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RESUMEN

Salmonella enterica es una bacteria patogénica clasificada como Gram-negativa,
responsable de brotes epidemiol6gicos a nivel mundial por la ingesta de agua o alimentos
contaminados por materia fecal, siendo esta su principal via de transmision. Dentro de las
principales enfermedades se encuentran la salomonelosis y fiebre no tifoidea, como sintomatologia
general se presenta fiebre, vomito, dolor de cabeza y diarrea, principalmente. Historicamente, las
infecciones ocasionadas por Salmonella no tifoidea eran atribuidas al consumo de alimentos de
origen animal, sin embargo, hoy en dia, existen multiples casos de brotes epidemiol6gicos en
México y el mundo por el consumo de hortalizas frescas. Aunque esta bacteria residente en el
intestino de humanos y animales, se ha encontrado viable en ambientes no hospederos como agua
de rio. Aunado a esto, la transferencia por via fecal-oral, es cada vez méas frecuente debido a la
mala manipulacién y procesamiento de alimentos. El desarrollo tecnoldgico ha permitido el
surgimiento de técnicas basadas en secuenciacion y bioinformatica, logrando el estudio detallado
de la identidad genética de cada organismo, mejorando el entendimiento de su biologia basica. Por
lo que el objetivo de este trabajo de investigacion consiste en conocer mas sobre la huella genética
de esta bacteria y su movilidad en la region de Culiacan, Sinaloa. Para ello se exploraron las firmas
genéticas de adaptacion entre aislados ambientales y clinicos, se analiz6 la estructura poblacional
y la similitud genética entre las cepas de la region; y por ultimo se realiz6 un reloj molecular para
conocer el flujo de Salmonella por la region. Como resultado se encontr6 un grupo clonal con alta
similitud genética entre los aislados, 1o que indica una constante circulacién de estas cepas.
También se identificaron genes especificos a cepas ambientales que les permiten sobrevivir en
condiciones ambientales, mientras que las clinicas mostraron mayor contenido en genes de
virulencia. La duplicacién genética y pseudogenizacion son procesos evolutivos importantes en

Salmonella para lograr adaptarse en diferentes ambientes.

Palabras claves: Salmonella, gendmica, ambiente, adaptacion, filogeografia

10



ABSTRACT

Salmonella enterica is a pathogenic bacterium classified as gram-negative, causing agent
of epidemiological outbreaks worldwide due to the ingestion of water and food contaminated by
fecal matter, this has been the main transmission route. Among its clinical manifestations are
salmonellosis and non-typhoid fever, with general symptoms including headache, diarrhea, and
fever. Historically, infections caused by Salmonella were linked to animal food consumption.
Nevertheless, today there are multiple cases of epidemiological outbreaks in Mexico associated to
fresh producers’ consumption. Although this bacterium is native from the human and animals’
intestine, it has been found to be viable in non-host environments as river water. In addition to this,
the transmission of Salmonella between people is increasing due to the mobility and international
trading. Technological development has allowed the emergence of techniques based on sequencing
and bioinformatics, achieving the detailed study of genetic identity for each organism. This
improves our understanding of the basic biology aspects. Therefore, the objective of this research
work is to learn more about genetic footprint of Salmonella and its mobility in the region. For this
reason, the genetic signatures of adaptation between environmental and clinical isolates were
explored, the population structure and the genetic similarity between the strains were analyzed; and
finally, molecular clock was carried out to know the flow of Salmonella thought the region. A
clonal group with high genetic similarity was found among isolates, indicating a constant
circulation of these strains. Genetic specific markers were found for environmental isolates, helping
them to survive under these unfavorable conditions, while clinical isolates showed higher virulence
content for survival inside host. Genetic duplication and pseudogenization are important

evolutionary process in Salmonella to achieve adaptation in different environments.

Keywords: Salmonella, genomics, environment, adaptation, phylogenetics.

11



1. SINOPSIS

1.1 Justificacion

Salmonella enterica es una de las principales bacterias patogénicas reportadas a nivel mundial por
su presencia en agua y alimentos contaminados, siendo responsable de producir brotes
epidemioldgicos resultantes en fiebre tifoidea y salmonelosis no tifoidea. Reportes indican que esta
bacteria ocasiona 1.35 millones de infecciones, 26,500 hospitalizaciones y 420 muertes en Estados
Unidos de América, mientras que en México la cifra considerable 149,571 casos anuales.
Tradicionalmente, las infecciones se transmiten por via fecal-oral y se han asociado al consumo de
alimentos contaminados de origen animal; sin embargo, hoy en dia, existe un incremento en el
namero de brotes epidemioldgicos asociados al consumo de hortalizas frescas contaminadas con
S. enterica. Esto puede deberse al uso de agua contaminada como parte del proceso de irrigacion,
asi como deficiencias en las buenas practicas agricolas y de manufactura. Asi mismo, es bien
conocido que este patdgeno es un habitante natural del intestino humano; no obstante, se ha
observado una alta prevalencia en ambientes no hospederos como el agua de rio permitiendo
hipotetizar que S. enterica se encuentra en constante movimiento entre hospederos y ambientes no
hospederos, y que ademas cuenta con elementos genéticos que le permiten desarrollar estrategias
de supervivencia y adaptacion en el ambiente. Lo que supone un riesgo importante a la salud
publica y sector econémico. Pese a todo, el nimero de trabajos enfocados en estudiar los aspectos
genéticos de S. enterica como su homologia, firmas genéticas de adaptacién y filogeografia, siguen
siendo temas poco explorados. Por lo que el presente trabajo de investigacion se enfocd en construir
un marco de referencia genémico con las principales caracteristicas de S. enterica aisladas de
muestras ambientales de la region de Culiacan, Sinaloa, mediante una aproximacion
bioinformatica. Lo anterior, aportara informacion de relevancia para mejorar el entendimiento de
la biologia basica y dindmica poblacional de dicha bacteria en ambientes no hospederos; lo que

resulta de importancia para el sector cientifico, salud y econémico.
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1.2 Antecedentes

1.2.1 Caracteristicas del Género Salmonella

1.2.1.1 Caracteristicas Biologicas. EIl género Salmonella pertenece a la familia Enterobactericeae,
es un bacilo gran-negativo que se encuentra dentro del grupo de las bacterias entéricas; donde
también se ubican E. coli y Shigella (Baker & Dougan, 2007). Este género fue nombrado asi en
honor al veterinario Daniel E. Salmon quien aislé por primera vez dicha bacteria en 1855 en el
intestino de cerdos infectados con colera, posteriormente esta bacteria fue nombrada Salmonella
choleraesius (Le Minor & Popoff, 1987).

Esta bacteria es originaria del tracto gastrointestinal de humanos y animales de sangre caliente,
caracterizandose por infectar un amplio rango de hospederos (Winfield & Groisman, 2003).
Salmonella figura entre los principales patdgenos responsables de enfermedades trasmitidas por
los alimentos (ETAs), siendo transmitida mediante la via fecal-oral a través de la ingesta de
alimentos contaminados, dentro de los que destacan huevos, productos lacteos y carnes crudas;
aunque de forma general, comida proveniente de animales como el puerco, aves de corral y res
(Voetsch et al., 2004).

Salmonella es serologicamente diversa; existen 6 especies y su adaptacion a diferentes condiciones
ambientales, nutrimentales, entre otras, han llevado a que se encuentre ampliamente distribuida en
hospederos de sangre caliente tales como aves y mamiferos; asi como de sangre fria, destacando
reptiles y anfibios (Eng et al., 2015). La adaptacion de Salmonella a diferentes ambientes
hospederos y no hospederos puede ser multiespecie, pero en algunas ocasiones ciertos serotipos de
Salmonella son restringidos a hospederos, como es el caso de S. Typhi, S. Paratyphi A, By C; que
residen solamente en humanos (White, 2002), asi como en aves de corral donde los serotipos S.
Gallinarium y S. Pollorum son restringidos a hospederos, responsables de causar tifoidea aviar y
pullorosis (diarrea blanca) (Alvarado & Isac, 2022). Por otra parte, también existen serotipos no
tifoideos, los cuales no representan especificidad por algiin hospedero en particular, destacando S.
Typhimurium, S. Enteritidis y S. Heidelberg, los cuales se han encontrado en el ambiente y distintos
tipos de animales de granja tales como bovinos, porcinos y caprinos (Andino & Hanning, 2015).
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Para poder sobrevivir, esta bacteria debe ser capaz de infectar a un hospedero, adaptarse y persistir
en su paso por el ambiente para posteriormente entrar en un nuevo hospedero susceptible,
desarrollandose y multiplicandose en el recién infectado (Palmer & Slauch, 2017). Una de las rutas
mas importantes para la transmision de este patdgeno es la via fecal-oral, donde el patdgeno
abandona al huésped a través de las heces de humanos, animales de granja, mascotas y animales
salvajes, donde otro hospedero entrara en contacto con el microorganismo mediante la ingesta; por
lo que cualquier ruta que tome la materia contaminada (agua o alimentos) con heces y llegue
directamente o indirectamente a la boca del alguien, podria transmitir el patdgeno (Baudart et al.,
2000; Winfield & Groisman, 2003).

La supervivencia de Salmonella en ambientes no hospederos (es decir fuera del hospedero), esta
determinada por una serie de factores, dentro de los cuales se incluyen: temperatura, humedad, tipo
de suelo, presencia de plantas y exposicion a la luz solar (UV) (Velge et al., 2012), depredacién
por protozoarios y nimero de microorganismos, asi como su maleabilidad gendmica que le permite
incorporar, eliminar o reordenar genes para ajustarse a los diferentes ambientes (Mouslim et al.,
2002). Ademas, esta bacteria puede ser acarreada o transportada a aguas superficiales por medio
de lluvias y escorrentias superficiales donde permanece viable e inclusive reproducirse (Fatica &
Schneider, 2011). Asi, se cuenta con amplia informacion cientifica sobre su paso por ecosistemas
acuaticos, los cuales sirven como reservorios y consecuentemente como medio de transmision a un
nuevo hospedero.

Comparada con otras enterobacterias, se ha reportado que Salmonella tiene una alta tasa de
supervivencia en ambientes acuaticos; y ain mas cuando hay contaminacién o convergencia de
tuberias de desaglie correspondiente a agua residual urbana a cuerpos acuéticos (Chao et al., 1987).
Por ejemplo, en condiciones de temperatura que oscila entre 20 y 30°C, Salmonella puede
permanecer viable hasta por 30 dias (Steele & Odumeru, 2004); sin embargo, como resultado de
las condiciones adversas propias de los ambientes no hospederos, el tiempo de supervivencia se
reduce a menos de 2 semanas (Jacobsen & Bech, 2012). Estudios recientes han identificado que
Salmonella es capaz de sobrevivir y multiplicarse en agua destinada a irrigacion de cultivos que
presentan rangos amplios de pH (4.5-9.5) y temperatura (7-48°C) (H. Liu et al., 2018).

El periodo de supervivencia de Salmonella en agua es mayor a las dos semanas, por lo que se puede
encontrar en rios, lagos y océanos que han sido contaminados con material fecal; mientras que en

ambientes acuaticos es de menos de 30 dias debido a las condiciones adversas de los factores
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presentes en ambientes no hospederos. En caso de otro tipo de ambientes como por ejemplo, en
agua estéril o buffer fosfatado, se ha reportado que Salmonella puede sobrevivir hasta por 5 afios
(H. Liu et al., 2018).

Sin embargo, Salmonella ha desarrollado una serie de estrategias que le permiten adaptarse y
sobrevivir a condiciones adversas propias de ambientes no hospederos, resaltando mecanismos
como la formacion de biopeliculas, siendo comunidades estructuradas de células bacterianas
embebidas en una matriz polimérica las cuales se encuentran adheridas a superficies inertes (Hgiby
et al., 2010) confiriéndoles resistencia al estrés ambiental y la oportunidad de sobrevivir para su

transmision a nuevos huéspedes (Homge et al., 2009).

1.2.1.2 Caracteristicas genéticas. Con respecto a las caracteristicas genéticas, Salmonella tiene un
cromosoma circular con un tamario de genoma de aproximadamente 4.3-5.0 Mpb, el cual puede
variar de acuerdo a su serotipo. Este presenta un promedio de ~4,500 genes; sin embargo algunas
cepas pueden tener material extracromosomal en forma de plasmidos, el cual generalmente
contiene genes asociados a virulencia y resistencia a antibioticos (Baker & Dougan, 2007).
Recientemente, se ha acufiado el término pangenoma para referirse al conjunto de los genes de una
especie (Vernikos et al., 2015). Este se encuentra integrado por el genoma core, agrupando los
genes compartidos por la mayoria de los aislados que tienen implicaciones en la biologia basica de
Salmonella; y el genoma accesorio, siendo los genes exclusivos para un nimero limitado de cepas,
que pueden tener un papel importante en la diferenciacion y adaptacion de este patdgeno a una
basta diversidad de ambientes. El genoma core de Salmonella se encuentra constituido por una
region de 3.8 Mbp compartidos por el 96% de 4,893 genomas analizados (Laing et al., 2017), lo
que se traduce a un promedio aproximado de 2,811 genes compartidos. Por su parte, el genoma
accesorio, se encuentra asociado a genes responsables de la supervivencia a ambientes especificos
(Delmont & Eren, 2018).

1.2.1.3 Taxonomia del género Salmonella. El género Salmonella se encuentra dividido en
dos especies: S. enterica y S. bongori; a su vez la especie enterica se encuentra dividida en 6 sub-

especies que estan designadas por nombre, 0 mas cominmente, por nimeros romanos (Figura 1).
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Sin embargo, la gran mayoria de los serotipos de Salmonella enterica se encuentren dentro de la
sub-especie enterica, siendo ampliamente conocidos por infectar humanos y animales (Selander et
al., 1996).

Salmonella

Salmonella enterica

L 4 ] } |

Salmonella bongori

Subsp. V Subsp. Il

salamae

Subsp. llla Subsp. llib Subsp. IV Subsp. VI
arizonea diarizonea huatenae indica

Subsp. |
enterica

|

Alberga > 2,500 serotipos
Principales responsables de infecciones humanas y animales

I
| }

Salmonelosis tifoidea Salmonelosis no tifoideas

Figura 1. Clasificacion del género Salmonella (creacién propia)

A su vez, cada sub-especie estd dividida en serotipos, de acuerdo a la reaccion inmunitaria
(aglutinacion) con los antigenos de superficie (Fig. 2) mediante el uso de antisueros especificos,
segun el esquema propuesto por White-Kauffman. Dentro de los antigenos presentes en Salmonella
podemos encontrar:

e Antigeno O (somaético): es codificado por el gen wba, el cual esta constituido por una
cadena repetida de polisacaridos, formando parte del lipopolisacérido, que se genera y
sobresale de la membrana externa actuando como barrera de proteccion a agentes externos
en bacterias Gram-negativas (Grimont & Weill, 2007).

e Antigeno H (flagelar): esta formado por la proteina mas abundante del flagelo (estructura
que permite movimiento) “la flagelina”, pudiéndose encontrar como mono o difésicas
(cuando se encuentra la misma representacion del antigeno o cuando el antigeno puede
tener una forma alternativa). Las cuales son codificados por los genes fliC y fliB (Grimont
& Weill, 2007).

e Antigeno Vi (virulencia): se refiere a la produccion de un polisacérido capsular de
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virulencia, el cual se ha asociado a la fiebre tifoidea en humanos (Wain et al., 2005). Este
antigeno solo esté presente en S. Typhi, S. Parathyphi y S. Dublin, confiriendo resistencia
contra la respuesta inmune celular y humoral del huésped, y se compone de un
homopolimero lineal formado por unidades a-1,4-N acetilgalactosaminuronato (Zhang et
al., 2003).

Antigeno
Vi

Antigeno
O
Antigeno

Figura 2. Antigenos de superficie en Salmonella entercia. Somaético (O), flagelar (H) y virulencia (Vi).

1.2.2 Epidemiologia

1.2.2.1 Datos Epidemioldgicos. Salmonella es una bacteria responsable de generar
enfermedades de transmision alimentaria (ETAS) o también conocidas como intoxicaciones
alimentarias, las cuales estan ampliamente extendidas a nivel mundial (Jajere, 2019),
encontrandose dentro de las 4 principales causas de diarrea a nivel mundial. En los Ultimos afios,
los brotes de salmonelosis se han asociado al consumo de alimentos contaminados de origen animal
y vegetal.

Bajo una perspectiva global, la Organizacion Mundial de la Salud (2018), reporta que cada afio
aproximadamente una de cada 10 personas contrae alguna enfermedad asociada a Salmonella,
perdiéndose aproximadamente 33 millones de vidas humanas anualmente. Por su parte, el Centro
para el Control y Prevencion de Enfermedades (2022), estima que dicha bacteria patdgena es

responsable de producir 1.35 millones de infecciones, 26,500 hospitalizaciones y 420 decesos
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solamente en Estados Unidos de América, siendo los alimentos contaminados con heces fecales la
principal fuente de brotes epidemioldgicos. Por otra parte, la Union Europea, a través de la
Autoridad de Seguridad Alimentaria Europea (2021) ha registrado 100 mil casos de infecciones
anuales, teniendo una carga econdémica de 3 mil millones de Euros al afio asociados a tratamientos
y estadias prolongadas en hospitales.

En lo que respecta a México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgico (SINAVE) reporta
que en el periodo comprendido entre 1984 a 2017, hubo un aumento considerable de fiebre tifoidea,
pasando de 7,629 a 45,280 (Contreras-Soto et al., 2018); mientras que para fiebre paratifoidea y
otras salmonelosis de 31,943 a 104,471 casos, respectivamente; mostrando a estados como Sinaloa
y Tamaulipas como los estados de mayor indice de fiebre tifoidea con 12.9% y 10.25%
respectivamente, mientras que para el caso de fiebre tifoidea y otras salmonelosis, destacan los
estados de Chiapas (12.99%), Veracruz (9.37%) y Tabasco (8.31%) corresponden a los estados con
mayor indice de casos (Contreras-Soto et al., 2018; Zaidi et al., 2006).

Adicionalmente, la segunda causa de morbilidad en México durante el afio 2014, fue debido a las
infecciones intestinales por otros microorganismos y las mal definidas con una tasa de 41.3 casos
por cada 1,000 habitantes; donde podrian encontrase las infecciones ocasionadas por Salmonella,
ya que raramente se suele realizar un diagnostico especifico y la sintomatologia ocasionada, hacen
sospechar con la misma verosimilitud, dos o méas enfermedades (Soto-Estrada et al., 2016).

De acuerdo al Boletin Epidemioldgico Semanal No. 52 que comprende del 25 al 31 de diciembre
del 2022, Sinaloa ocupa el primer lugar por concepto fiebre tifoidea con 3,334 casos reportados,
también se tienen registrados 672 casos de paratifoidea y 1833 casos de otras salmonelosis.
(SINAVE, 2022). Sin embargo, existen pocos reportes especificos que sefialen a Salmonella no
tifoidea como agente etioldgico; y mucho menos, el serotipo responsable. Es por ello que la
caracterizacion y trazabilidad de Salmonella juegan un papel importante en la prevencion y
contencion de brotes epidemioldgicos, y, por lo tanto, casos clinicos.

1.2.3 Resistencia a Antimicrobianos

1.2.3.1 Resistencia a antibioticos por parte de Salmonella. De acuerdo a CDC, la resistencia a

antibidticos es uno de los mas grandes problemas actuales que enfrentan las instituciones de salud
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pablica a nivel mundial. En Estados Unidos se ha estimado que al menos 2 millones de personas
presentan alguna infeccion resistente a antibidticos y al menos 23,000 personas mueren a causa de
ello (CDC, 2022). Por su parte la OMS reporta que la resistencia hace que se incrementen los costos
médicos, que se prolonguen las estancias hospitalarias y que aumente la mortalidad.
Adicionalmente, existe un creciente nimero de infecciones como la neumonia, tuberculosis y
ETAs, que son cada vez mas dificiles de tratar a medida que los antibidticos van perdiendo eficacia
(Serra Valdés, 2017).

La resistencia a antibiéticos se da cuando las bacterias u hongos han desarrollado la habilidad de
suprimir o evadir el efecto de antibioticos (medicamentos utilizados para combatir las infecciones
bacterianas); por lo que estos no mueren y contintan creciendo. Este estado puedo afectar a
cualquier persona en cualquier etapa de desarrollo.

Salmonella ha sido asociada a mas de 1 millon de casos de enfermedad anualmente, de los cuales
se estima que en 100,000 se deben a alguna resistencia de algunos de los antibidticos de primera
linea para combatir esta bacteria como: ceftriaxona y ciprofloxacina. Sin embargo, la existencia de
cepas con multirresistencia en mas de 5 antibidticos han generado méas de 66,000 casos de
enfermedad del 2009 al 2011 en Estados Unidos (Ventola, 2015).

Entre algunos de los casos reportados de resistencia en Salmonella se encuentra el brote del 2015
en pepino, donde se determind que los aislados de S. Poona presentaron resistencia a tetraciclina y
acido nalixidico. También se encontré una baja susceptibilidad a la ciprofloxacina, siendo un
antibidtico importante para combatir las enfermedades ocasionadas en nifios por Salmonella
(Prevention, 2015).

Por otra parte, se detect6 resistencia a ampicilina y tetraciclina por parte de S. Enteritidis aislada
de pollo crudo y congelado (Smith et al., 2008). En el afio 2014 S. Heidelberg se encontrd
involucrada en un brote epidemioldgico en pollo, de los cuales el 67% de las cepas involucradas
presentaron multirresistencia.

Gracias a la plasticidad genética que poseen las bacterias, les ha permitido adaptarse a diferentes
condiciones ambientales, asi como tener estrategias que les permiten evadir la accion de los
antibioticos (Antony et al., 2018). Generalmente las estrategias utilizadas, se pueden englobar en
la mutacion de genes y la adquisicion de material genético exdgeno mediante transferencia
horizontal (HGT) (Blair et al., 2015).

El primer mecanismo se refiere a cuando una poblacion bacteriana da lugar a descendencia con

algun cambio o mutacién en ciertos genes; de tal forma que la nueva poblacién al momento de ser
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sometida a algun antibidtico, va a perpetuar; mientras que la poblacion inicial morira por falta de
estos genes (McDermott et al., 2016). Por lo que, a partir de la generacion sobreviviente, la
mutacion se fijara en la poblacion. Las mutaciones en los genes pueden hacerles frente a los
antibioticos mediante la disminucidon de la afinidad del antibidtico, la cual puede ocurrir mediante
diferentes mecanismos tales activacion de bombas de flujo, cambios metabdlicos y secrecion de
enzimas especificas (Martinez & Baquero, 2000).

Mientras que HGT se refiere al aporte genético que tiene un organismo como producto del
intercambio o aceptacion de material genético de un organismo o fuente ajena a la poblacion
originaria. Este mecanismo juega un papel muy importante en la diseminacion de la resistencia
para las especies de Salmonella (Oladeinde et al., 2019). Estos genes de resistencia pueden estar
presentes tanto en plasmidos (material genético circular extra en bacterias), o bien incluidos en el
cromosoma bacteriano. La transmision mediada por plasmidos es el mecanismo mas eficiente para
la transferencia de dichos genes, pudiendo involucrar la transferencia de méas de un gen (Carattoli,
2003). Asi mismo, existen otros mecanismos que podran tener un aporte a la resistencia a
antibidticos por parte de Salmonella; como lo son los transposones (material genético movil),
integrones y fagos (Domingues et al., 2012).

Debido a los riesgos por patogenicidad y resistencia a antibioticos expuestos anteriormente, resulta
de importancia caracterizar a la cepa de Salmonella involucrada para contrarrestar sus efectos y
establecer medidas que disminuyan la probabilidad de la generacion de brotes epidemioldgicos.
Por lo que, a través del tiempo, se han utilizado métodos fenotipicos y genotipicos para realizar
dicha tarea. Por ejemplo, en Texas la deteccién de Salmonella se ha realizado mediante el empleo
de técnicas como la electroforesis de campo pulsado con la finalidad de generar una huella genética
y determinar si las cepas son responsables de generar brotes epidemioldgicos; o bien, detectar
vehiculos de transmision (Long et al., 2010).

1.2.4 Virulencia

1.2.4.1 Mecanismo de patogenicidad por parte de Salmonella enterica. Las infecciones ocasionadas
por Salmonella comienzan cuando es ingerida por medio de agua o algin alimento contaminado

con material fecal que contenga al microorganismo. Aqui Salmonella experimenta severos cambios
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ambientales cuando entran al hospedero por via oral como, por ejemplo: pH &cido, aumento de
temperatura, baja tension de oxigeno y alta osmolaridad; a lo que responden mediante
modulaciones en la expresion de los genes (Zhang et al., 2003).

Salmonella inicia su ciclo de infeccion invadiendo al hospedero a través del tejido linfoide y
adhiriéndose a las células epiteliales de ileon y a las células M, ya que representan una entrada
ideal para las enterobacterias. Esto lo logra mediante un mecanismo conocido como disparo, donde
la bacteria envia sefiales a las células epiteliales, induciendo rearreglos en el citoesqueleto para la
formacion de pliegues en la superficie (Figura 3). Para esto, se han identificado diversas proteinas
efectoras de la isla de patogenicidad I (SPI) involucradas en dichos re-arreglos, entre las que
destacan SipA, SopE y SopB (Eng et al., 2015).

Después de la invasion al epitelio, la bacteria se multiplica intracelularmente llegando a los
ganglios linfaticos, donde se distribuye a todo el cuerpo mediante el sistema circulatorio.
Dependiendo del serotipo y de la efectividad que esta tenga al hospedero, puede causar dafios en
higado, vesicula, entre otros. Una vez invadido el intestino, se puede desencadenar una respuesta
inflamatoria dando lugar a la formacion de Ulceras (Figueira & Holden, 2012).

En cada paso del proceso infeccioso, Salmonella responde a los cambios en su entorno mediante
la expresion de ciertos genes que le permiten sobrevivir a las condiciones desfavorables (Jones,
1997). A estos genes se les conoce como factores de virulencia y en esencia le confieren la
habilidad patogénica a Salmonella para que sea capaz de desencadenar un proceso infeccioso y

colonizar a un hospedero en especifico (Wu et al., 2008).
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Figura 3. Mecanismo de patogenicidad e invasion exhibido por Salmonella enterica (tomada de
https://www.veterinariadigital.com/noticias/salmonella-colonizacion-del-tracto-gastrointestinal-por-dra-liliana-
revolledo/).

1.2.4.2 Islas de Patogenicidad. Virulencia es el grado de patogenicidad que presenta un
microorganismo, el cual se indica por la severidad de la enfermedad producida y su habilidad de
invadir tejidos de un hospedero (Ryan, 2016). Mientras que los factores de virulencia se refieren a
las propiedades (productos génicos) que le permiten a un organismo establecerse en un huésped
desencadenando una enfermedad (Chen et al., 2012). Entre estos factores de virulencia se incluyen
proteinas de adhesion a superficies celulares, toxinas, enzimas hidroliticas, carbohidratos y
proteinas para la proteccion de bacterias (Al-Khafaji et al., 2021).

Los genes de virulencia mas importantes son aquellos que se localizan en las Islas de Patogenicidad
de Salmonella (SPI). Actualmente, se tiene conocimiento de 17 SPIs; sin embargo, de acuerdo a
los estudios intensivos que se han hecho a través del tiempo en S. Typhimurium, se ha reportado
que las primeras 5 SPIs (Tabla 1), corresponden a las que tienen mayor impacto en la interaccion
con hospederos (Marcus et al., 2000). Adicionalmente, se han reportado que existen otros
mecanismos o0 elementos que pudieran tener un aporte a la virulencia de Salmonella; donde se
destacan los plasmidos de virulencia y las proteinas relacionadas con la formacion de biopeliculas
(Mazurkiewicz et al., 2008).

La mayoria de estas SPIs, se encuentran flanqueadas por genes de ARNt y difieren respecto al

contenido G+C del resto del genoma; lo que sugiere que pudieron ser adquiridas por procesos de
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transferencia horizontal mediante plasmidos, bacteriéfagos, transposones, elementos de insercion
o recombinacién de ADN exo6geno con el del hospedero (Hacker & Carniel, 2001).

A continuacion, se describe la funcionalidad de las primeras 5 SPIs. La SPI-1 codifica para el
sistema de secrecion tipo Il clase I (T3SS-1), que sirve para la translocacién de proteinas efectoras
a la célula eucaridtica. Estas proteinas median la invasion de las células no fagociticas por
Salmonella (Galan, 2001), proceso que involucra la modificacion del citoesqueleto y son
expresadas en respuesta a las sefiales percibidas por las bacterias en el intestino del hospedero
infectado (Lostroh & Lee, 2001). Adicionalmente, se ha identificado la funcién de genes que
conforman esta isla de patogenicidad mediante la induccion de mutaciones. Por ejemplo, el gen
InvA se determind que tiene un papel importante en la invasion de este patdgeno a las células
epiteliales (Ochoa & Rodriguez, 2005).

SPI-2 se compone de dos elementos distintos:

e El segmento més grande (25 Kb): Siendo esencial para desencadenar la patogenicidad y se
encuentra solamente en especie Salmonella enterica. Este segmento codifica para los genes
de T3SS clase 11, sistema regulatorio, de chaperonas y efectores.

e El segmento pequefio (15 Kb): Es responsable de la virulencia sistemética y codifica para
5 genes ttr, los cuales son responsables de la utilizacién del tetraionato como aceptor de
electrones para llevar a cabo la respiracion anaerobia de la bacteria (Figueira & Holden,
2012).

La distribucion de SPI-3 entre las especies de Salmonella varia; sin embargo, todas consisten en
10 marcos de lectura abiertos (ORFs) organizados en 6 unidades transcripcionales. De los genes
mas importantes presentes en esta isla se encuentra mgtC, que codifica para el sistema de transporte
de magnesio de alta afinidad, requerido para la supervivencia intramacréfago y el crecimiento
bacteriano en condiciones limitantes de iones Mg?* (Ochoa & Rodriguez, 2005).

El papel de la SPI-4 ain no se ha analizado completamente, sin embargo, se han realizado trabajos
en modelos animales, observando que esta isla contribuye a la inflamacién intestinal en modelo
murino y como factor de colonizacion durante la fase de infeccidn en becerros (Gerlach et al.,
2007). También se ha determinado que dicha isla media la adhesion a células epiteliales. SP1-4 se
compone aproximadamente de 6 genes, los cuales se han designado como siiA-F por ser genes que
tiene un rol central en las infecciones intestinales (Gerlach et al., 2007).

En lo que respecta a SPI-5, fue identificada por primera vez en Salmonella Dublin y se compone
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de 5 genes pipA-B, involucrados en la de la respuesta inmune en ganado; sin embargo, se ha
identificado que no tiene una funcion significativa en gallinas (Stevens et al., 2009).
Adicionalmente, SPI-5 codifica proteinas efectoras necesarias para SPI-1 'y SPI-2. Por ejemplo; el

gen sopB codifica para una proteina efectora de T3SS (Hensel, 2004).

Cuado 1. Descripcion de las primeras 5 islas de patogenicidad en Salmonella enterica.

Isla de Tamaiio Contenido Fenotipo Funcién ARNt
patogenicidad (Kb) adyacentes
SPI-1 46 52% Codifica las Translocacion de proteinas No se
proteinas necesarias efectoras encuentra
para ensamblar el asociada aun
complejo de ARNt

secrecion tipo III

SPI-2 41 43% Codifica para un -Patogénesis sistematica vall/ ARNt
segundo sistema de

secrecton -Respiracion anaerobia

-Crecimiento intracelular

SPI-3 17 47.5% Codifica el gen Adaptacion a las condiciones $elC ARNt
MgtCB para limitantes de nutricion
aumentar la afinidad
por el Mg™
SPI-4 28 50% Codifica para el tipo Secrecion de toxinas 555 ARNt

de secrecion [

SPI-5 9 43.6-52% Codifica proteinas Asociada a gnteropatogénesis serT ARNt
efectoras para SPI-1
y SPI-2

Fuente: (Hensel, 2004; B. Liu et al., 2019)

1.2.4.3 Sistema de Secrecién Tipo Il (T3SS). Este tipo de sistema de secrecién se encuentra en
bacterias Gram-negativas, permitiendoles la translocacion de proteinas efectoras dentro de la célula
huésped (Cabafias-Romero & Huerta-Saquero, 2014). T3SS se componen de una estructura
especializada parecida a una jeringa compuesta por maltiples anillos que se extienden a través de
la envoltura bacteriana (Figura 4) (Galan, 2001). Fue identificada originalmente en Salmonella
Typhimurium, pero se ha reportado que dicho sistema es codificado por otras bacterias (Blocker et
al., 2001).
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El T3SS consiste principalmente en una base que cubre la envoltura bacteriana y una aguja que
termina en estructura de punta. La bacteria secreta dos proteinas translocatorias, que se introducen
en la membrana de la célula huésped para la formacion de perforaciones o poros, permitiendo la
transferencia de otras proteinas necesarias para el patdgeno (Lee et al., 2014).

El principal objetivo del sistema T3SS es inyectar proteinas bacterianas denominadas efectoras, las
cuales pasan al citoplasma del hospedero, afectdndola sefializacion intracelular, la dindmica del
citoesqueleto y el trafico vesicular de la célula a favor del patogeno, lo que constituye un paso
importante para el desarrollo de la enfermedad en el huésped (Lee et al., 2014).

Este es un sistema complejo que se compone de mas de 20 proteinas estructurales. Asi mismo, se
ha reportado que este sistema de secrecion se encuentra conservado en Salmonella enterica, por lo
que la estructura esta presente de manera generalizada en todo el género (Gonzélez-Pedrajo &
Dreyfus, 2003).
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Figura 4. Esquema del T3SS en bacterias patogénicas. Se conforma principalmente de una estructura inmersa en la
membrana bacteriana, prolongandose hasta terminar en una especie de punta o aguja (Duncan et al., 2012).
1.2.5 Caracterizacion de Salmonella
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1.2.5.1 Métodos Fenotipicos. Se refieren al conjunto de técnicas basadas en demostrar presencia o
ausencia de actividad biologica o metabolica expresada por el organismo de interés, resultando de
utilidad para la caracterizacion de agentes etioldgicos. Entre las técnicas més utilizadas para la
tipificacion de este género bacteriano se encuentran las reacciones inmunitarias (serotipificacion),

fagotipificacion y la utilizacion de marcadores bioquimicos (biotipificacion) (Ferrari et al., 2017).

1.2.5.1.1 Serotipificacion. Se refiere a la clasificacion de los serotipos de acuerdo a la combinacion
de los antigenos superficiales O, Hy Vi segun el esquema propuesto por White-Kauffmann. Segun
dicho esquema, el género se divide en 67 serogrupos, designados con letras y posteriormente con
numeros. La férmula antigénica de una Salmonella se expresa como: antigeno somatico O:
antigeno flagelar 1: antigeno flagelar de la fase 2; por lo que la estructura antigénica para un
serotipo Aberdeen seria O:11 H: i : 1,2. (Grimont & Weill, 2007)

La serotipificacion se realiza después de la identificacion de la especie, en un cultivo de aislado de
Salmonella en un medio no selectivo u otro agar recomendado para dicho fin. Una vez confirmada
la identidad del cultivo se procede a dejar caer una gota del antisuero (anti-O y anti-H) en una tira
de aglutinacion y posteriormente se agrega el cultivo puro (Fig. 5). Se mezcla ligeramente en forma
circular por aproximadamente 30 segundos y se observa si ocurri6 aglutinacion (Schrader et al.,
2008).
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Figura 5. Protocolo simple para la serotipificacion de Salmonella mediante el uso de antisueros. 1) Confirmacion del
cultivo puro. 2) Agregado de antisuero y colonia microbiana en tira de aglutinacion. 3) Mezclado de elementos
agregados. 4) Movimientos circulares para observar aglutinacion. Imagen tomada de Bacterial Serotyping Guide for
Salmonella BIO-RAD (https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/fsd/literature/FSD_14-0699.pdf).

La serotipificacion es una técnica sencilla y estable que permite la identificacion del serotipo y uno
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de los principales marcadores epidemioldgicos de este género; sin embargo, los resultados pueden
ser dificiles de interpretar, por lo que puede haber conflictos en la estandarizacién, inclusive entre

los laboratorios de referencia (Gonzalez Pedraza et al., 2014).

1.2.5.1.2 Fagotipificacion. Se le conoce como fagos a los virus que infectan bacterias, produciendo
en la mayoria de los casos, su eliminacién. Debido a su alta especificidad, cada fago es capaz de
infectar y lisar solamente a una cepa determinada de una bacteria 0 cepas muy similares
dependiendo de las caracteristicas moleculares del fago y de los receptores presentes en la
superficie de la bacteria, incluyéndose en un mismo grupo denominado fagotipo (Schmieger,
1999). Para el caso del género de Salmonella, se ha utilizado esta técnica para tipificar las cepas en
funcién de que sean receptivas a la lisis de uno u otro fago.

Sin embargo, la realizacion de esta técnica requiere un amplio catdlogo de fagos que no suele
comercializarse y cuyo acceso se limita a los laboratorios de referencia. Ademas, no todos los
aislados pueden ser caracterizados, ya que existen diferentes mecanismos que pueden provocar un
cambio en el fagotipo. Actualmente el fagotipado se utiliza en los laboratorios de referencia como

marcador epidemioldgico secundario (Rabsch, 2007).

1.2.5.2 Métodos genotipicos. Permiten la diferenciacién de especies bacterias, asi como su
parentesco genético. Estos métodos presentan mayor sensibilidad, mejores niveles de
estandarizacion, reproducibilidad y poder discriminatorio. Entre los métodos mas utilizados se
encuentra la tipificacion multilocus de secuencias (MLST), electroforesis de campos pulsados
(PFGE), analisis de repeticiones en tandem en multilocus de numero variable (MLVA),
repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR) vy

secuenciacion de genomas completos (WGS) (Ferrari et al., 2017).

1.2.5.2.1 Tipificacién Multilocus de Secuencias (MLST). MLST es una técnica genética para la
caracterizacion taxonomica de bacterias, la cual se basa en la obtencion de 7 fragmentos especificos

de genes constituyentes o también conocidos como house-keeping; los cuales son vitales para la
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supervivencia de Salmonella (Tabla 2) o de algln otro género bacteriano y por lo tanto, dichos
genes siempre se deberan estar expresando. Las secuencias de cada fragmento de los genes son
comparadas con las secuencias previamente identificadas (alelos), asignandoles un valor numérico
para cada uno de los 7 alelos. La combinacion de esos 7 valores numeéricos define el perfil alélico
al cual se le asigna un tipo de secuencia (ST), siendo este utilizado para describir a la cepa
(Aanensen & Spratt, 2005).

Esta técnica se ha utilizado en estudios de epidemiologia por al menos durante dos décadas para
categorizar los diferentes grupos clonales (grupo de organismos genéticamente emparentados) de
grupos bacterianos basandose en los comparativos de perfiles alélicos. Por lo que se han
desarrollado un nimero importante de herramientas computacionales para calcular el ST a partir

de datos provenientes de secuenciacion de siguiente generacion (NGS) (Page et al., 2017).

Cuadro 2. Genes constitutivos utilizados para la asignacion taxondmica mediante la técnica MLST basada
en la comparacion de perfiles alélicos.

; dnalN hemD it P sue
# Alelos 840 828 187 1167 §70 838 283
Nombre | Chorismate | Beta | Uroporphyrinogen Histidinel Phesphoribosylaminoimidazele | 2-oxoglutarate | Asparfolinase
del gen symthaze | sliding m dehvdrohenase caboxnylase dehydrogenase

clamp | methyltransferase

La ventaja de MLST es que los datos provenientes de las secuencias no son ambiguos y los perfiles
alélicos de los aislamientos pueden comprarse facilmente con bases de datos de libre acceso.
Adicionalmente, los perfiles alélicos también se pueden obtener a partir de material clinico
mediante la amplificacion por PCR de los genes constitutivos, por lo que los aislados pueden
cultivarse incluso cuando no pueden cultivarse a partir de material clinico (Urwin & Maiden, 2003).
También, se ha reportado que este tipo de analisis tiene mayor poder de resolucion y objetividad
con respecto a técnicas tradicionales como se serotipificaion, debido a la naturaleza de basarse en
comparativos de genes y no en la migracién de proteinas. Actualmente se ha propuesto el uso de
esta serotipificacion in silico (basado en secuencias), como remplazo a la serotipificacion

tradicional basada en el uso de antisueros especificos (Achtman et al., 2012).
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1.2.5.2.2 Electroforesis de campos pulsados (PFGE). PFGE es una técnica molecular considerada
como el método estandar de oro en la genotipificacion en estudios epidemioldgicos, debido a su
sensibilidad y alto indice discriminatorio (Neoh et al., 2019). Esta técnica corta el genoma
generando fragmentos los cuales se someten al fundamento de la electroforesis convencional:
aplicar un campo eléctrico para hacer que viaje el material genético logrando asi su separacién de
acuerdo a su tamafio durante su migracion en una matriz (gel) con un tamafio de poro determinado.
Sin embargo, la PFGE pretende resolver la limitante de la técnica de electroforesis convencional,
donde no era posible trabajar con fragmentos de restriccion de grandes tamafios. Adicionalmente,
utiliza enzimas de restriccion que generan alrededor de 20 o 30 fragmentos grandes de ADN que
son utilizados para generar un patron electroforético particular, mientras que la separacion de los
fragmentos en PFGE se da por cambios intermitentes en la orientacion del campo eléctrico,
causando una reorientacion y pudiendo alcanzar separaciones de hasta 12 Mb (Herschleb et al.,
2007).

No obstante, PFGE presenta una serie de limitantes al momento de predecir serotipos, ya que
multiples aislados pueden tener patrones electroforéticos idénticos por haber emergido de un
ancestro comun; o bien puede presentar un alto nivel en la diversidad de patrones electroforéticos
por el analisis de cepas polifiléticas (cuando las cepas no emergen o provienen de un ancestro
comun). Se ha reportado que los resultados de PFGE para la precision en la prediccion de los
serotipos va desde el 75 al 99%, sin embargo, la mayoria de las investigaciones no incluyen una

diversidad adecuada de serotipos (Shi et al., 2015).

1.2.5.2.3 Analisis multi-locus de secuencias repetitivas en tiandem de namero variable (MLVA).
MLVA es un método utilizado para realizar tipificacion molecular de microorganismos, el cual
utiliza la variacion natural en el nimero de repeticiones en tandem (secuencias de dos o mas pares
de bases de ADN que se repiten a lo largo del cromosoma) encontradas en diferentes loci en el
genoma de los organismos. Esta técnica se desarrollé por primera vez en bacterias patdgenas como
Haemophilus influenzae y Mycobacterium tuberculosis, basandose en técnicas tradicionales de
biologia molecular como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y posteriormente obtener
los resultados mediante geles electroforéticos (Van Belkum, 2007).

El primer paso consiste en el aislamiento del ADN del microorganismo de interés utilizando algun
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kit comercial o preparaciones de laboratorio. Lo siguiente es determinar la calidad del ADN y
cuantificarlo; generalmente la estrategia preferida para la cuantificacion es el uso de Nanodrop a
una longitud de onda de 260 nm. De acuerdo a la concentracion obtenida de la lectura, se debera
ajustar la cantidad medida para llevar a cabo una reaccion de amplificacion de la region de interés

mediante PCR, para posteriormente comparar los resultados (Fig. 6).

locus 1 locus 2 locus 3 locus 4

A) CepaA Sesadel
) — 11 I

CepaB  _mupy T (T8
B) (;\pa eBpa

Figura 6. Analisis MLST. A) Se pueden observar los fragmentos amplificados para 4 loci en tandem pertenecientes a
las cepas A 'y B. B) Gel electroforético con el bandeo obtenido para cada perfil. Como se puede observar, no presentan
un perfil similar, por lo que se trata de especies no relacionadas.

1.2.5.2.4 Secuenciacién de genomas. Método de caracterizacion genotipico que consiste en
encontrar el orden nucleotidico de cada una de las bases que componen el genoma. Esto se puede
emplear para conocer la secuencia de un gen hasta el genoma completo, a lo que se le conoce como
secuenciacion de genomas completos (WGS).

De manera importante, WGS no sélo tiene el potencial para la identificacion de marcadores
especificos de serotipos; sino tiene el potencial para generar una gran cantidad de informacion
acerca de los aislados, incluyendo: grupos clonales, resistencia a antibiéticos, virulencia, filogenias
e informacion acerca de brotes epidemioldgicos (Besser et al., 2018).

El primer método de secuenciacion (1975 a 2005) fue el propuesto por Sanger, el cual producia
segmentos de secuencias (reads) de 500 a 1000 pb de longitud. Dicho método se basa en hacer

copias de la region especifica, adicionando ddNTPs que carecian del grupo funcional hidroxilo
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(OH") en el carbono 3’, lo que impide en alargamiento de la cadena, por lo que se genera una serie
de fragmentos que son corridos en electroforesis para determinar el orden de las bases (Metzker,
2010).

Posteriormente, con la automatizacion del proceso de secuenciacion y el surgimiento de la
pirosecuenciacion dio inicio a la era de la “secuenciacion de siguiente generacion” (NGS),
caracterizada por la generacion de grandes cantidades de datos y el procesamiento de muestras en
paralelo. Bajo este concepto, aparecen distintas plataformas de secuenciacién como Illumina,
PacBio, lonTorrent; diferenciadas por el principio y la longitud de los reads generados (Besser et
al., 2018; Metzker, 2010)

El uso de la secuenciacion NGS se ha empezado a utilizar ampliamente para la elucidacién de las
rutas de transmision de brotes epidemiolégicos en hospitales, como los causados por
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumonia (Harris et al., 2010).

El uso de la secuenciacion se vislumbra como un método para la tipificacion de especies de
Salmonella; asi como su aplicacion en el estudio de brotes epidemioldgicos y caracterizacion
genética (Shi et al., 2015). Por lo que a continuacion se presenta una revision bibliogréafica de las

plataformas mas empleadas por la comunidad cientifica.

1.2.6 Secuenciacion y Bioinformatica

1.2.6.1 Plataformas de Secuenciacion.

1.2.6.1.1 lllumina. Para llevar a cabo la secuenciacion es necesario realizar la preparacion de la
libreria, que se refiere a la generacion de los fragmentos de ADN, aproximadamente de 250 pb de
acuerdo al equipo y metodologia con la que se secuenciaran (ya que los secuenciadores no pueden
trabajar con genomas completos por su longitud); seguido, el material genético fragmentado se
uniré a la celda de flujo (flow cell) (Tritt et al., 2012). La plataforma de Illumina, Inc., con base en
San Diego (CA, USA) funciona mediante secuenciacion por sintesis, es decir utiliza bases

nitrogenadas marcadas con fluorescencia denominadas dNTPs (deoxinucle6tidos trifosfatos) que
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se afladen a las hebras crecientes mediante una polimerasa. El proceso de secuenciacion inicia con
la generacion de clusters (generacion y agrupacion de reads), por lo que se lleva a cabo la
inmovilizacion de los iniciadores (primers) forward (Fw) y reversos (Rv) en las superficies de las
celdas de flujo, haciendo asequible la participacion de enzimas polimerasas. Posteriormente, se
realiza una amplificacion llamada PCR por puente (brigde PCR), donde se crean méas de 1,000
copias idénticas a las muestras inmovilizadas. Para la identificacion de las bases en los distintos
clasteres, se realiza una serie de ciclos donde se van agregando una mezcla de primers, enzimas,
dNTPs marcados; los cuales son excitados con laser para la emision de la fluorescencia. Esta es
captada por el lector del equipo y traducida a la identidad de la base nucleotidica para ir generando
una cadena creciente de ADN (Steemers & Gundersonl Kevin L, 2005).

1.2.6.1.2 Nanopore. Consiste en una plataforma de secuenciacion que permite el monitoreo en
tiempo real de las secuencias amplificadas. Entre sus caracteristicas principales destacan su
portabilidad (con un tamarfio similar a un dispositivo mdvil) y la capacidad de amplificacion de
lecturas de mayor tamafio en comparacion a las generadas por otros equipos de secuenciacién como
[llumina y lonTorrent. Esta plataforma se fundamenta en hacer pasar los fragmentos de material
genético a través de proteinas ancladas a las celdas de flujo. La deteccion especifica de las bases
nitrogenadas se realiza cuantificando la interrupcion de corriente eléctrica basal en la placa
conforme va pasando la cadena de ADN por el poro, resultando en una codificacion especifica para
cada base nitrogenada y posterior identificacion (Deamer et al., 2016).

A diferencia de las plataformas tradicionales o mas usadas por la comunidad cientifica, que
muestran el total de la informacidn de secuenciacion en la etapa final, Nanopore permite el acceso
en tiempo real a la informacién. Con esto, se podrian identificar patdgenos durante la etapa inicial
de la secuenciacion y tomar decisiones basadas en evidencias cientificas para minimizar el riego
de infeccion. Otro aspecto interesante, es el bajo costo asociado a reactivos y equipos, haciéndolo
accesible para la comunidad cientifica (Branton et al., 2008).

1.2.6.2 Analisis de Genomas Bacterianos. La estrategia general que se sigue para el analisis de

genomas inicia una vez que se recibe la secuencia nucleotidica de cada uno de los aislados. Estos
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representan los fragmentos o lecturas que se originaron durante el proceso de secuenciacion; por
lo que el primer paso implica la reconstruccion del genoma bacteriano. Una vez reconstruido, se
hace una identificacion genética para identificar los genes presentes (Loman & Pallen, 2015).
Mientras que, para la construccion de arboles filogenéticos, se hace un alineamiento o comparacion
de todas las secuencias utilizando el estimador de m&xima verosimilitud.

No obstante, se presenta una descripcion mas detallada de las implicaciones que conlleva cada
etapa; empezando por el procesamiento de las lecturas obtenidas mediante secuenciacion, la
caracterizacion genética, relaciones de parentesco, construccion de pangenomas y establecimiento
del reloj molecular (Didelot et al., 2012).

Sin embargo, para poder realizar el procesamiento de las lecturas y asignarles un significado
bioldgico, es importante considerar aspectos basicos asociados a la calidad y profundidad. La
calidad se refiere al valor numérico asociado a cada base expresado como la medida estadistica de
la certeza de cada base dada una probabilidad de error. Por lo regular, una calidad minima de 30,
es la recomendable para realizar investigaciones bajé una aproximacion de SNPs (Pfeifer, 2017).
Por su parte, la profundidad se refiere al numero de veces que una base en particular fue
secuenciada, en cuanto mayor sea el valor de profundidad (generalmente referido como un valor
numérico acompafiado de una X), mayor seguridad se tendra con respecto a que la variante si

corresponde a una real (Trost et al., 2018).

1.2.6.2.1 Ensamblado de lecturas. Se le conoce como ensamble de genomas al proceso de descifrar
la secuencia genémica de los pequefios fragmentos obtenidos por el proceso de secuenciacion.
Existen dos estrategias para el ensamblaje de los genomas: por comparacién y de novo (Aguilar-
Bultet & Falquet, 2015). El primero de ellos utiliza un genoma como referencia, mientras que el
de novo, sélo utiliza la informacion obtenida de la secuenciacion sin conocimiento previo de la
secuencia (Wain et al., 2005). Por lo que para la segunda aproximacion es importante conocer
previamente parametros como el tamafio de genoma y contenido GC; adicionalmente, este tipo de
ensamble es el recomendado para genomas bacterianos debido a sus genomas pequefios.

Para encontrar la mejor a aproximacion a la secuencia original, se utilizan algoritmos informaticos
especificos que se enfocan en encontrar regiones consenso sin que se repita ningun fragmento.

Dentro de las estrategias empleadas por los programas ensambladores de secuencias se encuentran
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los gréficos de Bruijn; siendo el algoritmo més utilizado (Figura 7).

Este se basa en el modelamiento de las relaciones entre la sub-cadenas de longitud k dentro de los
reads. De manera que los nodos en el grafico, representan los k-mer, y los conectores indican que
hay solapacion entre los k-mers; permitiendo la formacion de secuencias contiguas de mayor

longitud, hasta la reconstruccion del genoma (Aguilar-Bultet & Falquet, 2015).

A) Genoma bacteriano ATGGAAGTCGCGGAATC
B Fragmentos
generados (reads) GSAA,‘Z'{ :I:SG
AAGTCGC
K-mer 7 AGTCGCG
GICGCGG
T % A
AA
GCGGAAT
CGGAATC]

C) Algoritmo de ensamblaje de Bruijn

[ ATGGAAG || TGGAAGT || GGAAGTC |—{ GAAGTCG || AAGTCGC || AGTCGCG }_‘

—»| GTCGCGG > TCGCGGA [—*{ CGCGGAA [~ GCGGAAT [~ CGGAATC |

Figura 7. Ensamblado de novo mediante gréaficas de Bruijn. A) Se puede apreciar la secuencia original del genoma
bacteriano. B) Una vez fragmentado y secuenciado se obtienen fragmentos que son acomodados de acuerdo a la
identidad entre los mismos. C) Grafica generada con el acomodo para cada read segiin su posicion en el genoma (Figura
adaptada de HOMOLOG.US — FRONTIER IN BIOINFORMATICS https://homolog.us/Tutorials/book4/p2.1.html).

En la Figura 8 se presenta un diagrama en el que se puede observar los niveles de estructuracion.
A partir del ADN bacteriano se hace el proceso de secuenciacion, el cual necesita fragmentar dicho
ADN generando fragmentos denominados reads (siendo estos los datos que te entrega un
secuenciador). Posteriormente se estos fragmentos forman secuencias contiguas mas largas
denominadas contigs, que estos a su vez forman regiones mas largas denominadas scaffolds
(Ekblom & Wolf, 2014).
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Figura 8. Niveles de estructuracion en el ensamblaje de novo

1.2.6.2.2 Anotacidon funcional y estructural. Se le conoce como anotacién al proceso por el cual se
identifican y se les asigna una funcidn a los genes en un genoma (anotacion funcional y estructural,
respectivamente). Este proceso puede incluir una pequefia descripcion de la evidencia de esta
asignacion, como por ejemplo el porcentaje de identidad, que se refiere a la similitud de la
secuencia propia contra la reportada en las bases de datos (Koonin & Galperin, 2002).

El proceso de anotacion debe de incluir como minimo la prediccion de regiones codificantes y sus
productos, pero es deseable que también se incluya la prediccion de RNAs y péptidos de sefial.
Para llevar a cabo dicho proceso se necesita de una secuencia gendmica previamente ensamblada
(Torsten Seemann, 2014).

1.2.6.2.3 Construccion de arboles filogenéticos. Se le conoce como arbol filogenético al diagrama
que representa las relaciones evolutivas entre las especies 0 unidades taxondmicas operativas
(OTU) incluidas en el analisis. Una forma facil para describir la disposicion de los OTUs en el
arbol es su designacién en clados, los cuales pueden ser monofiléticos, parafilético y polifilético.
El primero de ellos se refiere a la agrupacion de un ancestro y todos sus descendientes; mientras
que el clado parafilético es aquel que incluye a un ancestro, pero no a todos sus descendientes.
Ademas, se le conoce como grupo polifilético a aquel que no incluye al ancestro de los miembros
del clado (Fig 9).
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Figura 9. Designacidn de los integrantes de un grupo taxonémico de acuerdo a si comparten un ancestro
comun. (Figura adaptada de http://www.plantasyhongos.es/).

La construccion de dichos arboles sirve para realizar inferencias filogenéticas, que se refiere al
proceso hipotético para establecer los parentescos evolutivos entre las especies; en otras palabras,
es el proceso de estimacion para obtener una historia evolutiva basada en los datos que se tienen
(Brocchieri, 2001). Tradicionalmente los analisis filogenéticos se basaban en la anatomia de las
especies; sin embargo, el uso de datos moleculares se ha convertido en una practica muy comdn.
Esto es debido a la universalidad del ADN en los organismos vivos, los costos de secuenciacion
han disminuido y ademas las secuencias genéticas son altamente especificas, contando con gran
cantidad de informacion (Baum & Smith, 2013).

Los métodos de reconstruccién filogenética se pueden clasificar (Fig 10) en base al tipo de datos
que emplean (caracteres discretos o matrices de distancia) y la forma en la que encuentran la

topologia (método algoritmico o criterio de optimizacion) (Caballero & Suarez, 1999).
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Figura 10. Clasificacién de los métodos de reconstruccion filogenética en base al tipo de dato y método
de reconstruccion.

Los métodos discretos utilizan cada sitio del alineamiento (una funcién probabilistica de cada sitio),
de tal forma que cada caréacter es analizado de forma independiente en el alineamiento y generando
asi el proceso de evolucion (Lemey et al., 2009).

En contraste, los métodos de matrices de distancia, primero convierten los alineamientos de las
secuencias en una matriz de distancias de acuerdo a algun modelo evolutivo seleccionado, siendo
esta matriz utilizada por el algoritmo para calcular y construir el arbol (Lemey et al., 2009).

Los criterios de optimizacion permiten evaluar la topologia del arbol filogenético mediante
asignacion de un puntaje (score) con la que poder comparar cuantitativamente el mérito de cada
arbol en base al criterio de optimizacion. Asi mismo utiliza algoritmos de busqueda para calcular
el valor de la funcién y encontrar el arbol con el mejor score acorde a dicho criterio (Lemey et al.,
2009).

Para la realizacién de este trabajo de investigacion se utilizaron los métodos de optimizacion puesto
que tienen la ventaja de requerir una funcién probabilistica explicita que relaciona los datos con la
topologia (modelo de sustitucion). Lo que permite evaluar la calidad del arbol generado mediante

el uso de distintas técnicas estadisticas.

1.2.6.2.4 Construccién de pangenomas. Se le conoce como pangenoma al conjunto de genes
compartidos por un grupo de cepas bacterianas, normalmente de la misma especie. Este se

encuentra integrado o subclasificado en genoma nucleo (core) y accesorio (Delmont & Eren, 2018)
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El primero de ellos, se refiere a la coleccion de genes exclusiva compartida para un conjunto de
individuos de una poblacion. Generalmente, los genes encontrados en dichos segmentos tienen un
rol central en la biologia basica del organismo en estudio, tales como en el metabolismo de
carbohidratos y transporte, replicacion, estructura de la pared celular, traduccion, entre otros. Por
otra parte, el genoma accesorio se refiere al conjunto de genes compartidos por un grupo reducido
de cepas bacterianas (Anjum et al., 2005). Estos genes se pueden encontrar asociados a resistencia
a antibioticos, virulencia y adaptacion a diferentes ambientes. También aqui encontramos genes
caracteristicos para ciertas subespecies o serotipos, dependiendo de la asignacion taxondémica
(Subedi et al., 2018).

La clasificacion de los genes dentro de los genomas esta dada por la frecuencia de los mismos en
los datos analizados. Adicionalmente, diferentes autores han propuesto clasificaciones adicionales.
Sin embargo, dentro de las mas utilizadas se encuentra la propuesta por Page et al., 2015, donde
establece que el pan genoma se componer de los genes core (frecuencia en genes del 99 al 100%
de las cepas), soft core (95 al 99%), genes Shell (15 al 95%) y genes cloud (0 al 15%) (Page et al.,
2015).

1.2.6.2.5 Reloj molecular. Este término fue propuesto inicialmente por Emile Zuckerkandl y Linus
Pauling, al estudiar las fechas en las que se originaron las globulinas (Ho, 2008). La hipétesis del
reloj molecular establece que las secuencias de ADN y aminoacidicas, evolucionan a una tasa
relativamente constante en un periodo de tiempo entre diferentes organismos (Zuckerkandl &
Pauling, 1965), por lo que la diferencia genética entre dos especies sera proporcional al tiempo en
el que estas compartieron un ancestro comun (ser vivo del cual descienden dos organismos). Esta
informacidn sirve para estimar las escalas evolutivas cuando la informacién paleontoldgica o fosil
no es suficiente o deja huecos en la reconstruccion evolutiva (M. Wang & Caetano-Anollés, 2013).
Sin embargo, la validez de la hip6tesis del reloj molecular en cuanto a que las especies evolucionan
a una tasa constante fue en su etapa inicial cuestionada, ya que la utilizacion de un modelo
estadistico era poco probable que ayudara a moldear el comportamiento, siendo la evolucién
molecular un proceso complejo (Simpson, 1964).

Con el tiempo, se observo una alta tasa de mutacion en aminoacidos, lo que ayudo a establecer que

la porcion de estos aminoacidos que se ven afectados, tenia un impacto en la adaptacion. Como
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respuesta, se propuso la teoria neutral de la evolucion molecular, estableciendo que muchas
mutaciones no tenian impactos mesurables en los organismos, es decir eran neutrales (Kimura,
1968), indicando que la tasa de mutacion es constante entre los linajes.

No obstante, estudios posteriores encontraron variaciones entre los linajes, contradiciendo las
observaciones o postulados mas sencillos acerca de tasa de cambio entre los organismos (Simpson,
1964). Lo que trajo como consecuencia la aparicion y adopcion de una gran cantidad de asunciones
en la tasa de heterogeneidad entre los linajes, denominados modelos de reloj molecular (Kumar,
2005).

El andlisis del reloj molecular se encuentra constituido por diversas etapas (Fig 11), que incluyen
la obtencion del material genético, ensamblado de lecturas, inferencias filogenéticas (construccion
de arboles), determinar tasa de evolucion, elegir calibradores para el reloj, seleccionar el método

de estimacion y, por ultimo, correr el analisis.

METODO
Basados en distancia
Maxima verosimilitud

Bayesianos
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5 N 4 N
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Figura 11. Componentes principales para‘el analisis molecular mediante reloj. Se inicia colectando los datos
genéticos, identificando calibradores, eligiendo método de analisis, seleccionando modelo estadistico para
identificar tasa de sustitucion nucleotidica. Figura tomada y adaptada de (Van Der Wal & Ho, 2019).

Los relojes moleculares han revolucionado el conocimiento sobre la divergencia de las especies,
por consecuente, la de los genes en términos de espacio geogréafico y temporalidad de su evolucion.

En la ausencia de otros factores para datar la historia evolutiva de las especies, como el registro
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fosil o biogeografico, el reloj molecular nos permite inferir la duplicacion genética y los eventos
de especiacion en el tiempo. Con la continua adopcién de la secuenciacion de genomas y el
entendimiento de las tasas de mutacion, esta técnica tendré un rol mas importante en estudios de

evolucion (Kumar, 2005).

1.3 Hipdtesis

1. Salmonella enterica presenta una gran diversidad genética de acuerdo al numero de serotipos
presentes en la region de Culiacan, Sinaloa los cuales estan repartidos en tipos de secuencias (ST)
unicos para la mayoria de los aislados estudiados.

2. Los aislados de Salmonella enterica de origen ambiental presentan firmas genéticas relacionadas
con mecanismos de respuesta a estrés y utilizacion de fuentes de carbono de origen no hospedante;
mientras que los aislados de origen clinico poseen mayor contenido genético relacionado con
virulencia y sistemas de secrecion necesarios para la invasion y secrecion de proteinas efectoras

causando enfermedades en hospederos.

1.4 Objetivo general

Analizar la filogeografia y dindmica poblacional de S. enterica aisladas de agua de rio en la region

de Culiacén, Sinaloa mediante una aproximacion genémica.

1.5 Objetivos especificos

1. Determinar la diversidad genética de los aislados de S. enterica en términos de grupos
filogenéticos
2. ldentificar firmas genéticas de adaptacion ambiental por parte de S. enterica aisladas de agua
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de rio.
3. Reconstruir la filogenia y dinamica espacio-temporal de los aislados ambientales.

1.6 Seccion integradora

En esta tesis se incluyen dos articulos originales. EI primer articulo de investigacion titulado
“Genomic signatures of adaptation to natural settings in non-typhoidal Salmonella enterica
Serovars Saintpaul, Thompson and Weltevreden” se encuentra publicado en el Journal Infection,
Genetics and Evolution, el cual abord6 informacion sobre las estrategias de supervivencia y
adaptacion exhibidas por cepas de Salmonella enterica aisladas de agua de rio de la region de
Culiacan, Sinaloa. Para ello se realiz6 una aproximacion mediante gendmica comparativa y
herramientas bioinformaticas. Como resultados se identificaron a la duplicacion genética y la
acumulacién de pseudogenes como las principales estrategias adaptativas para la supervivencia de
S. enterica en los ambientes no hospederos. Asi mismo, diferencias importantes entre el origen de
los aislados pudieron ser determinadas; por ejemplo, los genes asociados a la resistencia a estés
oxidativo y metabolismo de fuentes de carbono ambiental fueron identificados como firmas
genéticas para los aislados de origen ambiental. Por su parte, los genes relacionados con los
sistemas de secrecion, flagelos y genes de virulencia se encuentran conservados entre los genomas
de origen clinico, siendo esenciales para la invasion, internalizacion y patogenesis.

Con respecto al segundo articulo, titulado “Genomic approach revelaed genomic similarity for
environmental mexican S. Oranienburg genomes”, abordd un estudio genético de la estructura
poblacional de S. enterica serotipo Oranienburg, ya que es uno de los predominantes en la regién
de Culiacan, Sinaloa. Ademas, se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial y es
responsable de brotes epidemioldgicos en hortalizas frescas. De acuerdo a una aproximacion
bioinformética y gendmica comparativa, se determind que este serotipo presenta alta similitud
genética con un amplio repertorio de genes de virulencia reportados como cruciales en el proceso
de invasion y establecimiento por parte de este patdogeno. El grupo clonal designado como ST23
fue encontrado como prevalente, y de acuerdo al nimero de SNPs, se encuentra recirculando en la

region.
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ABSTRACT

Keywonds: Salmonella enterica is a pathogenic bacterium responsible for intestinal illness and systemic diseases such as
Salmonella typhoud and paratyphond fevers. Among clinical manifestation classification, non-typhoidal Salmonella is mainly
Comparative genomics as fe thogen associated with the consumption of fecal contaminated food and water. Even
::‘::x::::ml though Salmonella hosts include b and v blooded animals, it has been found in non-host environments

as niver water where the bacteria use different strategies to fitness the environment persisting and establishment.
Now with the awailability of WGS and bioinformatics tools, we can explore bactenal gcnoma with higher res-
olution to increase owr understanding of specific g g envi I and clinical isolates,
being the goal of this work. Pangenome construction auowal the detection of specific environmental and clinical
gene clusters related to metabolism and secretion systems as !he main s:gnamte respectively. Specifically, D
galactonate degradation pathway was observed mainly in | genomes while T3SS and ﬂagellum
genes were detected for all clinical but not for all environmental isolates. Gene duplication and pseudogenes
accumulation were detected as the main ad. gy for envi | isolates; thus, isolation source
may play an important role in genome plasticity, conferring a selective advantage to survive and persist for
envi tal Sal lla isolates. Intact prophage sequences with cargo genes were observable for both isola-
tion sources playing an important role in virulence contribution.

1. Introduction

Salmonella is a worldwide prevalent pathogenic bacterium with
disease symptoms ranging from enterocolitis to typhoid fever (Stevens
2009), It has been estimated that Salmonella causes around 1.35
million infections resulting in 420 deaths in the United States each year
(CDC, 2018) and it’s typically acquired through the consumption of
contaminated food or water with fecal material (Wray and Wray, 2000).

Salmonella life cycle comprises the colonization of animals and
humans, although it is also ubiquitous in natural settings where it can
reside until reaching a new host. The journey of Salmonella begins when
contaminated food is ingested and reaches a low-pH stomach receptacle,
Those able to survive the stomach acidic conditions make their way to
the small intestine specifically in the ileum where Salmonella starts
colonizing enterocytes, M cells, and dendritic cells in the intestinal
epithelium by gaining nutrients and space (Garai et al, 2012; Velge

etal.,

et al, 2012). After colonization takes place, Salmonella reproduces by
binary fission to a large scale and the resulted clonal complex is released
into the environment through fecal material to start the cycle again (Liu
et al., 2018; Ranjbar et al, 2018).

Once excreted, Salmonella finds itself battling for survival facing
limited nutrient availability, osmotic stress, variations in temperature,
and pH (Winfield and Groisman, 2003). However, Salmonella is capable
of sensing and responding to these stressful conditions. Otherwise, the
bacterium could face potentially life-threatening conditions like those
reported by Winfield and Groisman (2003) (Kenyon et al., 2002). These
adverse conditions not only have a negative impact on Salmonella
growth and survival but also influence virulence and resistance to
several antimicrobials agents (Beceiro et al., 2013). Once the risk of
perishing is overcome, the aquatic environment becomes the best niche
for Salmonella to reside and reproduce (Raudales et al., 201 4; Steele and
Odumery, 2004), Consequently, water becomes a major source of food
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contamination.

Several authors have proposed that Salmonella overcomes such
stressful conditions by different survival strategies; for example,
starvation-stress response (SSR) modulated by the scarcity of nutrients,
carbon, and energy source shortage (C-starvation) (Spector, 1998
Spector and Cubite, 1992). SSR has demonstrated that it accomplishes
two main functions: combats the long-term effects of C-starvation and
provides general resistance to other environmental stresses such as
extreme temperature and pH (Kenyon et ol 2002). Two other condi-
tions that exert p tion to Salmonella in the environment are the
formation of biofilm and the viable but nonculturable state. These
conditions promote many cellular changes, including cell leakage,
depletion of energy pools, altered expression of genes, and DNA repli-
cation (Morishige et al., 2017; Winfield and Groisman, 2003) increasing
the survival rate in the environment.

The horizontal gene transfer (HGT) mediated by phages also allows
Salmonella to diversify and survive in a variety of ecological niches by
the incorporation of foreign genetic material into a recipient cell. This is
known to be responsible for the acquisition of environmental, antimi-
crobial, and virulence genes playing an important role in the evolution
of many bacterial species (Porwollik and McClelland, 2003).

Once Salmonella is settded down in the environment it can reach back
human hosts causing food-bome diseases due to the consumption of
fresh produce and animal products that come in contact with contami-
nated water (Greene et al |, 2008; Hanning et al, 2009). Nevertheless,
genetic differences between isolates from environmental and clinical
settings have been poorly explored due to the limitations of the available
techniques so far (Achtman et al,, 2012; Page et al., 2017). The advent of
whole-genome sequencing (WGS) technologies as well as the increasing
number of bacterial genomes deposited in public repositories has
enabled a deeper investigation to identify differential genomic signa-
tures between strains isolated from distinct ecological niches and
explore how genome plasticity and HGT are contributing to the survival
of Salmonella outside the host (Balloux et al., 2018; Kwong et al., 2015).

Under this context, the present study aims to identify and charmac-
terize differences at a genomic level among Salmonella enterica isolated
from environmental and clinical settings using different bioinformatics
approaches and comparative genomics to gain a better understanding
about the strategies of Salmonella to survive under the adverse condi-
tions outside the host as a critical step in its life cycle and an interme-
diary stage to reach the human host and cause disease.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial isolates and sequencing

A total of 34 Salmonella enterica strains isolated from Culiacan river
and asymptomatic domestic animals belonging to serovars Saintpaul,
Thompson, and Weltevieden (20, 6, and 8, respectively) were used,
These strains belonged to the collection of the National Laboratory for
Food Safety and Research (LANIIA) and were isolated in the course of
previous studies (Jimenez et al, 2011, 2014). Additionally, 3 dinical
genomes for each of the serovars Saintpaul (CFSAN004173,
CFSAN004174 and CFSAN004175), Thompson (RM1984, PNU-
SAS019450 and PNUSAS019186) and Weltevreden
(2511STDY5462388, 2511STDY5462413 and 25STDY5712385) were
downloaded from National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (Yoo et al, 2017). DNA extraction for strains from LANIIA's
private collection was performed using the kit DNA easy Blood & Tissue
Culture according to the manufacturer’s instructions, After extraction,
libraries were prepared with the Nextera XT DNA sample kit, and ge-
nomes were sequenced using Illumina Miseq platform. Three S. enterica
belonging to serovars Saintpaul (CFSAN047351), Thompson
(CFSAN047352) and Weltevreden (CFSAN047349) from the environ-
mental source was also seq d using technologies and
assembled de novo by default settings in Canu program (Koren et al,

o fe o

and Evol 90 (2021) 104771

2017). A hybrid assembly using both Nanopore and Miseq data was
performed by comparing SPAdes (Bankevich et al, 2012) and Canu
assemblies using Mauve to generate complete genomes for these
isolates.

2.2. Assembling and annotation

Reads were quality timmed using Trimommatic v0.32 (Bolger et ol
2014). The first 20 pb were removed from each read and a 4-base wide
sliding window was used to cut when the average Phred quality score
per base was below 15. Reads less than 50 bp were removed from the
dataset. Draft genomes were assembled de nowo for each strain using AS-
miseq v20160825 (Coil et al., 2015). Moreover, the sequence of three
S. enterica belonging to serovars Saintpaul (CFSAN047351), Thompson
(CFSAN047352) and Weltevreden (CFSAN047349) from the environ-
mental source were closed by a combination of long-read (using MinlON
platform), and short-read (lllumina Miseq) sequencing as described in
the previous work (Gonzalez-Escalona et al, 2019).

The generated assemblies were annotated using Prokka v1.11 (See
mang, 2014) and the ST groups identification was performed using
Ariba v2.14.4 (Hunt et al, 2017) based on the PubMLST database
scheme for Salmonella spp. (Jolley et al, 2015). To explore Salmonella
metabolic pathways in dlinical and environmental isolates the amino
acid sequence in FASTA format for each genome was annotated with
BlastKOALA (Kanehisa et al., 2016) then KEGG Mapper (Kanehisa and
Sato, 2020) was used to reconstruct the metabolic pathways based on
the previous genome annotation.

2.3. Pan-genome construction

We used the anvio's pan-genome workflow (Eren et al., 2015) to
construct the pan-genome for each serovar based on the identification of
gene clusters among the genomes. This workflow consisted of three main
steps: the first one included the generation on anvio's genomes storage
using the program “Anvi-gen-genomes-storage™ to store DNA and amino
acid sequences from extemal genomes, as well the annotation of genes.
The second step consisted of the generation of an Anvi'o pan database
using the program “anvi-pan-genome” to run the pangenomic analysis
and finally the distribution visualization of gene clusters across ge-
nomes. To compute the Salmonella enterica serovars Saintpaul, Thomp-
son, and Weltevreden pangenome we first generated an anvi'o genomes
storage database from the FASTA file of 23, 9 and 11 genomes for each
serovar respectively using the environmental and clinical genomes. We
ran the pangenome analysis with the genomes storage database for each
serovar using the flag —use-nebi-blast for amino acid sequence similarity
search. Additionally, the parameters ~-minbit 0.5 and -mcl-inflation 10
were used to define the sensitivity of the algorithm during the identifi-
cation of gene clusters for the comparison of very closely related ge-
nomes. Finally, the anvi'o pangenome that stored all results was
visualized, Within the context of anvi'o analysis, proteins clusters refer
to the group of translated DNA sequences from predicted open read
frames that share a close degree of homology among all genomes, while
gene clusters represent a set of genes found within the genomes that
encode similar proteins, Gene calls were clustered into bins based on
their frequency across genomes: the first one comresponds to core bin
(genes presented in 95 to 1009 of the genomes), shell bin (genes be-
tween 15 and 95%) and finally cloud bin (presented in 0 to 15%) (Page
et al., 2015).

2.4. SNP calling and phylogenetic tree

A core genome alignment based on SNPs was constructed for each of
the three serovars using Parsnp with a random clinical genome as a
reference. The resulting alignments were explored visually with Gingr to
identify the core percentage shared among all strains. A multi-FASTA
file was generated for each alignment with HarvestTools (Treangen
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et al, 2014) using as input the gingr file. A maximum-likelihood tree
was built from the core genome SNP alignment using RAXML (Stamn-
takis, 2014) with the general time-reversible GTR model and gamma
distribution with 100 bootstrap replicates to assess statistical support,
Each resulting tree was midpoint rooting, visualized, and edited on iTOL
v4 (Letunic and Bork, 2007). Additionally, a SNP difference matrix
among each serovar was performed using CSI Phylogenetic v1.4. (Iaas
et al, 2014) selecting a minimum SNP quality of 30 with a minimum
depth of 30x for each SNP position and ignoring heterozygous SNPs.

2.5. Antimicrobial, virulence gene and plasmid identification

AMRFinderPlus v3.1.1 (Feldgarden et al, 2019) command-line
version was used for the detection of acquired or intrinsic antimiero-
bial resistance gene products using the NCBI database as part of its
Pathogen Detection Pipeline. For this purpose, we ran the recommended
command line using as input the FASTA assembly, the annotation file
(GFF), and the protein sequence. Also, we added the plus option to
detect virulence factors and stress-response genes, To detect point mu-
tations in antimicrobial resistance genes (AMR) we specified Salmonella
spp. as taxon. Additionally, ResFinder v3.2 (Zankari et al, 2012) was
used to comoborate and analyze the acquired AMR and chromosomal
mutations. For this purpose, we selected genus Salmonella with the op-
tion to show only know mutations above 90% of identity with a mini-
mum alignment of 60%. This was tested in all closed environmental and
clinical isolates. Nevertheless, 2 draft clinical genomes were used for
serovar Thompson due to the lack of closed genomes,

To accurately detect vinulence genes in the genomes we used the
VFanalyzer to construct orthologous groups and then compare it to
reference genomes from The Virulence Factors Database (Liu et al,
2019). We used option 3 to upload private data selecting Salmonella as a
genus. PlasmidFinder v2.1 (Carattoli et al,, 2014) was used for the rapid
identification of plasmids in Enterobacteriaceae species that are of in-
terest for epidemiological investigations considering plasmid associated
with the spread of antimicrobial resistance. For the analysis, we select a
95% identity and 60% as coverage as a minimum.

2.6. Phage identification and CRIPSR region prediction

To explore HGT mediated by phages in the closed environmental and
clinical isolates PHASTER web service (Amdt et al, 2016) was used.
Intact phage sequences (with score > 90) for all genomes were selected
to analyze the contribution to virulence or antimicrobial resistance
using the VFDB database (Liu ot al., 2019) and ResFinder v3.2 (Zankasi
et al, 2012). CRISPR regions were predicted using CRISPRCasFinder
(Couvin et al., 2018) with 100 bp of flanking regions and performing
CAS gene detection.

2.7. Secretion system search

Secretion system associated proteins were detected by MacSyFinder
(Abby et ol 2014) using the TXSScan (Abby et al., 2016) model proteins
profile selecting ordered replicon as type of dataset and all protein
secretion systems to perform the detection (Falgellum, pT4SSi, pT4SSt,
T1SS, T25S, T3SS, T4P, T4SS_typeB, T4SS_typeC, T4SS_typeF, T4SS ty-
peG, T4SS_typel, T4SS_typeT, TSaSS, TSbSS, TS5cSS, T6SSiii, T6SSii,
T6$Si,‘1‘9S and Tad). Additionally, maximal e-value was adjusted to 1
x 107,

3. Results
3.1. Pan-genome analysis
Pangenomic analysis of the 23, 9, and 11 isolated genomes from both

environmental and clinical sources belonging to serovars Saintpaul,
Thompson, and Weltevreden resulted in 5135, 4428 and 5499 protein
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clusters, respectively (Table 1), For serovar Saintpaul, we detected 4275
and 860 protein clusters for bins core and cloud respectively. S.
Thompson protein clusters were distributed in core, shell, and clowd bins
with 4200, 71, and 157 clusters. Finally, Weltevreden holds 4273, 295,
and 917 protein clusters associated with bins core, shell, and cloud
(Table 1). A similar percentage of annotated genes with clusters of
orthologous groups (COGs) functions was found for serovars Saintpaul
and Thompson (80.7 and 83.6%) which most of that annotations are
harbored in the core bin. On the other hand, 71.5% percent of annotated
clusters were detected for Weltevreden which are also included in the
core bin principally.

A total of 101,793, 39,120, and 53,223 genes for serovars Saintpaul,
Thompson, and Weltevreden were identified by the gene call annotation
in the contig databases for each genome (Table 1) respectively. More
than 929 of the genes detected are included in the core.

Specific genes were identified in S. Saintpaul genome of isolates from
environmental sources (Fig. 1). These genes were related to iron and
magnesium acquisition systems ABC type, which are important for
enteropathogenic bacteria by the catalysis of oxide-reduction reactions
and the iron uptake for enzyme cofactors (Diago-Serinno, 2009).
Moreover, additional copies of metabolic genes implied in the Emer-
Doudoroff pathway as triosephosphate isomerase (tpiA) and phospho-
glycerate mutase (gpmA) (Flamholz et al, 2013) were detected. Con-
cerning to clinical genomes, specific segments shared for all genomes
were identified. These segments included genes related to phages,
integrases, transposases, pilus, and type Il secretory pathway
fundamentally.

Genomes of S. Thompson isolates were more uniform with a reduced
number of accessory genes (Fig. 2). Nevertheless, a specific region was
detected in genomes from environmental sources which was not present
in the two dlinical genomes. This region was represented by the shell bin
and included genes like YdaS, a member of Cro superfamily coding for a
DNA binding protein to the xenobiotic response which is responsible for
signal wransduction of exogenous environment pollutants (Kurmmoto
et al, 2003), as well as genes related to the mobilome mediated by
prophages (structural proteins for tail and capsid) and transposons. Also,
genes associated with carbohydrate transport and metabolism (designed
as G category for COGs) required for manscriptional repression during
the growth on glycerol (Sherwood et al., 2009) were found. Addition-
ally, genomes from environmental isolates also showed the presence of
DNA replication proteins that protect cells against DNA damage resulted
from alkylating and supercoiling activity were identify (Huang and
Huang, 2015). The clpP gene was identified, which plays a central role
in Salmonella to grow under various stressful conditions such as low pH,
elevated temperature, and high salt concentrations (Thomsen et ol
2002). Just for one clinical genome a specific segment in the cloud bin
was detected with genes associated with type Il and IV secretory
pathway, extracellular structures for pilus assembly, and phage related
genes.

Finally, serovar Weltevreden pangenome showed in shell bin a spe-
cific gene content for only the environmental genomes. This unique
block consisted of genes that codify transposases, recombinases for
cutting and rejoining of DNA, SOS-response transcriptional repressors,
and phage related genes. Moreover, a collinear block is representative
for all environmental and one clinical genome, the genes in the segment
are related with mobilome.

Conceming to the cloud bin, it comprises many specific gene clusters
for clinical and environmental strains. The specific bits for clinical iso-
lates included genes for T3SS as well as genes related to phage structure
and integrases. The specific singleton in the dlinical genome
2511STDY5712388 holds the gene RadD involved in radiation resis-
tance and double-strand break repair (Chen et al,, 2015), as well as the
cytolethal distending toxin subunit B been a virulence factor in pro-
moting the infection persistence (Pons et al., 2019). In this component of
the genome of environmental isolates were identife some specific re-
gions which genes categorized as hypothetical proteins due to the short
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Table 1
The number of gene clusters and genes detected across S. enterica serovars Saintpaul, Thompson, and Weltevreden from environmental and clinical isolates.
Serovar pangenome Number of protein clusters Number of genes calls
Bine Total Bins Total
Core Shell Clowd Core Shell Cloud
. enterica Salatpaul 4275 0 860 5135 99,985 0 1808 101,793
S. enterica Thompson 4200 71 157 4428 38,421 523 176 39,120
S. enterica Weltevreden 4273 295 97 5499 48,915 2871 1283 53,069
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fragment of the ORF detected (20 bp). The only annotated genes cor-
responded to copies of genes lexA, which main function are the tran-
scriptional repressor for the regulation of DNA repair in many bacteria
(Smollett et al, 2012). Besides, the activator or repressor for mercury
resistance operon merR was identified.

Interestingly, all environmental genomes displayed multiple copies
of genes that play key roles in reesitance to environmental stress in
Salmonella enterica serovars. For example, genes soxS and OxyR, which
have been reported in mechanism associated with oxidative, and bile
resistance or genes SlyA and ResC involved in antimicrobial peptide
resistance (Spector and Kenyon, 2012). Additionally, copies of genes
related to biofilm formation as fimA were identified. As part of core
genome for all the serovars for both environmental and clinical sources,
genes associated with C-starvation (rpoE, 1poS, cprX and cAMP-CRP)
and biofilm formation (esgDEFG-scgBAC and besABZC) VBNC (rpoS)
were detected but in single copies,

Until 230 metabolic pathways associated with carbohydrate, lipid,
energy, nucleotide, amino acids, cofactors and vitamins, glycan, terpe-
noids and polyketides metabolism were annotated and identified ac-
cording to KEGG Mapper for all genomes (Fig 3). Module D-galactonate
degradation belonging to galactose metabolism was differentially
detected in all environmental strains and some few clinical isolates
(33%).

and unknown gene functions are indicated below as COG function.

3.2. Antimicrobial resistance gene and plasmid replicons identification

All the clinical and the environmental isolates were analyzed in silico
to determine antimicrobial resistance genes and point mutations
inducing resistance. A total of 6 genes (with identity >95%) for anti-
microbial resistance, efflux pump, and stress genes were detected by
Resfinder and ARMFinder (Tuble 2). Genes GolS, GolT, mdsA, mdsB, and
aac(6')-laa (gold stress response, efflux pump complex, and amino-
glycoside resistance) were found in all isolates. arsD gene was the only
one distinctively detected in environmental Thompson and Weltevreden
genomes, Its role is the response to metal arsenic stress,

Chromosomal point mutations were explored for genes pmuB, pnuA,
gyiB, 16S_1sD, parC, gyrA, and paE. Only one-point mutation was
detected in parC gene inducing a codon change from threonine to serine
conferring resistance to nalidixic acid and ciprofloxacin. This mutation
was identified in serovars Thompson and Weltevreden for both sources,
No point mutations for genes listed previously were determined for
serovar Saintpaul in either source,

An in silico typing and identification of plasmid replicons from a
collection of 5599 fully sequenced plasmids associated with the mem-
bers of the family Enterobacterinceae was performed, induding those
ones for Salmonella Typhimurium. Plasmid replicons Incl1 and IncFII(S)
were respectively identified in all the three clinical genomes of serovars
Saintpaul and Weltevieden. Only one clinical genome of serovar
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Thompson showed the presence of replicon IncF(p96A). For environ-
mental isolates, the replicon IncFII(S) was only detected for serovar
Weltevreden. All matched replicons had an identity percentage higher
than 97%.

3.3. Identification of virulence genes

Virulence genes related to fimbrial adherence determinants,
macrophage inducible genes, magnesium uptake, non-fimbrial

adherence determinants, secretion system (SPI-1 and SPI-2), serum
resistance and stress adaptation were analyzed for all genomes (Fig. 4).
A similar virulence profile was determined for genomes belonging to the
same serovar. Interestingly, the SodCl stress adaptation gene was not
found in clinical genomes but was present in all the environmental
isolates, Additionally, genes odtB and pltA (codifies for typhoid toxin)
were detected in clinical genomes (2 in S. Weltevreden and 1 in S.
Thompson) and in one environmental genomes of serovar Weltevreden.

Differences in the virulence profiles among serovars were identified.
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Table 2
Antibioti e genesd J for closed clinical and envi 1 isolates for Saintpaul, Th and Weltevreden. Symbol “+~ indicates presence
and “~“means absence.
Genomes Resi and stress resp genes
GolS GolT mdsA md:8 arsD 2ac(6')1sa
S. Saintpaul Environmental CFSANO047351 - + + + = +
Clinkcal CFSANOO4173 “+ + + + +
CFSANOO4174 + + 4 + 2 N
CFSANOD4175 - + + + ~ +
S. Thompeon Environmental CFSANO47352 + + + + + +
Clinkcal PNUSAS019186 + + + + . +
PNUSAS019450 + + . + - +
RM1964 + + + + - +
S. Weltevreden Environmental CFSANO47349 . + * * . +
Clinical 2511STDY 5462413 4 + + . - +
2511STDY 5462413 + + + + = >
25115TDY 5712385 + + + . "

For example, S. Weltevreden lacked the long polar fimbria (IpfABCDE);
the operon peg (pegABCD) was detected exclusively for serovar
Thompson; the fimbrial adherence operon stk (stk ABCDEFG) was pre-
sent in Thompson and Saintpaul; operon ste (ABCD) was found in
serovars Saintpaul and Weltevreden. Nevertheless, all the essential
genes related to the SPI-1, SPI-2, and translocated effectors for both
pathogenic islands were found conserved among all three serovars,
The serum resistance gene (rck) was identified in only one clinical

Thompson genome. All of the genomes had macrophage inducible genes
(mig-14 and mig-5), magnesium uptake (mgtB and mgtC), nonfimbrial
adherence determinants (misL, ratB, shdA, and sinH) and regulation
genes (phoP and phoQ). No capsular Vi antigen genes were detected for
any genome,
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3.4. Phage identification and CRIPSR region prediction

A total of 37 intact lysogenic phages were identified by PHASTER
(Table 3). The most common families included relatives of Gifsy-1
(NC_010392) and Gifsy-2 (NC_010393) phages. Gifsy-1 like phage was
found in all clinical and environmental Salmonella serovars and Gifsy-2
like phage were present in all the Weltevreden genomes and one envi-
ronmental Saintpaul genome. Additionally, some particular phage se-
quences were found exclusively in a specific serovar. For example, the
Entero PsP3 like phage (NC_0053408) and Salmon_Fels_1 (NC_.010391)
were identified in all the Weltevreden genomes. Additionally, the Sal-
mon _ST64T (NC_004143) was found in the Saintpaul genomes. To gaina
better understanding of the role of phages in virulence and environ-
mental adaptation, we searched for carried non-phage cargo genes
(Table 4). We detected 7 cargo genes related to Salmonella virulence,
these include sopE, ssel/sifH, ctdB, pltA, shdA, zur/yjbk and gogB.
Interestingly, the cytholethal distending toxin subunit B was detected for
almost all genomes belonging to serovar Weltevreden. S. Typhi toxin
(pertussis-like toxin) pltA was detected for one Weltevreden genome
belonging to both strain sources, Genes spoE and gogB consider as TTSS-
1 and TTSS-2 translocated effector were detected in one environmental
Saintpaul genome, and in one each dinical and environmental
Thompson genomes. Clinical Weltevreden genomes hold the biggest
virulence cargo genes with additionally sdhA, a nonfimbrial adherence
determinant and ssel/sifh a TTSS-2 translocated effector,

Type I-E class 1 CRISPR-Cas system which uses a multisubunit
crRNA-effector for immunity and characterized by the presence of Cas3,
Cas10, and CSF1 was detected for all Salmonella genomes (Table 4). Two
CRISPER arrays with different numbers of spacers were detected across
all genomes. Spacer sequences were also analyzed to detect target pro-
phages with Blastp using UniProt phage sequences (littps://www.uni
prot.org/). Prophage targets were observed in 38% (9/24) of the total
genomes with the most common prophage targets being tail and holins
proteins,

3.5. Detection of secretion systems in Salmonella enterica genomes

An exploration of 22 models of the protein secretion system was
performed for all clinical and environmental genomes. We detected 7
models with the presence of mandatory genes (essential in a systemto be
functional) related to flagellum, T1SS, T3SS, T4SS_typeF, TSSS, TSBss,
and TScSS (Fig. 5). Differences among environmental and clinical
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genomes were observed. For example, all clinical isolates held the
mandatory genes related with the flagellum (fliF, fliL, fliN/M, flip, fliQ,
fliR, flhB and flhA genes) and T3SS (sctC, sctJ, sctN, sctQ, sctR, sctS,
sctT, sctU and sctV genes) which are a crucial requirement for Salmonella
enterica and other Enterobactericeae members to be able to infect a host.
Nevertheless, the T4SS_typeF had a 10% higher frequency in genomes
from environmental isolated than from the clinical ones. This secretion
system encodes proteins involve in signaling and host cell interaction
and is essentially characterized by various stages of pseudogenization
revealed by gene duplication and deletions. System T5SS subtypes
TSbSS (two-partner passenger-translocators) and TSeSS (trimeric auto-
transporters) were identified for one Weltevreden clinical isolate. These
subtypes are characterized by the use of the Sec translocase to pass
through the inner membrane to the periplasmatic space. Finally,
mangdatory genes abe and omf belonging to T1SS were detected for all
both environmental and clinical genomes.

4. Discussion

Surface water is an inhospitable environment for Salmonella, there-
fore the ability to survive, resist, and adapt are conditioning factors that
can determine the continuity of its life eyele (Liv et al, 2018), During its
passage through the environment, Salmonella manages to be part of the
microbial community of diverse environments, among which stand out
the soil and the water where it has been reported that it manages to stay
for long periods (Gorski et al., 2011; Maminez-Urtaza et al., 2004),
However, the behavior of Salmonella in adverse aquatic environments
has been poorly studied (Levantesi et al, 2012). The metabolic and
genetic changes that adverse aquatic environments exert on the Salmo-
nella colonization and adaptation processes are yet to be discovered.
There have been efforts to address this question. Medrano-Felix er al
(2018) reported the metabolic profiles and diversity of carbohydrates
used by Salmonella isolates under river water conditions (Mediano-Felix
et al,, 2018) Also, Estinda-Acosta et al. (2015) determined how aquatic
environments affect Salmonella’s capacity to infect hosts (Estinda-
Acosta et al, 2018). High-resolution genomic signatures could be
another piece in the puzzle to understand Salmonella’s ability to colo-
nize natural environments as river water and at what cost.

The construction of pangenome enabled the identification of
serovars-specific genetic signature in isolates from both environmental
and clinical sources. Also, accessory genome detection and quantifica-
tion increased the understanding of the isolation sources, virulence and

Table 3
Intact lysogenic phages and cargo genes detected in clinical and environmental genomes.
Salmonella Sample Source No of Best match (kb) Virulence genes
serovar phage oa phage
Saimtpaul CFSANO473S1 Eanvironmental 2 Entero P88_NC 026014(21), Phage Gifsy 2 NC 010393(47) w0pk
CFSANOO4173 Clinical 2 Phage Gifsy_I_NC_010392(39), Salmon_ST64T_NC_004348(24) -
CPSANOO4174 Clinjcal 2 Phage Gifsy_1_NC_010392(39), Salmon_ST64T_NC_004348(24) -
CFSANOO4175 Clinical 2 Phage Gifsy_1_ NC_010392(39), Salmon_ST6AT_NC_ 004345(24) -
Weltevreden CFSANO47349 Environmental 6 Entero PsP3_NC 005340(35), Gifsy_I NC_01039%(26), Haemop HP1_NC 001697(18), ssel/afH, cdtB,
Haemop_HP1 NC_001697(19), Phage Gifsy_2 NC_010393(46), pltA
Salmon _Fels_1_NC_010391(27),
2511STDYS462388  Cliniead 8 Entero PsP3 NC 0053408(36), Phage Gifsy 1 NC 010392(25), ssel/sfH, odtB
Phage Gifsy_2 NC_010393(47), Salmon_118970 _sal3 NC 031940(27),
Salmon epsilonl 5 NC 004775(36), Salmon _Feks 1 NC 010391(20),
Salmon _g341¢ NC_013059(48), Salmon SEN34 NC_028699%(33)
2511STDYS5662413  Clinical 8 Entero PsP3 NC.005340(36), Escher phiV10_ NC_007804(36), Gifsy_1_NC_0103%25), shdA, ssel/sfH,
Phage _Gifey_2 NC_010393(46), Salmon_118970 sal3 NC 031940(61), zur/yjbK
Salmon _Fels_1_NC_010391(20), Salmon SEN34 NC_028699(33),
Shigel SAV_NC 022749(1)
2511STDYS5712385  Clinical 4 Entero PsP3 NC005340(35), Phage Gifsy_1_ NC_010392(23), ssel/sfH, edtB,
Phage Gifsy 2 NC 010393(36), Salmon _Fels | NC 010391(29) pitA
Thompson CFSANO47352 Eavironmental 1 Phage Gifsy_1 NC_010392(39) gogh
PNUSAS19186 Clinical 1 Salmon _Fels_2 NC_010463(28) -
RM1984 Chlinical 1 Phage Gifsy_I_NC_010392(39) gogB
PNUSAS19450 Clinical 0 - -
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Table 4
Prophage target identified in spacer sequences in CRIPSR arrays in Salmonella serovars.
S. entenica serovar Sample Source CRISPR number Cas cluster Spacer
no target gene
Saintpaul CFSAN047351 Enviroamental 2 CAS-TypelE 22 prophage Phage tail protein
13 - =
CFSANDO4173 Clinical 2 CAS-TypelE 20 prophage Phage tail protein
15 - Z
CFSANOO4 174 Clinical 2 CAS-TypelE 20 prophage Phage tail protein
15 - -
CFSANOO4175 Clinical 2 CAS-TypelE 20 prophage Phage tail protein
15 - -
Weltevreden CPSANO47349 Enviroamental 2 CAS-TypelE 34 - -
44 - .
2511STDY5462388 Clinical 2 CAS-TypelE 40 prophage phage holin
25 prophage Phage tail protein
25115TDY5662413 Clinical 2 CAS-TypelE 32 prophage phage holin
29 prophage Phage tail protein
2511STDY5712385 Clinical 2 CAS-TypelE 38 - -
25 prophage Phage tail protein
Thompson CFSAN047352 Enviroamental 2 CAS-TypelE 14 - -
18 - »
PNUSAS19186 Clinical 2 CAS-TypelE 17 - -
28 - -
PNUSAS19450 Clinical 2 CAS-TypelE 19 - -
23 - -
RM1984 Clinical 2 CAS-TypelE 26 - -
18 -
genomes, a high level of gene duplication, which might relate to the
) evolutionary process in many prokaryotic organisms. Therefore, the
Salmonella Secretion System faster the bacteria settle in the environment, the lesser need for dupli-
10 cation of genes is generated (Bratlie et nl., 2010). Furthermore, a small
% number of protein families (~ 5021 groups) detected in the serovars
& under study, reflects the flexibility of those genes in their ability toadapt
Lod new function indicating the that the preferred mode of adaptation
o consists in the exploration of new strategies by gene duplication or
2 mutation(Lapierre and Gogarten, 2009). Singletons of pseudogenes
2 were detected for all three serovars, supporting the notion that the
Se evolution of S. enterica serovars towards becoming host-adapted and
X host-restricted is characterized by the accumulation of pseudogenes
’2 m (Waldner et al, 2012). The superoxide dismutase gene is a genome-

Flagellum ns T355 T4 twef 155 TSbSS T5455

sEmveormental  m Clinical

Fig. 5. Salmonella enterica serovars Saintpaul, Thompson, and Weltevreden
secretion sy ! ion. Envi al g are d 1 in blue and
clinical in orange. Each bar is labeled with the secretion systems detected.

resistance potential difference (Guimnries et al., 2015). To this end, we
determined that serovar Saintpaul holds the biggest number of cloud-
related genes with detectable environmental and clinical gene clusters,
followed by S. Weltevreden and serovar Thompson. Serovar Weltevre-
den showed the biggest genetic variation in the pangenome among
clinical and environmental isolates, this could be to the submissive
genome structure characterized by the ability to routinely acquired and
lose genetic material as previously reported for this serovar (Makendi
et al, 2016). However, a similar number of core genes clustered among
and within all serovars were detected. Therefore, a basic set of genes
present in all Salmonella could be a testimony to the conservative nature
of evolution (Lapierre and Gogarten, 2009). Genes related to the basic
biology of Salmonella such transport and metabolism of carbohydrates,
cell wall and envelope biogenesis, DNA process (replication, transcrip-
tion and translation), intracellular trafficking, secretion and vesicular
transport were found as the main component of core genome (Anjum
et al., 2005).

Environmental stressful conditions may trigger, in shell and cloud

constituent of Salmonella. In aquatic environments, the gene expres-
sion results in the prevention of the oxidation process set by phagocytic
superoxide (Tidhar et al., 2015). Moreover, environmental isolates must
survive predation from bacteriophage and predatory bacteria, under this
context we detected biofilm formation genes which have been reported
as a defense mechanism by a membrane rearrangement to avoid being
ingested (Exken et al., 2013), Also, T3SS has been described as an E. coli
and V. parahaemolyticus strategy to survive inside trophozoites of
A. castellanii and C. roenbergensis which are predominant protozoa in
natural environments such river and ocean water (Matz et al, 2011;
Siddiqui et al,, 2011), these strategies may additionally help Salmonella
to predation evasion and survival in non-host environments.

D-galactose operon, present in all environmental isolate genomes,
plays a erucial role in the degradation process of the D-galactonate.
Humans are not the principal source of D-galactose contrary only a mere
fraction is produced. Most production comes from nature, mainly pro-
karyotic cells (Singh et al, 2019), The metabolic flexibility by Salmonella
during D- galactonate degradation (Selzer, 2016) makes the bacteria
swvive, establish, and persist in river water with high possibility to
reach back human hosts by means of consumption of contaminated food
or water.

Nevertheless, type Il and IV secretory pathways genes, toxins, pilus
assembly, and mandatory genes detected mainly in clinical isolates,
contribute to bacterial colonization by the invasion of phagocytic and
non-phagocytic cells (Ibarrn and Steele-Mortimer, 2009), T3SS is an
essential secretion system for actin rearrangements required for
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Salmonella intemalization, pathogenicity, and survival inside the host.
Moreover, this system has been found as crucial for other pathogenic
bacteria as Yersinia and Shigella (Green and Mecsas, 2016). Additionally,
Salmonella easies the cellular intemalization with T1SS, fimbriae
adherence, and, flagella. For example, Ipf operon detected for serovars
Saintpaul and Thompson plays an important role in Salmoneila adhesion
to Peyer's patches, the portal of entry for all non-typhoidal Salmonella
infections (Wagner and Hensel, 2011). The presence/absence of vinu-
lence operons found in this work suggest that fimbriae represent a
source of diversity among Salmonella serovars as previously reported for
several authors (Dufresne et al, 2018). Even though TSSS is not
described as an essential system for Salmonella, it may contribute to
bacterial virulence. The secretion of substrates may serve as toxins and
receptor binding proteins (Wells and Henderson, 2013).

Bacteria infected with lysogenic phages produce a more diversified
progeny including increases in virulence factors (Gupta et al, 2019).
Moreover, Gifsy-1 and Gifsy-2 like phage are the most common phages
found in Salmonella genomes and had been reported in other Salmonella
serovars as Typhimurium playing an important role in the contribution
of virulence (Ho nnd Slauch, 2001). SstB and gogB were identified as
important cargo genes of Gifsy-1 and Gifsy-2 which have a principal role
in activating global regulon of acquired genes (Worley et al., 2000) and
increasing Salmonella survival after phagocytosis (Kutter and Sulukve-
lidze, 2004), respectively. Our study supports the notion that phages
have an important role in the pathogenicity in Salmonella serovars.

CRISPR-Cas is an immunity strategy to avoid phage attack based ina
set of Cas proteins with functional domains related to nucleases, heli-
cases, and polynucleotide-binding proteins (Medina-Aparicio et al,
2018), due to the high death rate (4-50% killed bacteria) caused by
phage lysis. Here we report that Salmonella genomes have the CRISPR
array 1 (CRISPR1) associated with the Type LE set of cas genes, which
had been exclusively reported for Salmonella (Shatint et ol 2015) and
other Enterobactericeae members as E coli. Spacer contained in the
CRISPR arrays provide a memory of the foreign elements that have
invaded Salmonella. The 38% of spacers found in this study belong to
phages, representing higher values than reported for other studies with
10% associated values, Non identified spacer sequences are believed to
correspond to plasmids and their own genome sequence as shown in
other studies (Medinn-Aparicio et al, 2018). Differences in spacer
numbers were detected among isolation sources, for example, clinical
isolates belonging to serovar Thompson displayed higher numbers
associated with spacers. This could be explained under a microbial
adaptation context considering that environmental isolates rely on HGT
mechanism to fit the non-host environment and the acquisition of CRIPR
elements had been reported as a bawrier for HGT, the reason why bac-
teria may eliminate or reduce CRISPR elements (Westin et al., 2016),
Nevertheless, further studies may be conducted.

By the employment of AMRfinder all studied serovars concurred with
the same pattem of antibiotic resistance and stress response. Interest-
ingly, the metallochaperone arsD which is a constituent gene in ars
operon providing arsenic resistance in natwral environments and in-
dustrial contaminated sites (Jackson and Dugas, 2003) was the only
difference detected in the environmental Thompson and Weltevreden
isolates respecting the clinical ones. This adaptive signature gives Sal-
monella ways to survive and establish themselves in non-host environ-
ments such as high arsenic river water (Josrger et al,, 2010). The parC
mutation observed in both isolates (environmental and clinical)
analyzed in the present study is the same that Salmonella Typhimurium
and E. coli poses. This mutation provides resistance to fluoroquinolones
due to amino acid change in the ParC subunit of topoisomerase IV,
which is the second target of quinolones, and a growing worldwide
problem (Baucheron et al, 2004; Dalhoff, 2012).

5. Conclusion

In the spite of the limited number of analyzed genomes in this study,

) o

o and Evolt 90 (2021) 104771

the application of WGS and bioinformatics approaches allowed a
comprehensive analysis and full genomic comparison between Salmo-
nella isolates from environmental and clinical sources. Genes associated
with stress resistance and metabolic pathways were identified as envi-
ronmental isolates signature that may represent an adaptation and
survival advantage in non-host environments as river water, suggesting
that the isolation source plays an important role in genome plasticity. In
addition to HGT we identified gene duplication and pseudogenes accu-
mulation as environmental survival strategies characterized by genome
rearrangements. According to the accessory genome of dlinical isolates,
secretion system, flagellum, and virulence genes seem to be preserved
among all genomes as essential elements to invade, intemalize, and
cause pathogenesis. The most common phages sequences as Gifsy_land
Gifsy 2 reported for Salmonella were detected, these held virulence
cargo genes contributing of bacterial virulence, supporting the idea that
horizontal gene transfer enhanced bacterial fitness.
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Abstract

As the human population grows, an increase in food trade is needed. This elevates the risk of
contamination and epidemiological outbreaks. One of the prevalent bacteria in Mexico has been
Salmonella Oranienburg. This work describes the genetic composition of 162 Mexican S.
Oranienburg genomes. Bioinformatic analysis was used to explore genomic relatedness. A major
clonal group formed by ST23 was identified comprising 4 STs with one allelic profile difference.
Genomic similarity based on SNPs was identified among isolates with a maximum difference of
202 SNPs; in particular clades, up to 50 SNPs were detected from different isolation sources.
Typical virulence genes for Salmonella host invasion and colonization as RpoS, fimbria type 1,
and, T3SS were found common for all isolates, showing the presence of genetic machinery to cause
diseases. This study suggests that Mexican S. Oranienburg strains are potential pathogens

circulating continuously in the region between hosts and the environment.

Keywords: S. Oranienburg, genome comparison, SNP, Sequence Type (ST), epidemiology
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Introduction

Since the earliest 80°s, there has been a dramatic increase in international fresh produce trading by
exportation or importation (Shimizu, 2022). 40 years later, developing countries rely on these
economic activities as one of the major sources of richness for them (Lengai et al., 2022). This has
achieved greater diversification and access to a vast product diversity which otherwise we could
not have (FAO, 2020). Mexico has not been the exception to this. According to the Banco de
México (2022), this country is in the 12" place as an exporter and importer with a generated sum
of 465 billion dollars, equivalent to 49% of the gross national product (GNP). In addition to this,
Mexican exportations represented 37.9% of the total LATAM (Latin America) exportations getting

first place for this activity (Pacifico, 2009).

Nevertheless, fresh produce production and animal food trading have an important role in the
spread of disease-causing organisms among people by the contaminated food intake or contact
which can occur during the food production chain (primary production, slaughterhouse, processing,
storage, and distribution) (Lipkin, 2013; Savelli et al., 2019). The World Health Organization
(WHO) estimated that 600 million people (1 in 10 people in the world) get sick from the
consumption of contaminated food causing an economic burden of 110 billion dollars per year
associated with productivity and medical expenses. For its part, the European Food Safety
Authority (EFSA) and The Centers for Disease Control and Prevention (CDC), reported

Salmonella as one of the most frequent agents in food outbreaks.

Multiple recalls have been made by the Food and Drug Administration (FDA) related to Mexican
products, associating with S. enterica serovar Oranienburg. For example, in 2021 an outbreak
associated with onions from the State of Chihuahua caused 1,040 illnesses and 260 hospitalizations

in the District of Columbia and Puerto Rico (CDC, 2022). In addition to this, S. Oranienburg has
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been reported as one of the most common isolated serotypes in water, soil, and packing surfaces in
Mexico (Contreras-Soto et al., 2018). Also has been responsible for the outbreak of 150 inmates in
a Mexican prison (Véazquez-Garciduerias et al., 2014), prevalent isolated from captive animal feces
(Silva-Hidalgo et al., 2012) and found in an integrative food chain surveillance system (Zaidi et

al., 2008).

Due to the epidemiological importance for a fast and accurate etiological agent identification, a
broad array of techniques have been used for food-borne outbreaks investigation (Sandt et al.,
2006). Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was considered as the gold standard for bacteria
identification by the generation of DNA fingerprints (Neoh et al., 2019). However, technique
limitations such as time consuming, low resolution for genetic relatedness strains, and some strains
cannot be typed by this technique (Hedberg et al., 2001). These issues have resulted in the migration

toward more sensitive techniques as whole genome sequencing.

With the big break of modern sequencing technologies and the optimization of computational
algorithms, the analysis of bacterial genomes represents a big chance to introduce higher level of
resolution to identify etiological agents from a new perspective in this open and trading world. The
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) approach has been widely used for outbreak identification
and surveillance purposes (Coipan et al., 2020; Connor et al., 2015; Gymoese et al., 2017). The
exploration of genome information could lead to the creation of genomic catalogs to know bacterial
population structure and their main characteristics, resulting in valuable information to better
understand bacteria biology and establish containment measures to prevent their spread (Connor et

al., 2015).

In this regard, the aim of this work is to explore and describe the entire genetic atlas of the S.

Oranienburg in Mexican populations due to the national and international importance of this
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Salmonella serovar in food and fresh producers related infections. These approaches can enhance
the management of the infections by improving the knowledge of this bacteria and also can have a
significative role as food defense evidence. Furthermore, by understanding the genetic
relationships among S. Oranienburg populations from the environment will enable us, to detect and

respond to the emergence of strains with pathogenic potential.

Methods

DNA extraction and genome sequencing

A total of 53 Salmonella enterica serovar Oranienburg strains were isolated from 3 different
environmental sources (23 from artificial waterways, 16 from river water, and 14 from
asymptomatic domestic animals). The strains were obtained from the collection of the National
Food Safety Laboratory (LANIIA) at the Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
(CIAD), Culiacan, Mexico. DNA extraction was performed using the DNeasy Blood & Tissue Kit
(QIAGEN, Mexico City, Mexico) according to the manufacturer’s instructions. The concentration
of the extracted DNA was determined using the Qubit dSDNA Broad Range Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). For sequencing, genomic DNA from each S. Oranienburg
strain was adjusted to a 0.2 ng/uL concentration and aliquoted at a final amount of 1 ng for
preparing genomic DNA libraries with the Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina
Inc., San Diego, CA, USA). Subsequently, the prepared genomic libraries were sequenced using a
MiSeq™ Reagent Kit v2 (300-cycle format) to obtain a 2x150 bp paired-end read output with a
MiSeq™ System (Illumina, Inc.) at the Earlham Institute (Norwich Research Park, Norwich,

United Kingdom). In addition, 109 Mexican environmental genomes belonging to S. Oranienburg

70



were downloaded (Supplementary Table 1) in FASTA format from the National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

Quality control evaluation and reads assembly

Reads initial quality was evaluated using FASTQC (Andrews, 2017). Next, the first 20 bp were
removed from each read and a 4-base wide sliding window was used to cut when the average Phred
quality score per base was below 15 using Trimommatic v0.32 (Bolger et al., 2014). Reads less
than 50 bp were removed from the dataset. Draft genomes were assembled de novo with the
pipeline A5-miseq v20160825 (Coil et al., 2015). Resulted assemblies were selected according to

genome size, N50, and scaffolds number.

Taxonomy and ST assignation

Salmonella in silico typing resource (SISTR) stand-alone version (Yoshida et al., 2016) was used
to corroborate the taxonomy identity in the previously assembled and downloaded S. Oranienburg
genomes. MLST program (Jolley et al., 2018) was used to scan the assemblies’ files against
PubMLST Salmonella typing schemes (Achtman et al., 2012). Only genomes belonging to S.
Oranienburg were included in the following analysis. A spanning tree was created to show ST

diversity and locus variants using PHYLOViZ online version (Francisco et al., 2012).

Core SNP phylogenetic tree construction

A SNP core genome alignment from 165 S. Oranienburg assemblies was performed using Snippy
(Torsten Seemann, 2018a) with the option snippy-multi to simplify the running of isolates against
the closed S. Oranienburg strain CFSANO076211 (GCA _003710145.1). Ambiguous characters were
removed from the alignment and replaced with N using the snippy-clean_full_aln. A maximum-

likelihood tree was constructed using the resulting core alignment considering 1000 bootstrap
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replicates with 1Q-TREE (Trifinopoulos et al., 2016) with the automatic model selection option.
Tree file was visualized and edited with the Interactive Tree Of Life (iTOL) (Letunic & Bork,

2019).

Genomic analysis

To explore genomic similarity in terms of SNPs among all S. Oranienburg isolates an SNP matrix
was constructed using the program snp-dists 0.8.2 (Torsten Seemann, 2018b) converting the multi-
FASTA core alignment to a numerical matrix. The versatile matrix visualization and analysis
software MORPHEUS (Morpheus, n.d.) was used to create a heatmap. In addition, a cladogram
and a Pearson correlation were performed to explore the relationship strength between the isolates.
Virulence genes were explored by ABRicate v 1.0.1 (T Seemann, 2018) considering the Virulence

Factor Database (VFDB) with a coverage of >90% and an identity >95%.

Results

MLST in silico analysis revealed 9 different ST profiles for the 165 Mexican S. Oranienburg
genomes (Figure 1). The most prevalent group was ST23 (86%, n=142), serving as founder for the
other eight STs. In addition, ST2683, ST2654, ST3111 and ST2751 were found as single locus
variants (SLV) regard to ST23. For example, ST2654 only differs in aroC alelle, ST2683, and
ST3111 in hemD allele, and finally ST2751 in hisD allele. On the other hand, four STs groups
(ST50, ST 1510, ST174, ST32) with 7 alleles differences (aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA,

and thrA) regard to founder ST were found.

Genomic similarity among S. Oranienburg genomes was tested by a maximum likelihood
phylogenetic tree construction (Figure 2). Seven clades designated from A to G were found and

colored according to observed aggrupation. All isolation sources were classified into 3 general
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categories: food, water, and animal. Nevertheless, no specific isolation source clade was found, on
the contrary, all 53 genomes from this study were grouped based on genetic similarity in different
clades. A high genetic relatedness between the public repositories genomes and those obtained in
this research was observed despite isolation source. For example, clade D (Figure 2) groups local
isolates from river and animal sources that showed close relationship with previous reported
genomes from the 3 general categories. In addition to this, clade A and B were the most abundant
clades respecting the different isolation sources and the number of genomes included on each clade.
Genomes from this study and the previously reported genomes were found homogeneously among

clades suggesting a close phylogenetic relationship despite collection date or isolation source.

To quantify differences in core genome in terms of SNPs a SNP distance matrix was constructed
(Figure 3). The distance matrix revealed a variation ranging from 1 as a minimum to 202 SNPs as
a maximum among isolates. Additionally, a Pearson correlation was performed in order to show
the measure of linear correlation strength among isolates (Figure 4). Genomes included in each of
the high similarity blocks were found as close independent clades. For instance, first red block
isolates form part of the clade D (Figure 2). In the other hand, blue blocks are forming an
independent clade but the main difference between red blocks is the length of the branches that
represent genomic relatedness among isolates. Under this context, clade A and B are formed

(Figure 2).

Regarding the virulence profile, an average of 146 virulence genes were found as a conservative
collection for all strains (Supplementary Figure 1). Major regulator genes Fur and RpoS for ferric
uptake and the production of fimbriae were found. The fim cluster fimA, I, C,D,H, F, Z, Y, and W,
and the single operon were found for all isolates. The curli fimbriae operon csgBAC and the master

regulatory gene for adhesive curli fimbriae expression csgD were consistent for all strains.
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Virulence cassette ssaA belonging to Salmonella pathogenicity island (SPI-2) was found. Its main
role is the secretion of effector proteins to facilitate the replication of intracellular bacteria. The
genes sopAD, AvrA, SipABC related to the TTSS-1 secreted effectors were constant for the genome
collection. The magnesium uptake genes MgtBC necessary for intracellular survival and virulence
were also found. The gene duo entAB associated with the iron acquisition was found. Interestingly,
in the sporadic episodes of diarrhea in humans and animals the EAST1 toxin was found for only a
strain that was isolated from serrano pepper (SORA2008JA02). In addition to this, the precursor
of an enterobactin pathway 2,3-dihydrobenzoic acid was found for a single strain isolated from
river water (C-ORA09001). The only not consistent gene among all isolates was ratB which has

an intestinal persistence role.

Discussion

Even though S. Oranienburg is one of the top 10 serovars reported in Mexico of the most prevalent
pathogens S. serovars, it is responsible for worldwide outbreaks and food recalls in
developed/developing countries such as Mexico. In addition to this, S. Oranienburg is included on
the list of most frequently isolated Salmonella serovars in humans and the agri-food sector over a
period of 10 years (Cherchame, llango, et al., 2022). Despite the epidemiological importance of S.
Oranienburg, a limited number of genomic studies have been performed. This work represents an
effort in the elucidation of genomic diversity and genomic structure by genome-wide analysis

approach for this serovar.

In the analyzed samples, the most common isolation source for this serovar was the water (river

and canal), which coincides with the data reported by U. S. Department of Agriculture (USDA)

74



which found a high prevalence of S. Oranienburg on surface water in the agricultural region of the

central coastal regions in California during a five-year survey (Lisa et al., 2022).

Genomic comparisons suggest that Mexican S. Oranienburg population display low genetic
diversity, based on the limited number of STs, SNPs difference and virulence profile found among
genomes even when strains were isolated from different sources and years. These compared with
other studies. For example, a high difference of 870 SNPs were observed among 10 S. enterica
genomes (Rahman et al., 2022b). In addition to this, genetic studies focused on four S. Montevideo
linages have shown differences of up to 17,600 SNPs among clades (Rahman et al., 2022b). For
its part, Rahman et al., reported strongly geographically clustered populations of S. Typhi from 49
clades, he suggests that subclades can be identified from 68 SNPs thorough a genotyping approach

(Rahman et al., 2022b).

Despite the low number of studies worldwide focused on S. Oranienburg, previous works had
observed low homogeneity genomic patterns for this serovar on isolated captive reptiles in the
Czech Republic (Tomastikova et al., 2017). Although this research does not conclude the
directionality of S. Oranienburg transmission, the genomic similarity exhibited and the indifferent
grouping to the isolation site in the phylogenetic tree suggest that S. Oranienburg strains are in
constant circulation among animals and transmission to food by the fecal-oral via. These findings
coincide with Toro et al. (2016) and Bloomfield et al (2017) studies focused on different serovars
that suggest S. enterica is being transmitted bi-directionally (Bloomfield et al., 2017; Toro et al.,

2016).

S. Oranienburg has been previously identified from environmental, food, and animal isolation
sources (Contreras-Soto et al., 2018) in Mexico. Nevertheless, no genomic studies concerning

genomic structure were performed. Under this context, ST23 was shown by MLST as the
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predominant ST in Mexico with the presence of 86% from all strains, displaying high clonal
similarity among all strains assigned to the same ST group. Moreover, S. Oranienburg population
is integrated by a unique clonal complex formed by 5 STs (ST23, ST2654, ST2683, ST2751, and

ST3111) sharing six of the seven identical alleles (Enright et al., 2002).

This supports the idea that S. Oranienburg population structure is monophyletic for sharing a most
common ancestor (MRCA) among isolates. Nevertheless, global S. Oranienburg population should
be considered. This finding differs from other studies where S. Oranienburg was found scattered
across different linages (Cherchame, llango, et al., 2022). Nevertheless, STs found in the previous
work as part of lineage one (ST23 and ST174), coincide with the STs found in this study forming
part of the same Mexican lineage, maybe this could explain the close aggrupation among Mexican

isolates.

Owing to the genetic diversity nature of the Salmonella genus the use of genomic analysis plays
an important role in their differentiation. The identification of core SNPs has been one of the main
criteria for determining relatedness among isolates (Q. Wang et al., 2015). This strategy is today a
key element in outbreaks investigation and traceback procedures (Le & Diep, 2013). Several works
rely on SNPs as a crucial criterion in the establishment of presumptive or responsible outbreaks
strains (Cherchame, Guillier, et al., 2022; den Bakker et al., 2011; Rahman et al., 2022a) For
example, 250 confirmed polymorphisms in S. enteritidis have been used to differentiate
subpopulations (Guard et al., 2011). Moreover, SNPs differentiation has generated more
epidemiological information than even gold-standard techniques such as pulsed-field gel

electrophoresis (Scaltriti et al., 2015).

In our study, a maximum total of 202 SNPs were found for the strains. The small difference

demonstrates high genetic similarity among isolates despite isolation source and even isolation
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year. The evidence suggested that S. Oranienburg has been in circulation in Mexico through a
recurrent environmental and host exchange, for example, Clade D integrated by strains isolated
from water and animals were quite similar with no more than 20 SNPs. This means that clonal
descendent of the same strain were persistent among environmental and animal reservoir in the
region of Sinaloa over a period of two years. Previous information can help us to investigate
outbreaks in clonally related strains (differing by <100 SNPs). Against this background, the SNP
number, phylogenetic inference, and isolation source of outbreaks producers’ strains could be

potentially used to put one’s finger on outbreaks’ responsible strains.

The genotype of S. Oranienburg population presents a conserved virulence profile. Genes involved
in Type Il secretion system (T3SS) assembly, magnesium uptake, adhesion, and stress response
were consistently found for all genomes. This category has been observed in well-known
pathogenic Salmonella serovar as Typhi (Al-Khafaji et al., 2021; Kaur & Jain, 2012) and
Typhimurium (Dos Santos et al., 2019; Johnson et al., 2018) as an essential gene repertory to
invade, survive, reproduce and cause a gastrointestinal clinical profile (Jajere, 2019). For example,
the sigma factor RpoS, has been described as in control of the adaptative response to environmental
stress, virulence, and biofilm formation (Lago et al., 2017). The presence of type 1 fimbria plays
an important role in the initial attachment to host intestinal mucosa causing persistence and
pathogenesis (Kolenda et al., 2019). The punctual identification of previously mentioned virulence
markers suggests that this serotype has the potential to infect a host and trigger a pathogenesis

process in it.
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Conclusion

The genomic structure of the genome collection of S. Oranienburg from Mexico exhibited low
genomic diversity regarding STs, SNPs, and virulence profile. ST23 was found as prevalent
forming a unique clonal complex with ST2654, ST2683, 2751, and ST3111, differing in one allele
according to the MLST profile. Phylogenetic inference revealed and independent aggrupation
pattern respecting strain isolation source, which could be represented by a constant introduction
and circulation of this serovar from water, asymptomatic domestic animals, and food. SNP analysis
revealed genetic similarity among strains. A maximum difference of 204 SNPs was detected.
Nevertheless, specific clades with less than 50 SNPs were found. The phylogenetic core genome
could have potential use for epidemiological investigations due to the identification of emergency
pathogens that group or share few SNPs. Moreover, all strains have pathogenic potential according
to the punctual identification of virulence markers related to cell invasion, effector proteins, curli
fibers, siderophores, and macrophage survival, suggesting that this serotype has the potential to
infect, and host trigger a pathogenesis process. We suggest taking this information into account for

the outbreak’s future identification.
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32

Figure 1. Spanning tree for S. Oranienburg genomes. The found 9 STs are represented in different color
circles. Red numbers indicate the number of allele variants against the founder ST23. Circles size do not

represent the proportion of genomes associated to each ST.
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Figure 2. Core genome phylogenetic tree of 165 Mexican S. Oranienburg isolates. Specific clades are
colored in different colors. Bootstraps higher than >85 are shown in blue circles. Outer ring represents
isolation source. Tree scale bar indicate the genetic change amount of 0.001 expressed in substitutions per

site.
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Figure 3. Heatmap based on SNPs distance among S. Oranienburg genomes. The number of SNPs are

represented by color gradient. Blue denotates 0 SNPs while red 202.
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Figure 4. Heatmap based on SNP distance among S. Oranienburg core genomes. Colors indicate Pearson
correlation coefficient. Red shows positive correlation (values near +1) while blue negative correlation (-1)

and white no correlation (values near 0).
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4. CONCLUSIONES GENERALES

Salmonella enterica de la region de Culiacan, Sinaloa de diversas fuentes ambientales
presentaron alto grado de similitud genética de acuerdo al bajo nimero de SNPs detectados. Lo
que sugiere que esta se encuentra recirculando en la regién. En cuanto a su estructura poblacional,
un grupo clonal identificado como ST23, correspondiente al serotipo Oranienburg fue encontrado.
Genes asociados a la resistencia al estrés ambiental y de rutas metabolicas fueron encontrados en
los aislados ambientales, lo que podria representar una ventaja adaptativa y de supervivencia en
ambientes no hospederos, lo que sugiere que el punto de aislamiento juega un papel muy importante
en la plasticidad genomica. Por el contrario, en los aislados clinicos se identificaron genes
asociados a virulencia como flagelares y de sistemas de secrecion, los cuales juegan un papel
fundamental en la colonizacién, invasion y establecimiento en el hospedero. Adicionalmente, se
encontrd que entre los mecanismos que median la adaptacion de Salmonella en el ambiente se

encuentran la duplicacion genética y acumulacién de pseudogenes, como principales.
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5. RECOMENDACIONES

Para futuros proyectos se recomienda aislar y secuenciar cepas de origen clinico para
ampliar nuestro catalogo de genomas, los cuales pueden ser utilizados para tener una perspectiva
mas contextual de las diferencias genéticas encontradas entre los aislados ambientales y clinicos.
De igual forma seria interesante explorar los genes de resistencia en dichas cepas, para proponer
tratamientos adecuados de acuerdo a dichos genes, ya que este problema se acrecienta afio con afio
afectando a millones de personas. Otro aspecto interesante es enriquecer la base genémica con
aislados de un periodo de tiempo mayor, esto con la finalidad de mejorar la sefial espacio temporal.
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