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RESUMEN

Salmonella es uno de los principales agentes infecciosos que causan enfermedades
diarreicas a nivel mundial vinculado al consumo de alimentos contaminados. Dentro de los
vehiculos de contaminacidon por Salmonella se encuentran los cuerpos de agua; este ambiente
expone a Salmonella a condiciones de estrés (temperatura, radiacion solar, salinidad, depredacion
y agentes quimicos) que repercuten en la capacidad de crecimiento, supervivencia, virulencia y
resistencia a antimicrobianos (AMR) de la bacteria. En Sinaloa, Salmonella Oranienburg es uno de
los serotipos mayormente encontrados en matrices ambientales y las investigaciones realizadas se
han centrado en determinar la capacidad de infecciéon y producciéon de biopeliculas de S.
Oranienburg de origen ambiental y clinico. Sin embargo, se desconoce su perfil AMR y es
necesario estudiar con mayor profundidad sus caracteristicas genéticas para conocer el potencial
de patogenicidad y AMR, dependiendo de su fuente de aislamiento. El objetivo del presente
proyecto fue determinar el perfil fenotipico de AMR y caracterizar genotipicamente la capacidad
patogénica de Salmonella Oranienburg de origen clinico (S-347) y ambiental (S-76). La prueba de
susceptibilidad antimicrobiana se realizdo mediante el método de difusion en disco Kirby-Bauer y
22 antibioticos de diez clases diferentes. Se secuencio la cepa S-347 y se anotaron los genomas de
S-347 y S-76 mediante los programas RAST y Prokka para determinar el perfil gendmico. Se
identificaron los genes especificos para AMR utilizando los programas ABRicate y ResFinder, los
genes para formacion de biopelicula mediante RAST y Prokka, y las islas de patogenicidad con la
herramienta NCBI-BLASTn. Se determinaron los genes tinicos con el programa Roary, a fin de
encontrar diferencias intraserotipo. Los resultados de AMR en laboratorio mostraron que las cepas
S-76 y S-347 fueron susceptibles a los 22 antibiodticos evaluados. La longitud del genoma de S-347
(5.0 Mpb) fue 9 % mayor que S-76 (4.6 Mpb), dotandola de mas secuencias codificantes (CDS):
5,087 CDS para S-347 y 4,498 CDS para S-76. Se obtuvo el mismo niimero de genes relacionados
con virulencia, defensa y produccion de biopelicula (108 genes) en los genomas de S-347 y S-76.
Ambos genomas presentaron 8 genes codificantes para bombas de eflujo relacionados con AMR,
a excepcion del gen mdtA ausente en S-347. Se identificaron las islas de patogenicidad 1-3, 5, 6, 9
y 11 en ambas cepas de S. Oranienburg, y las islas 4 y 12 solamente en S-76, estas ultimas

relacionadas con la supervivencia en macrofagos y en el huésped.
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ABSTRACT

Salmonella is one of the main infectious diarrheal causing agents worldwide linked to the
consumption of contaminated food. Within the vehicles of contamination by Salmonella are the
bodies of water; these environments expose Salmonella to stress conditions (temperature, solar
radiation, salinity, predation, and chemical agents) that affect the growth capacity, survival,
virulence, and antimicrobial resistance (AMR) of the bacteria. In Sinaloa, Salmonella Oranienburg
is one of the serotypes mostly found in environmental matrices and the studies have mainly focused
on determining the infection and biofilm production capacity of S. Oranienburg of environmental
and clinical origin. However, its AMR profile is unknown, and it is necessary to study its genetic
characteristics in greater depth to know the potential for pathogenicity and AMR, depending on its
source of isolation. The objective of this project was to determine the phenotypic profile of AMR
and to characterize genotypically the pathogenic capacity of S. Oranienburg of clinical (S-347) and
environmental (S-76) origin. The antimicrobial susceptibility test was performed using the Kirby-
Bauer disk diffusion method and 22 antibiotics from ten different classes. The S-347 strain was
sequenced and the S-347 and S-76 genomes were annotated using RAST and Prokka programs to
determine the genomic profile. Specific genes for AMR were identified using the ABRicate and
ResFinder programs, genes for biofilm formation using RAST and Prokka, and the pathogenicity
islands with the NCBI-BLASTn tool. Unique genes were determined with the Roary program, to
find intra-serotype differences. The AMR results in the laboratory showed that the S-76 and S-347
strains were susceptible to the 22 antibiotics evaluated. The genome length of S-347 (5.0 Mbp) was
9 % greater than S-76 (4.6 Mbp), providing it with more coding sequences (CDS): 5,087 CDS for
S-347 and 4,498 CDC for S-76. The same number of genes related to virulence, defense, and
biofilm production (108 genes) were obtained in the S-347 and S-76 genomes. Both genomes had
eight genes coding for AMR-related flux pumps, except for the mdtA gene absent in S-347.
Pathogenicity islands 1-3, 5, 6, 9, and 11 were identified in both strains of S. Oranienburg, and

islands 4 and 12 only in S-76, the latter related to macrophage and host survival.

Keywords: Salmonella Oranienburg, environmental and clinical origin, virulence, antimicrobial

susceptibility, biofilm, pathogenicity islands, bioinformatic analysis.
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1. INTRODUCCION

Salmonella es una bacteria que se transmite cominmente por consumir agua y alimentos
contaminados. La evolucién y el posible desarrollo de complicaciones al contraer el
microoganismo y desarrollar salmonelosis, recae en el estado de salud de la persona contagiada y
del serotipo de Salmonella (OMS, 2018). A pesar de que Sal/monella se asocia principalmente con
el consumo de alimentos contaminados, derivado de procesos insalubres de produccion primaria,
distribucion y preparacion de los mismos (Gomez y colaboradores 1997), existen reportes en los
que se ha confirmado a las fuentes ambientales como uno de los origenes de la contaminacion
(CDC, 2002). A Salmonella se le ha atribuido una naturaleza ubicua en cuerpos de agua dulce y
marina, sugiriendo que la transmision por el consumo de agua, o de alimentos que han tenido
contacto con ésta, es altamente probable (Martinez-Urtaza y colaboradores 2004).

Las condiciones ambientales en los cuerpos de agua cambian con frecuencia, lo cual puede generar
baja disponibilidad de nutrientes, estrés osmotico, variaciones de pH, temperatura, radiacion
ultravioleta, agentes toxicos y depredacion, convirtiéndolos en factores estresantes para Salmonella
al estar fuera del hospedero (Martinez-Urtaza y colaboradores 2004; Winfield y Groisman, 2003).
La respuesta del microorganismo ante estas condiciones, podria impactar no solo en su crecimiento
y supervivencia, sino también en su virulencia y resistencia a multiples antimicrobianos,
favoreciendo que contintie con su ciclo de vida (Spector y Kenyon, 2012). Para sobrevivir a los
ambientes externos y dentro de un hospedero, Sa/monella ha desarrollado diversos mecanismos
genéticos y fisioldgicos, dentro de los cuales esta la formacion de biopeliculas, que provee una
proteccion ante los factores ambientales mencionados anteriormente, resistencia al sistema inmune
del hospedero, resistencia ante moléculas toxicas como los antibidticos y desinfectantes, promueve
la cooperacién metabolica y un intercambio de ADN mas eficiente de la comunidad microbiana
contenida en la biopelicula (Steenackers y colaboradores 2012; Stewart y Costerton, 2001).

El proceso infeccioso de Sa/monella inicia cuando ésta llega a un hospedero y desencadena varias
etapas, que comienza con su adhesion al epitelio intestinal, seguido de invasién celular,
sobrevivencia intracelular y dafio celular; cualquiera de estas etapas puede verse afectada o
interrumpida por factores estresantes presentes en el ambiente de donde proviene la bacteria

(Spector y Kenyon, 2012). Andino y Hanning (2015), describieron a los serotipos de Salmonella
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como microorganismos resistentes a diferentes condiciones ambientales, con un sistema gendémico
complejo que necesita mayor estudio para comprender las diferencias con base en reservorios
especificos y patogénesis que tienen algunos serovares de Salmonella, asi como la dependencia de
serotipo al estrés ambiental.

Salmonella Oranienburg ha estado relacionada con brotes de infeccion transmitidos por alimentos
a nivel mundial y nacional (CDC, 2016; Hedberg y colaboradores 1992; Vazquez-Garcidueiias y
colaboradores 2014; Werber y colaboradores 2005). En América del Norte y América Latina, el
serotipo Oranienburg ocupa el 10mo y 15vo lugar, respectivamente, entre los serotipos aislados de
humanos enfermos por el consumo de alimentos contaminados (Hendriksen y colaboradores 2011).
En México se han reportado al menos 216 serotipos de Salmonella de diferentes origenes de
aislamiento, dentro de los que se encuentra S. Oranienburg como uno de los 10 serotipos con mayor
prevalencia en este pais (Contreras-Soto y colaboradores 2019). En Sinaloa, se ha reportado una
prevalencia de Sa/monella en mas del 80 % de las muestras de agua de rios, resaltando el serotipo
Oranienburg como uno de los mayormente encontrados (Estrada-Acosta y colaboradores 2014;
Jiménez y colaboradores 2014; Lopez-Cuevas y colaboradores 2009).

Las investigaciones realizadas en la region, se han centrado en el aislamiento de Salmonella
(Jiménez y colaboradores 2014), la evaluacion de su capacidad infecciosa (Ramirez y
colaboradores 2018) y la capacidad de produccion de biopeliculas de Salmonella Oranienburg de
origen ambiental y clinico (Contreras-Soto y colaboradores 2021). Sin embargo, su perfil de
resistencia a antimicrobianos se desconoce y su perfil de resistencia gendomico necesita mayor
estudio. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue analizar e integrar las caracteristicas
genotipicas y fenotipicas involucradas en la patogenicidad de Sa/monella Oranienburg de origen
clinico y ambiental, con el fin de conocer las diferencias en torno a la capacidad patogénica y

resistencia antimicrobiana de estas cepas, dependiendo de su fuente de aislamiento.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de Salmonella

Salmonella es un género bacteriano que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, perfil de tincion
Gram negativo y con forma bacilar (Brenner, 1984; Coburn y colaboradores 2007). El nombre de
esta familia esta dado por la localizacién donde se encuentran habitualmente, fungiendo como
saprofitos en el tubo digestivo de animales y humanos, aunque, consecuentemente también se
pueden aislar de forma usual en un ambiente externo al tracto digestivo, como el suelo, agua y
vegetacion (Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010).

Con base en las diferencias de la secuencia del gen 16S del ARN ribosomal (ARNr), el género
Salmonella se divide en dos especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori (Jurado y
colaboradores 2010; Popoff'y colaboradores 2003). Salmonella bongori cuenta con caracteristicas
genéticas y clinicas peculiares, por lo cual es separada como una segunda especie, mientras que
Salmonella enterica se divide en seis subespecies, basada principalmente en sus secuencias
genomicas y propiedades bioquimicas (Fierer y Guiney, 2001). Hasta el afio 2017 se han
identificado mas de 2,600 serotipos de Salmonella. El Cuadro 1 muestra la distribucion de 2,659

serotipos del género Salmonella.

Cuadro 1. Clasificacién taxondmica de los serotipos de Salmonella.

Género Especie Subespecie Serotipos
Salmonella enterica enterica (1) 1,586
salamae (I1) 522
arizoanae (111a) 102
diarizonae (111b) 338
houtenae (IV) 76
indica (VI) 13
bongori bongori (V) 22

Fuente: (Graziani y colaboradores 2017).

Las condiciones de temperatura para el crecimiento de Salmonella oscilan entre 5-47°C, con un

optimo de 35-37°C y disminucion en el metabolismo a temperaturas por debajo de 10°C y mayores
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de 42°C. La muerte celular ocurre por arriba de 70°C, mientras que puede resistir a temperaturas
de congelacion. El rango de pH soportado por Salmonella oscila entre 4.0 a 9.0, con un 6ptimo de
6.5 a 7.5 y al disminuir a 4.1 puede provocar su inactivacion (Graziani y colaboradores 2017).

El tamafio del genoma de Salmonella oscila entre 4.3-5.0 Mb, con un porcentaje de contenido de
Guanina-Citosina de 52.1 % y un niimero de genes que codifican para 4,582 proteinas (NCBI,
2019). Ademas, algunas cepas pueden contar con ADN extracromosomal en forma de plasmidos
(Baker y Dougan, 2007). La fraccidon del genoma bacteriano denominada como genoma nucleo o
“core”, contiene informacion genética conservada de genes asociados con funciones celulares
esenciales y estd compartida por la gran mayoria de cepas dentro de una misma especie bacteriana
(McGhie y colaboradores 2009). Mientras que el resto del genoma son regiones de ADN
prescindibles, formado por genes ‘“flexibles” o accesorios que incluyen elementos genéticos
moviles o anteriormente moviles y con funciones genéticas como la adaptacion a nichos
ambientales, resistencia a antibidticos y otros genes especificos de cada cepa (Hacker y Kaper,
2000; Vernikos y colaboradores 2015). El conjunto de estos genes prescindibles y nicleo, forman
un “pangenoma” que define a una especie bacteriana. Una parte importante del pangenoma es el
genoma prescindible, que representa la diversidad dentro de la especie (Medini y colaboradores
2005; Rouli y colaboradores 2015; Tettelin y colaboradores 2008). Este grupo de genes, descrito
como accesorio, puede contener informacion ligada a sus capacidades de adaptacion dadas por el
lugar de aislamiento y como éste le afecta en la virulencia, llevando a un comportamiento

fenotipico diferente, por lo que es importante analizar esta seccion del genoma de Salmonella.

2.2. Salmonella en el Ambiente

Salmonella pertenece al grupo de bacterias reconocidas como patdogenos que se dispersa en el
ambiente por las heces de individuos infectados o por ciertos animales domésticos y silvestres, de
tal forma que la enfermedad (Ilamada salmonelosis) se contrae al ingerir el microorganismo por
medio de agua o de alimentos contaminados con dichas heces (también llamada via fecal-oral)
(Brands y colaboradores 2005; Lemarchand y Lebaron, 2003; Martinez-Urtaza y colaboradores

2004). Los brotes de salmonelosis resultantes del consumo de agua y alimentos contaminados
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apoyan la hipétesis de que las fuentes ambientales contribuyen a la transmision de esta bacteria
para ocasionar la enfermedad (CDC, 1999; CDC, 2002). El agua, por ser el solvente universal, se
convierte en un medio de facil diseminacion, ya que no solamente disuelve, sino que arrastra,
suspende y emulsiona diversas sustancias, por lo que puede contener todo tipo de sustancias inertes
y microorganismos (Frenk y colaboradores 2002).

La presencia generalizada de Sa/monella en cuerpos de agua, tanto dulces como marinas, sugieren
que la transmision por el consumo de agua o de alimentos es altamente probable (Brands y
colaboradores 2005; Lemarchand y Lebaron, 2003; Martinez-Urtaza y colaboradores 2004). Esta
dispersion se ha visto agudizada en zonas de descarga o punto final de aguas, como por ejemplo,
zonas costeras en temporadas de precipitaciones y con vientos fuertes (Martinez-Urtaza y
colaboradores 2004; Simental y Martinez-Urtaza, 2008). Debido a la alta presencia de Salmonella,
se le ha asignado un grado de ubicuidad, y descrito un estilo de vida ciclico, que consiste en pasar
a través de un huésped al ambiente y viceversa, reiniciando el ciclo (Figura 1) (Thomason y

colaboradores 1977).

HOSPEDERO

Humanos
( Reptiles )
Aves
Insectos
AMBIENTE

Luz solar —» Depredacion,
EXTERNO “ "\ inas

?

Bajos Temperatura variable, pH
nutrientes y humedad

Figura 1. Ciclo de vida activo entre ambiente hospedero y no hospedero de Salmonella (Winfield y
Groisman, 2003).
La adaptacion de Salmonella a un ambiente externo al tracto digestivo depende de su habilidad

para permanecer viable ante cambios que le generan estrés, como la baja disponibilidad de
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nutrientes, estrés osmotico, variaciones de pH y temperatura, radiacion solar, depredacion y/o
agentes toxicos (Martinez-Urtaza y colaboradores 2004; Winfield y Groisman, 2003).

La presencia de Salmonella en cuerpos de agua se ha documentado ampliamente (Baudart y
colaboradores 2000; Catalao y colaboradores 2000; Loépez-Cuevas y colaboradores 2009;
Martinez-Urtaza y colaboradores 2004) y algunos de los aislados acudticos sugieren un origen
proveniente de actividades terrestres, como la cria de animales (Baudart y colaboradores 2000;
Brenner y colaboradores 2001). Las fuentes de contaminacion pueden variar entre la vida silvestre
(Chambers y Hulse, 2006; Refsum y colaboradores 2002), animales domésticos (Hutchison y
colaboradores 2005; Jimenez y colaboradores 2011; Ray y colaboradores 2006) y los humanos
(Kinde y colaboradores 1997), segin el uso de la tierra local y el manejo de los desechos. La
viabilidad de Salmonella en cuerpos de agua dulce sugiere que estos ambientes representan
entornos relativamente estables y favorables para estas bacterias, lo que aumenta la probabilidad
de prevalencia en el medio ambiente (Haley y colaboradores 2009).

Estudios en agua de rio han reportado la presencia de diversos serotipos de Salmonella, Baudart y
colaboradores (2000), aislaron 35 serotipos, dentro de las cuales Oranienburg, Saintpaul,
Typhimurium, Newport y Virchow, fueron mayormente detectados durante época de inundaciones.
En Meéxico, se ha estudiado la presencia y prevalencia de Salmonella, Lopez-Cuevas y
colaboradores (2009), aislaron 20 cepas de Salmonella provenientes de agua de canales de riego
en el valle agricola de Culiacan, Sinaloa, correspondiendo a los serotipos de Typhimurium,
Infantis, Anatum, Agona, Oranienburg, Minnesota y Give. Otro trabajo de investigacion reporto la
presencia de Salmonella en el 36 % de muestras tomadas de agua de riego en la region central de
Sinaloa, México, en las que el serotipo con mayor presencia fue Oranienburg, junto con otros siete
serotipos (Estrada-Acosta y colaboradores 2014). Jiménez y colaboradores (2014), detectaron 24
serotipos de Salmonella en agua de rios del Valle de Culiacan, Sinaloa, con una prevalencia de mas
del 80 % de las muestras tomadas y obteniendo a los serotipos Oranienburg, Saintpaul y Minnesota

como principales aislados.
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2.3. Epidemiologia

Salmonella causa la enfermedad conocida como salmonelosis, la cual puede generar cuatro cuadros
clinicos, dependiendo del serotipo responsable y del hospedero infectado: fiebre entérica,
gastroenteritis, bacteremia con o sin gastroenteritis y estado de portador asintomatico (Nair y
colaboradores 2002). EI 99 % de las salmonelosis se relacionan con serotipos pertenecientes a la
subespecie enterica (Ellermeier y Slauch, 2006).

Dos de los principales sindromes clinicos que ocasiona Sa/monella en seres humanos son fiebre
entérica o fiebre tifoidea y gastroenteritis infecciosa, esta ultima ocasionada por Salmonella no
tifoidea (NTS). La fiebre entérica o tifoidea es una enfermedad invasiva sistémica causada por los
serotipos Typhi y Paratyphi A y B de Salmonella, que afectan exclusivamente al ser humano. En
contraste, hay muchos serotipos de NTS que causan enfermedad diarreica en el ser humano y
puede, ademas, infectar una amplia gama de animales (Fabrega y Vila, 2013).

La infeccion por Salmonella en animales y humanos depende de la capacidad de las bacterias para
sobrevivir a las condiciones adversas del tracto géstrico antes de ingresar al epitelio intestinal y,
posteriormente, colonizar los ganglios linfaticos mesentéricos y los drganos internos en el caso de
infecciones sistémicas. Para ingresar a las células no fagociticas y sobrevivir dentro del entorno del
huésped, Salmonella ha desarrollado dos mecanismos (Zipper y Trigger) para interactuar con las
células huésped e inducir su propia internalizaciéon (Manon y colaboradores 2012). La dosis
infectiva de la mayoria de los serotipos es de alrededor de 10°-10° células bacterianas (Cardona-
Castro y Sanchez-Jiménez, 2003).

Casos clinicos que involucran cepas de NTS como S. Typhimurium y S. Enteritidis se producen en
todo el mundo con una carga anual global estimada de 93.8 millones de casos y 155,000 muertes
(Majowicz y colaboradores 2010). La incidencia de NTS en Europa causa 690 casos por cada
100,000 habitantes por afio (Weinberger y Keller, 2005). En los Estados Unidos de América la Red
de Vigilancia Activa de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (FoodNet) reportd una
incidencia de 16 casos anuales por cada 100,000 personas para el 2017 (Marder y colaboradores
2018). Para México, la Direccion General de Epidemiologia a través de su Boletin Epidemiolédgico
de 2019, contabilizé un acumulado de mas de 76,000 casos de salmonelosis no tifoidea en el afio

2019, denominado en el documento como “Otras salmonelosis” (DGE, 2019).
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Existe un consenso general de que los esfuerzos deben centrarse en la aplicacion de medidas
sanitarias con el objetivo de reducir la presencia de Sa/monella a lo largo de la cadena alimentaria
y disminuir los casos de infecciones por este microorganismo. Se sabe que Salmonella ha adoptado
estrategias para adaptarse, vivir y colonizar la mucosa intestinal, y ha sufrido una compleja
coevolucion con sus anfitriones y otras bacterias intestinales con las que tiene que competir

(Graziani y colaboradores 2017).

2.4. Patogenicidad

Los miembros del género Salmonella en general son reconocidos como patdogenos, ya que tienen
la capacidad de invadir, replicarse y sobrevivir en las células huésped humanas, lo que resulta en
una enfermedad potencialmente mortal (Eng y colaboradores 2015). Estas capacidades en las
bacterias se han desarrollado mediante una evolucidn, que consiste de tres procesos principales: 1)
modificacion de genes existentes; 2) pérdida de genes que ya no estan bajo seleccion y 3) ganancia
de genes que confieren beneficio para su nicho ecoldgico actual (Gal-Mor y Finlay, 2006). Estos
ultimos forman parte de los elementos genéticos modviles o genes accesorio del pangenoma
bacteriano e incluyen: secuencias de insercion, transposones, integrones, plasmidos y profagos, asi
como grandes regiones inestables que se han denominado como “islas gendomicas”. La propagacion
de los elementos genéticos modviles puede ser facilitada por la transferencia horizontal de genes,
via conjugacion (plasmidos), transduccion (fagos) y transformacion (transposones) (Frost y
colaboradores 2005; Hacker y Kaper, 2000; Mazel y Davies, 1999).

Las islas gendmicas contienen genes asociados con diversas funciones simbioticas o patégenas de
las bacterias. Las islas que cuentan con los factores de virulencia de las bacterias patdgenas se
conocen como “islas de patogenicidad” (PAls, por sus siglas en inglés). De una manera similar, y
dependiendo de la funcién para la que codifique cada isla, se les puede llamar metabodlica, de
simbiosis o de resistencia (Hacker y Kaper, 2000).

Las PAIs contienen uno o mas factores de virulencia. Aunque se debe tener en cuenta que en
algunas bacterias patogenas estos factores contribuyen al potencial patdgeno, mientras que en otras

bacterias no patdgenas los mismos factores pueden ser importantes para la supervivencia y la
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replicacion en nichos ecologicos particulares, donde no crean ningtn potencial patogeno (Schubert
y colaboradores 2004).

La capacidad de los serotipos de Salmonella para causar infeccion en humanos y animales se basa
en la expresion de genes de virulencia, muchos de ellos ya conocidos, lo que facilita la salida y la
anulacion de la defensa del huésped (Fabrega y Vila, 2013). Estas caracteristicas de los serotipos
de Salmonella se asocian con los factores de virulencia contenidos en las islas de patogenicidad de
Salmonella (SPIs), plasmidos de virulencia, sistemas de adhesion, profagos, sistemas de secrecion,
etc. Algunos de estos factores codifican proteinas efectoras que desempefian un papel importante
en la patogénesis de Salmonella (Foley y colaboradores 2013; van Asten y van Dijk, 2005; Wilharm
y Heider, 2014).

Existen numerosos factores de virulencia que contribuyen a la invasividad de Salmonella, como la
produccion de sideroforos quelantes del hierro que sustraen el hierro necesario para el crecimiento
del microorganismo, los antigenos polisacarido O, flagelar H y las fimbrias que potencian la
adherencia del patogeno; mientras que el polisacérido capsular Vi inhibe la unidon del complemento
y la muerte por anticuerpos. Los genes inv (de invasion) de Salmonella que codifican por lo menos
diez proteinas que promueven la invasion, tales como InvA, InvB, entre otros. Por ejemplo, invH
codifica para una adhesina de superficie, mientras que otros genes inv codifican para proteinas
importantes para el trafico de proteinas de virulencia. La proteina reguladora InvJ controla el
ensamblaje de las proteinas estructurales InvG, PrgH, Prgl, PrgJ y PrgK, que forman un complejo
de inyeccion denominado inyectosoma. Este organulo de la envoltura bacteriana permite introducir
proteinas de virulencia en las células del huésped a través de un mecanismo de ensamblaje con
forma de aguja. Otros factores son las proteinas codificadas por los genes oxy y pho, donde las
primeras act@ian neutralizando los productos téxicos de oxigeno producidos por macréfagos
(reguladas por OxyR), y las segundas proteinas (codificadas por los genes phoP y phoQ)
neutralizando a las defensinas, moléculas antibacterianas producidas por los macréfagos,
potenciando la patogenicidad de Salmonella (Madigan y colaboradores 2009; Manon y
colaboradores 2012).

La union de Salmonella a las células del huésped es mediada por genes fimbriales, como las del
tipo 1 (fim), fimbrias polares largas (/pf), fimbrias delgadas agregativas (agf) o fimbrias codificadas
en plasmidos (pef) (Chen y colaboradores 2020).

Para ejemplificar una infeccion, tomaremos como modelo a S. Typhimurium. Este proceso es
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iniciado por la colonizacion bacteriana en el intestino a través de la activacion de inflamacion por
genes codificados por el profago SopE y moléculas efectoras secretadas por la SPI-1, y un sistema
de secrecion tipo 6 (SST6) de la SPI-6. Los sistemas de dos componentes PhoP-PhoQ (donde PhoQ
es un sensor de membrana interna y PhoP un regulador citoplasmatico) y PmrA-PmrB (donde
PmrA es un regulador de respuesta y PmrB un sensor quinasa sensible al hierro férrico
extracitoplasmatico) regulan la resistencia a los péptidos antimicrobianos. Las proteinas de
superficie codificadas en la SPI-3 e SPI-4 impulsan la unién a las células epiteliales, y la
endocitosis mediada por la bacteria en las células epiteliales es inducida por los productos génicos
de las SPI-1 e SPI-5. La modificaciéon del endosoma de Salmonella y su supervivencia dentro de la
vacuola que la contiene (SCV) esta impulsada por la SPI-1 y el profago Gifsy-1. Dentro de la SCV
y en las células inmunes (como los neutrofilos y los macréfagos), la resistencia a las respuestas
inmunes (como el estrés oxidativo), estan mediadas por los profagos Gifsy-2 y Fels-1, y la SPI-11,
SPI-12 e SPI-16. La supervivencia dentro de macrdéfagos es mediada por las SPI-2, SPI-5 e SPI-13
(Figura 2) (Fébrega y Vila, 2013; Graziani y colaboradores 2017; Ilyas y colaboradores 2017).
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Figura 2. Curso de la infeccion por Sa/monella dentro del intestino y los factores de virulencia que
lo conducen (Ilyas y colaboradores 2017).
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2.4.1. Islas de Patogenicidad de Salmonella

Existen reportadas mas de 20 SPIs presentes en ambas especies y todas las subespecies de
Salmonella, pero se presta mayor atencion en las primeras cinco islas y en especial a SPI-1 y SPI-
2 por su funcion en la invasion, supervivencia y replicacion dentro de las células huésped, como
macrofagos y células epiteliales (Fabrega y Vila, 2013; Graziani y colaboradores 2017).

SPI-1. Es una region de ADN de 40 kb que codifica un sistema de secrecion tipo III (T3SS-1),
siendo InvA/G, SpaP/Q/R/S y PrgH/J/K algunas de las principales proteinas que componen este
sistema, el cudl transporta diversas proteinas bacterianas al citosol de las células huésped, que
resulta en reordenamientos del citoesqueleto que median la captacion de Salmonella en una
vesicula unida a la membrana (Graziani y colaboradores 2017; Lou y colaboradores 2019). La
funcion principal de la SPI-1 durante la infeccion por Sa/monella es la mediacion de la invasion en
las células epiteliales del intestino y apoptosis de macrofagos (Graziani y colaboradores 2017,
Hacker y Kaper, 2000). Algunas proteinas secretadas para estas tareas son SopB, SipC, SipD,
SopE2 y especificamente SopE, que promueve la colonizacion de Salmonella (Lopez y
colaboradores 2012; Santos y colaboradores 2009). SopE y SopB estan codificadas fuera de la SPI,
aunque utilizan el T3SS que se encuentra en ésta. SopE se localiza en el profago SopE¢ y en
algunas cepas de S. Typhimurium en el cromosoma, mientras SopB en la SPI-5 (Hacker y Kaper,
2000; Sabbagh y colaboradores 2010).

SPI-2. Al igual que la SPI-1, esta isla es una region de ADN de 40 kb que codifica un segundo
sistema de secrecion tipo III (T3SS-2), donde SseF/G, PipB/B2 y SteA/D son algunas de las
principales proteinas de este sistema que transloca multiples efectores al citosol de la célula
huésped, que altera funciones celulares del hospedero, promoviendo asi la supervivencia y
replicacion intracelular bacteriana (Galan, 2001; Jennings y colaboradores 2017; McGhie y
colaboradores 2009), por lo tanto, participa en la modificacion del entorno intracelular encontrado
por Salmonella. Ademas del T3SS-2, existen dos efectores translocados, SseF y SseG, localizados
en la SPI-2 necesarios para supervivencia dentro de macrofagos (Ochman y colaboradores 1996;
Shea y colaboradores 1996). Debido a la similitud estructural entre el T3SS y el flagelo, Salmonella
utiliza este ultimo no solo para la locomocion, sino también para la translocacion de factores de

virulencia en las células huésped eucariotas (Diepold y Armitage, 2015).
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SPI-3. Es un fragmento de 17 kb necesario para la supervivencia intrafagosémica. Dentro de esta
isla se encuentran los genes que codifican al operén mgtBC, requerido para la invasion de
macréfagos, adaptacion a condiciones de bajo contenido de Mg?* y bajo pH encontrados en el
entorno vacuolar intracelular (Dos Santos y colaboradores 2019; Graziani y colaboradores 2017).
Otro gen encontrado en esta isla es el que codifica para la proteina MisL, que contribuye a la
colonizacidn y persistencia intestinal a largo plazo, en conjunto con el gen siiE de la SPI-4, debido
a que se une a la fibronectina de las células epiteliales del hospedero (Ilyas y colaboradores 2017).
Ademas, MarT cuenta con funciones reguladoras, como la activacion de la expresion de misL (Dos
Santos y colaboradores 2019).

SPI-4. Tiene un tamafio aproximado de 27 kb, designada como isla de patogenicidad basada en el
contenido de un operdn llamado siiABCDEF que codifica un sistema de secrecion tipo 1 (T1SS)
requerido para la colonizacion intestinal (Dos Santos y colaboradores 2019; Hallstrom y
McCormick, 2015). La evidencia que existe acerca de su efecto en la virulencia de Salmonella
describe que las deleciones hechas en los seis genes o en mutaciones hacia la isla disminuyen la
adherencia en células epiteliales (Gerlach y colaboradores 2007; Kiss y colaboradores 2007).
SPI-5. Es una isla compuesta por 5 genes, pipA, pipB, pipC/sigE, pipD y sopB/sigD. La proteina
SopB (SigD en S. Typhimurium) es expresada y translocada por el T3SS-1 durante la infeccion
para promover la invasion y ondulacién de la membrana, mientras que PipB es activada cuando
Salmonella se internaliza en las células huésped y se transloca por el T3SS-2 para promover la
supervivencia dentro de macrofagos. Se ha asociado que la eliminacion de pipA4 reduce la virulencia
durante la infeccion en ratones (Dos Santos y colaboradores 2019; Ilyas y colaboradores 2017).
SPI-6. El tamafo de esta isla es de 47 kb en S. Typhimurium y de 59 kb en S. Typhi. Se ha
documentado que la eliminacion completa de esta isla reduce la internalizacion de S. Typhimurium
en cé¢lulas Hep2. En ambos serotipos se encuentra un sistema de secrecion tipo VI (T6SS), el grupo
de genes fimbriales safABCD y la proteina invasina PagN (Hallstrom y McCormick, 2015; Sabbagh
y colaboradores 2010).

SPI-11. Esta isla tiene relevancia en la etapa de infeccion dentro de macréfagos, contribuyendo en
la patogénesis y supervivencia del patogeno. Se encuentra tanto en S. Typhi (10 kb) como en S.
Typhimurium (6.7 kb) con algunas deleciones en este ultimo serotipo. La componen los genes
pagD, envE, envF que participan en el reacondicionamiento de la membrana externa, mejorando

la resistencia a las defensas inmunitarias. Ademas del gen pagD se encuentra pagC, los cuales son
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activados por PhoPQ y estdn involucrados en la supervivencia dentro de macrofagos (Ilyas y
colaboradores 2017; Sabbagh y colaboradores 2010).

SPI-12. Con un tamano de 15.8 kb en S. Typhimurium, contiene 11 marcos abiertos de lectura
(ORFs) que incluyen proteinas putativas y genes asociados a fagos, y al gen sspH2, el cual es
secretado por el T3SS-2 (Ilyas y colaboradores 2017; Sabbagh y colaboradores 2010). La
transcripcion de sspH?2 es inducida dependientemente de SrrB durante la supervivencia dentro de
macrofagos RAW264.7, siendo las bacterias mutantes de sspH2 (no portadoras del gen) no
inductoras de una infeccion letal en terneros (Miao y colaboradores 1999; Tomljenovic-Berube y
colaboradores 2013). Se ha visto que SPI-12 se requiere para la infeccion sistémica en ratones
provocada por S. Typhimurium 14028 (Haneda y colaboradores 2009).

SPI-13. Esta region de 25 kb contiene los ORFs desde STM3117 a STM3123 en S. Typhimurium,
codificando genes de proteinas putativas de liasa, hidrolasa, oxidasa, arilsulfatasa, un regulador
arilsulfatasa, asi como dos reguladores transcripcionales putativos de la familia LysR. En el
serotipo S. Typhimurium 14028 los ORFs STM3117-STM3121 son genes relacionados con
virulencia y asociados con la infeccién sistémica en ratones y en la replicacion dentro de
macréfagos murinos (Sabbagh y colaboradores 2010).

SPI-16. Este fragmento de 4.5 kb codifica para tres genes (yfdH, rfbl y STMO0557) que muestran
una alta identidad con genes del fago P22 y se ha visto su relacion con la persistencia intestinal en
ratones (Hallstrom y McCormick, 2015; Ilyas y colaboradores 2017).

La actuacion de estas SPIs y de otros factores de virulencia son importantes en el proceso de
infeccidn, tal es el caso de profagos y remanentes de fagos insertados en el genoma bacteriano.
Ademas de la contribucion que los profagos aportan a la diversidad genética de cepas de
Salmonella, pueden aportar genes involucrados en virulencia (Sabbagh y colaboradores 2010). De
los profagos mejor caracterizados en Salmonella, y en su mayoria del serotipo Typhimurium, se
encuentran los pertenecientes a la familia P2 (SopE¢, Fels-1 y Fels-2) y los de la familia Lambda
(Gifsy-1, Gifsy-2, Gisfsy-3 y P22), entre otros (Brussow y colaboradores 2004). S. Typhimurium
LT2 contiene los profagos Gifsy-1, Gifsy-2, Fels-1 y Fels-2, mientras que S. Typhimurium 14028s
contiene Gifsy-1, Gifsy-2, Gifsy-3 y ST64B (Paul y colaboradores 2016; Sabbagh y colaboradores
2010).
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2.4.2. Profagos

Gifsy-1. Gifsy-1 y Gifsy-2 son de importancia patogénica debido a la influencia que tienen en la
interaccion de Salmonella con las células del hospedero (Ilyas y colaboradores 2017). Gifsy-1 esta
presente en la mayoria de las cepas de S. Typhimurium y codifica tres genes involucrados en la
supervivencia intracelular (gogB, sard y pagK?2). El gen gogB es un efector que puede ser
translocado por las SPIs 1 y 2 e inhibe la activacion de NF-kB (grupo de proteinas que controlan
respuestas inmunitarias e inflamatorias) mediante la interaccion con los factores del hospedero
SKP1 y FBX022. Se cree que este efecto antiinflamatorio limita el dafio tisular en infecciones a
largo plazo, mientras que en infecciones a corto plazo mejora la habilidad de colonizacion en el
intestino. SarA activa una via antiinflamatoria en la célula eucariota hospedera, mientras PagK?2 se
secreta en vesiculas de la membrana externa producidas por la misma bacteria, contribuyendo a la
supervivencia intracelular en macrofagos (Wahl y colaboradores 2019).

Gifsy-2. Codifica a Ssel, una proteina efectora translocada por el T3SS-2, presente en la mayoria
de las cepas de S. Typhimurium (Ehrbar y Hardt, 2005). Ademas de esta proteina, Gifsy-2 codifica
a SodC, encargada del establecimiento de Sal/monella dentro de macréfagos (Wahl y colaboradores
2019). La eliminacion de estos dos profagos reduce la virulencia en un modelo murino en ciertas
cepas de S. Typhimurium (Figueroa-Bossi y Bossi, 1999).

Gifsy-3. Codifica la proteina efectora SsH1 y esta presente en pocas cepas de S. Typhimurium,
como la cepa ATCC 14028s. Esta proteina es translocada por los T3SS-1 y T3SS-2 y esta
involucrada en la modulacion descendente de la produccion de IL-8 después de la invasion en las
c€lulas epiteliales (Ehrbar y Hardt, 2005).

SopE. El profago SopE codifica al efector SopE, que se puede encontrar también en el genoma
de algunas cepas de S. Typhimurium y en otras ausente (Sabbagh y colaboradores 2010). Otra
proteina efectora es SopE2, esta es ~70 % idéntica a SopE, esto es el caso de S. Typhimurium
ATCC 14028s, ya que carece de SopE y expresa SopE2. Las dos proteinas interactiian con las
células epiteliales para activar eventualmente la liberacion de citocinas proinflamatorias como IL-
1B e IL-23, dentro de las pocas diferencias estd una mejor interaccion bacteria-hospedero por parte
de SopE al activar dos moléculas de sefializacion de la células huésped (Cdc42 y Racl), en cambio

SopE2 solo activa una (Cdc42) (Ehrbar y Hardt, 2005; Ilyas y colaboradores 2017).
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2.4.3. Plasmidos

Los plasmidos contienen genes esenciales para funciones de mantenimiento y para el inicio y
control de la replicacion, ya que esta ultima funcion la llevan a cabo de forma auténoma en la célula
huésped. Sin embargo, muchos plasmidos contienen genes que son utiles para su huésped también,
por ejemplo, algunos plasmidos contienen genes encargados de la resistencia a antimicrobianos, de
la degradacion de compuestos organicos y de los factores de virulencia, incluyendo la produccion
de toxinas (Couturier y colaboradores 1988).

La tipificacion de plasmidos se basa en la incompatibilidad con otros plasmidos, la cual se define
como la incapacidad de dos plasmidos para propagarse de manera estable en la misma linea celular.
Esto se debe al control de replicacion con el que cuenta cada plasmido, de modo que si los dos
cuentan con el mismo control de replicacién son incompatibles, mientras que los plasmidos con
diferentes controles de replicacion suelen ser compatibles (Couturier y colaboradores 1988; Novick
y colaboradores 1976). Algunos de los grupos de incompatibilidad de plasmidos encontrados en
Salmonella se enlistaran a continuacion.

IncC. Los plasmidos IncC son grandes, con una variedad de hospedadores y frecuentemente
contienes genes de resistencia a antimicrobianos (AMR) (Harmer y Hall, 2015). Se han aislado
plasmidos IncC en Salmonella que contienen hasta 10 genes AMR para mas de cinco clases de
antibioticos. Entre los genes AMR comunmente transportados por IncC son strd/B
(aminoglucosidos) que codifican enzimas inactivadoras de estreptomicina (Sundin y Bender, 1996;
Zhang y colaboradores 2020), su/2 (sulfonamidas) que codifica formas de dihidropteroato sintasa
que no es inhibida por el antibiotico (Enne y colaboradores 2001), tetA/R (tetraciclina) cuyo
mecanismo de resistencia reside en la expulsion activa de la tetraciclina (Marti y colaboradores
2006), blacmy-2 (B-lactamicos) y floR (cloranfenicoles) la cual codifica una enzima inactivadora
del antibidtico (Lu y colaboradores 2018), asi como otros genes que agregan mas clases de
antibidticos para resistencia a cefalosporinas y trimetoprima (McMillan y colaboradores 2020).
IncF. Los plasmidos IncF cuentan con una longitud mayor a 80 kb y el hospedador esta restringido
a Enterobacteriaceae. Estos son importantes debido a que muchos de los plasmidos de virulencia
en Salmonella son IncF (Rozwandowicz y colaboradores 2018; Silva y colaboradores 2017).

Ejemplos de genes de virulencia son los genes contenidos en el operdn spv, relacionado en la
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invasividad y la toxicidad del hospedador (Guiney y Fierer, 2011). Los serotipos de Salmonella
Typhimurium, Dublin, Choleraesuis, Gallinarium, Sendai, Abortusequi, Abortusovis y Enteritidis
contienen un plasmido de virulencia de este tipo (IncF) (McMillan y colaboradores 2020).

Los plasmidos IncF pueden portar multiples replicones, como los FIA, FII o FIB, que puede
impulsar la adquisicion de otros plasmidos que porten replicones incompatibles cuando la
replicacion sea impulsada por uno compatible (Villa y colaboradores 2010). También han sido
aislados conteniendo genes AMR, portando los genes relacionados a la resistencia de quinolonas
(0gxA/B, gqnrS), cloranfenicoles (cmlAl, floR), a trimetoprima (dfrAl2) y aminoglucosidos
(aac(6’)-1b, aphA) (Chen y colaboradores 2018; Garcia y colaboradores 2014; Han y colaboradores
2012; McMillan y colaboradores 2019).

IncHI. Los plasmidos IncHI se clasifican en tres grupos: HI1, HI2 y HI3 (Geddes y Goodall, 1972;
Rozwandowicz y colaboradores 2018). Estos pldsmidos son generalmente conjugativos y tienen
una longitud que varia de 75 a 400 kp (Rozwandowicz y colaboradores 2018). Los plasmidos HI1
y HI2 a menudo se aislan en Salmonella, pero estos no estan restringidos solo por este hospedador
(McMillan y colaboradores 2020).

Se han aislado plasmidos IncHI que contienen genes de resistencia a metales pesados,
MerE/D/A/C/P/T/R (mercurio), CopE2/A/B/C/D/R/S/E1 (cobre), ArsC/B/R/H (arseniato) y otros
asociados con genes de resistencia a estreptomicina y sulfonamidas (Cain y Hall, 2012a; Cain y
Hall, 2012b; Gilmour y colaboradores 2004; Rozwandowicz y colaboradores 2018). Un ejemplo
de estos plasmidos se encuentra en la cepa de Salmonella Typhi multirresistente a antibidticos que
circula a nivel mundial con plasmidos HI1 conteniendo los genes cat, strA/B, tetA/B, sul2 y blarem-
1 (Phan y colaboradores 2009).

IncI1. Los plasmidos Incl1 son conjugativos y como los IncF, son limitados a Enterobacteriaceae
como hospedador (Carattoli y colaboradores 2018). Estos pldsmidos juegan un papel importante
en la diseminacion y persistencia de genes -lactamasa, asi como otros como blacuy-2, aadA, sull
y tetA (Carattoli y colaboradores 2018; Folster y colaboradores 2011; Folster y colaboradores 2012;
Han y colaboradores 2012).
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2.4.4. Resistencia Antimicrobiana

Desde la introduccion de los antibiodticos, el uso de millones de toneladas de éstos, ha causado una
presion de seleccion en las bacterias patdgenas, haciendo que éstas desarrollen resistencia a los
antibidticos de uso comun, ya que las bacterias que no se eliminaron por el antibidtico en uso,
pueden ser promovidas o seleccionadas indirectamente como aptas para persistir y transferir la
estrategia de resistencia que logré funcionar bajo esta presion a otras bacterias (Laxminarayan y
colaboradores 2013; Zhao y colaboradores 2020; Zhao y colaboradores 2017).

Ademas de la presion selectiva, se estima que los genes transferibles de resistencia son otro factor
que genera la AMR. Entre los antibidticos mas cominmente utilizados en medicina veterinaria y
agregados en el alimento de los animales, destacan: las penicilinas, tetraciclinas, cefalosporinas,
fluoroquinolonas, avoparcina y virginiamicina (JECFA, 2000). Los principales mecanismos de
resistencia son la inhibicion del antibiotico a través de la modificacién quimica de este por accion
de una enzima, la eliminacion mediante bombas de eflujo, la modificacion del sitio diana de los
medicamentos y el cambio en la permeabilidad de la pared celular bacteriana (Chen y
colaboradores 2004; Zhao y colaboradores 2020). Asi mismo, la formacion de biopelicula puede
presentarse como una estrategia de resistencia a antimicrobianos, ya que propicia una baja o
incompleta penetracion del antibidtico dentro de la biopelicula y por ende a la poblacion bacteriana,
también por un cambio de pH dentro de la biopelicula causado la acumulacion de residuos acidos
de las bacterias y afectando el funcionamiento del antibidtico (Rajput y colaboradores 2018;
Stewart y Costerton, 2001).

La resistencia a los antimicrobianos en los serotipos de Salmonella no tifoidea es un problema
global. Los datos de vigilancia demuestran un aumento en la resistencia a los antimicrobianos entre
estas bacterias del 20-30 % a principios de la década de 1990 a un 70 % en algunos paises al final
del siglo XX (Suy colaboradores 2004). Sin embargo, la tasa de resistencia varia con los diferentes
serotipos y diferentes antibidticos (Lauderdale y colaboradores 2006; Lee y colaboradores 2009;
Parry y Threlfall, 2008).

Por ello, es importante hacer uso de tecnologias como la secuenciacién del genoma en conjunto
con pruebas fenotipicas de AMR denominadas como métodos estandar, dentro de las que se

encuentran la microdilucion en caldo y la difusion en disco. Estas metodologias fenotipicas como
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en otras, cuenta con desventajas, como la reproducibilidad ya sea por el operador o por parametros
que afecten el crecimiento del microorganismo o a la estabilidad de los reactivos, ademas de los
diferentes criterios interpretativos existentes en diferentes organizaciones que no los hacen
totalmente compatibles. Asi mismo, las condiciones in vitro (de laboratorio) no son las mismas que
in vivo (en el huésped) y por lo tanto las dindmicas de crecimiento bacteriano con antibioticos
pueden dar respuestas diferentes. Claro que los estudios in vitro se tratan de acercar a un
comportamiento real de las condiciones y eso apoya a los estudios genotipicos. La caracterizacion
genética y los datos recabados de esta pueden ser almacenados y analizados indefinidamente sin
una afectacion por condiciones fisicas y se puede detectar cualquier gen o mutacion conocida
relacionada a la AMR (Acar y colaboradores 1970; Bortolaia y colaboradores 2020; Hendriksen y
colaboradores 2009; Mouton, 2018; Pedersen y colaboradores 2018; Thaker y colaboradores 2015).
Al hacer uso de estas dos metodologias se fortalece la informacion obtenida que servira para
conocer si existe un comportamiento de resistencia hacia antibioticos conocidos y evaluados in
vitro, asi como la presencia de genes relacionados a algin tipo de resistencia hacia un agente

antimicrobiano conocido en otras bacterias.

2.5. Formacion de Biopeliculas

La habilidad de formacion de biopeliculas es un factor importante en la virulencia de Salmonella
debido a que promueve la supervivencia de la bacteria tanto dentro como fuera del hospedero
cuando esta es expuesta a un entorno limitante de nutrientes, pH acido, calor, bajas temperaturas y
a antimicrobianos (Hamilton y colaboradores 2009). La formacién de biopeliculas puede
desencadenar una persistencia cronica cuando se encuentra dentro del huésped, creando portadores
libres de sintomas que actiian como reservorios, contribuyendo a la propagacion del patdgeno en
hospederos (Chausse y colaboradores 2011; Crawford y colaboradores 2010; Sirinavin y
colaboradores 2003).

La produccion de biopeliculas es un ejemplo del comportamiento grupal que estos microrganismos
desarrollan en coordinacion, bajo el monitoreo de la densidad celular detectada a su alrededor
mediante la sintesis y secrecion de moléculas sefial o moléculas autoinductoras (Al), representadas

por acil-homoserina lactonas, también llamadas moléculas autoinductoras-1 (AI-1) sintetizadas por
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el sistema LuxR-LuxI (Zhao y colaboradores 2020). Asi como existen las Al-1, usadas
principalmente por las bacterias Gram negativas, también existen Al utilizadas por bacterias tanto
Gram-negativas como Gram-positivas, representadas por diéster de borato de furanosilo o descritas
como Al-2, producidas por la la proteina LuxS (Choi y colaboradores 2012; Zhao y colaboradores
2020). Cuando la concentracion de estas moléculas incrementa hasta llegar a un cierto umbral
correspondiente con la poblacion bacteriana, se inicia la expresion de genes especificos que pueden
regular la adaptacion de la poblacion. A este sistema de regulacion se le conoce como “quérum
sensing” (QS) o deteccién de quérum y se conoce que regula varios procesos celulares, como la
luminiscencia bacteriana, factores de virulencia, tolerancia a desinfectantes, formacion de esporas,
produccion de toxinas y AMR (Zhao y colaboradores 2020). Por ejemplo, la regulacion negativa
del QS por exceso de LsrR puede reducir la virulencia de Sal/monella al dificultar la evasion de este
microorganismo de una muerte oxidativa dentro de macrofagos (Cui y colaboradores 2020).

En Salmonella, existen tres componentes de la matriz extracelular que son importantes para la
formacion de biopeliculas: celulosa, proteina Curli y la proteina celular BapA (biofilm-associated
protein) (Austin y colaboradores 1998; Latasa y colaboradores 2005), ademas de la capsula de
antigeno O (Barak y colaboradores 2007) y ADN extracelular (Johnson y colaboradores 2013;
Wang y colaboradores 2014). La sintesis de celulosa depende de proteinas codificadas dentro de
dos operones expresados constitutivamente, besABZC'y besEFG (bacterial cellulose biosynthesis)
(Solano y colaboradores 2002). La informacion para sintesis de la proteina Curli se encuentra
dentro de dos operones csgBAC'y csgDEFG (curli specific genes) (Romling, Bian, y colaboradores
1998). Para el tercer componente, la proteina BapA, es codificada por su respectivo gen (bapA),
requerida para la formacion de biopelicula, ya que la ausencia de esta proteina conduce a la pérdida
de esta capacidad (Latasa y colaboradores 2005).

La celulosa es un polisacarido compuesto de unidades de D-glucosa, sintetizado por Salmonella
durante la formacion de biopeliculas (Romling, 2002). Su biosintesis se activa positivamente por
el regulador de respuesta CsgD, que estimula la transcripcion de adrA, siendo ésta la que activa la
produccion de celulosa a nivel postranscripcional, ya sea por la interaccion directa con operones
bes (besA/B/C/Z y besE/F/G) o por la interaccion con el acido di-(3-5")-guanosin-monofosfato
(di-GMPc) que actia como molécula de sefializacion en el proceso de regulacion para la
produccion de exopolisacaridos en bacterias (Ramirez-Mata y colaboradores 2014; Romling,
2005).

Curli es un intermediario durante la adhesion e invasion a la célula, y es un inductor de la respuesta
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inflamatoria del huésped (Barnhart y Chapman, 2006). BapA es una proteina de superficie celular
requerida en la biopelicula bacteriana, secretada a través del T1SS (operones bapBCD). La
expresion del gen que lo codifica (bapA) es coordinada por los genes codificantes de Curli y
celulosa, a través de la accion de csgD (Latasa y colaboradores 2005; Latasa y colaboradores 2006).
Los operones yihU-yshA y yihVW son los responsables del ensamblaje y la translocacion de la
capsula de antigeno O (Anriany y colaboradores 2001), ademas es regulada por la proteina CsgD.
Esta capsula juega un rol importante de fijacion y persistencia ambiental (Barak y colaboradores
2007), requerida para la formacion de biopelicula en algunos serotipos de Salmonella que se han
localizado en calculos biliares (Crawford y colaboradores 2008). Se ha visto que el ADN
extracelular forma parte de la matriz de biopeliculas de Sa/monella cultivadas en camaras de flujo
y en superficies de vidrio. Sin embargo, la presencia del ADN tiene un efecto inhibidor y
desestabilizador durante el desarrollo de biopelicula en superficies abidticas (Wang y
colaboradores 2014).

Dentro del operén csgDEFG se encuentra csgD, miembro de la familia LuxR, que ha sido descrito
como el regulador principal de la produccion de biopelicula. Asi mismo, CsgD controla la
expresion del morfotipo RDAR (por sus siglas en inglés, rojo, seco y rugoso) (Romling, Sierralta,
y colaboradores 1998; Zogaj y colaboradores 2001). La produccién de celulosa y Curli conduce a
una matriz de células compactas cubiertas en una red hidrofébica (Peng, 2016).

Otro componente para la formacion de biopelicula que se ha mencionado es el 4cido colanico. En
este tema, algunas investigaciones concluyen que este compuesto contribuye a la formaciéon de
biopelicula en E. coli'y Salmonella, ademas se ha reportado que confiere resistencia a condiciones
estresantes del medio ambiente, como la hiperosmolaridad, pH acido, estrés oxidativo, desecacion
y temperaturas extremas; sin embargo, no se ha definido una funcion fisiologica precisa del 4cido
colanico (Pando y colaboradores 2017). El 4cido coldnico es un polisacarido de subunidades
repetidas de azucares D-glucosa, L-fucosa, D-galactosa y acido D-galacturénico con cadenas
laterales de O-acetilo y piruvato, que se ha estudiado su expresion cuando E. coli se adhiere a
superficies abioticas (Boddicker y colaboradores 2002; Collinson y colaboradores 1996; Gonzalez-
Escobedo y colaboradores 2011; Wang y colaboradores 2013). La biosintesis de acido colanico ha
sido identificada en un grupo de 19 genes en E. coli (Romling, 2005), también lo ha sido en S.
Typhimurium (Prouty y colaboradores 2002; Romling, Bian, y colaboradores 1998). Este grupo de

genes comprende mas de un operon, weaABCDEFIJKL, manBC, wza, wzb, wzc, gmd, fcl, gmm,
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wzx (Stevenson y colaboradores 2000; Wang y colaboradores 2013).

Diversos serotipos de Sal/monella productores de biopelicula expresan el morfotipo RDAR en
placas de agar rojo Congo, indicando la produccion de celulosa y Curli (Romling, 2005). Si se
interrumpe la expresion de alguno de estos componentes o los dos, conduciria al desarrollo de
distintos morfotipos. Por ejemplo, si existe un defecto en la sintesis de celulosa conducira a
colonias de color café, seco y rugoso (BDAR), y si el defecto es en la expresion de Curli presentara
un morfotipo rosado, seco y rugoso (PDAR) (Malcova y colaboradores 2008). Aunque se ha
descrito que el morfotipo BDAR carece o tiene defecto en la sintesis de celulosa, Contreras-Soto y
colaboradores (2021), detectaron trazas de celulosa en las biopeliculas producidas por cepas de S.
Infantis de morfotipo BDAR. La deficiencia de Curli y celulosa se asocia con colonias lisas y
blanquecinas (SAW) y el morfotipo liso, caf¢ y mucoide (SBAM) al igual que el SAW, no
dependen de la celulosa y Curli, sin embargo, SBAM depende de la sobreproduccion del
polisacérido capsular (Lamas y colaboradores 2016; Malcova y colaboradores 2008). Otro
morfotipo asociado a la produccion de celulosa y Curli es el morfotipo SPAM (suave, rosado y
mucoide), que no habia sido reportado antes, descrito en una cepa de origen clinico y en una cepa
de origen ambiental, ambas S. Oranienburg, en el que se detallan ademas de estos componentes,
carbohidratos como manosa, glucosa y galactosa como parte de la composicion de las biopeliculas
producidas por estas cepas (Contreras-Soto y colaboradores 2021).

Investigaciones como la de Pande y colaboradores (2016), concluyeron que el morfotipo expresado
por las cepas de Salmonella aisladas de granjas avicolas dependian de la temperatura y estaba
asociado con los serotipos. Uno de los serotipos involucrado fue S. Oranienburg, mostrando una
formacion de colonias RDAR a 22 °C en 29 de las 30 cepas de S. Oranienburg, mientras que a 37
°C todas mostraron un morfotipo SAW. Mediante la misma metodologia en agar con rojo Congo,
Solomon y colaboradores (2005), obtuvieron un morfotipo RDAR en S. Oranienburg aislada de
melon cantaloupe a 28 °C durante una incubacion de 40 horas. Recientemente se estudio este rasgo
en dos cepas de S. Oranienburg de diferente origen de aislamiento (agua y heces) con resultados
de un morfotipo rugoso incompleto, asociado a SBAM, en condiciones de incubacion de 28 °C por
7 dias (Medrano-F¢élix y colaboradores 2018).

Jonas y colaboradores (2007), investigaron el rol que desempefian la celulosa, Curli y la proteina
BapA, encontrando que la interrupcion en la sintesis de BapA no alter6 la morfologia de la colonia

ni la habilidad para formar biopelicula dentro de 24 h, y que la celulosa y Curli tienen mayor
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impacto en la formacion y morfologia de la biopelicula, en donde Curli parece ser mas importante

para formacion de agregados celulares que la celulosa.

2.6. Salmonella Oranienburg

Debido a la alta prevalencia de serotipos de Salmonella enterica en cuerpos de agua de la region
del Valle de Culiacan (Estrada-Acosta y colaboradores 2014; Jiménez y colaboradores 2014;
Lopez-Cuevas y colaboradores 2009), ha cobrado relevancia e interés el estudio de este patdgeno
y su ciclo de vida, por lo que se han hecho uso de cepas representativas involucradas en constantes
asilamientos de ambientes no hospederos como los rios, tal es el caso de serotipos de Salmonella
como Saintpaul, Minnesota, Infantis y Oranienburg, entre otros, resaltando éste tltimo serotipo
como relevante en el presente trabajo de investigacion, ya que corresponde a las cepas en estudio
S. Oranienburg (S-76) (Jiménez y colaboradores 2014), asilada de agua de rio y la cepa aislada de
un caso clinico, S. Oranienburg (S-347) (Vazquez-Garciduenas y colaboradores 2014). Los
frecuentes aislamientos de cepas del mismo serotipo a lo largo del tiempo, abri6 diversas lineas de
investigacion en el grupo de investigacion, encaminadas a evaluar la capacidad de adaptacion de
Salmonella en diferentes ambientes, las fuentes de carbono que es capaz de utilizar esta bacteria en
un hospedero o fuera de este (Medrano-Felix y colaboradores 2017), el uso de estrategias como la
formacion de biopeliculas para superar entornos estresantes (Medrano-Félix y colaboradores
2018), el potencial patogénico de cepas que estuvieron expuestas al agua de rio y el efecto de este
entorno en aislados clinicos, el perfil de genes relacionados con virulencia y la composicion
genética que integra cada aislado (Estrada-Acosta y colaboradores 2018).

En este contexto, se han realizado investigaciones referentes a estas cepas de Salmonella, como la
que realizaron Medrano-F¢lix y colaboradores (2018), al caracterizar y evaluar la formacién de
biopelicula en una interfase liquido-aire y en condiciones estresantes de pH y salinidad, simulando
un ambiente acudtico. Para ello, se analizaron dos cepas ambientales y dos cepas aisladas de heces
de animales domésticos, en la cual, se resalta a S. Oranienburg S-76 (ambiental) que mostré un
morfotipo rugoso incompleto, designado como BDAR que involucra una pelicula delgada y baja

hidrofobicidad, aunque con una mejor formacién de biopelicula, mayor motilidad y resistencia a la
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tension que su homologo clinico aislado de heces. En este Gltimo pardmetro no se observaron
diferencias significativas con el serotipo control S. Typhimurium ATCC DT104.

El anunciamiento del genoma de Sal/monella S-76 realizado por Medrano-Felix y colaboradores
(2013), secuenciado en la plataforma Ion Torrent Personal Genome Machine, permiti6 identificar
el contenido genético relacionado con la respuesta al estrés, trasporte, metabolismo y otros, ya que
esta informacion daria soporte a los estudios publicados por Medrano-Felix y colaboradores
(2017), y Estrada-Acosta y colaboradores (2018). Las diferencias en la utilizacion de fuentes de
carbono de aislados de agua de rio de Salmonella, en la que se concluye que las cepas ambientales
mostraron una mejor habilidad de utilizacion de nutrientes bajo tres diferentes condiciones de
crecimiento (laboratorio, agua de rio y linea celular HEp-2) que el control S. Typhimurium 14028s,
resaltando al serotipo Oranienburg (S-76) como el mas rapido y con una alta utilizacion de estos
recursos (Medrano-Felix y colaboradores 2017). La adherencia y la capacidad invasiva de cepas
aisladas de ambientes no hospederos expuestas a condiciones de laboratorio y agua de rio para ser
inoculadas en células HEp-2 fue evaluada (Estrada-Acosta y colaboradores 2018). Los resultados
obtenidos muestran una menor habilidad de invasion y adherencia por parte de las cepas
ambientales en comparacion con el control, sin embargo, la capacidad de adhesion de S.
Oranienburg S-76 no fue afectada por el cambio de condicion de crecimiento, pero si la capacidad
de invasion. Con el genoma secuenciado de S-76 también se buscaron genes involucrados con la
patogenicidad (virulencia, motilidad, regulacion y respuesta al estrés), con una mayor cantidad de
genes en esta cepa, 12 de virulencia, 7 de motilidad y 9 de respuesta al estrés, y solo 33 genes
menos en comparacion con el genoma de S. Typhimurium 14028s (control).

La capacidad de adhesion e invasion en células Caco-2 y la supervivencia en macrofagos RAW
264.7 se evalud entre el serotipo clinico S. Oranienburg S-347 y el ambiental S-76 (Ramirez y
colaboradores 2018). La cepa S-347 presentd mayor adherencia, pero menor invasividad a las
células en comparacion con el asilado ambiental. La letalidad en las células epiteliales entre
serotipos ambientales y clinicos no present6 diferencias significativas. La mayor viabilidad de
bacterias dentro de los macrofagos la presentd la cepa S-76 en comparacion con S-347. Se lleg6 a
la conclusion de que las diferentes respuestas detectadas entre aislados ambientales y clinicos se
puede deber al origen de aislamiento, pudiendo afectar la interaccion con el hospedero.

El estudio més reciente sobre Salmonella Oranienburg, consistié en la caracterizacion del proceso

de formacion de biopeliculas como estrategia se supervivencia en ambientes no hospederos,

36



llevado a cabo por Contreras-Soto y colaboradores (2021), donde caracterizaron la composicion de
las biopeliculas formadas por serotipos de Salmonella, incluyendo cepas del serotipo Oranienburg
de origen ambiental y clinico (S-76 y S-347, respectivamente). Los analisis realizados
comprendieron la exposicion a los escenarios de laboratorio y rio dentro de capsulas. El morfotipo
de las cepas de S. Oranienburg tanto clinica como ambiental fue el descrito como SPAM (suave,
rosado y mucoide), un morfotipo reportado por primera vez en el trabajo antes mencionado. La
formacion de biopelicula de S-76 en la interfaz liquido-aire fue calificada como fuerte en
comparacion S-347. Asi mismo, la resistencia a la tension fue superior en S-76 y nula para la cepa
clinica. En el ensayo de motilidad, la exposicion al rio no afect6 este parametro, excepto en S-347
que disminuyd, a diferencia de S-76 con una motilidad superior en cualquier escenario. Algunos
componentes principales de las biopeliculas como la proteina Curli y la celulosa, se encontraron
en todas las peliculas bacterianas. La celulosa se encontré en mayor proporcidon en las cepas
ambientales y el control S. Typhimurium 14028s. En la cuantificacion de proteina total, relacionada
con Curli, se pudo hacer una diferenciacion entre serotipos (Oranienburg, Typhimurium e Infantis),
obteniendo que el serotipo Oranienburg contd con el mayor porcentaje en este tipo de componentes.
Por ultimo, la caracterizacion de los azicares en las biopeliculas arrojo una alta cantidad de manosa
en los dos aislados Oranienburg expuestos a los dos escenarios y estudiado también en el estado
plancténico. El monosacarido ribosa se encontr6 en todas las cepas. Se concluyo6 que los aislados
ambientales presentan mayor habilidad para la formacion de biopelicula después de una exposicion
al agua de rio, las caracteristicas morfoldgicas y fisicas muestran diferencias intra-serotipos, la
composicion de las biopeliculas guardaron una relacion serotipo independiente y la exposicion en
cuerpos de agua potencia la habilidad de desarrollar peliculas bacterianas.

Podemos resaltar con estas investigaciones que los aislados de origen ambiental estan mayormente
capacitados para hacer uso de diversas fuentes de carbono (Medrano-Felix y colaboradores 2017)
y de la produccion de biopeliculas mas fuertes (Medrano-Félix y colaboradores 2018). Los aislados
clinicos, por su parte, presentan regularmente mejores habilidades para invadir y adherirse, aunque
se han visto afectados por las exposiciones a entornos no hospederos y en la formacion de peliculas
bacterianas (Estrada-Acosta y colaboradores 2018). Otro aspecto en las cepas ambientales es su
viabilidad patogénica que les ha dado en ocasiones mayor capacidad de invasion y propagacion en
células epiteliales y macrofagos respectivamente, sugiriendo que el ciclo de infeccion puede

continuar a pesar de pasar por un medio ambiente estresante y diferente al encontrado en el
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hospedero (Ramirez y colaboradores 2018).

Con base en los estudios previamente realizados, asi como de las areas de oportunidad y nuevas
hipotesis de estudio generadas, surge el presente trabajo de investigacion, que pretende estudiar
con mayor profundidad los genomas de estas dos cepas (S-76 y S-347) de diferente origen de
aislamiento como apoyo de comparacion, para complementar los aspectos obtenidos del
comportamiento de este patogeno, haciendo uso del material genético obtenido por nuevas
plataformas de secuenciacion, programas especializados en la busqueda de genes, visualizacion y
comparacion del material genético para su interpretacion y llegar a la comprension de fendmenos
mostrados fenotipicamente o la posible prediccion de otros aun no estudiados. Ademas del estudio

del perfil a antimicrobianos de los dos aislados.
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3. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

La cepa de S. Oranienburg S-347 de origen clinico presentarad mayor contenido genético
relacionado a la patogenicidad (virulencia, resistencia antimicrobiana y capacidad de formacion de

biopelicula) que la cepa de S. Oranienburg S-76 de origen ambiental.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Analizar e integrar las caracteristicas genotipicas y fenotipicas involucradas en la patogenicidad de

Salmonella Oranienburg de origen clinico y ambiental.

4.2. Objetivos Especificos

Determinar el perfil de resistencia a antimicrobianos de Salmonella Oranienburg de origen
clinico (S-347) y ambiental (S-76).

Caracterizar el contenido genético involucrado en la resistencia a antimicrobianos,
virulencia y capacidad de formacion de biopeliculas presente en la secuencia nucleotidica
de S. Oranienburg S-347 y S-76.

Integrar el andlisis gendmico con la informacion generada del perfil de resistencia a
antimicrobianos, virulencia y capacidad de formacion de biopeliculas de S. Oranienburg S-

347 y S-76.
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5. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio Nacional para la Investigacion en Inocuidad
Alimentaria (LANIIA) del Centro de Investigacion en Alimentaciéon y Desarrollo A. C.,
Coordinacion Culiacan (CIAD).

5.1. Reactivacion Bacteriana

Para este estudio se utilizaron dos cepas bacterianas pertenecientes al cepario de LANIIA, S.
Oranienburg S-76 de origen ambiental (Jiménez y colaboradores 2014), y S. Oranienburg S-347 de
origen clinico (Vazquez-Garciduenas y colaboradores 2014), y una cepa clinica de referencia
ATCC, S. Typhimurium 14028s (en adelante ST14028s) (Jarvik y colaboradores 2010). Las cepas
previamente almacenadas en viales de preservacion criogénica a -80 °C se reactivaron siguiendo
las instrucciones del fabricante (Microbank, ProLab Diagnostics, U.S.A). Una vez reactivadas, las
cepas bacterianas se inocularon simultaneamente en 10 mL de caldo de soya tripticaseina (TSB)
(BD Bioxo6n, México) y en cajas Petri con agar selectivo XLD (agar de xilosa, lisina, desoxicolato)
(BD Bioxdn, México) mediante estriado con ayuda de un asa de nicromo estéril e incubadas a 37
°C por 24 h en condiciones aerdbicas (Shel-lab, U.S.A). La inoculacion en agar XLD se realizé
para comprobar la pureza de los viales de cada bacteria y el crecimiento tipico de Salmonella

descrito por el fabricante (colonias con centro negro y halo transparente).

5.2. Prueba de Susceptibilidad Antimicrobiana

La prueba de susceptibilidad se realiz6 mediante el método de difusion de disco en agar, conocido
como Kirby-Bauer, siguiendo las recomendaciones del documento M100 del Instituto de

Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés) (CLSI, 2017). Las cepas
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crecidas previamente en caldo TSB se sembraron en agar no selectivo de soya tripticaseina (TSA)
(BD Biox6n, México) e incubadas a 37 °C por 24 h. Para esta determinacion se utilizaron 22

antimicrobianos en discos (Sensi-Discs, BD BBL, México) descritos en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Antimicrobianos utilizados en el ensayo de susceptibilidad antimicrobiana
categorizados por clase, contenido y categorias de susceptibilidad para cada uno.

Clase Antimicrobiano Contenido (ng) R (mm) I (mm) S (mm)
Penicilinas Ampicilina 10 <13 14-16 >17
B-lactamicos/B- Amoxicilina-ac. 20/10 <13 14-17 >18
lactamasas Clavulanico
Ampicilina- 10/10 <11 12-14 >15
sulbactam
Piperacilina- 100/10 <17 18-20 >21
tazobactam
Cefalosporinas Cefazolina 30 <19 20-22 >23
Cefepime 30 <18 19-24 >25
Ceftriaxona 30 <19 20-22 >23
Cefotetan 30 <12 13-15 >16
Cefoxitina 30 <14 15-17 >18
Cefuroxima 30 <14 15-17 >18
Ceftazidima 30 <17 18-20 >21
Monobactamas Aztreonam 30 <17 18-20 >21
Carbapenémicos Ertapenem 10 <18 19-21 >22
Imipenem 10 <19 20-22 >23
Meropenem 10 <19 20-22 >23
Aminoglucosidos  Gentamicina 10 <12 13-14 >15
Tobramicina 10 <12 13-14 >15
Amikacina 30 <14 15-16 >17
Tetraciclinas Tetraciclina 30 <11 12-14 >15
Quinolonas Ciprofloxacina 5 <20 21-30 >31
Inhibidores de la Trimetoprima- 1.25/23.75 <10 11-15 >16
ruta folato sulfametoxazol
(sulfonamidas)
Fenicoles Cloranfenicol 30 <12 13-17 >18

ug: microgramos, mm: milimetro(s). R: resistente, I: intermedio, S: susceptible.

Los diametros de las zonas con inhibiciéon se midieron con un lector automatico de zonas de
inhibicion (Scan 1200, Interscience, U.S.A.) y con un calibrador digital (Vernier) para corroborar

las lecturas del lector automatico. Se generaron tres réplicas para cada antibidtico y las mediciones
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obtenidas para cada disco en milimetros se interpretaron utilizando los criterios de susceptibilidad
para enterobacterias que se encuentran en el documento M100-S27 (CLSI, 2017), clasificandose
en resistentes, intermedias o susceptibles. Escherichia coli ATCC 25922 fue utilizada como

modelo para el control de calidad interno establecido por el método.

5.3. Extraccién de ADN

La extraccion del ADN de ambas bacterias se realizd mediante lisis celular por alta temperatura,
siguiendo la metodologia de Aldous y colaboradores (2005), con algunas modificaciones. Una
colonia de Salmonella de cada cepa en estudio proveniente de una placa de agar XLD se inoculd
en agar TSA para su incubacion durante la noche a 37 °C en un ambiente aerobio. Transcurrido el
tiempo, se tomd un grupo de colonias de Salmonella en agar TSA y se colocaron en 1 mL de agua
destilada estéril en un tubo de 1.5 mL (Eppendorf, Alemania) para ser centrifugadas a 13,000 RPM
por 10 min; el sobrenadante se descarto y el pellet se resuspendié en 200 uL de agua destilada
estéril y se llevo a un termobloque a 100 °C durante 10 min e inmediatamente enfriado en el mismo
termobloque. Posteriormente, el tubo se centrifugd a 10,000 RPM por 10 min y el sobrenadante
fue recolectado en un tubo nuevo de 1.5 mL (Eppendorf, Alemania). La concentracion y pureza
del ADN se evaluaron mediante densidad Optica utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000¢
(Thermo Fisher Scientific, EUA), bajo las recomendaciones del fabricante para los indices de
pureza A260/A280 con valores aproximados a 1.8 y A260/A230 con un rango de 1.8-2.2 para
considerar una muestra de acido nucleico “pura”. Finalmente, cada tubo se almacen6 a -20 °C para

su posterior uso.

5.4. Ensamble de Genomas

La secuenciacion de los genomas se llevé a cabo en el Departamento de Genética y Microbiologia

de la Universidad Auténoma de Barcelona, Espaiia, en la plataforma de Illumina MiSeq (Illumina,
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San Diego, CA), utilizando el kit Nextera XT (Ilumina, San Diego, CA), para generar la libreria de
secuenciacion. Una vez obtenidas las lecturas de las secuencias gendmicas, se utilizo la herramienta
Trimmomatic version 0.36 (Bolger y colaboradores 2014), para la remocién de fragmentos con
baja calidad y la eliminacion de secuencias correspondientes a adaptadores en ambos genomas.
Después de este paso, cada genoma fue ensamblado por el método de novo con el programa AS-

miseq v20160825 (Coil y colaboradores 2015).

5.5. Anotacion de Genomas y Genoserotipificacion

Los genomas ensamblados fueron anotados mediante el servidor RAST (Rapid Annotation using
Subsystem Technology) (Aziz y colaboradores 2008; Overbeek y colaboradores 2014), con el
esquema de anotacion ClassicRAST, y la herramienta Prokka v1.13.7 (Seemann, 2014), con
parametros por defecto para ambas herramientas. El serotipo fue confirmado in silico por el
programa SISTR (Salmonella in silico Typing Resource), que integra tipificacion por métodos de
Tipificacion Multilocus de Secuencias (MLST), MLST ribosomal (rMLST) y genoma nucleo
(cMLST), analizando los genes wzx y wzy altamente variables de la region rfb que determina el
antigeno somatico (O), y los genes fliC'y fliB para determinar los antigenos flagelares alternativos
(fase 1 y 2 del antigeno H) para buscar finalmente en la base de datos de serovariedades de White-
Kauffmann-Le Minor el nombre de la serovariedad. Para el andlisis del genoma central (cgMLST)
se analizan 330 locus en busca del serotipo mas probable de la lista de serotipos potenciales, y
finalmente para la serotipificacion MLST, se tipifican siete fragmentos de genes de mantenimiento

(Yoshida y colaboradores 2016).

5.6. Identificacion de Genes Especificos e Islas de Patogenicidad

Para esta actividad, se utiliz6 el programa ABRicate v1.0.0 (https://github.com/tseemann/abricate),

utilizando un criterio de inclusidn para genes presentes de cobertura e identidad minima del 90 %,
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asi como multiples bases de datos, incluyendo a VFDB (Virulence Factors of Pathogenic Bacteria
Database) para genes de virulencia, CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database) y
MEGARes v2.0 para genes de resistencia a antibidticos, metales y biocidas, y la base de datos

PlasmidFinder para la identificacion de replicones de plasmidos. También se hizo uso de la

herramienta en linea ResFinder 4.0 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/), para la busqueda
de genes AMR, y de la herramienta que ésta integra, PointFinder, para la identificacion de
mutaciones puntuales en el cromosoma que median este tipo de resistencia. ResFinder 4.0 gener6
antibiogramas in silico e identificé genes AMR con limites minimos de 90 % para identidad y 80
% para la cobertura en esta investigacion. La informacion detallada del nimero de secuencias que

contiene cada base de datos estd en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Base de datos con nimero de secuencias contenidas en cada una, utilizadas en la
busqueda de genes AMR, mutaciones puntuales en cromosoma, genes de virulencia y replicones
de plasmidos presentes en los genomas S-76 y S-347.

Fecha de ultima

Base de datos Secuencias actualizacién Fuente

CARD 2,631 2020-Abr-16 (Jia 'y colaboradores 2017)
ResFinder 4.0 2,690 2020-Abr-16 (Bortolaia y colaboradores 2020)
PointFinder 266 2019-Ago-28 (Bortolaia y colaboradores 2020)
MEGARes 6,635 2020-Abr-16 (Doster y colaboradores 2020)
VFDB 3,226 2020-Abr-16 (Chen y colaboradores 2016)
PlasmidFinder 468 2020-Abr-16 (Carattoli y colaboradores 2014)

Las islas de patogenicidad fueron identificadas mediante la herramienta NCBI-BLASTn en linea

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), haciendo uso del genoma de interés y de un archivo

“multifasta” como base de datos de SPIs reportadas, con los parametros predeterminados por el
programa para posteriormente filtrar los resultados positivos que cumplan minimamente una
cobertura del 65 % y una identidad del 95 %. Para ello, se recolectaron las secuencias nucleotidicas
de las SPIs reportadas en genomas pertenecientes a cinco serotipos de Salmonela (Cuadro 4) y
alojadas en la base de datos PAIDB (Pathogenicity Island Database) (Yoon y colaboradores 2015).

Enseguida, se prepard un archivo multifasta con las secuencias previamente obtenidas, las cuales

45


https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

se utilizaron en el programa NCBI-BLASTn y para su visualizacion el programa BRIG (BLAST
Ring Image Generator Software) v0.95 (Alikhan y colaboradores 2011), contra los genomas de S.
Oranienburg S-76 y S-347.

Cuadro 4. Contenido de la base de datos utilizada para la construccioén de las SPIs de S-76 y S-
347.

Serotipo No. De acceso SPIs

S. Typhimurium 14028s NC 016856.1 1-6, 11, 12, CS54
S. Typhimurium LT2 NC 003197 1-5

S. Typhi CT18 NC 003198 1-10

S. Typhi Ty2 NC _004631.1 1,2,7

S. Choleraesuis SC-B67 NC 006905.1 1-5. 11,12

5.7. Determinacion de Genes Unicos

La busqueda de genes unicos entre las dos cepas de S. Oranienburg (S-76 y S-347) se determiné
siguiendo la metodologia del programa Roary (Page y colaboradores 2015), y con el uso de los
archivos con formato (.gff) que derivaron de la anotacion con Prokka, con el objetivo de obtener

los genes que solo estan contenidos en cada genoma y que diferencien a una cepa de la otra.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Perfil de Resistencia a Antimicrobianos

En el ensayo para la determinacion del perfil de AMR mediante el método de difusion en disco, las
dos cepas de S. Oranienburg (S-76 y S-347) y S. Typhimurium ST14028s (cepa clinica de
referencia) presentaron un perfil totalmente susceptible a los 22 antibidticos probados en esta
investigacion, esto debido a que el tamafio de los halos de inhibicion superd el crecimiento
bacteriano, estableciendo a las cepas en el rango de susceptibles, establecido por el método (Cuadro
5y Figura 3, 4 y 5). En el Cuadro 5, se pueden observar las mediciones de los halos de inhibicion
para cada cepa y antibidtico. Estas mediciones provienen de promediar tres réplicas y se indica su
desviacion estandar, ya que esta es una medida de dispersion que indica que tan alejados estan los
datos de la media o promedio, motivo por el cual fue utilizado a fin de identificar si existen

diferencias en los halos a pesar de pertenecer a la misma categoria.

Cuadro 5. Promedio de las mediciones de halos de inhibicion para S-76, S-347 y ST14028s en la
prueba de susceptibilidad a antimicrobianos.

Rango de Zonas de inhibicion (mm)

Antimicrobiano Contenido (pg) zrusceptlbllld.a d de

nterobacteriaceae S-76 S-347 ST14028s

(mm)

Ampicilina 10 >17 20.7+1.2 21.0£1.0 20.6*=+1.6"
Amoxicilina-ac. 20/10 >18 253413 23.6+18 250404
Clavulanico
Ampicilina- 10/10 >15 225413 214421  23.5+1.5
sulbactam
Tazobactam- 100/10 21 242416 243412 244413
piperacilina
Cefazolina 30 >23 234 +0.5 23.3+0.8 24.5 +0.3
Cefepime 30 >25 29.1£2.7  27.7+£25 30.8 £3.2
Ceftriaxona 30 >23 254 +£1.2  25.3+0.8 27.0+2.2
Cefotetan 30 >16 26.0 +09 28342.1 28.6 £1.0
Cefoxitina 30 >18 21.9+1.3 22.7 £1.1 25.4+1.2
Cefuroxima 30 >18 19.3+1.3 18.8+1.1 19.8 £0.9
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Ceftazidima 30 >21 233+1.6  23.0+1.2 243 +£28

Aztreonam 30 >21 266 £1.5 26.0+25 273+£35
Ertapenem 10 >22 29.740.6 28.9+3.2  30.7<£l.5
Imipenem 10 >23 24.7£1.5 26.7+£1.9 27.5+1.6
Meropenem 10 >23 27.7+3.1 283+£2.0 30.5+1.9
Gentamicina 10 >15 226423 219423  21.9+13
Tobramicina 10 >15 19.7 1.4 20.1£1.3 21.1£1.0
Amikacina 30 >17 214 +1.2 223+1.9 223424
Tetraciclina 30 >15 214+0.6 21.3+0.8 222 +1.9
Ciprofloxacina 5 >31 31.6 £0.6  30.7 £0.6 31.2+3.1
Trimetoprima- 1.25/23.75 >16 257419 259403  25.7+1.0
sulfametoxazol

Cloranfenicol 30 >18 22.7+1.3  22.0+1.2 24.5 £2.5

a: valor menor (resaltado en negrita) entre las tres bacterias tomando en cuenta un antibidtico. b: valor de la
desviacion estandar.

En comparacion, la cepa S-347 mostr6 mayor nimero de halos de inhibicién de menor medida en
al menos 12 de los antibioticos evaluados (resaltados en negritas), en comparacion con S-76 y
ST14028s, lo que puede indicar probablemente una menor afectacion por los antibidticos en este
ensayo por difusion de disco seguido por S-76, sin embargo, esta afirmacion no se puede asegurar
sin mayores estudios experimentales con otras metodologias cuantitativas.

En estudios previos se ha evaluado la AMR de aislados de la misma region y origen que S-76,
donde el 50 % de los aislados de Sal/monella fueron susceptibles a los seis antimicrobianos
evaluados, ampicilina (10 pg), ciprofloxacino (5 pg), trimetroptim-sulfametoxazol (1.25/23.75
ng), tetraciclina (30 pg), estreptomicina (10 pg) y gentamicina (10 pg) (Lopez-Cuevas y
colaboradores 2009). En un estudio posterior, el 49.5 % de los aislados resultd susceptible a un
grupo de 16 antibidticos, dentro del cual ocho de ellos coinciden con los utilizados en la presente
investigacion (gentamicina, ampicilina, amikacina, amoxicilina-acido clavulanico, ceftazidima,
cloranfenicol, trimetoprima-sulfametoxazol y tetraciclina) (Castafieda-Ruelas y Jiménez, 2018).
Esto permite sugerir que en los sitios de aislamiento mencionados no existe un alto porcentaje de
cepas resistentes o multirresistentes a antibidticos que exceda a mas de la mitad de las muestras
positivas obtenidas, en este caso de rios del Valle de Culiacan. Coincidentemente, la cepa S-76
evaluada en el presente estudio, fue asilada de la misma regién de estudio que los trabajos

anteriormente descritos (Jiménez y colaboradores 2014).
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En este estudio se utilizaron antibidticos recomendados por el CLSI para la familia
Enterobacteriaceae (CLSI, 2017), dentro de los que se encuentran los antibidticos ciprofloxacino
y ceftriaxona, recomendados en México para el tratamiento de la diarrea aguda tanto para infantes
de 2 meses a 5 afios (CENETEC, 2018), como para adultos (CENETEC, 2020), respectivamente.
Los halos de inhibicién producidos por estos dos antibidticos se muestran a continuacion, para S-

76 (Figura 3), S-347 (Figura 4) y ST14028s (Figura 5).

Intermediaria

- - = =

Figura 3. Lectura de hos de inhibicion de la prueba de resistencia a antimicrobianos para S-76,
(a) sin medicion del halo de inhibicion; (b) mediciones de los halos de inhibicién de los antibidticos
(1) ceftriaxona, (2) cefepime, (3) ciprofloxacino y (4) ertapenem.
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Intermediaria

Figura 4. Lectura de halos de inhibicion de la prueba de resistencia a antimicrobianos para S-347,
(a) sin medicion del halo de inhibicion; (b) mediciones de los halos de inhibicion de los antibidticos
(1) ertapenem, (2) cefepime, (3) ceftriaxona y (4) ciprofloxacino.

ST14028s [l fmermediari — ST14028s
~ (b)

Figura 5. Lectura de halos de inhibicion de la prueba de resistencia a antimicrobianos para
ST14028s, (a) sin medicion del halo de inhibicién; (b) mediciones de los halos de inhibicion de los
antibioticos (1) ertapenem, (2) ceftriaxona, (3) ciprofloxacino y (4) cefepime.

Recientemente, Garza-Gonzalez y colaboradores (2019), documentaron las tasas de AMR de

22,943 cepas de bacterias patogenas (incluyendo a Salmonella y a otros géneros) recolectadas de
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47 centros (39 laboratorios hospitalarios y 8 laboratorios externos) de 20 estados en México durante
seis meses, concluyendo una baja tasa de resistencia (no mayor a 28 %) a los antibidticos usados
normalmente por esos centros para determinar la susceptibilidad de los aislados bacterianos.
Resultados similares obtuvieron, al analizar 243 aislados de Salmonella obtenidos de productos de
origen animal y de casos clinicos del Estado de México y Jalisco, con menos del 25 % de AMR

para siete de los ocho antimicrobianos que utilizaron en el ensayo de susceptibilidad.

6.2. Secuenciacion, Anotacion y Genoserotipificacion de los Genomas

6.2.1. S. Oranienburg S-76

De la secuenciacion de la cepa S-76, se obtuvo una longitud de cromosoma de 4,619,879 pb. Los
resultados de la anotacion con RAST mostraron 4,498 secuencias codificantes (CDS), 111 ARNs
integrados por ARNs de transferencia (79) y ribosomales (32), y un contenido G+C de 52.1 %
(Cuadro 6). Ademas de obtener informacion relevante de las CDS, el servidor RAST agrupa los
conjuntos de genes o regiones codificantes en subsistemas que comparten roles funcionales

similares, con lo cual se obtuvo un agrupamiento de 575 subsistemas en este caso (Figura 6).
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Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (309)
Cell wall and Capsule (260)

Virulence, Disease and Defense (108)
Potassium metabolism (29)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (53)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (21)
Membrane Transport (238)

Iron acquisition and metabolism (25)
RMA Metabolism (249)

MNucleosides and Nucleotides (113)
Protein Metabolism (293)

Cell Division and Cell Cycle (38)

Motility and Chemotaxis (78)

Regulation and Cell signaling (137)
Secondary Metabolism (4)

DMNA Metabolism (124)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (129}
Nitrogen Metabolism (71)

Dormancy and Sporulation (3)
Respiration (215)

Stress Response (174)

Metabolism of Aromatic Compounds (33)
Amino Acids and Derivatives (426)

Sulfur Metabaolism (32)

Phosphorus Metabolism {48)
Carbohydrates (692)

Figura 6. Contenido genético de S-76 agrupado en subsistemas por RAST.

La secuenciacién de S-76, que se llevo a cabo con la plataforma Illumina pudo alcanzar una
profundidad media de cobertura de 96x, esto se refiere al nimero de lecturas tnicas de un solo
nucledtido que apoyan la lectura obtenida en la secuencia reconstruida. Medrano-Felix y
colaboradores (2013), ya habian secuenciado a la cepa S-76 en la plataforma Ion Torrent Personal
Machine, pero con una profundidad media de cobertura de 35.8x, esto y otras diferencias se deben
a la naturaleza de cada secuenciador, programas utilizados para ensamblar y limpieza de las
secuencias obtenidas, por lo que se puede considerar a la secuenciacion con Illumina como una
actualizacion en tecnologia y complementacion de la informacién de esta cepa. Sin embargo, los
dos datos de cobertura obtenidos son aceptables para la anotacion de genomas, y estan dentro de
los usados para la busqueda de polimorfismos de un solo nucledtido que requieren que no existan

errores en una lectura de cada nucleo6tido (Desvillechabrol y colaboradores 2018).

52



Cuadro 6. Informacion genética de la secuenciacion de las cepas de S-347 y S-76.

No. de Contenido Secuencias Profundidad
Aislado Longitud (pb) contigs NSO GC (%) codificantes media de
cobertura (x)
S-347 5,055,359 133 622,583 51.9 5,087 105
S-76 4,619,879 38 566,681 52.1 4,498 96

6.2.2. S. Oranienburg S-347

Se obtuvo un tamaiio de genoma de 5,055,359 pb para la cepa S-347y una profundidad media de
cobertura de 105x. Mediante el servidor RAST 5,087 CDS, 101 ARNSs integrados por ARNs de
transferencia (84) y ribosomales (17), y 51.9 % en contenido G+C (Cuadro 6), asi como un

agrupamiento de 580 subsistemas (Figura 7).

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

m Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (311)
W Cell Wall and Capsule (260)

W Virulence, Disease and Defense (109)

B Potassium metabolism {30}

W Photosynthesis (0)

Miscellaneous (53)

W Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (59)
Membrane Transport (325)

W Iron acquisition and metabolism (25)

RMNA Metabolism (242)

B Nucleosides and Nucleotides (117)

Protein Metabolism (300)

W Cell Division and Cell Cycle (43)

. Motility and Chemotaxis (79)
W Regulation and Cell signaling (154)
Secondary Metabolism (4)
DNA Metabolism (134)
W Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (131)
@ W Nitrogen Metabolism (71)
m Dormancy and Sporulation (3}
W Respiration (213)
W Stress Response (175)
Metabolism of Aromatic Compounds (35)
Amino Acids and Derivatives (432)
Sulfur Metabolism {39)
Phosphorus Metabolism (46)

Carbohydrates (599)

Figura 7. Contenido genético de S-347 agrupado en subsistemas por RAST.

Los dos genomas tienen similitud en el porcentaje de G+C (~52.0 %), mientras que las longitudes
de los genomas y las CDSs varian con el tamafio del genoma de cada cepa. El subsistema que

agrupa el conjunto de genes relacionado a fagos, profagos, elementos transponibles y plasmidos
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(séptimo grupo de arriba hacia abajo) de S-347 contiene 59 regiones codificantes, 38 elementos

mas que S-76 con 21.

6.2.3. Genoserotipificacion

La plataforma SISTR obtuvo la formula antigénica (Cl:m,t:-) para las cepas S-76 y S-347,
pertenecientes al serotipo Oranienburg. Ademas de la formula antigénica para las cepas en estudio,
SISTR arrojo al serotipo Oranienburg como predominante y mas probable en el analisis MLST del
genoma central (cgMLST). En la serotipificacion MLST, se obtuvo un Tipo de Secuencia 23
designado para S. Oranienburg (Cuadro 7).

Estos resultados obtenidos de la genoserotipificacion para los dos aislados S-76 y S-347, coinciden
con las serotipificaciones realizadas a S-76 (Jiménez y colaboradores 2014) y S-347 (Vazquez-

Garciduefias y colaboradores 2014) mediante el esquema Kauffmann-White.

Cuadro 7. Informacion obtenida de la genoserotipificacion in silico con la plataforma SISTR.
Serotipo ST

Aislado Serotipo  Antigeno Antigeno Antigeno por por Serotipo
obtenido Q) H1 H2 cgMLST MSLT por MLST
S-347  Oranienburg C1 m,t - Oranienburg 23  Oranienburg
S-76  Oranienburg C1 m,t - Oranienburg 23  Oranienburg

6.3. Identificacion de Genes Especificos y Relacionados a la Presencia de Plasmidos Presentes

en los Genomas de Salmonella

6.3.1. Genes Relacionados con la Resistencia a Antimicrobianos

Para ambas cepas en estudio (S-76 y S-347) se encontré que cuentan con los mismos genes
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relacionados con alguna resistencia (mencionados a continuacion), a excepcion del gen mdtA
encontrado solamente en S-76, que forma parte de un sistema de flujo de salida tripartido
compuesto por la proteina que codifica mdtA y dos mas, MdtB y MdtC (Frawley y colaboradores
2013). Cabe recordar que un gen no encontrado, quiere decir que no supero el criterio minimo de
cobertura y/o el de identidad para ser considerado como presente en el fragmento de busqueda, o
que no se encuentra en su totalidad. Para este propdsito se utilizaron las bases de datos CARD y
MEGARes por medio del programa ABRicate. Otros dos genes codificantes de proteinas
compartidos en los dos genomas son go/S'y sdid, que promueven la expresion del operdn mdsABC
para una bomba de eflujo (encontrado en ambos genomas) y también la expresion de las
subunidades AcrAB de un complejo de proteinas de eflujo o bomba (Nikaido y colaboradores 2008;
Song y colaboradores 2015).

Ademas, el analisis mostro la presencia de dos genes relacionados con bombas de eflujo, acrD y
mdtK, y de dos proteinas (BaeS/BaeR) formadoras de un sistema regulador que puede activar al
sistema MdtABC mencionado anteriormente, relacionado con la resistencia a novobiocina y
desoxicolato (Nikaido y colaboradores 2008). Por ultimo, se encontré el gen aac(6’)-Iy
(aminoglucosido N (6°)-acetiltransferasa tipo 1) involucrado con la resistencia a aminoglucosidos
como la amikacina y tobramicina (Magnet y colaboradores 1999).

Los genes mencionados anteriormente y que se encontraron en comun en S-76 y S-347 cumplieron
un criterio de 90 % de cobertura e identidad minima con respecto a las bases de datos utilizadas
para su busqueda. Asi también, se obtuvo la homologia de estas dos cepas con respecto a los genes
de ST14028s, ya que se conoce mejor el genoma de esta bacteria y se puede utilizar como
referencia. La comparacion de los genes arrojo una alta conservacion de estos con los de ST14028s,

obteniendo una cobertura de 100 % y un porcentaje de identidad de al menos 97.7 % (Cuadro 8).

Cuadro 8. Homologia de genes relacionados con resistencia a antimicrobianos presentes en los
genomas de las cepas S-76 y S-347 comparados con los genes de ST14028s.
Homologia con ST14028s

Genes de resistencia

S-76 S-347

aac(6’)-ly 97.7% 97.7
sdiA 98.75 98.48
mdsA 98.86 98.86
mdsB 98.99 98.99
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mdsC 98.35 98.41

golS 99.36 99.36
mdtK 98.73 98.73
mdtA 99.28 N/P°
mdtB 98.81 98.81
mdtC 98.86 98.9
baeR 99.31 99.45
baeS 98.65 98.65
acrD 98.68 98.68
pmrG 98.68 98.68

a: porcentaje de identidad al gen de la cepa ST1828s. b: no presente.

Los resultados obtenidos con ResFinder 4.0 mostraron como unico gen AMR presente a aac(6’)-
laa (NC _003197) en los tres genomas con una cobertura de 100 % e identidades de 99.77 % y
97.95 % para ST14028s y los dos aislados Oranienburg, respectivamente. El antibiograma in silico
arrojo solo dos fenotipos de resistencia para los antibidticos amikacina y tobramicina para las tres
cepas, identificando al gen anteriormente mencionado como el responsable de esta resistencia
predicha en un repertorio de 23 antibidticos indicados para el género Salmonella. Los genes
aac(6’)-laa y aac(6’)-Iy son comunes en Salmonella y son considerados genes cripticos, ya que
fenotipicamente no presentan resistencia debido a que han alcanzado los limites evolutivos,
perdiendo algin efecto benéfico por casi cualquier mutaciéon que puedan presentar (Leon y
colaboradores 2018; Salipante y Hall, 2003).

PointFinder encontré una mutacion puntual cromosoémica en las dos cepas de S. Oranienburg en el
gen parC del tipo Thr57-Ser (Treonina por Serina), debido a un cambio de nucleoétido en el codon
57 de este gen, dando un fenotipo presuntivo de resistencia al dcido nalidixico y a ciprofloxacino
(Cuadro 9). Sin embargo, Eaves y colaboradores (2004), documentaron que esta mutacioén en parC
hacia a los aislados mas susceptibles a ciprofloxacino, cloranfenicol y tetraciclina que aquellos sin

esta mutacion, pero no asi al acido nalidixico, como si fuera una compensacion.
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Cuadro 9. Mutacion cromosdmica relacionada con resistencia a antimicrobianos encontrada en el
genoma de S-76 y de S-347.

Mutacion Camb’i 0 de Ca.mbiro .de Fenotipo PMID Cl.a s.e, (!e
nucledtido  aminoacido antibiotico
parC : T57S  aac>agc Treonina > Acido 15388468  Fluoroquinolonas
Serina nalidixico,
ciprofloxacino

6.3.2. Identificacion de Plasmidos

La identificacion de plasmidos en los genomas fue llevada a cabo con la herramienta bioinformatica
PlasmidFinder, encontrando un replicon homologo de plasmido del tipo IncFII(S) en la secuencia
nucleotidica de la cepa S-347 con una cobertura de 97.71 % y una identidad de 91.95 % con
respecto al plasmido reportado en S. Paratyphi C, serotipo RKS4594 (ntimero de acceso
CP000858), contenido en la base de datos de PlasmidFinder. El replicon de S. Paratyphi C
RKS4594 tiene una longitud de 262 pb, por lo que la seccion cubierta por S-347 fue de 256 pb de
longitud. Esta region llamada replicon, es un segmento de plasmido esencial para funciones de
mantenimiento, en este caso, del control de replicacion de éste, y es utilizado como método de
identificacion y clasificacion de plasmidos (Couturier y colaboradores 1988). Sin embargo, esta
herramienta no los ensambla y solo da indicio de que existe putativamente un plasmido, para
posteriormente aplicar metodologias especializadas en la identificacion y aislamiento de éstos por
PCR y/o complementadas con flujos de trabajos de programas especificos para esta tarea (de Toro

y colaboradores 2020).

6.3.3. Genes Relacionados con la Formacion de Biopeliculas

La busqueda de genes relacionados con la formacion de biopeliculas se realiz6 manualmente con
las anotaciones de las herramientas RAST y Prokka, las cuales no mostraron diferencias en la
presencia o ausencia de este tipo de genes de interés, ya que S-76 y S-347 cuentan con los mismos

genes involucrados con la produccion de biopeliculas (csgABCDEFG, besABCEFGZ, bapA, adrA,
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wcaA) descritos en la seccion de antecedentes. El criterio utilizado cumplié6 minimamente una

cobertura del 100 % y una identidad del 97 %.

6.4. Identificacion de Factores de Virulencia Presentes en los Genomas de Salmonella

Tras el andlisis de genes relacionados con la virulencia, se encontraron 98 de éstos, los cuales
fueron compartidos por las bacterias en estudio. En el Cuadro 10 se mencionan los més importantes
o citados en la literatura. Sin embargo, en el andlisis con la base de datos VFDB se detectaron
algunos genes que fueron obtenidos para la cepa de referencia ST14028s que no aparecieron en las
dos cepas de S. Oranienburg, tales como avr4, gogB, grvA, IpfABCDE, pefABCD, pipB2, ratB, rck,
shdA, sodClI, spvBCR, ssel, sseK2, sspHI y sspH2, descritos a continuacion.

Avrd y SspHI pueden inhibir la respuesta inflamatoria en una infeccion, aunque Avr4 también
puede reprimir la apoptosis y la respuesta inmune de la célula epitelial (Haraga y colaboradores
2008; Jones y colaboradores 2008), asi como también SpvC puede reprimir la respuesta inmunitaria
celular (Mazurkiewicz y colaboradores 2008). El gen gogB esta involucrado en la supervivencia
intracelular, mejorando la habilidad de colonizacion en el intestino en infecciones a corto plazo
(Wahl y colaboradores 2019). El grupo de genes /pf son codificantes de fimbrias polares largas
encargadas de la union se Salmonella a las células del hospedero, asi como los genes pef (fimbrias
codificadas en plasmidos) (Chen y colaboradores 2020). PipB2 tiene la funcidon de promover la
supervivencia bacteriana en los tejidos del huésped alterando la fisiologia del huésped (Henry y
colaboradores 2006). Las proteinas ShdA se expresan en el intestino del hospedador y median la
adhesion de Salmonella para una mayor persistencia (Kingsley y colaboradores 2002). SodCl1
favorece el establecimiento dentro se macrofagos (Wahl y colaboradores 2019). Ssel es necesaria
para mantener una infeccion sistémica cronica a largo plazo en ratones (McLaughlin y
colaboradores 2009). El gen sseK2 est4 asociado con la virulencia de Salmonella ya que su ausencia
ha estado relacionada con deficiencias en la formacion de biopelicula y atenuacion en la capacidad
de inducir una infeccion sistémica (Zhang y colaboradores 2019). Las bacterias mutantes (no
portadoras del gen) de sspH2 no inducen una infeccion letal en experimentos realizados en terneros

(Miao y colaboradores 1999).
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Cuadro 10. Principales factores de virulencia presentes en los genomas de S-76, S-347 y
ST14028s.

Factor de virulencia Localizacion S-76 S-347 ST14028s
sipA, sipB, sipC, sptP SPI-1 42 + +
S O o : -
misL, mgtB, mgtC + + +
marT SP1-3 b - -
sopB, sigE SPI-5 - + +
safC, pagN SPI-6 + + +
pagC, pagD - - -
envE, envF SPI-11 + + +
sspH?2 SPI-12 - - +
STM3118, STM3119 SPI-13 - - -
loi4 SPI-14 - - -
STMO0557 SPI-16 - - -
sopE Profago SopE - - -
gogB Gifsy-1 - - +
sodC Gifsy-2 + + +
sspH1 Gifsy-3 - - +

a: presencia de gen en el genoma Draft. b: no presente en el Draft.
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ST14028s
B 100% identity
Plasmid [ 70% identity
50% identity
S-347
B 100% identity
[ 70% identity
50% identity
S-76
[ 100% identity
70% identity
50% identity

~4000 kbp

S.Typhimurium 14028s
4964107 bp

3500 kbp

€554 SPI-12

Figura 8. Genomas de S-76 y S-347 alineados con ST14028s como referencia, remarcando la
localizacion de las SPIs y el plasmido con el que este ultimo cuenta.

A pesar de que algunos genes marcados como factores de virulencia no estan presentes en los tres
aislados, se puede apreciar en la Figura 8 que, al alinearlos, todos tienen una gran parte de la SPI
(3, 11 y 12), aunque con algunos espacios que no se pudieron alinear, posiblemente a la ausencia
total o parcial de estos genes que no tuvieron el criterio minimo de cobertura e identidad para que
el programa que anoto6 los genomas los considerara como presentes. También se pueden apreciar
segmentos de la cepa S-347 con mas del 50 % de coincidencia con el plasmido de ST14028s,
abriendo la posibilidad de la presencia de este u otro plasmido similar en S-347, sin embargo, esto
debe ser respaldado por una metodologia especializada en su identificacion y un estudio mas

profundo. Este tipo de graficos se pueden utilizar como analisis preliminares para observar el
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contenido genético de fragmentos de ADN o genomas, con respecto a una referencia, por medio
de un alineamiento local y se pueden agregar secciones a resaltar. En este caso es de ayuda al
mostrarnos la presencia de SPIs conservadas y de una alta coincidencia entre los serotipos de S.
Oranienburg y su separacion en contenido genético del serotipo Typhimurium utilizado en esta
investigacion.

Para corroborar los resultados obtenidos en la Figura 8, se alinearon 35 SPIs de cinco serotipos de
Salmonella alojadas en la base de datos PAIDB y descrito en la metodologia, los cuales se alinearon
a las dos cepas de S. Oranienburg con un minimo de cobertura del 65 % y de identidad del 95 %
apreciandose como islas identificadas en el genoma bajo este criterio (Cuadro 11). Las SPIs 1-3,
5-6, 9 y 11 se identificaron tanto en S-76 y S-347, no asi las SPIs 4 y 12 que estan presentes solo
en S-76. Cabe resaltar que tres SPIs (7, 8 y 10) no se encontraron en el genoma de ninguna de estas

dos cepas en estudio.

Cuadro 11. Identificacion de SPIs en los genomas de S. Oranienburg S-76 y S-347.

SPIs S-347 S-76
1 + +
2 + +
3 + +
4 - +
5 + +
6 + +
7 - -
8 - -
9 + +
10 - -
11 + +
12 - +
(+): SPI presente en el genoma. (-): SPI no presente en el genoma. Resultados obtenidos mediante NCBI-
BLASTn.

Dentro de la SPI-4 se encuentra el gen que codifica a la proteina SiiE con una funcion de adhesina,
secretada por un T1SS, la cual media el contacto de Salmonella a las células intestinales y colabora
con el T3SS-1 para que la bacteria sea capaz de atravesar las barreras epiteliales (Gerlach y

colaboradores 2008). Se han relacionado las deleciones en genes codificantes de SiiE con la
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disminucion en la adherencia en células epiteliales (Kiss et al., 2007). En el caso de la SPI-12, se
sabe que se requiere para una infeccidon sistémica en ratones infectados con Salmonella
Typhimurium (Haneda y colaboradores 2009), ya que su delecion atentia la diseminacion sistémica

de Salmonella en el hospedero (Tomljenovic-Berube y colaboradores 2013).

6.5. Determinacion de Genes Unicos

Por medio del programa Roary se obtuvieron los genes que comparten los genomas de S-76 y S-
347 anotados con Prokka, y los genes unicos para cada uno de ellos. Un total de 4,921 genes
representan a los dos genomas anotados, sin embargo, de este total, 95 genes solo estan presentes
en S-76 y 641 en S-347, dejando 4,185 como un grupo de genes en comun entre las dos cepas de

S. Oranienburg (Figura 9).

4921

(genes totales)

S-76 S-347

(Oranienburg ambiental) (Oranienburg clinica)

Figura 9. Diagrama de Venn con el contenido genético de S-76 y S-347. Los espacios exclusivos
representan los genes Unicos de un solo genoma (color azul para S-76 y color rojo para S-347). El
espacio con interseccion representa los genes compartidos o en comun entre los dos genomas.
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De los 95 genes que solo estan presentes en S-76, 66 son proteinas hipotéticas, es decir, proteinas
de las cuales se conoce la secuencia de aminoacidos, pero cuya funcion no ha sido comprobada
experimentalmente, y 29 genes restantes con una funcidon conocida. Dentro de estos 29 genes
restantes, resaltan algunos como 4prR como miembro de un sistema regulador de dos componentes
(HprSR) involucrado en la respuesta a un ambiente con H>O» (peréxido de hidrogeno), actuando
como regulador de respuesta ante el reconocimiento de H2O: por el sensor de quinasa (Urano y
colaboradores 2017). El gen hlyE codifica para una hemoliosina relacionada con una mejora en la
colonizacion de o6rganos de ratones (Fuentes y colaboradores 2008). El gen de modulacion
dependiente de la biopelicula (bdm) desempefia un papel en la formacion de biopelicula inducida
por estrés osmotico en Escherichia coli, y su delecion puede dar como resultado una regulacion
negativa de los genes de biosintesis de flagelos, dando como consecuencia un defecto de motilidad
para esta bacteria (Kim y colaboradores 2015).

Para S-347, de los 641 genes asignados como Unicos, 490 son proteinas hipotéticas y 151 genes
conocidos, tales como virB, vapBC, ccdAB, potE, higB2, umuDC, parA, traN, rrrD, lexA, cdtAB
descritos a continuacion por su relevancia con el presente estudio.

El gen virB es un activador de la transcripcion de las invasinas IpaB, IpaC e IpaD de Shigella, que
en Salmonella, sus homodlogos son las proteinas SipB y SipC (Salmonella invasion protein C),
necesarias para la internalizacion bacteriana en las células epiteliales (Kaniga y colaboradores
1995). PotE es un transportador que contribuye al crecimiento celular generando un potencial de
membrana y aumentando el pH en el medio externo, cuando la bacteria se encuentra en condiciones
acidas, ya que produce putrecina utilizando ornitina y lo excreta, de ahi el nombre de PotE a esta
proteina (putrescine-ornithine antiporter) (Tomitori y colaboradores 2012). La proteina LexA es
un represor de la expresion del operdn umuCD, el cual se activa al degradarse LexA por dafio al
ADN, por lo que UmuD y UmuC aumentan para llevar a cabo la reparacion del ADN (Ollivierre y
colaboradores 2010).

Algunos sistemas toxina-antitoxina (TA) que se encuentran en Sa/monella tienen como finalidad
el mantenimiento y estabilidad de plasmidos, como los sistemas ccdAB y vapBC2, de los cuales se
encontraron en S-347 los genes ccdAB, vapVC, y un gen (parA) codificante de un sistema de
particion, ademas de éstas tareas, se ha demostrado que el modulo ccdAB contribuye a la estabilidad
del plasmido pSLT y vapBC?2 a la virulencia bacteriana (Lobato-Marquez y colaboradores 2016).

Se ha propuesto también que VapC es una clase de RNasa beneficiosa durante las tensiones
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ambientales, por inhibir la traduccion reduciendo la tasa de error de una mala traduccion, asi como
reduciendo el consumo de nutrientes en caso de escasez en el entorno, y su antitoxina VapB para
reactivar este proceso (Winther y Gerdes, 2011). Otro componente TA localizado en S-347 aunque
fue HigB2, que es parte del sistema HigB2/HigA2 que inhibe la traduccion de ARNm y estabiliza
plasmidos eficientemente en E. coli (Christensen-Dalsgaard y Gerdes, 2006).

El gen traN se considera esencial para la transferencia conjugativa del plasmido F, ya que cuando
el pilus F se ensambla en la membrana externa de la célula donante, la proteina codificada por este
gen que estd ensamblada en la punta del pilus, interactia y se une a la célula receptora, permitiendo
que el apareamiento se estabilice y proceda la transferencia del plasmido conjugativo del donante
a la célula receptora (Chan y colaboradores 2006).

RrrD es una endolisina que su sobre expresion puede conducir a una lisis celular (Srividhya y
Krishnaswamy, 2007). También se menciona que las cepas mutantes (sin gen) de 777D hace que se
altere la formacion de biopelicula basada en la proteina Curli (Toba y colaboradores 2011).

Los genes cdtA y cdtB presentes en S-347, son parte de una toxina tipo AB; llamada toxina de
distension citoletal o Cdt por sus siglas en inglés, que estd compuesta por una subunidad activa A
(CdtB) y dos subunidades B (CdtA y CdtC), sin embargo, en serotipos selectos de Salmonella la
Cdt se representa con una configuracion A>Bs con dos subunidades activas (CdtB y Plta) y cinco
subunidades de union (PItB) que provocan una detencion del ciclo celular, consecuencia del dano
al ADN de células eucariotas infectadas con cepas positivas a esta toxina, como los serotipos
analizados en la investigacion de Miller y Wiedmann (2016), tomando en cuenta 21 serotipos de
NTS causantes de la mayoria de casos clinicos de salmonelosis en humanos en Estados Unidos
durante el afio 2011, entre ellos el serotipo Oranienburg que tuvo una presencia positiva de estos

genes en el 100 % de los aislados utilizados.
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7. CONCLUSIONES

En la presente investigacion se obtuvo un perfil de resistencia a antimicrobianos de S.
Oranienburg de origen clinico (S-347) y ambiental (S-76) con resultados susceptibles a los 22
antibidticos para ambas bacterias. Ademas, se secuencio el genoma de S-347 y de anotaron el de
ambas bacterias, identificando genes codificantes para bombas de eflujo y una mutacion en parC
relacionada a la resistencia a dos antimicrobianos no utilizados en este trabajo.

Como parte de las anotaciones de los productos de secuenciacion, se identificaron mayor nimero
de secuencias codificantes y una mayor longitud (9 %) en el genoma de S-347 en comparacion con
S-76. Otra diferencia entre estas dos cepas de Salmonella fue la presencia de genes en S-347
involucrados en el mantenimiento y estabilidad de plasmidos, asi como de genes esenciales en la
transferencia de estos mismos. Con relacion a plasmidos, se encontrd un replicon homologo de
plasmido reconocido en una cepa de S. Paratyphi C en el genoma de S-347 unicamente.

La busqueda de la presencia de islas de patogenicidad de Salmonella en ambas cepas en estudio
arrojo como resultado que ambos genomas contaban con las mismas islas, excepto por la ausencia
de las islas 7, 8 y 10 en ambas bacterias y la identificacion de las islas 4 y 12 en S-76, estas ultimas
con funciones como la de mediar el contacto y la invasion en células intestinales, y la supervivencia

en macrofagos respectivamente.
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8. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos, se recomienda profundizar en la busqueda e
identificacion del posible plasmido de la cepa S-347 y de diferentes aislados de origen clinico y
ambiental de la region de Sinaloa, ademds de la determinacién del perfil de resistencia
antimicrobiano de cepas cada vez mas recientes y con un mayor niumero de estas. Esto encaminado
con el objetivo de conocer si estas cepas de Salmonella pueden representar un peligro potencial al

presentar algun tipo de resistencia a antibidticos en caso de llegar a la poblacion.
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