
concentraciones finales: 5 uyL de MyTaq™ Mix, 0.2 yL de cada dNTP y 2.1 yL de
agua libre de nucleasas. Las condiciones de termociclado fueron de: 94°C/3 min de
desnaturalizacion inicial; posteriormente, 35 ciclos de desnaturalizacion, alineacién
y extension (95°C/45 s, 62°C/30 s, 72°C/45 s, respectivamente) y 72°C/2 min de
extension final.

Los productos de amplificacion por PCR se procesaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2% con voltaje constante de 80V por 50 min, mientras que la
visualizacion y digitalizacion de imagenes se realizé en un foto-documentador Gel
Logic 2200, con el programa Care Stream. Los aislamientos confirmados se
conservaron de dos modos; en el primero, se elaboraron inéculos de 1 mL tomando
colonias frescas y mezclandolas en caldo Infusion-cerebro-corazén (BHI) con 10%
de glicerol y se mantuvieron a -70°C en un ultracongelador; en el segundo, se realiz
un respaldo de los aislamientos en agar TSA inclinado, almacenado a temperatura
ambiente.

La descripcion detallada de los procedimientos empleados esta disponible en la
plataforma de acceso abierto protocols.io: doi:
https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bpybmpsn.

4.4 Determinacion fenotipica de resistencia a antibiéticos de cepas de Salmonella
Para la determinacion fenotipica de resistencia a antibidticos se utilizé un panel de
12 antibidticos clasificados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como de

antibidticos de importancia critica (aminoglucésidos, quinolonas, penicilinas,
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cefalosporinas de tercer y cuarta generacion, carbapenémicos) y muy importantes
(fenicoles, inhibidores de la via del folato, tetraciclinas) (OMS, 2018). Ademas, se
seleccionaron antibiéticos que actualmente estan aprobados en México para su uso
tanto en medicina humana como veterinaria, como se muestra en el Cuadro 7.

El perfil de susceptibilidad a antibidticos se determind6 mediante la técnica de
difusién en disco de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). La preparacion del in6culo se
realizd mediante suspension directa de colonias (1-3) en solucion salina (0.85% m/v)
y estandarizada a 0.5 unidades McFarland (aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL).
Se sembrd por la técnica de extension en superficie con un hisopo estéril en agar
Mueller-Hinton y posteriormente se colocaron los sensidiscos de antibiéticos
(Cuadro 7) con un dispensador. Seguidamente, los agares se incubaron a 37°C por
16 a 18 h, y con una regla, se midié el diametro de los halos de inhibiciébn de
crecimiento para cada antibiotico. La descripcion detallada de los procedimientos
empleados esta disponible en la plataforma de acceso abierto protocols.io: doi:
https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bpypmpvn.

Los resultados se interpretaron segun los criterios del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2021), como se muestra en el Cuadro 7. Las cepas
qgue se utilizaron como control de calidad fueron: Escherichia coli ATCC 8739 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, sus respectivos criterios de calidad se
muestran en el Cuadro 8. Para la clasificacién de cepas multi-resistentes (MDR), se
tomao en cuenta que resistiera a tres o0 mas clases de antibioticos (Magiorakos et al.,
2012).
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Cuadro 7. Panel de antibioticos a utilizar en la prueba de resistencia fenotipica a antibiéticos y los respectivos criterios para

clasificacion de cepas de Salmonella resistentes.

- Puntos de corte clinico segun CLSI
Concentracion

Antibidtico Clase (g) (mm)
Hg Sensible Intermedia Resistente
Ampicilina (AMP) Betalactamico (penicilina) 10 217 14-16 <13
Amoxicilina/acido Combinacion de 20/10 =218 14-17 <13
clavulanico (AMC) betalactamicos
Ceftriaxona (CRO) Betalactamico (cefalosporina 30 223 20-22 <19
de tercera generacion)
Cefepime (FEP) Betalactamico (cefalosporina 30 =225 19-24 <18
de cuarta generacion)
Meropenem (MEM) Betalactamico 10 223 20-22 <19
(carbapenémico)
Ciprofloxacina (CIP) Fluoroquinolona 5 =31 21-30 <20
Azitromicina (AZM) Macrolido 15 213 - <12
Tetraciclina (TET) Tetraciclina 30 215 12-14 <11
Cloramfenicol (CHL) Anfenicol 30 =218 11-17 <10
Amikacina (AMK) Aminoglucésido 30 217 15-16 <14
Estreptomicina (STR) Aminoglucésido 10 =215 13-14 <12
Trimetoprima- Inhibidor de la via del folato 25 =216 11-15 <10

sulfametoxazol (SXT)
Adaptado de Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2021).
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Cuadro 8. Panel de antibioticos a utilizar en la prueba de resistencia fenotipica a antibiéticos y los respectivos criterios de

calidad para cepas control de Escherichia coli ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Rangos de control de

Antibiodtico Concentracion (ug) Bacteria calidad (mm)
Ampicilina (AMP) 10 E. coli ATCC 8739 15-22
P. aeruginosa ATCC 27853 -
Amoxicilina/acido clavulanico 20/10 E. coli ATCC 8739 18-24
(AMC) P. aeruginosa ATCC 27853 -
Ceftriaxona (CRO) 30 E. coli ATCC 8739 29-35
P. aeruginosa ATCC 27853 17-23
Cefepime (FEP) 30 E. coli ATCC 8739 31-37
P. aeruginosa ATCC 27853 25-31
Meropenem (MEM) 10 E. coli ATCC 8739 28-35
P. aeruginosa ATCC 27853 27-33
Ciprofloxacina (CIP) 5 E. coli ATCC 8739 29-38
P. aeruginosa ATCC 27853 25-33
Azitromicina (AZM) 15 E. coli ATCC 8739 -
P. aeruginosa ATCC 27853 -
Tetraciclina (TET) 30 E. coli ATCC 8739 18-25
P. aeruginosa ATCC 27853 -
Cloramfenicol (CHL) 30 E. coli ATCC 8739 21-27
P. aeruginosa ATCC 27853 -
Amikacina (AMK) 30 E. coli ATCC 8739 19-26
P. aeruginosa ATCC 27853 20-26
Estreptomicina (STR) 10 E. coli ATCC 8739 12-20
P. aeruginosa ATCC 27853 -
Trimetropin-sulfametoxazol 25 E. coli ATCC 8739 23-29
(SXT) P. aeruginosa ATCC 27853 -

Adaptado de Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2021).
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5. Secuenciacion del genoma completo y prediccion de serotipos

El ADN gendmico (QADN) se extrajo utilizando el kit de extraccion DNeasy Blood
& Tissue Kit de Qiagen, segun las instrucciones del fabricante. EI gADN se
cuantificé usando un fluorometro Qubit 3.0. Las bibliotecas de ADN se prepararon
a partir de 1 ng de ADN genomico utilizando el kit Nextera XT v.2 (lllumina) y
secuenciando en el sistema Illlumina MiSeq (lecturas pareadas de 2x250 pb). La
prediccion de los serotipos, se realiz6 mediante un andlisis in silico de los
genomas ensamblados con el programa Salmonella In Silico Typing Resource
(SISTR) version 1.1.2 (Yoshida et al., 2016).

6. Evaluacion de la calidad y depuracién de las lecturas crudas

Para evaluar la calidad inicial de las lecturas crudas se utilizé el programa FastQC
(Andrews, 2010). Seguidamente se realizO el proceso de depuracion para
eliminar los adaptadores de secuenciacion de lllumina, asi como las lecturas de
pobre calidad, utilizando el programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Las
secuencias depuradas se analizaron de nuevo con FastQC para garantizar que
solo se utilizaron lecturas de alta calidad (Q>30). El indice de calidad Q se
relaciona con la probabilidad de error (Perror) €n el llamado de las bases. La
puntuacion de calidad de secuenciacion de una base determinada, Q, se define

mediante la siguiente ecuacion (Shi et al., 2010):

Q =-10 x log1o (Perror)
Por tanto, al despejar Perror, Se obtiene:

Perror = 10-Q/10
De esta forma, valores de Q=30 se corresponden con una Peror<0.001, de ahi
que este valor se utilice como objetivo al depurar las lecturas crudas, para

garantizar la confiabilidad de los datos de secuenciacion empleados en estudios

genomicos.
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7. Ensamble y anotacion del genoma

El ensamble de los genomas se llevo a cabo en el servidor PATRIC (Pathogen
Resource and Integration Center) (Wattam et al., 2014) utilizando el algoritmo de
ensamblaje de novo del programa SPAdes version 3.13.1 (Bankevich et al.,
2012). Los ensambles se evaluaron con el programa QUAST (Quality
Assessment Tool for Genome Assemblies) version 5.02. (Gurevich et al., 2013),
para asegurar que cumplian con los requisitos minimos para ser utilizados en
aplicaciones de inocuidad de alimentos, salud publica y epidemiologia: menor
namero de contigs posible y de tamafio grande. Ademas, se verificO que el
tamafo del genoma (4.5-5.0 Mpb) y el porcentaje de guanina-citocina (%GC: 51-
52) se encontraban dentro del intervalo tipico de SE. La anotacién del genoma

se realiz6 en el servidor RAST (https://rast.nmpdr.org/) y se configuré para

corregir automaticamente errores y cambios de marco.

8. Perfiles genotipicos de resistencia a antibidticos y gendmica comparativa
La identificacion del perfil gendmico de resistencia a antimicrobianos se llevo a
cabo mediante un andlisis in silico de los genomas ensamblados, con la ayuda
del programa AMRFinderPlus version 3.8 (Feldgarden et al., 2021). De esta
forma, se pudo observar la presencia o ausencia de genes de interés, asi como
de las mutaciones asociadas con la resistencia a antibioticos, en las cepas bajo
estudio. En el caso de los integrones estos se determinaron mediante la

herramienta Genome Browser del servidor RAST (https://rast.nmpdr.org/).

9. Perfil de plasmidos

Los plasmidos son conocidos como fuertes contribuyentes a la diseminacion de
la resistencia a antibiéticos y dado que el ADN gendmico contiene tanto ADN
cromosdémico como de plasmidos, se realiz6 un perfilado de los plasmidos
presentes en las cepas bajo estudio.

Para esto se llevd a cabo un analisis in silico de los genomas ensamblados, con
la ayuda del programa PlasmidFinder version 2.1 (Carattoli et al., 2014) y un
umbral de identidad del 95%.
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En caso de aciertos positivos, se descargd la secuencia del plasmido de
referencia de la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se
alineo con los borradores de los genomas utilizando la herramienta Gview Server

(https://server.qview.ca/) (Sthotard et al., 2019). Sila mayor parte de la secuencia

del plasmido (>70%) (Delgado-Suérez et al., 2018) estaba representada en un
genoma y el contexto genomico de los genes coincidia con el del plasmido

(sintenia), se propuso que estos aislamientos llevaban el plasmido predicho.

10. Andlisis filogenéticos

Con los datos de la secuenciacion del genoma completo (WGS, por sus siglas en
inglés) de las cepas bajo estudio se construy6 un arbol filogenético de maxima
verosimilitud con el uso del programa CSI Phlylogeny (Rolf et al., 2014), utilizando
como organismo externo a la cepa S. bongori CP0O06608.1.

Dada la clonalidad intraserotipo de las cepas bajo estudio, se seleccionaron
cepas representativas de cada serotipo y cepas publicas involucradas en casos
clinicos humanos en México, cuyos genomas se descargaron de la base de datos
del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Anexo 7), y se construyd un segundo

arbol filogenético de maxima verosimilitud utilizando al mismo organismo externo.

11. Andlisis estadisticos

Se utiliz6 estadistica descriptiva para determinar: la frecuencia absoluta y relativa
de muestras positivas a Salmonella para cada capital estatal de procedencia de
las muestras; para determinar la proporcién de cepas por serotipo que mostraron
resistencia para cada antibidtico analizado; y para determinar la frecuencia
relativa de cepas por serotipo y capital estatal de procedencia que resultaban
pansusceptibles, no MDR o MDR, utilizando el programa IBM SPSS Statistics 25.
Se utiliz6 la prueba de Chi-cuadrado y el calculo de la razén de
probabilidades/posibilidades (OR por sus siglas en inglés), para determinar si
existia asociacion entre: la frecuencia de contaminacion con SE y la ciudad de
procedencia de los aislamientos; la presencia de fenotipos de multirresistencia y

la ciudad de procedencia de los aislamientos; la presencia de fenotipos de

33


https://server.gview.ca/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

multirresistencia y los serotipos encontrados; los fenotipos de resistencia
intermedia a ciprofloxacino y la presencia de los genes gnrB19 y gnrAl, los
cuales se han asociado con estos perfiles de resistencia intermedia; los fenotipos
de resistencia intermedia a ciprofloxacino y la presencia del plasmido pHAD28,
el cual contiene el gen gnrB19; y los genotipos de multirresistencia y la presencia
del gen gacEdelta-1, el cual se encuentra presente en un integron de clase 1
junto con otros genes que confieren perfiles de MDR, utilizando el programa IBM
SPSS Statistics 25.

También se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson entre el nimero de
fenotipos y genotipos de resistencia para cada antibiético probado, utilizando el
programa IBM SPSS Statistics 25.

Para la presencia de genes de resistencia por serotipo se realiz6 un mapa de
calor, para el cual se determind primero el nidmero de aislamientos de cada
serotipo que albergaba los genes de resistencia para cada grupo de antibioticos.
Usando estos datos, se calculo la proporcion de aislamientos de cada serotipo
que tenia la caracteristica y se usaron estos datos para generar un mapa de calor
con el programa Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus/).
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RESULTADOS

1. Frecuencia de contaminacion con Salmonella

La frecuencia de contaminaciéon con Salmonella por capital estatal estudiada se
muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Frecuencia de contaminacion con Salmonella para cada entidad
federativa estudiada.

La frecuencia de contaminacién global promedio fue de 41.7%, aunque esta vario
segun la zona geogréfica de procedencia de la muestra (X2: 24.2, P=0.0021) (Figura
2), con una mayor probabilidad de encontrar muestras positivas en Cuernavaca y
Toluca con respecto a las demas entidades federativas [razon de probabilidades:
25.5, intervalo de confianza al 95% (IC95): 2.21-299.32, P=0.0016].

En cuanto a la cantidad de cepas aisladas por ciudad, de las 109 cepas, Toluca con
42 (38.5%) y Cuernavaca con 20 (18.3%) fueron las ciudades con mayor aporte,
mientras que Tlaxcala y Querétaro fueron las que tuvieron un menor aporte (una
cepa cada una, 0.01%) (Cuadro 9).

Con respecto a los serotipos correspondientes a las cepas aisladas, se encontraron
18 diferentes y la distribucion de la frecuencia absoluta por entidad federativa se
muestra en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Frecuencia absoluta de los serotipos de Salmonella encontrados en las

capitales de cada entidad federativa que participo en el estudio.

Serotipos n Entidad federativa?
CDMX CUER PUE TOL TLAX QRO CHIL PAC
- - - 1

1 - 4 -

Adelaide

Agona

Anatum
Bovismorbificans
Derby

Give

Goldcoast
Havana
1,4,[5],12:i:-
Infantis

London
Mississippi
Muenchen
Newport
Panama

Rissen
Seftenberg - - 4
Typhimurium - - 1
Total 109 18 20 12 42 1 1 4 9

1CDMX: Ciudad de México; CUER: Cuernavaca; PUE: Puebla; TOL: Toluca; TLAX: Tlaxcala; QRO:
Querétaro; CHIL: Chilpancingo; PAC: Pachuca.
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De los 18 serotipos encontrados, Anatum (23.9%), Adelaide (11%) y Newport (11%)
fueron los de mayor frecuencia relativa (Cuadro 9). Particularmente, los serotipos
Anatum y Newport fueron los que tuvieron una mayor distribucion geogréfica,
encontrandose en 6 y 5 entidades federativas, respectivamente; mientras que los
serotipos Bovismorbificans, Mississippi, Rissen y Typhimurium encontrados en una
entidad federativa cada uno, fueron los de menor distribucion geografica.

Con respecto a la diversidad de serotipos encontrados por ciudad, Toluca es la que
tuvo una mayor diversidad con 12 serotipos diferentes, mientras que la menor

diversidad se observo en Tlaxcala y Querétaro, con 1 serotipo cada una.

2. Perfil fenotipico de resistencia a antibiéticos de Salmonella
Las cepas aisladas mostraron resistencia fenotipica para 10 de los 12 antibiéticos

analizados, siendo tetraciclina (41.3%), cloramfenicol (39.4%), estreptomicina
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(38.5%) vy trimetoprima-sulfametoxazol (32.1%), a los que mas mostraron

resistencia. Por el contrario, todas las cepas presentaron susceptibilidad a

meropenem y amikacina (Figura 3).

Trimetoprima-sulfametoxazol
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Figura 3. Frecuencia relativa de cepas de Salmonella resistentes a cada antibiotico

evaluado (n=109).

Del total de cepas, 58 (53.2%) se clasificaron como pan-susceptibles, 2 (1.8%)

mono-resistentes, 5 (4.6%) bi-resistentes y 44 (40.4%) como MDR. Poco mas del

88% de las cepas MDR mostrod resistencia a cuatro o mas clases de antibiéticos

(Cuadro 10).
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Cuadro 10. Fenotipos de resistencia a antibidticos encontrados en las cepas de Salmonella aisladas de carne de res.

Fenotipo de resistencia (n)

Serotipos (n)

Clases de antibioticos

Pan-susceptible (58)

AZM (1)

TET (1)

STR/SXT (2)

TET/STR (3)

AMP/TET/STR (1)

TET/CHL/SXT (3)

AMP/CHL/STR/SXT (1)
AMP/TET/CHL/STR (3)
AZMITET/CHL/SXT (3)
TET/CHL/STR/SXT (4)
AMP/AMC/TET/CHL/STR (3)
AMP/AMC/CRO/TET/CHL/STR (1)
AMP/AMC/CRO/FEP/AZM/CHL/STR (2)
AMP/TET/CHL/STR/SXT (9)
AZMITET/CHL/STR/SXT (2)
AMP/AMC/TET/CHL/STR/SXT (1)
AMP/AMC/AZM/TET/CHL/SXT (1)
AMP/AZM/TET/CHL/STR/SXT (4)
AMP/AMC/AZM/TET/CHL/STR/SXT (5)

AMP/AMC/CRO/FEP/CIP/AZMITET/CHL/STR (1)

Adelaide (7), Anatum (14), Bovismorbificans (1), Derby (5), Give (2),

Goldcoast (5), Havana (5), Infantis (10), London (6), Mississippi (1),
Muenchen (1), Panama (1)
Infantis (1)

1, 4, [5], 12:i:- (1)

Panama (2)

Derby (3)

1, 4, [5], 12:i:- (1)

Anatum (2), Newport (1)
Anatum (1)

Adelaide (2), Panama (1)
Newport (1), Seftenberg (2)
Anatum (4)

Adelaide (3)

Newport (1)

Seftenberg (2)

Anatum (5), Agona (3), Muenchen (1)
Newport (2)

Rissen (1)

Newport (1)

1, 4, [5], 12:i:- (1), Newport (2), Seftenberg (1)
Newport (4), Seftenberg (1)
Typhimurium (1)

0

o o o g g A~ DNMDANDDINDNDINW®WNNPRP PR

»

*AMP: ampicilina. AMC: amoxicilina + &cido clavulanico. CRO: ceftriaxona. FEP: cefepime. CIP: ciprofloxacino. AZM: azitromicina. TET: tetraciclina. CHL:
cloramfenicol. STR: estreptomicina. SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.
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De los 20 fenotipos de resistencia a antibioticos encontrados, los mas frecuentes
fueron: AMP/TET/CHL/STR/ISXT (9/44) y AMP/AMC/AZMITET/CHL/STR/SXT
(5/44), lo que refuerza el hecho de que tetraciclina, cloramfenicol, estreptomicina y
trimetoprima-sulfametoxazol fueron los antibiéticos a los que las cepas de
Salmonella obtenidas en este estudio mayormente mostraron resistencia.

La distribucion porcentual de cepas pan-susceptibles, mono y bi-resistentes (No

MDR) y multi-resistentes (MDR) por ciudad se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Frecuencia relativa de cepas de Salmonella multi-resistentes, no multi-

resistentes y pan-susceptibles por ciudad.

Se encontrd asociacion significativa (X?=25.3, P=0.0017) entre la entidad federativa
de procedencia de la muestra y la frecuencia de cepas MDR, con una mayor
probabilidad de encontrar cepas MDR en Tlaxcala, Querétaro y Puebla con respecto
a las demas entidades federativas [razdén de probabilidades: 16.31, IC95 2.69-
100.37, P<0.0001] (Figura 4), considerando la limitante de contar con solo una cepa

para las ciudades de Tlaxcala y Querétaro.
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La distribucion porcentual de cepas pan-susceptibles, mono y bi-resistentes (No

MDR) y multi-resistentes (MDR) por serotipo se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Frecuencia relativa de cepas de Salmonella multi-resistentes, no multi-

resistentes y pan-susceptibles por serotipo.

Se encontré asociacion significativa (X?=53.1, P<0.0001) entre el serotipo y la
frecuencia de cepas MDR, con una mayor probabilidad de encontrar cepas MDR en
los serotipos Agona, Typhimurium, Rissen y Newport que en los demas [razén de
probabilidades: 23.8, IC95 6.69-132.37, P<0.0001] (Figura 5), considerando la

limitante de contar con solo una cepa para los serotipos Bovismorbificans,
Mississippi, Rissen y Tiphymurium.

3. Perfil genotipico de resistencia a antibioticos de Salmonella

Se encontraron genes de resistencia para todas las clases de antibioticos (7)
evaluadas en este estudio (Figura 6).
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Figura 6. Mapa de calor que muestra el perfil genotipico de resistencia a antibioticos
de las cepas de Salmonella. Los genes de RAM y la clase de antibidtico afectada
se indican en la parte inferior. La escala indica el porcentaje de cepas que poseen
genes de RAM y que son genotipicamente multirresistentes (MDR).

Los resultados obtenidos muestran que, en todas las cepas bajo estudio, tanto

susceptibles como resistentes, se encontraron los genes mdsAB correspondientes
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a una bomba de eflujo de la superfamilia division de resistencia nodular (RND, por
sus siglas en inglés) (Du et al., 2018). El eflujo activo corresponde a un mecanismo
de resistencia intrinseco, y la evidencia cientifica que ha sido encontrada hasta el
momento apunta a que la funcién original de las bombas de eflujo era contribuir a la
supervivencia dentro del hospedero, sin embargo, la capacidad de algunas de ellas
para exportar al exterior de la célula una gran variedad de moléculas desencadend
en un mecanismo fortuito de resistencia a multiples antibioticos (Du et al., 2018).
También se puede observar que los serotipos Typhimurium y Rissen son los que
tuvieron una mayor proporcion de genes de resistencia para todas las clases de
antibioticos evaluadas, contrario a lo observado para los serotipos Bovismorbificans,
Give, Goldcoast y Havana (Figura 6), considerando la limitante de contar con solo
una cepa para los serotipos Bovismorbificans, Mississippi, Rissen y Tiphymurium.
A partir de estos resultados se calcul6 la diversidad de genes de resistencia a
antibioticos (ARGd), que es el numero de alelos diferentes que codifican
mecanismos de resistencia distintos contra una misma clase de antibioticos. Este
es un indicador de los diferentes mecanismos de resistencia adquirida presentes en

las poblaciones bacterianas (Figura 7).
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Figura 7. Diversidad de genes de resistencia a antibioticos (AGRd) de las cepas de

Salmonella (global y por clase de antibiotico).
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La mayor diversidad de genes de RAM involucr6 a los aminoglucésidos (3, genes
aph, aadA y aac), mientras que lo contrario ocurrié en betalactamicos (bla) y en
tetraciclinas (tet) (1 alelo cada una). En cuanto al ARGd global, las cepas bajo
estudio mostraron 13 mecanismos diferentes para resistir a las 7 clases de
antibioticos evaluadas.

Se observo6 una fuerte asociacion (r = 0.98, P<0.0001) entre los genotipos de RAM

predichos y los fenotipos RAM observados (Figura 8).
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*AMP: ampicilina. AMC: amoxicilina + acido clavulanico. CRO: ceftriaxona. FEP: cefepime. MEM: meropenem.
CIP: ciprofloxacino. AZM: azitromicina. TET: tetraciclina. CHL: cloramfenicol. AMK: amikacina. STR:
estreptomicina. SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.

Figura 8. Representacion esquematica de la correlacion entre genotipos predichos
de RAM vy fenotipos observados de RAM en las cepas de Salmonella. La figura
muestra el numero de aislamientos genotipica y fenotipicamente resistentes por
antibiético evaluado.

Con respecto a las mutaciones, se sabe que corresponden a una forma en que las
bacterias se vuelven resistentes a los antibidticos y por ende los genomas
ensamblados también se analizaron en busca de mutaciones puntuales asociadas

con la resistencia y los genes asociados a estas mutaciones, la diversidad de estas
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y la proporcion de cepas que contenian dichas mutaciones se muestran en el
Cuadro 11.

Cuadro 11. Mutaciones puntuales encontradas y genes que las contenian en las
cepas de Salmonella bajo estudio.

Gen Mutaciones Proporcién Fenotipo Referencia
encontradas de cepas asociado
con
mutacion
ramR M1V, L115I, M83T 100.0% Multi- Abouzeed et al.
resistencia (2008)
acrB MO64T 100.0% Macrolidos Ahsany
Rahman
(2019)
gyrA D795E, T661N 3.7% Quinolonas Liuy Chen
(2017)
gyrB T717N, Q624K 12.8% Quinolonas Liuy Chen
(2017)
parC T255S, T57S, S469A, 100% Quinolonas Liuy Chen
H747P, N395S, (2017)
A620T, E6A, R365L
parkE T599I, P231L 5.5.% Quinolonas Liuy Chen
(2017)
pmrA T89S, P102L 22.0% Colistina Koutsolioutsou
et al. (2005)
pmrB M15T, A111T, 21.1% Colistina Koutsolioutsou
GV73Sl, 183V et al. (2005)
16s_rrsD  A1296T, A406G, 100.0% Multi- Fabrega et al.
AAG538TTC, resistencia (2004)
C1074T, C523A,
T412C, T409G,
A508G, AB25T,
G536A, G540C,

T544C, G1453A

La aparicion de mutaciones fue inconsistente con los fenotipos observados (X?: 1.1,
P=0.58), pues muchos de los aislamientos portaban multiples mutaciones en la
region determinante de la resistencia a las quinolonas (QRDR, por sus siglas en
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inglés), es decir en los genes gyrAB y parCE, independientemente de si eran
susceptibles o no a ciprofloxacino. Asimismo, el 100% de los aislamientos
presentaba mutaciones en los genes ramR y 16_rrsD, los cuales confieren perfiles
MDR, aun asi, solo el 40.5% de las cepas se clasificaron como MDR (X2 1.5,
P=0.68). También se encontraron mutaciones en los genes pmrAB, que estan
asociados con la resistencia a la colistina, el cual no fue evaluado en la prueba de
susceptibilidad de antibiéticos. Asimismo, las mutaciones en el gen acrB, que se ha
informado que confieren resistencia a la azitromicina en cepas de Salmonella

tifoidea, se encontraron en el 100% de las cepas.

3.1 Resistencia a betalactamicos

Las cepas bajo estudio contenian los genes codificantes de betalactamasas de
clase A: bla-CARB-2, bla-PSE, bla-CTX-M-14 y blaTEM-1 y el gen bla-CMY-2 que
codifica para una betalactamasa de clase C (Anexo 5).

En el caso de las betalactamasas de clase A, estas confieren resistencia a todas las
penicilinas, asi como a cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion,
mientras que las de clase C confieren resistencia a penicilinas y a todas las
generaciones de cefalosporinas (primera, segunda, tercera y cuarta generacion)
(Lee et al., 2019).

El gen blaCARB-2 fue el mas abundante entre las cepas que mostraron resistencia
a las penicilinas, especialmente en las del serotipo Newport (7/12). En cuanto al gen
bla-TEM-1 este se encontré principalmente en el serotipo Adelaide (5/12), y este
codifica para otra betalactamasa de espectro extendido (ESBL), la cual tiene la
capacidad de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas de primera generacion (Lee et
al, 2019).

En cuanto al gen blaPSE, este se encontr6 solamente en una cepa del serotipo
Newport, que resulté susceptible a penicilinas y cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion. Con respecto al gen bla-CTX-M-14, solo se encontré en una cepa del
serotipo Typhimurium, la cual mostro resistencia a penicilinas y cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion. Por otro lado, el gen bla-CMY-2, que codifica para una

betalactamasa de clase C (Lee et al., 2019), se encontré en dos cepas, una del
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serotipo Newport y otra del serotipo Typhimurium, las cuales mostraron resistencia
a penicilinas y cefalosporinas de tercera y cuarta generacion.

Solamente dos cepas que resultaron no susceptibles a penicilinas y cefalosporinas
de terceray cuarta generacion, carecian de algun gen codificante de ESBL conocido
y ademas todas las cepas bajo estudio tenian mutaciones en el gen ramR, las
cuales se han asociado con la resistencia a varias clases de antibiéticos, incluidas
las penicilinas (Abouzeed et al., 2008), aunque no se observo asociacion entre las
mutaciones en ramR y estos perfiles.

Solamente cuatro cepas, una del serotipo Newport, dos del serotipo Seftenberg y
una del serotipo Typhimurium, mostraron resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion (ceftriaxona) y tres de estas (Seftenberg y Typhimurium) mostraron
también resistencia a cefalosporinas de cuarta generacién (cefepime). Sin embargo,
estas cepas carecian de genes codificantes de ESBL de clase C, B o D, que son de
amplio espectro y pueden afectar a ambos grupos de betalactamicos (Lee et al.,
2019).

3.2 Resistencia a fluoroquinolonas

El principal mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas que se encontré fue el
codificado por genes de resistencia mediados por plasmidos (PMQR, por sus siglas
en inglés), como es el caso de gnrB19 y gnrAl, en 56 cepas de diferentes serotipos
(Anexo 5). Estos genes estan involucrados en la proteccion de las moléculas diana
de las fluoroquinolonas (ADN girasa y topoisomerasa IV) (Song et al., 2018).
Ademas, se detectd la presencia, en 41 cepas de distintos serotipos, del plasmido
pHAD28 (KU674895) (Cuadro 10), el cual contiene el gen gnrB19 y que se ha
determinado como un mecanismo eficaz de diseminacién de estos genes de
resistencia en Salmonella (Jibril et al., 2021).

La presencia de genes PMQR estuvo asociada con la resistencia intermedia a
ciprofloxacino observada en las cepas bajo estudio [X? = 36,8, P<0,0001, OR: 28.51,
IC95: 9.2-30.3, P<0.0001], la cual también se asocio con la presencia del plasmido
pHAD28 [X?= 33.79, p<0.0001, OR: 21.48, IC95: 12.5-39.3, P<0.0001].
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El valor del halo de inhibicion en la prueba de susceptibilidad a antibiéticos para
cepas con resistencia intermedia y con la presencia del gen gnrB19 fue de 26mm,
mientras que en aquellas cepas que mostraron resistencia intermedia pero no
contenian estos genes fue de 30mm, lo que muestra que podria haber una influencia
de estos genes sobre la expresion del fenotipo de resistencia intermedia a
ciprofloxacino. Finalmente, el halo de inhibicidn para aquellas cepas que resultaron
susceptibles fue de 34mm.

También se detecto la presencia de los genes ogxA y ogxB en dos cepas, una del
serotipo Panama y otra del serotipo Rissen. Dichos genes codifican para bombas
de eflujo codificadas por plasmidos, que confieren resistencia a multiples agentes,
incluidas las fluoroquinolonas (Li et al., 2019), sin embargo, ambas cepas resultaron
con fenotipos susceptibles para ciprofloxacino.

Finalmente, no se encontré6 ninguna asociacién estadistica entre la presencia de
mutaciones puntuales en la zona determinante de resistencia a quinolonas (QRDR,

por sus siglas en inglés) y los fenotipos observados [X?: 2.3, P=0.12].

3.3 Resistencia a macrolidos

Entre las cepas bajo estudio, 18 de ellas portaban el gen mph(A), el cual codifica
para una fosfotransferasa responsable de la modificacion enzimatica de la
azitromicina y, por ende, la pérdida de su efectividad (Hooda et al, 2019). Este gen
se encontr6 en cepas de los serotipos Newport (12), Seftenberg (5) y Typhimurium
(1) (Anexo 5), las cuales mostraron fenotipos de resistencia a azitromicina y perfiles
de MDR.

Solamente dos cepas del serotipo 1, 4, [5], 12:i:- (Typhimurium monofasica),
mostraron fenotipos de resistencia a azitromicina y carecian de algun gen de
resistencia a macroélidos. También se encontré la presencia del gen Inu(F) en dos
cepas, una del serotipo Muenchen y otra del serotipo Rissen, el cual esta asociado
a la presencia de un integron de clase 2 en estas mismas cepas (Figura 13). Este
gen codifica para una nucleotidiltransferasa que afecta principalmente a la
lincosamida (Ahsan y Rahman, 2019), la cual no fue sujeto de evaluacion fenotipica

en este estudio.
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3.4 Resistencia a tetraciclinas

El principal mecanismo asociado con resistencia a tetraciclinas observado en este
estudio fue el conferido por los genes codificantes de bombas de eflujo (tetABM),
los cuales se encontraron en 50 cepas de diferentes serotipos (Anexo 5). Dentro de
estos genes, tetA, fue el més frecuente (40/50) en el genoma de las cepas
estudiadas.

Aunqgue cinco cepas (una del serotipo Anatum, dos del serotipo Panama y dos del
serotipo Seftenberg), portaban genes tet, mostraron fenotipos susceptibles a
tetraciclina. Todas las cepas bajo estudio (109), tanto susceptibles como
resistentes, portaban mutaciones en el gen ramR, que estan asociados con perfiles
MDR que involucran tetraciclinas y otras clases de antibioticos (Abouzeed et al.,

2008), por lo que no se encontr6 asociacion estadistica [X?: 1.5, P=0.68].

3.5 Resistencia a fenicoles

La resistencia al cloramfenicol en las cepas bajo estudio se asocio principalmente
con mecanismos de eflujo, codificados por el gen floR, el cual se presentdé en 42
cepas de diferentes serotipos (Anexo 5). Solamente una cepa del serotipo 1, 4, [5],
12:i:- (Typhimurium monofasica), no portaba el gen, pero si mostré un fenotipo de
resistencia. Ademas, una cepa del serotipo Typhimurium portaba tanto el gen floR
como el cmlAl (Bissonnette et al., 1991), el cual codifica un segundo mecanismo

de resistencia: inactivacion enzimética.

3.6 Resistencia a aminoglucésidos

Las cepas que mostraron resistencia a aminoglucosidos portaban genes que
codificaban mecanismos de inactivacion enzimatica, como la fosforilacién [aph(6)-
Id, aph(3")-Ib, aph(3“)-la, aph(4)-1a] presentes en 18 cepas de distintos serotipos, la
adenilacion [aadAl, aadA2, aadA5] presentes en 33 cepas de distintos serotipos y
la acetilacion [aac(3)-Ild, aac(3)-lva] presentes en tres cepas de distintos serotipos
(Anexo 5). Asimismo, tres cepas, una del serotipo Newport y dos del serotipo
Seftenberg, no tenian ningun gen asociado con resistencia a aminoglucosidos y, no

obstante, mostraron fenotipos de resistencia y un perfil de MDR.
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3.7 Resistencia a inhibidores de la via del folato

En cuanto a los inhibidores de la via del folato, el mecanismo de resistencia mas
abundante entre las cepas bajo estudio fue el codificado por los alelos sul (sully
sul2) presentes en 49 cepas de diferentes serotipos y los alelos dfrA (dfrAl, dfrA12
y dfrAl7) presentes en 36 cepas de diferentes serotipos (Anexo 5), lo que
demuestra que los alelos sul fueron mas predominantes que los alelos dfrA.
Ademas, en 11 cepas de diferentes serotipos se encontrd la presencia de estos

genes, sin embargo, las cepas mostraron fenotipos susceptibles.

3.8 Resistencia a antimicrobianos no evaluados en el panel de resistencia fenotipica
Se detectaron alelos de resistencia a fosfomicina (fosA, fosA7.2, fosA3, fosA7.3,
fosL2), que codifican para mecanismos de modificacion enzimética (Beharry y
Palzkill, 2005), en 20 cepas de distintos serotipos (Anexo 5).

También se encontré la presencia del gen mcrl.l en una cepa del serotipo
Typhimurium (Anexo 5). Este gen codifica para una fosfoetanolamintransferasa
transmitida por plasmidos, que confiere resistencia a la colistina (Liu et al., 2015).
Se encontré ademas la presencia del gen bleO, que codifica para la resistencia a
bleomicina (Shen et al., 2002), en una cepa del serotipo Panama.

Se encontro también la presencia del gen gacL en dos cepas del serotipo Panama
(Anexo 5). Este gen codifica para una bomba de eflujo de la familia pequefia de
resistencia multiple (SMR, por sus siglas en inglés), que confiere resistencia a
desinfectantes y antisépticos (Ceccarelli et al., 2006).

Finalmente se encontré la presencia de los genes gacE y qacEdelta-1 en 40 cepas
de diferentes serotipos (Anexo 5). Estos genes codifican para bombas de eflujo de
la superfamilia facilitadora mayor (MFS, por sus siglas en inglés) que confieren
resistencia a desinfectantes y antisépticos (Kazama et al., 1999). Se encontré
asociacion estadistica entre la presencia de estos genes y los perfiles de MDR [X?:
34.8, P<0.0001], asi como con la presencia de un integron de clase 1 (Figura 12)
[X?: 46.29, P<0.0001].
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3.9 Perfil de plasmidos

Se encontraron replicones de cuatro plasmidos de resistencia (Cuadro 12) en
aproximadamente la mitad de las cepas (51/109).

El plasmido pHAD28 (KU674895) fue el que se detecté con mayor frecuencia (41
cepas de 11 serotipos distintos). Ademas, este plasmido tiene una contribucion
discreta con los perfiles de resistencia, pues solo contiene el gen gnrB19 (Figura 9),
el cual, como se mencion0 anteriormente, genera perfiles de resistencia intermedia
a fluoroquinolonas, en este caso a ciprofloxacino. No se encontré asociacion
estadistica entre la presencia de este plasmido y los fenotipos de MDR entre las
cepas bajo estudio [X2: 3.7, P=0.15].

Cuadro 12. Caracteristicas generales de los plasmidos predichos en los
aislamientos de Salmonella y su distribucién por serotipo.

Numero de accesién Tamafio Grupo de Genes RAM del Serotipo (n)
NCBI del plasmido (pb) incompatibilidad plasmido
R64 (AP001547) 120826 Incll tetACD, strAB Agona (3)
Anatum (3)
pHAD28 (KU674895) 2617 - gnrB19 Adelaide (6)
Agona (1)
Anatum (11)
Derby (3)
1, 4, [5], 12:i:- (3)
Infantis (6)
London (3)
Mississipi (1)
Muenchen (1)
Newport (5)
Typhimurium (1)
R478 (BX664015) 274762 IncHI2 tetACDR, cat Anatum (6)
Muenchen (1)
Panama (1)
Rissen (1)
R621a (AP011954) 93185 Incly tetACDR Anatum (1)
*Genes resaltados en negrita se encontraban presentes en las cepas bajo estudio.
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- GB51_Typhimurium_MDR
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B GB4-1_London

B GB4-2_Infantis
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B GB41-1_Derby
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B pHAD28_KU674895
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Figura 9. Analisis de atlas de BLAST del plasmido pHAD28 de 12 cepas de distintos
serotipos. El anillo gris es la plantilla, el rosado interior corresponde a la secuencia
de referencia del plasmido y el mas interno muestra la anotacion del gen qnrB19.
Los anillos exteriores corresponden a cada una de las cepas con su nombre y
respectivo serotipo. MDR: multirresistente. GC c: contenido de guanina-citocina. GC
s: variacion en el contenido de G-C.

Con respecto al plasmido R478 (BX664015), su distribucion entre los distintos
serotipos fue mas discreta, pues se predijo que estaba presente en nueve cepas de
cuatro serotipos diferentes (Cuadro 12). En cuanto a su contribucion con los perfiles
de resistencia, la prediccion realizada muestra que cerca del 80% del plasmido se
encontraba representado en las cepas (Figura 10). Sin embargo, los genes de
resistencia tetADCR y cat, que se asocian con este plasmido, no se encontraban

presentes en las cepas.
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B GB51_Typhimurium_MDR
B GB30-1_Rissen_MDR
B GB53-1_Panama_MDR
B GB32-3_Muenchen_MDR
B GB33-1_Anatum-MDR
B R478_BX664015
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Figura 10. Analisis de atlas de BLAST del plasmido R478 de 5 cepas de distintos
serotipos. El anillo gris es la plantilla, el morado interior corresponde a la secuencia
de referencia del plasmido y el mas interno muestra la anotacion de los genes del
plasmido. Los anillos exteriores corresponden a cada una de las cepas con su
nombre y respectivo serotipo. MDR: multirresistente. GC c: contenido de guanina-
citocina. GC s: variacion en el contenido de G-C.

También se encontraron replicones del plasmido de resistencia R64 (AO001547) en
seis cepas, tres del serotipo Agona y tres del serotipo Anatum (Cuadro 12). Este
plasmido porta genes de resistencia contra tetraciclinas (tetADR) y aminoglucosidos
(strAB). No obstante, a pesar de que mas del 70% del plasmido se aline6 con los
genomas ensamblados, ninguno de estos genes de resistencia se encontr6 en las

cepas bajo estudio (Figura 11).
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B GB1-1_Anatum_MDR
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B ccc

B ccs

.-I-I-_”

w0/
WA

Figura 11. Analisis de atlas de BLAST del pldsmido R64 de 2 cepas de distintos
serotipos. El anillo gris es la plantilla, el naranja interior corresponde a la secuencia
de referencia del plasmido y el mas interno muestra la anotacion de los genes del
plasmido. Los anillos exteriores corresponden a cada una de las cepas con su
nombre y respectivo serotipo. MDR: multirresistente. GC c: contenido de guanina-
citocina. GC s: variacion en el contenido de G-C.

Finalmente, se encontraron replicones del plasmido R621a (AP011954) Gnicamente
en una cepa del serotipo Anatum. Este plasmido contiene genes de resistencia a
tetraciclina (tetACDR). Sin embargo, a pesar de que mas del 80% del plasmido se
encontraba alineado con el genoma de la cepa donde se predijo su presencia,

ninguno de estos genes se encontré en este genoma (Figura 12).
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Figura 12. Analisis de atlas de BLAST del plasmido R621a de 1 cepa del serotipo
Anatum. El anillo gris es la plantilla, el café interior corresponde a la secuencia de
referencia del plasmido y el mas interno muestra la anotacion de los genes del
plasmido. Los anillos exteriores corresponden a cada una de las cepas con su
nombre y respectivo serotipo. MDR: multirresistente. GC c: contenido de guanina-
citocina. GC s: variacion en el contenido de G-C.

3.10 Perfil de integrones y MDR

Los integrones son un mecanismo muy eficaz que tienen las bacterias para la
transferencia de varios genes de resistencia de manera simultdnea, pues funcionan
como plataformas de integracion de ADN que permiten a las bacterias captar
marcos abiertos de lectura contenidos en lo que se conoce como “casetes de genes”
(Gc, por sus siglas en inglés) (Gillings, 2014).

Para las cepas bajo estudio se encontro la presencia de un integron de clase 1
(Figura 13) en 18 cepas de diferentes serotipos, el cual contenia un casete con
genes RAM para aminoglucésidos (aadA), inhibidores de la via del folato (sul, dfrA)
y para una bomba de eflujo de la superfamilia facilitadora mayor (MFS, por sus siglas
en inglés) (gacEdelta-1), el cual tiene asociacion estadistica con la presencia del

integrén en las cepas bajo estudio [X2: 46.29, P<0.0001]. Se encontré también
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asociacion estadistica entre la presencia de este integron y el perfil fenotipico de
MDR en las cepas bajo estudio [X?: 36.90, P<0.0001].
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Figura 13. Representacion grafica de un integron de clase 1 presente en una cepa

del serotipo Anatum y con perfil fenotipico de MDR.

Se encontr6 también la presencia de un integrén de clase 2 en dos cepas, una del
serotipo Rissen y otra del serotipo Muenchen, el cual contenia un casete con los

genes aadA5 y Inu(F) (Figura 14).
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Figura 14. Representacion grafica de un integron de clase 2 presente en una cepa

del serotipo Rissen y con perfil fenotipico de MDR.
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4. Filogenia de las cepas de Salmonella

El arbol filogenético obtenido para las 109 cepas bajo estudio es monofilético y con
ello muestra que hay una gran cercania genética y una clonalidad intraserotipo y
entre serotipos, independientemente de su perfil de resistencia (MDR o no) (Figura
15).

Se encontraron dos clados, uno para las cepas del serotipo Adelaide y otro con el
resto de los serotipos, sin embargo, la distancia en SNPs maxima encontrada es de
8.8, lo que explica esa clonalidad encontrada (valor de Bootstrap cercano a 1, para
todas las ramas del arbol).

Dada esta clonalidad, se construy6 un segundo arbol con un representante de cada
serotipo y 17 cepas aisladas de casos clinicos en México y disponibles en la base
de datos del NCBI (Figura 16).

Al igual que para el primer arbol se encontré una clonalidad entre las cepas de este
estudio y las cepas de casos clinicos en México, pues el arbol es monofilético, solo
tiene dos grandes clados, uno con la cepa clinica del serotipo Typhi (Salmonella
tifoidea) y el otro con las restantes cepas clinicas y las cepas de carne molida y la
distancia maxima en SNPs fue de 9.8 (valor de Bootstrap cercano a 1, para todas

las ramas del arbol).
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Figura 15. Arbol filogenético de méxima verosimilitud basado en SNPs de los 109
genomas de los distintos serotipos encontrados en las cepas de Salmonella bajo
estudio. El nombre de las cepas corresponde a carne molida (GB), su respectivo
namero consecutivo y el serotipo. MDR: multirresistente.
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Figura 16. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en SNPs de un
representante de cada serotipo encontrado en el estudio y de 17 cepas aisladas de
casos clinicos en México. El nombre de las cepas corresponde a carne molida (GB),
Su respectivo niamero consecutivo y el serotipo. SAM: numero de identificacion de
la biomuestra en la base de datos de NCBI. MDR: multirresistente.
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DISCUSION

La frecuencia de contaminacion global encontrada en este estudio (41.7%)
representa un valor entre tres y nueve veces superior al observado en estudios
previos (Pond et al., 2016; Nayarit-Ballesteros et al., 2016; Pal6s-Gutiérrez et al.,
2020) con carne de res en Ciudad de México, Guadalajara y Monterrey (5-16%), lo
gue confirma el papel de la carne de bovino como un reservorio importante de este
patdgeno en México.

Esta diferencia se puede atribuir a variaciones regionales en términos de préacticas
productivas, de matanza y faenado de los bovinos, asi como del manejo durante la
venta y distribucion de la carne. Por lo general, la carne que se expende en el
mercado formal presenta niveles de contaminacion mucho méas bajos que aquella
que se vende en tianguis y mercados populares, lo que se refleja en la alta
frecuencia encontrada en este estudio, pues la mayoria de las muestras provenian
de mercados populares (Pond et al., 2016).

La frecuencia de contaminacion con Salmonella por ciudad permite dimensionar el
riesgo a la salud publica, tomando en cuenta la cantidad de poblacién expuesta a la
presencia de este patdgeno en la carne de res. De esta forma, el mayor riesgo de
exposicidn se presenta en Toluca (Estado de México), con una frecuencia de
contaminacion del 70% y una poblacién potencialmente afectada de cerca de 910
608 personas (INEGI, 2020); por otro lado, la ciudad de Tlaxcala (Tlaxcala) con
solamente un 10% de frecuencia de contaminacion con Salmonella y una poblacion
de 99 896 de personas, representa la entidad que se presume tiene un menor riesgo
de exposicion para su poblaciéon. Es importante mencionar que esto representa un
ejercicio para dimensionar el riesgo a la salud publica de Salmonella, sin embargo,
se requieren mas estudios con mayores tamafios de muestra para una estimacion
MAas precisa.

De los 18 serotipos encontrados en este estudio, Anatum, Adelaide y Newport
fueron los de mayor frecuencia relativa, lo cual difiere de lo encontrado en otros
estudios realizados en México y reportados por Godinez-Oviedo et al. (2020), los

cuales mencionan a los serotipos Agona, Anatum, Derby, Give y Typhimurium como
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los de mayor prevalencia en muestras de carne de res en México. Ademas,
mencionan que estos Ultimos son los serotipos mayormente aislados de casos
clinicos en humanos, lo cual tiene implicaciones en la salud publica, pues demuestra
que hay una posible relaciéon entre los casos de salmonelosis en humanos y las
posibles fuentes de contaminacion con este patdgeno.

Por otro lado, es importante afiadir que el serotipo Newport, resulté el segundo de
mayor distribucion geografica encontrandose en cinco entidades federativas
diferentes, lo cual refuerza su papel como uno de los serotipos mayormente
distribuidos en el pais y de importancia para la salud publica al igual que Godinez-
Oviedo et al. (2020) encontraron.

Los fenotipos de resistencia mas comunes encontrados en este estudio (tetraciclina,
cloramfenicol, estreptomicina y trimetoprima-sulfametoxazol), concuerdan con lo
encontrado por otros autores en México (Nayarit-Ballesteros et al., 2016; Delgado-
Suarez et al., 2021). Con respecto a la baja efectividad de tetraciclinas, fenicoles,
aminoglucésidos y sulfonamidas contra SE, los hallazgos son consistentes con la
aprobacion actual de estas clases de antibiéticos para uso en ganaderia bovina en
México (SENASICA, 2022), lo que explica la resistencia encontrada en las cepas
bajo estudio.

Esto es relevante, pues los aminoglucésidos no son efectivos para el tratamiento de
salmonelosis y se encuentran en el grupo de importancia critica de antibioticos
(OMS, 2017b), ademés segun los criterios del CLSI (2021), no se deben reportar
las cepas como susceptibles, aunque resulten como tal en las pruebas in vitro.

En el caso de las tetraciclinas, fenicoles y sulfonamidas, estas clases de antibioticos
se encuentran aprobadas para su uso tanto en medicina veterinaria como humana
(SENASICA, 2022), lo que aumenta el riesgo de que esta resistencia que muestran
las cepas de Salmonella que se aislan de carne de res se disemine hacia las cepas
gue se encuentran en ambientes hospitalarios, lo que como se ha mencionado en
varias ocasiones genera problemas para el tratamiento de estas infecciones y
aumenta el riesgo de muerte para las personas (Ma et al., 2018).

Por otro lado, se encontré que la resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta

generacion fue baja en las cepas bajo estudio (2-4%), lo cual difiere con otros
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estudios que reportan valores entre los 16% y 20% (Schmidt et al., 2015; Mir et al.,
2016; Quesada et al., 2016). Estos hallazgos son importantes, pues las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion se encuentran en el grupo de
antibiéticos de importancia critica y maxima prioridad, lo cual implica que son la
Unica alternativa o una de las pocas que quedan para tratar infecciones bacterianas
a nivel de centros de atencion médica, por lo que el hecho de que sigan teniendo
alta eficacia contra Salmonella, implican un menor riesgo a nivel de salud publica
(OMS, 2017b).

Con respecto a las cepas que mostraron fenotipos MDR, el valor encontrado en este
estudio (40.4%) se encuentra dentro del rango observado en otros estudios
realizados en México (Nayarit-Ballesteros et al., 2016; de la Garza-Garcia et al.,
2020; Palés-Gutiérrez et al., 2020), Venezuela (Narvaez-Bravo et al., 2013) y Brasil
(Pereira-Fernandes et al., 2017), quienes reportaron frecuencias relativas de cepas
de Salmonella MDR de entre 26 y 70% y son mayores a los reportados en otros
paises como Estados Unidos (Webb et al., 2017; Davidson et al., 2018; Lee et al.,
2022), Canada (Bohaychuk et al., 2011; Aslam et al., 2012), Irlanda (Khen et al.,
2014) y Bélgica (Ghafir et al., 2005), los cuales estan por debajo del 26%. Estos
hallazgos son congruentes con lo que se ha reportado acerca de la mayor
prevalencia de cepas de Salmonella MDR en paises en desarrollo respecto de los
paises desarrollados (CDC, 2016), lo cual podria deberse a factores como: falta de
una regulacibn méas estricta en cuanto al adecuado uso de antibitticos, tanto en
produccion animal como en salud humana; mayor presencia de practicas
inadecuadas y no supervisadas en el uso de antibiéticos y finalmente una falta de
vigilancia de la resistencia a antibidticos en estos paises en desarrollo.

Dentro de las cepas de SE MDR encontradas en este estudio, poco mas del 88%
resisti6 a cuatro o mas clases de antibidticos, sustentados por genes que se
encontraban, tanto en el cromosoma, como en un integron de clase I. Estos
hallazgos son similares a lo encontrados en otros estudios en México (Nayarit-
Ballesteros et al., 2016; de la Garza-Garcia et al., 2020; Palés-Gutiérrez et al.,
2020), y la relevancia que tienen estos hallazgos es que las clases de antibidticos

gue se representan en estos fenotipos: tetraciclinas, fenicoles, aminoglucésidos,
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sulfonamidas, betalactamicos y macrolidos, forman parte de los grupos de
antibioticos de importancia critica y de gran importancia (OMS, 2017b), y en el caso
de los macrolidos también de maxima prioridad, lo cual tiene serias implicaciones
desde el punto de vista de salud publica. Estos resultados sugieren que las cepas
estudiadas presentan multiples factores de resistencia.

Los perfiles fenotipicos de MDR encontrados en este estudio se asocian
significativamente con el serotipo y con la entidad federativa de procedencia de la
muestra y confirma que la adquisicion de genes de resistencia es un distintivo de
cepas de Salmonella epidemiolégicamente relevantes (Godinez-Oviedo et al.,
2020).

Se encontré6 que para la resistencia a betalactdmicos, las cepas bajo estudio
contenian los genes codificantes de betalactamasas de clase Ay clase C, y esto es
importante, pues se ha determinado que las betalactamasas de espectro extendido
(ESBL, por sus siglas en inglés) son las principales preocupaciones en materia de
salud publica, pues tienen la capacidad de conferir resistencia a la mayoria de los
betalactamicos, pero tienen la ventaja de resistir al acido clavulanico, mientras que
las de clase B o también llamadas metalobetalactamasas tienen una mayor
capacidad de conferir resistencia, pues los fenotipos que generan resisten a todos
los betalactamicos y al &cido clavulanico (Giuriatti et al., 2017).

En este estudio no fue comun encontrar resistencia entre las cepas bajo estudio a
cefalosporinas de tercera (3GC) y cuarta generacion (4GC), asi como no se
encontré ninguna cepa resistente a carbapenémicos. Esto concuerda con los
hallazgos de estudios previos con Salmonella aislada de alimentos en México
(Delgado-Suérez et al., 2019; Delgado-Suérez et al., 2021), asi como en los EE.
UU. (Webb et al., 2017; Davidson et al., 2018; Lee et al., 2022) y Europa (Terentjeva
et al.,, 2017; Ptawinska-Czarnak et al., 2022), la cual no constituye una fuente
importante de cepas resistentes a estos antibiéticos (McDermott et al., 2018).
Tomando en cuenta los resultados, hay que sefialar que la resistencia contra 3GC y
4GC y carbapenémicos es muy baja, no obstante, la progresiva pérdida de
efectividad de antibidticos menos potentes esta conllevando al uso de otros mas

potentes, como las 3GC y 4GC, en produccion animal, como es el caso de las
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autorizaciones que hay en México (SENASICA, 2022), lo que plantea la interrogante
de si deben seguir usando 3GC en produccion animal, dado que hay pocas cepas
de Salmonella resistentes o conviene retirarlas, para disminuir el riesgo de acelerar
la presentacion de esta resistencia en un futuro cercano.

En cuanto a resistencia a quinolonas, en este estudio se observaron perfiles de
resistencia fenotipica intermedia en un buen nimero de cepas (41), asociados a la
presencia de genes transmitidos por plasmidos de resistencia a quinolonas (PMQR,
por sus siglas en inglés), lo cual ha sido reportado previamente por otros autores en
México (Delgado-Suarez et al., 2019; Delgado-Suérez et al., 2021) y en Estados
Unidos (Yoshida et al., 2016).

Esto es importante, pues la constante aparicion de fenotipos de resistencia
intermedia a quinolonas en Salmonella, ha evidenciado que estos genes que estan
presentes en elementos genéticos moviles, han contribuido con el fenbmeno de
diseminacién de resistencia a quinolonas entre patdogenos bacterianos de diferentes
especies (Karczmarczyk et al., 2010; Lin et al., 2015).

En la literatura se ha reportado que la resistencia a las quinolonas no es comun
entre las cepas de Salmonella que han sido aisladas de ganado bovino (Vikram et
al., 2013; Smith et al., 2016); no obstante, el enrofloxacino y el ciprofloxacino se
encuentran aprobados para su uso veterinario en México (SENASICA, 2022), y esto
se presume ha contribuido con la adquisicion y conservacion de estos genes en
Salmonella, ya que ambos comparten el mismo mecanismo de resistencia. Sin
embargo, los datos encontrados en este estudio no son suficientes para establecer
esta relacion, por lo que representa un area de investigacion que hay que trabajar
para dilucidar bien.

Ademas, se ha reportado en la literatura que la exposicion de las cepas de
Salmonella 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 los
genes qnrAB con la emergencia de cepas de Salmonella resistentes a ciprofloxacino
en alimentos, tanto de origen vegetal, como de origen animal (Karczmarczyk et al.,
2010; Lin et al., 2015).
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Respecto a la resistencia a macrolidos, se encontré la presencia del gen mph(A), el
cual se ha informado es la principal razon de la resistencia a la azitromicina (Glynn
et al., 1998), y el cual codifica para una fosfotransferasa responsable de la
modificacion enzimatica de este antibiético y por ende la pérdida de su efectividad
(Hooda et al, 2019) y esto es relevante, pues se ha reportado que existe una
asociacion entra la presencia del gen mph(A) y los perfiles fenotipicos de resistencia
a azitromicina (Zhang et al., 2014; Wang et al., 2017).

Se ha descrito también que la resistencia a la azitromicina puede surgir de otros
posibles mecanismos, como mutaciones en el gen acrB que codifica para una
bomba de eflujo de la familia RND, especificamente la mutaciéon R717Q (Wang et
al., 2017); sin embargo, todas las cepas bajo estudio, independientemente de si
resultaron susceptibles o resistentes a azitromicina mostraron una mutacion en este
gen (M964T). Por lo tanto, no se puede asociar la presencia de mutaciones en el
gen acrB con los fenotipos de resistencia encontrados en este estudio.

Otras mutaciones reportadas que pueden contribuir con la resistencia a macrolidos
son las que se encuentran en los genes rlpD y rlpV, responsables de la extrusiéon de
macrélidos de la bacteria (Roberts, 2008), aunque las cepas bajo estudio no
portaban estas mutaciones en el genoma.

En cuanto a las tetraciclinas, el principal mecanismo que se encontré en los
genomas fue la presencia de los genes que codifican para mecanismos de eflujo,
es decir, tetABM, los cuales se reporta en la literatura, han sido ampliamente
diseminados producto de la presion selectiva y del uso inadecuado de estos
antibioticos, tanto en el contexto clinico humano, como en produccion animal
(Nguyen et al., 2014).

Se ha asociado también que las mutaciones podrian sustentar los fenotipos de
resistencia a tetraciclinas y otras clases de antibiéticos, como aquellas presentes en
el gen ramR, el cual codifica para una proteina que reprime la expresion de ramA al
unirse a su region promotora. Algunas de estas mutaciones como la M83T
(Hentschke et al., 2010), y la M1V (Fang et al., 2016), encontradas en las cepas
bajo estudio, afectan la afinidad de union al ADN de RamR y reducen la represion

del gen ramA y esta interrupcidén conduce a la sobreexpresion de este, lo que activa
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el mecanismo de eflujo, responsable de la resistencia a estos antibiéticos (Fernando

y Kumar, 2013; Liu y Chen, 2017).

La importancia de estos hallazgos, los cuales ademas concuerdan con otros

estudios en México (Delgado-Suérez et al., 2019; Delgado-Suéarez et al., 2021), es

que las tetraciclinas son antimicrobianos muy importantes, pues se encuentran

entre las pocas alternativas para tratar infecciones humanas causadas por otra

bacteria, Brucella spp., un patdbgeno que produce una zoonosis y que esta asociado

con el ganado bovino (Farrell et al., 1976).

Con respecto a resistencia a cloramfenicol, el principal mecanismo encontrado fue

el codificado por el gen floR, el cual se ha descrito como el principal mecanismo de

resistencia para este antibiotico. La aparicién de este gen, cada vez mas frecuente

en Salmonella, es posible que se dé por la presién selectiva a causa del uso

intensivo, frecuente y autorizado de otro fenicol (florfenicol) en los animales de

produccion (SENASICA, 2022), y ambos comparten el mismo mecanismo de

resistencia, o que genera la transmisién de este gen de cepas resistentes a cepas

susceptibles (Villalpando-Guzman et al., 2017; Aguilar-Montes de Oca et al., 2018).

En cuanto a la resistencia a los aminoglucésidos, las cepas bajo estudio portaban

genes que codificaban mecanismos de inactivacion enzimatica, como la

fosforilacidon (Scholz et al., 1989), la adenilaciéon (Chen et al., 2007) y acetilacion (Ho

et al., 2010). A pesar de que el nUmero de cepas resistentes en este estudio no fue

tan alto, las pautas del CLSI enfatizan en que estos antibiéticos pueden parecer

efectivos en anadlisis in vitro, pero no son efectivos a nivel clinico contra Salmonella

y, por lo tanto, aquellas cepas que resultan susceptibles no deberian reportarse

como tal (CLSI, 2021). Esta situacién puede explicar por qué las cepas que portaban

alelos de los genes aadA y aph mostraron fenotipos susceptibles, lo cual ya habia

sido reportado anteriormente (Delgado-Suarez et al., 2019; Delgado-Suarez et al.,

2021).

Las cepas bajo estudio mostraron también otros genes de resistencia de grupos de
antibioticos que no fueron evaluados en el panel de resistencia fenotipica, como es
el caso de los genes de resistencia a fosfomicina. Dicho antibiotico también es

considerado de importancia critica y se usa con frecuencia para tratar infecciones
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del tracto urinario en humanos (Beharry y Palzkill, 2005). Sin embargo, también esta
aprobado para su uso en bovinos y porcinos en México, lo que podria explicar la
relativa abundancia de estos genes (SENASICA, 2022).

La presencia del gen mcrl.1, que confiere resistencia a la colistina (Liu et al., 2015),
es relevante pues los genes de resistencia a polimixinas implican una mayor
complicacion a nivel de tratamiento de enfermedades y se ha demostrado que la
resistencia a la colistina en Salmonella no se correlaciona con mutaciones puntuales
(Quesada et al., 2015; Baron et al., 2016). Un hallazgo importante fue la del gen bleO
(Shen et al., 2002), que codifica para la resistencia a bleomicina, que es un agente
antitumoral utilizado en entornos clinicos (Mori et al., 2008).

Los genes gacL encontrados en las cepas del estudio codifican para una bomba de
eflujo de la familia SMR (Ceccarelli et al., 2006) y los gacE y gacEdelta-1 para
bombas de eflujo de la familia MFS (Kazama et al., 1999), todos confieren resistencia
a desinfectantes y antisépticos.

El gen qacEdelta-1 se asocio con los perfiles fenotipicos de MDR, lo cual podria ser
explicado como una respuesta de Salmonella ante el estrés del dafio de la membrana
ejercido por estos compuestos de amonio cuaternario, lo cual puede promover el
reclutamiento de determinantes de resistencia incorporados en integrones junto con
otros genes de RAM y de ahi la asociacion con los perfiles MDR (Poole, 2012).

A pesar de que las mutaciones en el gen ramR se han asociado con perfiles de MDR,
todas las cepas bajo estudio presentaron estas mutaciones, y estudios recientes han
documentado la diferencia en el impacto de las mutaciones en la region reguladora
de ramRA en la transcripcion de ramA y los perfiles de resistencia a antibiéticos en
Salmonella, y este fendbmeno podria ser la razén por la que algunos aislados con
mutaciones en ramR eran pansusceptibles, mono o birresistentes o multirresistentes
(Fabrega et al., 2016).

A pesar de que los plasmidos juegan un papel importante en la adquisicion y
diseminacion de genes de resistencia a antibiéticos, como se menciono en la seccion
de resultados, estos tuvieron una discreta contribucion con los fenotipos MDR
observados en este estudio, probablemente esto se debié al hecho de que las

bacterias ya portaban los genes de resistencia de los plasmidos en el cromosoma,
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lo que limita la portacion de estos en términos de ventajas adaptativas, lo cual podia
resultar en su eventual excision (Gillings, 2014; Chang et al., 2015).

A pesar de esto, si se detectd que los integrones, especialmente de clase 1, si tenian
contribucion con los perfiles de MDR (genes para resistencia a inhibidores de la via
del folato y aminoglucésidos), y esto es importante pues los integrones juegan un
papel fundamental en los fenotipos MDR, por su plasticidad para incorporar genes
de RAM que confieren ventajas adaptativas a Salmonella en los contextos
productivos, con uso intensivo de biocidas y antibiéticos (Poole, 2012).

Finalmente, con respecto a la filogenia de Salmonella, la cercania genética que se
encontré para los serotipos de las cepas bajo estudio entre si y con aquellos que
provinieron de casos clinicos en humanos concuerda con lo reportado por otros
autores (Litrup et al., 2010; Hull et al., 2022), y confirma el rol que tiene la carne de

bovino como reservorio de cepas de Salmonella capaces de afectar al ser humano.
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CONCLUSIONES

La carne de bovino que se expende en las capitales estatales de la regién central
de México es un reservorio relevante de cepas de Salmonella spp., y un
porcentaje moderado de estas presenta un perfil de multi-resistencia que
involucra a antibiéticos de importancia en medicina humana.

La diversidad de genes de resistencia global obtenida muestra que Salmonella
es una bacteria que ha desarrollado una importante cantidad de mecanismos de
resistencia (codificados tanto en cromosoma como en plasmidos e integrones).
La filogenia de las cepas de Salmonella mostré que existe una cercania genética
entre los diversos serotipos encontrados y cepas aisladas de casos clinicos en
humanos, lo que refuerza el papel de la carne de res como reservorio importante
de este patdgeno que genera infecciones en humanos.

Aungue este estudio demuestra la relevancia de Salmonella como patégeno
asociado con la carne de res y ofrece datos sobre sus perfiles de resistencia
fenotipicos y genotipicos, es de un alcance limitado dado el bajo tamafio de
muestra utilizado, por lo tanto, es conveniente que se realicen investigaciones de
mayor alcance para obtener estimaciones mas precisas y caracterizar de forma
mas completa las poblaciones de Salmonella que circulan en este nicho

ecoldgico.
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ANEXOS

Anexo 1. Halos de inhibicion de la prueba de susceptibilidad a antibioticos por el método de difusion por disco para las
cepas de Salmonella bajo estudio.

ID Cepa Betalactamicos Fluoroquinolonas Macrélidos Tetraciclinas Fenicoles Aminoglucésidos Inhibidores de la via del folato
AMP AMC CRO FEP MEM CIP (5p) AZM (15p) TET (30p) CHL AMK STR SXT (1.25/23.75)
(10p)  (20/10u)  (30p)  (30m)  (15) (30p) (30p) (10p)
GB1-1 23 30 33 34 37 28 24 0 8 19 9 0
GB1-2 24 27 30 30 32 29 15 0 0 22 12 0
GB16-1 27 28 34 36 33 37 19 27 26 29 17 27
GB16-2 25 25 30 31 29 32 15 24 24 20 15 24
GB16-3 25 25 29 32 30 32 15 23 23 19 14 25
GB16-4 25 26 30 32 29 33 16 23 23 21 15 26
GB16-5 24 25 29 31 30 31 14 22 23 21 14 25
GB19-1 23 25 31 31 29 31 15 20 24 20 12 0
GB19-2 23 29 30 32 30 31 13 24 24 20 12 0
GB19-3 19 21 27 30 23 33 25 25 26 21 14 21
GB24-1 21 23 31 32 24 26 22 0 0 22 12 0
GB24-2 22 23 30 33 24 25 24 0 0 24 14 0
GB26-1 22 21 30 32 24 33 15 23 24 22 14 27
GB26-2 23 20 29 33 23 33 11 24 22 22 13 21
GB27-1 0 0 27 31 23 29 7 7 0 21 12 0
GB27-2 0 8 30 32 25 29 8 0 0 22 14 0
GB27-3 0 7 30 33 25 30 7 0 0 23 12 0
GB27-4 0 0 31 32 25 28 7 7 0 21 12 0
GB45 25 25 31 31 30 22 21 25 25 22 13 26
GB48-1 25 25 29 33 30 36 24 25 25 27 14 25
GB48-2 25 26 32 35 32 33 25 25 25 23 15 27
GB49 25 27 32 33 32 30 20 0 0 21 12 0
GB53-1 0 20 30 32 31 32 20 8 0 22 0 18
GB53-2 26 25 30 34 30 27 22 25 27 22 15 27
GB53-3 25 27 30 32 30 30 17 25 29 21 17 28
GB54-1 0 25 30 33 31 31 9 0 0 22 0 0
GB55-1 24 27 30 32 30 33 20 24 24 21 15 27
GB55-2 25 26 32 33 32 36 22 25 27 22 14 27
GB56-1 24 26 32 35 32 27 9 0 0 22 16 0
GB56-2 25 28 32 35 29 28 8 8 0 23 0 0
GB56-3 25 27 34 35 33 30 20 8 9 22 17 0
GB28-1 21 20 29 29 23 27 21 24 25 21 13 25
GB29-2 22 22 29 31 24 33 15 25 27 20 15 29
GB29-3 0 0 19 27 24 34 17 7 0 23 0 22
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Anexo 2. Frecuencia absoluta y relativa de cepas resistentes por antibiético evaluado y de cepas multirresistentes para

cada serotipo encontrado.

Betalactamicos Fluoroquinolonas Macrélidos Tetraciclinas Fenicoles Aminoglucésidos Inhibidores de
Serotipo (n) la via del MDR
folato
AMP AMC CRO FEP MEM CIP AZM TET CHL AMK STR SXT

Adelaide (12) 5 3 - - - - - 5 5 - 5 - 5
Agona (3) 3 - - - - - - 3 3 - 3 3 3
Anatum (26) 6 - - - - - - 11 12 - 10 12 12
Bovismorbificans (1) - - - - - - - - - - - - 0
Derby (8) - - - - - - - 3 - - 3 - 0
Give (2) - - - - - - - - - - - - 0
Goldcoast (5) - - - - - - - - - - - - 0
Havana (5) - - - - - - - - - - - - 0
I 4, 5], 12:i:- (3) 2 - - - - - 1 3 1 - 2 1 2
Infantis (11) - - - - - - 1 - - - - - 0
London (6) - - - - - - - - - - - - 0
Mississipi (1) - - - - - - - - - - - - 0
Muenchen (2) 1 - - - - - - 1 1 - 1 1 1
Newport (12) 8 6 - - - - 10 12 12 - 9 11 12
Panama (4) 1 - - - - - - 1 1 - 2 1 1
Rissen (1) 1 1 - - - - - - 1 1

Seftenberg (6) 3 2 1 1 - - 5 4 5 - 3 4 5
Typhimurium (1) 1 1 1 1 - - 1 - 1 -

Frec. Absoluta 31 13 2 2 0 0 18 45 40 0 40 34 43
Frec. Relativa (%) 28.4 11.9 1.8 1.8 0.0 0.0 16.5 41.3 36.7 0.0 36.7 31.2 39.4
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Anexo 3. Control de calidad del ensamble de las cepas de Salmonella bajo estudio.

ID Cepa Tamafio del  %GC #de N50 L50 Secuencias MLST Genes/Mb  Arreglo  Repeticion Espaciador rRNA tRNA
genoma, pb contigs codificantes CRISPR CRISPR CRISPR
GB1-1 4863675 52.22 53 293735 7 4938 64 984.95 1 25 24 4 57
GB1-2 4862820 52.22 56 293531 6 4923 64 987.78 1 25 24 4 56
GB16-1 4758606 52.14 41 280053 7 4763 588 999.08 2 98 96 3 52
GB16-2 4758348 52.14 45 280053 7 4776 588 996.3 2 98 96 3 55
GB16-3 4758286 52.14 43 280053 7 4764 588 998.8 2 98 96 3 53
GB16-4 4759897 52.14 42 280178 7 4780 588 995.79 2 98 96 3 57
GB16-5 4759048 52.14 42 280053 7 4780 588 995.62 2 98 96 3 52
GB19-1 4737204 52.21 51 214384 7 4736 48 1000.25 2 98 96 3 52
GB19-2 4736915 52.21 57 210585 8 4738 48 999.77 2 98 96 3 56
GB19-3 4631328 52.21 46 214384 7 4620 48 1002.45 1 19 17 3 54
GB24-1 4735314 52.21 52 405123 4 4770 64 992.73 1 19 18 3 60
GB24-2 4828447 52.15 46 404859 4 4887 64 988.02 1 19 18 4 56
GB26-1 4582818 52.27 51 201777 6 4530 32 1011.66 2 51 49 2 54
GB26-2 4585681 52.27 47 201843 6 4536 32 1010.95 2 51 49 4 56
GB27-1 4907409 52.09 57 276077 6 5016 132 978.35 2 50 48 2 56
GB27-2 4908332 52.09 53 279135 6 5009 132 979.9 2 50 48 3 60
GB27-3 4908030 52.09 58 261156 7 5020 132 977.7 2 50 48 3 61
GB27-4 4908671 52.09 54 279135 6 5014 132 978.99 2 50 48 3 61
GB45 4743450 52.15 31 450693 3 4753 64 997.99 1 21 20 4 56
GB48-1 4660040 52.16 26 452558 3 4649 64 1002.37 1 21 20 3 57
GB48-2 4619333 52.2 29 404900 3 4593 64 1005.73 1 21 20 5 61
GB49 4803441 52.07 50 386738 6 4875 64 985.32 1 19 18 3 55
GB53-1 4816314 51.96 56 210641 8 4843 48 994.49 1 18 17 5 58
GB53-2 4582927 52.34 43 295616 5 4571 440 1002.61 2 20 18 5 53
GB53-3 4820446 52.07 191 404416 5 4890 2194 985.78 3 58 55 4 54
GB54-1 5041057 51.98 92 256658 8 5140 34 980.75 3 57 54 4 61
GB55-1 4667926 52.24 46 201836 7 4656 32 1002.56 2 56 54 2 54
GB55-2 4669465 52.24 43 202371 8 4652 32 1003.75 2 56 54 2 56
GB56-1 4812831 52.21 51 380533 5 4850 132 992.34 2 48 46 3 56
GB56-2 4812692 52.21 51 401589 4 4853 132 991.69 2 48 46 3 53
GB56-3 4812459 52.21 51 380533 5 4860 132 990.22 2 48 46 3 54
GB28-1 4653826 52.18 41 242115 8 4641 155 1002.76 2 36 34 4 51
GB29-2 4715280 52.19 40 218538 8 4652 150 1013.6 2 56 54 3 57
GB29-3 4904370 52.17 54 330473 5 4997 45 981.46 2 46 44 3 60
GB29-4 4625889 52.22 46 224744 8 4600 155 1005.63 2 36 34 4 50
GB30-1 5120412 51.8 55 326894 6 5236 469 977.92 3 55 52 4 56
GB30-4 4606408 52.37 47 295799 5 4571 440 1007.75 2 20 18 4 60
GB30-5 4610397 52.38 43 295799 5 4578 440 1007.08 2 20 18 5 56
GB30-6 4821074 52.08 52 268669 6 4876 14 988.74 3 103 100 4 63
GB30-7 4605428 52.37 47 295799 5 4578 440 1005.99 2 20 18 4 56
GB31-1 4838770 52.21 53 380533 5 4895 132 988.51 2 50 48 3 53
GB31-2 4663744 52.21 41 290066 6 4642 358 1004.68 2 64 62 3 61
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GB6-2
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GB7-1
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GB9-2
GB9-3
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295370
320405
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404870
450227
396863
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215907
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349610
349610
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328652
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295800
203767
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4594465
4594167
4594590
4593674
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4776550
4866677
4858491
4858534
5033274
5025631
4801105
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5140584
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4867866
4867580
4867568
4871705
4998566

52.29
52.29
52.29
52.29
52.26
52.22
52.01
52.01
52.02
52.04
52.03
52.02
52.02
51.86
52.07
52.07
52.06
52.07
52.11
51.85

203832
203767
203754
201942
293735
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224804
267148
244372
316438
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380533
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Anexo 4. ldentificacion y datos de subida al NCBI de las cepas de Salmonella bajo estudio.

ID Cepa Entidad federativa NCBI ID SRR Serotipo
MPSPGB30-4 Toluca SAMN29633036 SRR20081773 Adelaide
MPSPGB30-5 Toluca SAMN29633037 SRR20081772 Adelaide
MPSPGB30-7 Toluca SAMN29633039 SRR20081770 Adelaide
MPSPGB9-1 Cuernavaca SAMN27723585 SRR18856408 Adelaide
MPSPGB9-2 Cuernavaca SAMN27723586 SRR18856406 Adelaide
MPSPGB10-2 Cuernavaca SAMN27723564 SRR18856391 Adelaide
MPSPGB53-2 Pachuca SAMN29633085 SRR20081719 Adelaide
MPSPGB7-1 Cuernavaca SAMN27723583 SRR18856410 Adelaide
MPSPGB7-2 Cuernavaca SAMN27723582 SRR18856411 Adelaide
MPSPGB8-2 Cuernavaca SAMN27723568 SRR18856426 Adelaide
MPSPGB8-3 Cuernavaca SAMN27723570 SRR18856424 Adelaide
MPSPGB8-5 Cuernavaca SAMN27723584 SRR18856409 Adelaide
MPSPGB13-1 Puebla SAMN27723563 SRR18856392 Agona
MPSPGB13-2 Puebla SAMN27723566 SRR18856428 Agona
MPSPGB13-3 Puebla SAMN27723572 SRR18856422 Agona
MPSPGB39-2 Toluca SAMN29633064 SRR20081742 Anatum
MPSPGB39-4 Toluca SAMN29633066 SRR20081740 Anatum
MPSPGB33-1 Toluca SAMN29633049 SRR20081759 Anatum
MPSPGB39-1 Toluca SAMN29633063 SRR20081743 Anatum
MPSPGB39-3 Toluca SAMN29633065 SRR20081741 Anatum
MPSPGB42 Tlaxcala SAMN29633073 SRR20081732 Anatum
MPSPGB35-1 Toluca SAMN29633053 SRR20081754 Anatum
MPSPGB35-2 Toluca SAMN29633054 SRR20081753 Anatum
MPSPGB37-2 Toluca SAMN29633058 SRR20081749 Anatum
MPSPGB38-1 Toluca SAMN29633059 SRR20081748 Anatum
MPSPGB38-2 Toluca SAMN29633060 SRR20081747 Anatum
MPSPGB38-3 Toluca SAMN29633061 SRR20081746 Anatum
MPSPGB38-4 Toluca SAMN29633062 SRR20081744 Anatum
MPSPGB45 Chilpancingo SAMN29633075 SRR20081730 Anatum
MPSPGB48-1 Chilpancingo SAMN29633076 SRR20081729 Anatum
MPSPGB48-2 Chilpancingo SAMN29633077 SRR20081728 Anatum
MPSPGB5-2 Cuernavaca SAMN27723569 SRR18856425 Anatum
MPSPGB6-2 Cuernavaca SAMN27723579 SRR18856414 Anatum
MPSPGB6-3 Cuernavaca SAMN27723580 SRR18856413 Anatum
MPSPGB7-3 Cuernavaca SAMN27723558 SRR18856418 Anatum
MPSPGB24-1 Ciudad de México SAMN29633025 SRR20081756 Anatum
MPSPGB1-1 Ciudad de México SAMN27723560 SRR18856396 Anatum
MPSPGB1-2 Ciudad de México SAMN27723561 SRR18856394 Anatum
MPSPGB49 Chilpancingo SAMN29633078 SRR20081727 Anatum
MPSPGB24-2 Ciudad de México SAMN29633027 SRR20081734 Anatum
MPSPGB12-1 Puebla SAMN27723590 SRR18856402 Anatum
MPSPGB29-2 Toluca SAMN29633032 SRR20081777 Bovismorbificans
MPSPGB15-1 Puebla SAMN27723592 SRR18856400 Derby
MPSPGB15-2 Puebla SAMN27723593 SRR18856399 Derby
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MPSPGB40-1 Toluca SAMN29633067 SRR20081739 Derby
MPSPGB40-2 Toluca SAMN29633068 SRR20081738 Derby
MPSPGB40-3 Toluca SAMN29633069 SRR20081737 Derby
MPSPGB41-1 Toluca SAMN29633070 SRR20081736 Derby
MPSPGB41-2 Toluca SAMN29633071 SRR20081735 Derby
MPSPGB41-3 Toluca SAMN29633072 SRR20081733 Derby
MPSPGB34-3 Toluca SAMN29633052 SRR20081755 Give
MPSPGB36 Toluca SAMN29633056 SRR20081751 Give
MPSPGB31-2 Toluca SAMN29633041 SRR20081768 Goldcoast
MPSPGB31-4 Toluca SAMN29633043 SRR20081765 Goldcoast
MPSPGB31-5 Toluca SAMN29633044 SRR20081764 Goldcoast
MPSPGB31-6 Toluca SAMN29633045 SRR20081763 Goldcoast
MPSPGB31-7 Toluca SAMN29633046 SRR20081762 Goldcoast
MPSPGB16-1 Ciudad de México SAMN27723594 SRR18856398 Havana
MPSPGB16-2 Ciudad de México SAMN27723556 SRR18856430 Havana
MPSPGB16-3 Ciudad de México SAMN27723562 SRR18856393 Havana
MPSPGB16-4 Ciudad de México SAMN27723565 SRR18856390 Havana
MPSPGB16-5 Ciudad de México SAMN27723574 SRR18856420 Havana
MPSPGB54-1 Pachuca SAMN29633087 SRR20081717 1, 4, [5], 12:i:-
MPSPGB14-1 Puebla SAMNZ27723575 SRR18856419 1, 4, [5], 12:i:-
MPSPGB14-2 Puebla SAMN27723591 SRR18856401 1, 4, [5], 12:i:-
MPSPGB26-2 Ciudad de México SAMN29633031 SRR20081707 Infantis
MPSPGB10-3 Cuernavaca SAMNZ27723567 SRR18856427 Infantis
MPSPGB10-4 Cuernavaca SAMN27723573 SRR18856421 Infantis
MPSPGB10-5 Cuernavaca SAMN27723571 SRR18856423 Infantis
MPSPGB10-6 Cuernavaca SAMNZ27723588 SRR18856404 Infantis
MPSPGB10-7 Cuernavaca SAMN27723589 SRR18856403 Infantis
MPSPGB26-1 Ciudad de México SAMN29633030 SRR20081708 Infantis
MPSPGB37-1 Toluca SAMN29633057 SRR20081750 Infantis
MPSPGB4-2 Cuernavaca SAMN27723559 SRR18856407 Infantis
MPSPGB55-1 Pachuca SAMN29633088 SRR20081716 Infantis
MPSPGB55-2 Pachuca SAMN29633089 SRR20081715 Infantis
MPSPGB28-1 Toluca SAMN29633029 SRR20081712 London
MPSPGB29-4 Toluca SAMN29633034 SRR20081775 London
MPSPGB34-1 Toluca SAMN29633050 SRR20081758 London
MPSPGB34-2 Toluca SAMN29633051 SRR20081757 London
MPSPGB4-1 Cuernavaca SAMN27723581 SRR18856412 London
MPSPGB9-3 Cuernavaca SAMN27723587 SRR18856405 London
MPSPGB53-3 Pachuca SAMN29633086 SRR20081718 Mississippi
MPSPGB32-3 Toluca SAMN29633048 SRR20081760 Muenchen
MPSPGB35-4 Toluca SAMN29633055 SRR20081752 Muenchen
MPSPGB27-1 Ciudad de México SAMN29633022 SRR20081779 Newport
MPSPGB27-3 Ciudad de México SAMN29633026 SRR20081745 Newport
MPSPGB27-4 Ciudad de México SAMN29633028 SRR20081723 Newport
MPSPGB31-3 Toluca SAMN29633042 SRR20081766 Newport
MPSPGB27-2 Ciudad de México SAMN29633024 SRR20081767 Newport
MPSPGB29-3 Toluca SAMN29633033 SRR20081776 Newport
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MPSPGB12-2
MPSPGB43-1
MPSPGB31-1
MPSPGB56-2
MPSPGB56-1
MPSPGB56-3
MPSPGB53-1
MPSPGB19-3
MPSPGB19-1
MPSPGB19-2
MPSPGB30-1
MPSPGB30-6
MPSPGB52-2
MPSPGB52-3
MPSPGB32-1
MPSPGB52-1
MPSPGB52-4
MPSPGB51

Puebla
Querétaro
Toluca
Pachuca
Pachuca
Pachuca
Pachuca
Ciudad de México
Ciudad de México
Ciudad de México
Toluca
Toluca
Puebla
Puebla
Toluca
Puebla
Puebla
Puebla

SAMN27723557
SAMN29633074
SAMN29633040
SAMN29633091
SAMN29633090
SAMN29633092
SAMN29633084
SAMN29633023
SAMN27723595
SAMN27723596
SAMN29633035
SAMN29633038
SAMN29633081
SAMNZ29633082
SAMN29633047
SAMN29633080
SAMNZ29633083
SAMN29633079

SRR18856429
SRR20081731
SRR20081769
SRR20081713
SRR20081714
SRR20081711
SRR20081720
SRR20081778
SRR18856397
SRR18856395
SRR20081774
SRR20081771
SRR20081724
SRR20081722
SRR20081761
SRR20081725
SRR20081721
SRR20081726

Newport
Newport
Newport
Newport
Newport
Newport
Panama
Panama
Panama
Panama
Rissen
Seftenberg
Seftenberg
Seftenberg
Seftenberg
Seftenberg
Seftenberg
Typhimurium
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Anexo 5. Distribucion por serotipo de los genes de resistencia encontrados en los genomas de las cepas de Salmonella

bajo estudio.

Inhibidores Bombas de eflujo
Serotipo (n) Betalactamicos  Fluoroquinolonas  Macrélidos  Tetraciclinas  Fenicoles  Aminoglucésidos de lavia del Otros RND SMR MFS
folato
Adelaide blaTEM-1 gnrB19 - tet(A) floR aph(6)-1d sul2 - mdsA - -
aph(3")-lb mdsB
Agona bla-CARB-2 gnrB19 - tet(A) floR aadA2 sull Fosmomicina: ~ mdsA - gacEdelta-1
bla-TEM-1 qnrAl dfrA12 fosA7.2 mdsB
Anatum bla-CARB-2 gnrB19 - tet(A) floR aadA2 sull Fosmomicina: ~ mdsA - gacEdelta-1
bla-TEM-1 gnrAl tet(B) aac(3)-1ld sul2 fosL.2 mdsB
aph(6)-1d dfrA12
aph(3")-lb dfrA17
Bovismorbificans - - - - - - - - mdsA - -
mdsB
Derby - gnrB19 - tet(A) - aadA2 sull Fosmomicina: ~ mdsA - gacEdelta-1
fosA7.3 mdsB
Give - - - - - - - - mdsA - -
mdsB
Goldcoast - - - - - - - - mdsA - -
mdsB
Havana - - - - - - - - mdsA - -
mdsB
I 4, [5], 12:i:- blaTEM-1 gnrB19 - tet(B) - aph(3)-la sul2 - mdsA - -
aph(6)-1d mdsB
aph(3")-1b
Infantis - gnrB19 - - - - - - mdsA - -
mdsB
London - gnrB19 - - - - - - mdsA - -
mdsB
Mississipi - qgnrB19 - - - - - Fosmomicina:  mdsA - qacEk
fosA mdsB
Muenchen blaTEM-1 gnrB19 Inu(F) tet(A) floR aadAl sul2 - mdsA - gacEdelta-1
aadA5 dfrA17 mdsB
aph(6)-1d
aph(3")-1b
Newport bla-CARB-2 gnrB19 mph(A) tet(A) floR aadA2 sull - mdsA - gacEdelta-1
bla-CMY-2 gnrAl aph(6)-1d sul2 mdsB
bla-PSE aph(3")-1b dfrAl
Panama blaTEM-1 OQgXA - tet(M) floR aadA2 sul2 Bleomicina: mdsA gacL -
ogxB aph(6)-1d dfrA12 bleO mdsB
aph(3")-1b
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Rissen blaTEM-1 OQgXA - tet(A) floR aadAl sul2 Lincosamidas: mdsA gacEdelta-1
ogxB aadA5 dfrAl7 Inu(F) mdsB
aac(3)-1ld
aph(6)-1d
aph(3")-1b
Seftenberg blaCARB-2 gnrAl mph(A) tet(A) floR aadA2 sull Fosfomicina:  mdsA gacEdelta-1
dfrAl fosA mdsB
Typhimurium bla-CTX-M-14 gnrB19 mph(A) tet(A) floR aadAl sul2 Fosfomicina:  mdsA -
blaCMY-2 cmlAl aadA2 fosA3 mdsB
aac(3)-lva Polimixinas:
aph(6)-1d mer-1.1
aph(3")-1b
aph(4)-la
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Anexo 6. Datos de las 17 cepas de Salmonella aisladas en casos clinicos en México
obtenidas de la base de datos del NCBI.

NUumero Serotipo Biomuestra

1 Newport SAMNO01933147
2 Typhimurium SAMN10076457
3 Typhimurium SAMN10076456
4 Typhimurium SAMNO03577702
5 Typhi SAMNO03577701
6 Muenchen SAMNO01933136
7 Enteritidis SAMNO07146547
8 Heidelberg SAMNO06883296
9 Enteritidis SAMNO07146481
10 Enteritidis SAMNO07146504
11 Enteritidis SAMNO07146506
12 Enteritidis SAMNO7146505
13 Enteritidis SAMNO07146482
14 Enteritidis SAMNO07146484
15 Newport SAMNO02367735
16 Typhimurium SAMNO02367760
17 Typhimurium SAMNO03470064
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