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Resumen

Se determino la frecuencia de contaminacién con Salmonella enterica (SE)
en la carne molida de res que se comercializa en ocho capitales estatales
del centro de México (n = 115), asi como el fenotipo y genotipo de resis-
tencia a antimicrobianos (RAM) de los aislamientos obtenidos. Se detecté SE
en 48/115 muestras, con tasas variables de contaminacién (10-80 %) por
zona geogréfica (2 = 24.2, P = 0.0021). Se obtuvieron 116 aislamientos
y se observé circulacién de serotipos implicados en salmonelosis humana
en México (Agona, Anatum, Infantis, Newport, Derby, Give y Typhimurium).
La resistencia fue mds frecuente en tetraciclina (39.7 %), cloranfenicol
(37.9 %), estreptomicina (37.1 %), trimetoprima-sulfametoxazol (31.0 %) y
ampicilina (28.4 %), moderada en azitromicina (14.7 %), escasa en cefalos-
porinas (2.6-3.4 %) y nula en carbapenémicos, mientras que 38.8 % de los
aislamientos fue multi-drogo resistente (MDR). Los genomas secuenciados
portaban alelos de resistencia contra aminoglucdsidos (aadA, aac, aph), be-
ta-lactdmicos (bla-CARB, bla-PSE, bla-TEM, bla-CTX-M, bla-CMY), fenicoles
(floR), inhibidores de la via del folato (sul, dfrA), fluoroquinolonas (gnrAB,
0gxAB), tetraciclinas (tetABM) y macrolidos: mph(A) vy Inu(F). Se concluye
que la carne bajo estudio es reservorio de SE con preocupantes fenotipos
de MDR y que el patdgeno ha adquirido genes de RAM contra antibidticos
usados en medicina humana y veterinaria. El auge de resistencia contra azi-
tromicina es particularmente alarmante y no se habia reportado hasta el mo-
mento. Se requieren estudios mas amplios para una mejor caracterizacion de
la RAM en las poblaciones de SE asociadas con bovinos.
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Contribucién del estudio

En esta investigacion se documenta el papel de la carne de res molida como un
importante reservorio de Salmonella enterica, uno de los principales patogenos
transmitidos por alimentos a escala global. El estudio demuestra que esta bacteria
ha adquirido un amplio repertorio de genes que le permite crecer en presencia de
multiples antibidticos de importancia critica en medicina humana y que también
se emplean en medicina veterinaria. Esto confirma la necesidad de fortalecer el
monitoreo de patdgenos asociados con alimentos, considerando sus perfiles de
resistencia como un factor de riesgo adicional en inocuidad alimentaria y en salud
publica.

Introduccién

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en su informe de 2015 sobre enfer-
medades transmitidas por alimentos, reportd que cada afio ocurren mas de 150
millones de casos y cerca de 60 mil muertes por salmonelosis no tifoidea a escala
global.(1) En México, la incidencia de esta enfermedad en la tltima década (> 60
casos/100 mil habitantes)(@) es al menos tres veces superior a la de paises desa-
rrollados, lo que resalta su importancia epidemiolégica en el pafs.

Se ha establecido que la carne de diferentes especies, entre ellas la de bovino,
es un reservorio importante de SE, el agente causal de la salmonelosis. Estudios
realizados en México reportan frecuencias de contaminacion con este patdgeno de
moderadas a altas (15 a > 50 %), en carne de res de venta al publico en diferentes
estados.®)

Lo anterior cobra mayor relevancia ante el incremento de la RAM que se
observa en cepas de SE, con proporciones crecientes de aislamientos con fenoti-
pos MDR (26-70 %), tanto en México como en otros paises () Estas evidencias
sugieren que al menos una parte de las salmonelosis asociadas con el consumo
de carne de res podria involucrar cepas MDR. Tal razonamiento es plausible, consi-
derando que esto ocurre en naciones desarrolladas, en las cuales la frecuencia de
contaminacion de la came con SE es inferior a la que se ha reportado en México.(®)

A pesar de la importancia de la salmonelosis y particularmente, de la salmone-
losis causada por cepas MDR, son escasos los estudios que abordan la resistencia
a antibidticos en SE asociada con carne de res. La mayoria de los estudios son de
alcance local©') y muy pocos abordan, de manera conjunta, la RAM fenotipica y
genotipica,* 12) lo cual puede contribuir a identificar los factores involucrados en
la emergencia vy la diseminacién de la RAM, asi como a delinear medidas para su
contencion.

En este trabajo se realizd un muestreo de alcance regional para determinar
la frecuencia de contaminacion con Salmonella spp. en la carne molida de res
que se expende en las capitales de ocho estados del centro de México. Ademéds,
se caracterizaron los perfiles de RAM de los aislamientos obtenidos, mediante la
determinacion y el andlisis conjunto de la resistencia fenotipica y genotipica, lo que
permitié identificar las clases de antibidticos que estén perdiendo su efectividad
contra este patogeno, asi como los factores genéticos que sustentan estos fenoti-
pos y su potencial de diseminacion en las poblaciones de SE que circulan en carne
de res molida.
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Materiales y métodos

Declaracion de ética

Este trabajo no requirio de la aprobacién del Subcomité Institucional para el Cui-
dado y Uso de Animales de Experimentacion (SICUAE) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México, dado que no
se emplearon animales. No obstante, cuenta con la aprobacion del Comité de
Etica en la Investigacion del Instituto Nacional de Salud Publica: No. de registro
17CEI00420160708, FWA: 00015605.

Disefio del estudio y toma de muestras

En este trabajo se analizd una submuestra de puntos de venta (n = 115) de lo
que corresponde a un proyecto de mayor alcance. Este Ultimo, presenta un es-
quema de estudio epidemioldgico transversal con andlisis multinivel, en el que la
unidad de agrupamiento fueron las ciudades capitales de los estados y la unidad
de muestreo individual fueron los establecimientos de venta de carne de res al por
menor (carnicerias, tianguis, mercados y supermercados) en el cual se obtendran
400 muestras de carne molida de res provenientes de las ciudades capitales de los
estados del pais, en el perfodo 2021-2023.

El tamafio de muestra global antes referido (400) se determind mediante la
formula para estimar una proporcién poblacional con especificacion de precision ab-
soluta.(13) A partir de estudios previos, se estimé una frecuencia de contaminacion
del 30 %) y se trabajé con una precisién del 5 %. De esta manera, se obtuvo un
tamafio de muestra global de 384 y para compensar posibles pérdidas, este valor
se redondeo a 400. La determinacion del nimero de muestras por ciudad se realizd
de manera proporcional a la densidad de puntos de venta en cada una de estas. Es
decir, a mayor cantidad de puntos de venta, mayor niimero de muestras a tomar.

En principio, se tenia contemplado usar una estrategia de muestreo aleatorio,
dentro de cada ciudad, con base en los establecimientos de venta registrados en
el Directorio Estadistico Nacional de Unidades Econdmicas (DNUE)(') y con ubi-
cacion activa en Google Maps (https://www.google.com/maps). Sin embargo, mu-
chos establecimientos cerraron actividades producto de la pandemia de COVID-19.
Por tanto, fue necesario realizar un muestreo por conveniencia.

El Unico criterio de inclusién empleado consistié en requerir que el estableci-
miento estuviera operando en el momento en el que se realizd el muestreo. En
caso contrario, la muestra se tomo del establecimiento en operacion mds cercano.
Para las ciudades en donde se determiné un tamafio muestral menor a 10 puntos
de venta, se decidio realizar un sobre-muestreo a 10 muestras como minimo por
ciudad, con el fin de aumentar la probabilidad de obtener aislamientos.

Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo se analizaron 115 muestras
(Cuadro), correspondientes a las ocho ciudades capitales de los estados del cen-
tro del pais (Ciudad de México, Cuernavaca, Tlaxcala, Querétaro, Pachuca, Toluca,
Chilpancingo y Puebla).

En cada establecimiento comercial, se adquirieron paquetes con aproximada-
mente 250 g de carne molida de res, los cuales se colocaron en bolsas plésticas
estériles, previamente identificadas y se mantuvieron en hieleras con geles refri-
gerantes (aproximadamente a 4 °C), para su envio al laboratorio. El andlisis de las
muestras se realizd dentro de las siguientes 24 h, como maximo.
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Cuadro 1. Distribucion de las 115 muestras por ciudad capital y entidad federativa que participaron en el estudio

Comercios al por
Ciudad NUmero de muestras

Ciudad de México Ciudad de México 6 420

Toluca Estado de México 9 548 20
Pachuca Hidalgo 1514 10
Cuernavaca Morelos 1536 10
Puebla Puebla 4153 20
Querétaro Querétaro 997 10
Chilpancingo Guerrero 2016 10
Tlaxcala Tlaxcala 1097 10

Fuente: Directorio Estadistico Nacional de Unidades Econdmicas.('4)

Deteccidn, aislamiento y confirmaciéon de Salmonella spp.

Las muestras se analizaron seguin la metodologfa descrita en la norma oficial mexi-
cana NOM-210-55A-2014.(15) Este andlisis comprende las etapas de pre-enrique-
cimiento no selectivo con agua peptonada, enriquecimiento selectivo en caldos
Rappaport-Vassiliadis y tetrationato, asi como la siembra en agares selectivos: enté-
rico Hecktoen, xilosa-lisina-desoxicolato y agar sulfito bismuto.

Seguidamente, los aislamientos con morfologfa sugestiva a Salmonella spp. se
confirmaron bioquimicamente mediante las pruebas de agar hierro vy triple aztcar
(TSI), agar hierro vy lisina (LIA) y urea. También se realizd confirmacion molecular,
mediante la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR punto final), am-
plificando un fragmento del gen invA (500 pb), el cual es constitutivo del género.(16)
La descripcion detallada de los procedimientos empleados estd disponible en la
plataforma de acceso abierto protocols.io.('”)

Pruebas de susceptibilidad a antibiéticos (AST)

El fenotipo de RAM de los aislamientos se determind mediante la técnica de difusion
en disco de Kirby—Bauer.(18) Se utilizdé un panel de 12 antibidticos, incluidos en la
lista de antimicrobianos de importancia critica en medicina humana, de la OMS.(19)
El panel se conformé con antibidticos de uso intensivo en medicina humana o
veterinaria, asf como medicamentos empleados para tratar salmonelosis invasiva o
infecciones graves causadas por enterobacterias (Cuadro 2).

Los resultados se interpretaron segun los criterios (valores de corte clinicos) del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas inglesas).(?9)
Como organismos de control de calidad se utilizaron dos cepas: una de Escheri-
chia coli ATCC 8739 (en sustitucién de la cepa E. coli ATCC 25922, la cual dejo
de dar resultados consistentes con los intervalos especificados en el suplemen-
to M100 del CLSI) y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los aislamientos
que resistieron a tres o més clases de antibicticos se clasificaron como MDR.(21)
La descripcién detallada del procedimiento de AST esté disponible en la plataforma
de acceso abierto protocols.io.(22)
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Cuadro 2. Panel de antibioticos utilizados en las pruebas de susceptibilidad y criterios empleados para determinar el
fenotipo de resistencia de los aislamientos

Fenotipo segun el diametro del halo

Antibiéticos Concentracion (pg) de inhibicién (mm)'

Penicilinas

Ampicilina (AMP) 10 14-16 <13
Amoxicilina/acido clavulanico (AMC) 20/10 14-17 <13
Cefalosporinas de tercera generacion

Ceftriaxona (CRO) 30 20-22 <19
Cefepima (FEP) 30 19-24 <18
Meropenem (MEM) 10 20-22 <19
Amikacina (AMK) 30 15-16 <14
Estreptomicina (STR) 10 13-14 <12

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacino (CIP) 5 21-30 <20

Macroélidos

Azitromicina (AZM) 15 - <12

Tetraciclinas

Tetraciclina (TET) 30 12-14 <11

Anfenicoles

Cloranfenicol (CHL) 30 11-17 <10

Inhibidores de la via del folato

Trimetoprima-sulfametoxazol (SXT) 1.25/23.75 11-15 <10
1 Criterios empleados para clasificar los aislamientos como clinicamente resistentes (R) o intermedias (1).(29)

Secuenciacion del genoma completo y prediccion de serotipos

El ADN gendmico (gADN) se extrajo utilizando el kit de extraccion DNeasy Blood &
Tissue Kit, de Qiagen, segun las instrucciones del fabricante. El gADN se cuantifico
usando un fluorometro Qubit 3.0. Las bibliotecas de ADN se prepararon a partir
de 1 ng de gADN, utilizando el kit Nextera XT v.2 (lllumina) y secuenciando en el
sistema Illumina MiSeq (lecturas pareadas de 2 x 250 pb). La prediccién de los
serotipos se realizd mediante un andlisis in silico de los genomas ensamblados,
con el programa Salmonella In Silico Typing Resource (SISTR) version 1.1.2.(2%)

Evaluacion de la calidad y depuracion de las lecturas crudas

Para evaluar la calidad inicial de las lecturas crudas se utilizo el programa FastQC.(?%)
Seguidamente se realizd el proceso de depuracion para eliminar los adaptadores
de secuenciacion de lllumina, asi como las lecturas de pobre calidad, utilizando el
programa Trimmomatic.(*) Las secuencias depuradas se analizaron de nuevo con
FastQC para garantizar que solo se utilizaron lecturas de alta calidad (Q>30) en los
andlisis bioinformaticos.
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Ensamblado de genomas

El ensamble de los genomas se llevd a cabo en el servidor BV-BRC (Bacterial and
Viral Bioinformatics Resource Center)“%) utilizando el algoritmo de ensamblaje de
novo del programa SPAdes versién 3.13.1.(27) Los ensambles se evaluaron con
el programa QUAST (Quality Assessment Tool for Genome Assemblies) version
5.02,(?8) para asegurar que cumplian con los requisitos minimos para ser utilizados
en aplicaciones de inocuidad de alimentos, salud publica y epidemiologia: no més
de 300 contigs, indice de fragmentacion (Lsg) lo més bajo posible, profundidad
de secuenciacién 3 30x y valores de porcentaje de guanina + citosina (GC) y lon-
gitud del genoma tipicos de Salmonella enterica (48 < GC < 56 y 4.5-5.1 Mbp,
respectivamente).(?%) Los datos de calidad del ensamble se proporcionan como
informacién suplementaria (Cuadro ST).

Determinacién de genotipos de RAM

La identificacién del perfil gendmico de RAM se llevd a cabo mediante un andlisis
in silico de los genomas ensamblados, con la ayuda del programa AMRFinderPlus
version 3.8,(39) configurado para detectar tanto genes como mutaciones asociadas
con RAM.

Analisis estadisticos

Se determind la frecuencia de positividad a Salmonella para cada capital estatal de
procedencia de las muestras, asi como la proporcion de aislamientos por serotipo
con fenotipos de susceptibilidad, resistencia o resistencia intermedia a cada anti-
bidtico analizado. Ademads, se utilizé la prueba de Chi-cuadrado y la razon de mo-
mios para determinar si existia asociacién entre la frecuencia de contaminacion con
SE y los fenotipos de resistencia con la ciudad de procedencia de los aislamientos
y con el serotipo. Ademas, se realizd un andlisis de correlacion de Pearson para
determinar si existia correlacion entre fenotipos y genotipos de RAM. Estos andlisis
se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics 25.

Resultados

La carne de res molida como reservorio de Salmonella spp.

Se observé una frecuencia de contaminacion global de 41.7 % (48/115) y se
obtuvieron 116 aislamientos de Salmonella spp. Las tasas de contaminacién de la
carne fueron de moderadas a altas (30-80 %) en casi todas las ciudades (Figural),
excepto Tlaxcala y Querétaro (10 %).

Se detect6 asociacion significativa (2 = 24.2, P=0.0021) entre la proporcién
de carne contaminada con el patdgeno y la ciudad de procedencia de esta. La posi-
tividad a Salmonella spp. fue mayor en Cuernavaca y en Toluca: razon de momios
25.5, intervalo de confianza al 95 % (IC95) 2.2-299.3, P = 0.0016.

Por otra parte, aunque se observo diversidad de serotipos en la muestra es-
tudiada (18 en total), Anatum (n = 28), Adelaide (n = 13), Newport (n = 12) e
Infantis (n = 11) representaron, en conjunto, el 55 % de las aislamientos obtenidas
y fueron también los mas ampliamente distribuidos (Figura 2).
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Tlaxcala (n=10)
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[ T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Frecuencia absoluta

Figura 1. Frecuencia de contaminacién con Salmonella spp. en la carme de res molida de venta al por menor en ocho
capitales estatales del centro de México (mayo-diciembre 2021).
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Figura 2. Diversidad y distribucién geogréfica de serotipos de Salmonella spp. identificados en los aislamientos obtenidos
(n=116).
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Figura 3. Frecuencia relativa de aislamientos de Salmonella spp. resistentes por antibiotico (n = 116).

Fuertes perfiles de resistencia en Salmonella spp. asociada

con carne de res molida

Se observo resistencia fenotipica contra diez de los 12 antibidticos analizados. Los
fenotipos de resistencia méas frecuentes involucraron a tetraciclina (39.7 %), cloran-
fenicol (37.9 %), estreptomicina (37.1 %), trimetoprima-sulfametoxazol (31.0 %)
y ampicilina (28.4 %) (Figura 3). Ademads, cerca del 15 % de los aislamientos mos-
tro resistencia contra azitromicina, una de las alternativas para tratar salmonelosis
invasiva.(31)

Afortunadamente, se observd una baja proporcion (< 4 %) de aislamientos
con resistencia a clases de antibidticos clasificados como de importancia critica y
més alta prioridad por la OMS,(19) tales como las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion (ceftriaxona y cefepima) y ciprofloxacino. Ademés, todos los aislamien-
tos presentaron susceptibilidad a meropenem y a amikacina.

La distribucion de los fenotipos observados tuvo un comportamiento casi bi-
nario, pues el 54.3 % de los aislamientos resulté pan-susceptible y el 38.8 9% fue
MDR (Figura 4). Asimismo, se encontrd asociacion significativa entre el serotipo
y el perfil de resistencia (x2 = 38.9, P < 0.0001), con una mayor proporcion
de fenotipos MDR en aislamientos de los serotipos Newport, Senftenberg, Agona,
1,4,[5],12:i- y Typhimurium que en los demds: razén de momios 69.7, IC95 8.9-
5475, P < 0.0001.
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NUmero de clases de antibiéticos a las que resistieron los aislamientos
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Figura 4. NUmero de aislamientos, por serotipo, que resultaron pan-susceptibles (0), mono- o bi-resistentes (1-2) o MDR
(= 3).21 Los niimeros adyacentes a las barras de color rojo sefialan la frecuencia absoluta de fenotipos MDR.
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'STR: estreptomicina, AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, CRO: ceftriaxona, FEP: cefepima, CHL: cloramfenicol, SXT: trimetoprima-
sulfametoxazol, CIP: ciprofloxacino, TET: tetraciclina, AZM: azitromicina.

2Anatum (10), Derby, Goldoast y Havana (5 cada uno), Adelaide e Infantis (4 cada uno), London y Rissen (3 cada uno), Give (2), Bovismorbificans, Muenchen y
Panama (1 cada uno).

®Infantis (6), Adelaide, Anatum y London (4 cada uno), Mississipi (1).

Figura 5. Perfil fenotipico y genotipico de resistencia de los aislamientos bajo estudio. Las clases de antibidticos y los genes
que codifican resistencia contra estas se identifican mediante cddigo de colores. En los genotipos, las celdas rellenas con
el color de la clase indican la presencia del gen, mientras que las celdas en blanco denotan su ausencia.
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Determinantes genéticos asociados con los fenotipos de RAM

La resistencia a estreptomicina estuvo fuertemente asociada (x2 = 87.8,
P < 0.0001) con la presencia de variantes alélicas codificantes de enzimas modi-
ficadoras de aminoglucésidos, tales como las adenilil-transferasas (aadA T, aadA2,
aadAb), acetil-transferasas [aac(3)-Iva, aac(3)-1id] y fosfo-transferasas [aph(3")-Ia,
aph(3")-Ib, aph(6)-Id y aph(4)-1a] (Figura5).

En betalactdmicos, la resistencia se presentd casi exclusivamente en aislamien-
tos que portaban genes codificantes de betalactamasas de clase A (bla-CARB,
bla-TEM, bla-CTX-M, bla-PSE) o de clase C (bla-CMY) (x? = 97.0, P < 0.0001).
Como excepcidn destacable, hubo dos aislamientos del serotipo Senftenberg que
resistieron todos los betalactémicos evaluados, excepto los carbapenémicos, sin
que se detectaran genes codificantes de betalactamasas en sus genomas. Lo mis-
mo se observé en un aislamiento del serotipo Anatum, la cual mostré resistencia
contra las penicilinas (Figura 5).

La resistencia a fenicoles estuvo mediada, principalmente, por el mecanismo
de eflujo activo codificado por el gen floR, el cual se detect6 en el 100 % de los
aislamientos que resistieron cloranfenicol (Figura 5). Sélo un aislamiento, del sero-
tipo Typhimurium, portaba en su genoma otro gen de resistencia contra fenicoles
(cmlAT), aunque este codifica el mismo mecanismo de eflujo activo.

Con respecto a inhibidores de la via del folato, los fenotipos de resistencia se
asociaron (x2 = 64.7, P < 0.0001) con la presencia de variantes alélicas de los
genes que codifican enzimas resistentes a estos antibidticos: dihidropteroato sinte-
tasa (sull, sul?) y dihidrofolato reductasa (dffAT, dffA12 y dffA17).

Curiosamente, aunque la resistencia a fluoroquinolonas fue muy escasa (solo
se observo en un aislamiento del serotipo Typhimurium), més del 40 % de los
aislamientos (49/116) manifesto resistencia intermedia contra ciprofloxacino (in-
formacion suplementaria, Cuadro S2). Este fenotipo se asocid significativamente
(x2 = 53.7, P < 0.0001) con la presencia de genes de resistencia a quinolonas
mediada por plasmidos (PMQR, por sus siglas inglesas). Cerca del 90 % de los
aislamientos con resistencia intermedia a ciprofloxacino portaban variantes alélicas
que codifican proteinas sefiuelo (gnrAT, gnrB19), las cuales inhiben la accién de
las fluoroquinolonas sobre sus moléculas diana (ADN girasa y topoisomerasa V)
(Figura 5).32)

La resistencia a tetraciclinas estuvo asociada (x2 = 100.1, P < 0.0001) con
la presencia de alelos codificantes de los factores de eflujo activo tet(A) y tet(B) y
de proteccion ribosomal tet(M),(>3) los cuales se detectaron en el 97.8 % de los
aislamientos (45/46) con este fenotipo (Figura 5). Y por ultimo, la resistencia a
macrolidos se asocié (x2 = 83.1, P < 0.0001) con la presencia de los alelos codi-
ficantes para modificacién enzimética mph(A) y Inu(F) (Figura 5).

Aungue se identificaron mutaciones puntuales en algunos genes asociados
con resistencia a diferentes clases de antibidticos (Cuadro 3), estas no se asocia-
ron con los fenotipos de resistencia que se observaron en el estudio (x2 = 1.1,
P = 0.58). Aun asi, se observé una fuerte correlacién entre fenotipos y genotipos
de resistencia (r =0.98, P < 0.001, Figura b).

Otro aspecto a destacar es la diversidad de genes de RAM (ARGd) que se
observé en este estudio. La ARGd define el nimero de genes que codifican dife-
rentes factores de resistencia (familias de proteinas) contra una misma clase de
antibidticos, asi como el nimero total de genes de RAM presentes a escala pobla-
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Cuadro 3. Mutaciones puntuales en genes asociados con fenotipos de resistencia en los aislamientos
de Salmonella spp. bajo estudio

ramR M1V, L115l, M83T 100.0 Multirresistencia®>)
acrB M964T 100.0 Macrdlidos6)
gyrA D795E, T661N 3.7 Quinolonas”)
gyrB T717N, Q624K 12.8 Quinolonas®7)
parC T255S, T57S, S469A, H747P, N395S, A620T, E6A, 100.0 Quinolonas©7)
R365L

parE T599I, P231L 55 Quinolonas®7)
pmirA T89S, P102L 22.0 Colistina(3®)
pmrB M15T, A111T, GV73S|, 183V 21.1 Colistina®)
165_rrsD A1296T, A406G, AAG538TTC, C1074T, C523A, T412C, 100.0 Aminoglucdsidos9)

T409G, A508G, A525T, G536A, G540C, T544C, G1453A

Fenotipos resistentes [ Genotipos resistentes

r=098,P < 0.0001 > 51

E 46
45 3 4ty 4ty 4344

36

333

15 15

Frecuencia absoluta

° 1
1 1 00 0 00

AMP AMC CRO FEP MEM cp AZM TET CHL AMK STR SXT

Figura 6. Correlacion entre fenotipos y genotipos de RAM en los aislamientos secuenciados (n = 116). STR: estreptomicina,
AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina-dcido clavuldnico, CRO: ceftriaxona, FEP: cefepima, CHL: cloramfenicol, SXT:
trimetoprima-sulfametoxazol, CIP: ciprofloxacino, TET: tetraciclina, AZM: azitromicina.

cional.®*¥) De manera conjunta, los aislamientos portaban 15 genes de RAM contra
las siete clases de antibidticos evaluadas, con al menos dos genes codificantes de
diferentes factores de resistencia por clase, excepto en aminoglucésidos, con tres
(aac, aadA y aph) (Figura 5). Notablemente, entre los aislamientos MDR, casi el
60 % (26/45) presentd tanto fenotipos como genotipos de penta-resistencia o
superiores (Figura 5).

Discusién

En este trabajo, se observd una elevada frecuencia global de contaminacién con SE
(41.7 %) en la carne de res molida que se expende en las capitales de ocho estados
del centro de México. No obstante, este fendmeno se presentd de manera poco
uniforme, con tasas de contaminacién moderadamente bajas en Tlaxcala y Que-
rétaro (10 %) y muy altas en Toluca y Cuernavaca (70 y 80 %, respectivamente).
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Estos hallazgos coinciden con lo reportado anteriormente en otras ciudades
mexicanas (5-71 %), 1140, 41) variacién que se ha relacionado con diferencias
en materia de précticas higiénicas entre las cadenas productivas vinculadas al mer-
cado formal (ej. supermercados) o informal (ej. tianguis y mercados populares).(42)

Al margen de lo anterior, los resultados confirman que, a diferencia de otras
naciones, en las cuales la contaminacion de la carne de res molida con SE es baja
(ej. 0-5 9%),(*> 49 en México esta constituye un importante reservorio del paté-
geno. Ademds, se documentd la circulacién de serotipos de SE frecuentemente
implicados en salmonelosis humana (ej. Agona, Anatum, Infantis, Newport, Derby,
Give y Typhimurium);(®) mientras que alrededor de cuatro de cada diez aislamien-
tos presentaron también fuertes perfiles de RAM.

Las evidencias anteriores permiten dimensionar el riesgo de exposicion huma-
na a cepas de SE multirresistentes, a través de la carne de res molida, en la zona
central del pais. Aunque en México la identificacion de los alimentos implicados
en enfermedades de origen alimentario no se ha sistematizado, en otras naciones,
con tasas de contaminacion mucho mads bajas, la carne de res molida se ha vincu-
lado con brotes de salmonelosis. (8 4%)

Con respecto a los perfiles de RAM, las clases de antibidticos que resultaron
menos efectivas contra SE son las que se han empleado en produccién animal por
décadas (tetraciclinas, fenicoles, aminoglucosidos y sulfonamidas) y que actual-
mente estan autorizadas para uso en bovinos en México.(*©)

Estos resultados son consistentes con los de trabajos previos con SE de origen
bovino,(*6:10.4749) en |os cuales se reportan tasas de resistencia de hasta 90 %
contra las clases de antibioticos antes referidas. Asimismo, evidencian que el paté-
geno ha adquirido, de forma masiva, genes de RAM contra estos medicamentos,
un fenémeno que se ha documentado también en paises desarrollados.(>9)

Muchos de los genes de RAM antes referidos estan vinculados con elementos
genéticos moviles, tales como plasmidos(>®) y transposones.®®!) Ello permite su
transferencia horizontal por conjugacién, favoreciendo que se propaguen, tanto
dentro de las poblaciones de SE, como hacia otros patogenos asociados con la
especie bovina, tales como Brucella spp., para el cual existen pocas opciones de
tratamiento, entre ellas las tetraciclinas.(52)

Otro factor importante a considerar es el riesgo de propagacion de RAM aso-
ciado con el empleo de antibi6ticos de una misma clase en animales y en huma-
nos. Un ejemplo ilustrativo de ello es el de los fenicoles. En casi todo el mundo, el
cloranfenicol esté reservado para uso humano desde hace décadas. Sin embargo,
el florfenicol cuenta con registro para uso veterinario.(*®) Tanto en este estudio
como en investigaciones previas, (' 12) la resistencia a cloranfenicol se ha relaciona-
do, predominantemente, con el factor de eflujo activo floR, el cual afecta a ambos
fenicoles.(>3)

En concordancia con reportes previos, la resistencia a betalactémicos afectd
principalmente a las penicilinas, (65455 lo que resalta la importancia de la car-
ne molida de res como reservorio de SE resistente a penicilinas y como factor
que puede contribuir a la diseminacion de genes de RAM contra esta clase de
antibidticos.

Afortunadamente, la resistencia a cefalosporinas de tercera (3GC) o cuarta
generacion (4GC) y a carbapenémicos fue escasa o nula. Tales hallazgos son con-
sistentes con el predominio de genes codificantes de betalactamasas de clase A
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(bla-CARB, bla-CTX-M, bla-PSE y bla-TEM), las cuales hidrolizan penicilinas,(°®) en
los aislamientos bajo estudio. En contraste, sélo dos aislamientos (uno de Typhi-
murium y uno de Newport) portaban el gen codificante de la betalactamasa de
clase C bla-CMY;, la cual tiene actividad tanto contra penicilinas como contra cefa-
losporinas.(°¢)

Los carbapenémicos, 3GC y 4GC son considerados por la OMS como antibidti-
cos de importancia critica y méaxima prioridad, por ser de las pocas alternativas que
quedan para tratar infecciones graves causadas por bacterias gramnegativas.(!9)
Afortunadamente, tanto los resultados de este trabajo como los de estudios mexi-
canos previos,(®412) sugieren que los bovinos de carne, al menos hasta el momen-
to, no es un reservorio importante de SE resistente a estas clases de antibidticos.

A pesar de lo anterior, la progresiva pérdida de efectividad de los antibidticos
maés usados en produccién animal, esta conllevando al uso de otros mds potentes,
tales como 3GC (ej. ceftriaxona)(“®) de importancia critica en medicina humana.('9)
Dado que hasta el momento la resistencia a 3GC en SE de origen alimentario
en México es limitada, conviene revisar la pertinencia de mantener el registro
de 3GC para fines veterinarios. En Canadé y en Estados Unidos de América, se
ha comprobado que la restriccién en el uso de 3GC de uso veterinario (ceftio-
fur) y humano (ceftriaxona), en animales, ha contribuido a reducir la resisten-
cia a esta vital clase de antibidticos en SE asociada con especies productivas.(>9)

Con respecto a fluoroquinolonas, no se observé asociacion entre las mutacio-
nes detectadas y los fenotipos, a pesar de que estas se consideran el mecanismo
mas importante de resistencia contra estos antibidticos en enterobacterias.(°7) Al
parecer, esto se debid a que las mutaciones que portaban nuestros aislamientos
se encontraban fuera de la zona determinante de resistencia a quinolonas.(°) En
linea con estudios previos,(* 12) nuestros resultados confirman que la presencia de
genes PMQR (alelos de gnrA y gnrB) es una caracteristica cada vez mdas comun en
aislamientos de SE de origen bovino en México. Su amplia diseminacion es consis-
tente con su origen plasmidico, asi como con la disminucién de la susceptibilidad
a ciprofloxacino en aislamientos que portan estos genes, lo cual se manifiesta en
elevadas tasas de resistencia intermedia (40-50 9%).(1012)

En conjunto, la evidencia experimental acumulada hasta la fecha documenta
una abundancia creciente de genes PMQR en SE de muestras bovinas. Ello sugiere
que estos genes podrian estar sujetos a presion selectiva en el contexto productivo,
lo cual es congruente con el registro de enrofloxacino y ciprofloxacino para el trata-
miento de infecciones en esta especie en México.(“®) Hasta el momento, se carece
de evidencias para determinar si los genes PMQR podrian conferir resistencia a
fluoroquinolonas en el contexto clinico. No obstante, la creciente diseminacién de
estos genes en las poblaciones de SE de origen alimentario, asf como la asociacién
que se ha observado entre la emergencia de fenotipos resistentes a fluoroquinolo-
nas y la presencia de genes PMQR, % €0) resalta la importancia de profundizar la
investigacion en este campo.

En concordancia con investigaciones recientes,('2) en este trabajo se observo
que el 100% de los aislamientos portaba una mutacion en el gen acrB. Aunque
este fendmeno se ha asociado con resistencia a macrolidos en cepas tifoideas de
SE,®5) la mutacion que aqui se detecté (M964T) no se asocid con resistencia a
azitromicina. Ademas, hasta donde pudimos investigar, tampoco se ha reportado
como un mecanismo relevante de resistencia contra macrolidos.
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Llama la atencion, no obstante, que cerca del 15 % de los aislamientos resis-
tieron azitromicina y portaban genes codificantes de mecanismos de modificacién
enzimética de macrolidos: mph(A) y Inu(F). En este caso, no se observa relacion
con el uso de este antibidtico en animales, pues no estéd registrado para este
fin en México.(*®) Los estudios mexicanos realizados en la tltima década (2000-
2017),®) no reportan resistencia a azitromicina en SE de origen alimentario. De
igual forma, trabajos recientes de nuestro grupo de investigacién documentan una
baja frecuencia de genes de RAM contra macrélidos en SE de origen bovino y aviar
en México.( 12) Por tanto, es necesario ampliar la investigacion en este campo,
para determinar si la emergente resistencia contra macrolidos que aquf se observo
es un fendmeno regional o si se deriva del uso intensivo de otros macrolidos (ej.
tilosina) con registro para uso veterinario.(*®)

Los aislamientos de este estudio portaban también genes de RAM contra an-
tibidticos que no fueron incluidos en las pruebas de susceptibilidad. Tal es el caso
de la fosfomicina, la cual también es considerada de importancia critica y se usa
con frecuencia para tratar infecciones del tracto urinario en humanos.®") Sin em-
bargo, también est4 aprobado para su uso en bovinos y porcinos en México,(4®)
lo que podria explicar la presencia de estos genes en cerca del 15% de nuestros
aislamientos (informacion suplementaria, Cuadro S2).

Por otra parte, aunque solo un aislamiento portaba el gen mcri. 1, el cual
confiere resistencia a colistina,(®2) el hallazgo no es menor, pues las polimixinas
son antibidticos de ultimo recurso para tratar infecciones graves, causadas por
bacterias gramnegativas.('9) Ademas, este gen es portado en plasmidos(®?) y por
consiguiente, existe riesgo de que se propague con facilidad entre las poblaciones
bacterianas asociadas con el ganado.

Otro hallazgo destacable es la amplia distribucién de genes de resistencia
contra desinfectantes de amonio cuaternario (gacl, gacE y gacEdelta-1) que se
observé en los aislamientos. Estos genes codifican factores de eflujo activo(6®) y
tanto en este trabajo (informacién suplementaria, Cuadro S2) como en investigacio-
nes previas,(*) se asocian con fenotipos MDR, ya que usualmente son reclutados
en integrones junto con otros genes de RAM.(5%) Esta por determinar, no obstante,
si el uso intensivo de compuestos de amonio cuaternario en las cadenas alimen-
tarias favorece la adquisicion y conservacion de integrones con multiples casetes
de resistencia.

Una proporcién moderadamente alta (~40 %) de los aislamientos presentd
preocupantes fenotipos de MDR, afectando clases de antibidticos consideradas por
la OMS de importancia critica y méaxima prioridad (macrdlidos), de importancia cri-
tica (aminoglucésidos y penicilinas) y de gran importancia (tetraciclinas, fenicoles,
sulfonamidas).(19) La asociacién que aqui se observo entre la frecuencia de fenoti-
pos MDR y serotipos de relevancia en salud publica confirma que la adquisicién de
genes de RAM es un distintivo de cepas de SE epidemiolégicamente relevantes. (%)
A su vez, enfatiza la necesidad de mantener la vigilancia de la RAM en SE de origen
alimentario.

Nuestros resultados sugieren que podria existir presion selectiva sobre algunos
genes de RAM en SE asociada con produccién animal. En este sentido, observamos
que los aislamientos de este estudio portaban entre dos y tres genes codificantes
de diferentes factores de RAM para una misma clase de antibidticos. Ademds,
aunque algunos aislamientos no portaban genes de RAM conocidos, presentaron
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fenotipos resistentes. Ello evidencia convergencia evolutiva de las cepas de SE,
al acumular diversos mecanismos de RAM contra un mismo antibiotico, a escala
poblacional, como respuesta aparente a la presion selectiva que enfrentan en este
nicho ecoldgico. No obstante, se requieren estudios especificos que aborden la
dindmica evolutiva de la RAM en las poblaciones de SE asociadas con bovinos, un
area que rebasa los alcances de este trabajo.

En resumen, este estudio demuestra que la carne de res molida que se ex-
pende en las capitales estatales de la regién central de México funciona como
reservorio de SE y particularmente, de cepas epidemiolégicamente relevantes y
con fuertes perfiles de multirresistencia.

Los resultados sugieren que las poblaciones de SE estan adquiriendo, de for-
ma masiva, genes de RAM contra clases de antibidticos que se usan por igual en
medicina humana y veterinaria. Adicionalmente, el amplio repertorio de genes de
RAM contra las clases de antibidticos evaluadas sugiere que el patogeno estd ex-
puesto a estos medicamentos en el contexto productivo. De particular importancia
es el aparente auge de resistencia contra azitromicina, uno de los antibidticos de
eleccion para tratar salmonelosis invasiva. Hasta la fecha, este fenotipo se conside-
raba infrecuente en cepas de SE de origen alimentario en México.(*)

El andlisis anterior devela la necesidad de revisar la autorizacién de algunos
antibioticos para uso en especies pecuarias. Ademds, es importante determinar si
existe resistencia cruzada entre diferentes antibiéticos de una misma clase, aunque
estos se usen de manera exclusiva en animales o en humanos.

Por ultimo, es necesario sefialar que, aunque se trabajoé con un nimero acep-
table de aislamientos, el muestreo que aqui se reporta es de alcance limitado. Por
tanto, se requieren estudios mas amplios, para obtener estimaciones mds precisas
y caracterizar de forma mas completa la RAM en las poblaciones de SE que circulan
en este nicho ecoldgico.
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Disponibilidad de datos

Todos los datos relevantes se encuentran en el manuscrito o en su informacion
suplementaria. Las lecturas crudas de los genomas secuenciados son de acceso
publico en la base de datos del Centro Nacional de Biotecnologia en Informacién
(NCBI) de Estados Unidos de América (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) y los
nuimeros de acceso para su descarga se proporcionan como informacion suple-
mentaria (Cuadro S1).
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