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8. Resumen

Salmonella Typhimurium variante Monofésica (STVM) se ha convertido en un
problema de salud puablica a nivel global, por la sucesiva aparicion de clones dominantes y
rapida diseminacion. En Colombia, el Instituto Nacional de Salud, reporta la circulacion de
esta variante para el afio 2015, posicionada en sexto lugar entre los 20 serovares aislados
con mayor frecuencia de Salmonella spp. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar
genotipicamente los aislamientos de STVM colombianos confirmando el tipo de clon
circulante a nivel nacional. En el presente estudio se incluyeron los genomas completos de
21 aislamientos clinicos colombianos de STVM, que se analizaron mediante herramientas
computacionales y de gendmica comparativa. Los resultados sugieren una alta plasticidad
genomica en cepas de STVM mediada por la adquisicién de elementos genéticos moviles y
conjugativos que confieren tolerancia a metales pesados y resistencia a antibioticos.
También, se observo la ausencia de genes involucrados en procesos de adhesion, invasion y
colonizacion, reflejando procesos de adaptacion de la nueva serovariedad independiente del
linaje clonal, fuente u origen geogréfico.

Palabras Clave: Salmonella Typhimurium, variante monofésica, profago, antibiotico-

resistencia, plasmidos, plasticidad gendmica, mutaciones, flagelo, secuenciotipo, SPI, SGI



9. Abstract

Salmonella Typhimurium Monophasic variant (STVM), has become a problem in public
health globally due to its sudden rise of dominant clones and fast spread. In Colombia, the
National Institute of Health reported the circulation of this variant since 2015, ranked sixth
among the 20 Salmonella serovars isolated with the highest frequency. Our aim was to
characterize genotypically the STVM Colombian isolates confirming the clone-type
spreading nationwide. In this study, we included a whole-genome sequencing dataset of 21
Colombian clinical isolates of STVM that were analyzed by using bioinformatics and
comparative genomics tools. Our results suggest high genomic plasticity in STVM strains
mediated by the acquisition of mobile and conjugative genetic elements, conferring heavy
metal tolerance and antibiotic resistance. Moreover, the absence of genes involved in
adhesion, invasion, and colonization processes suggest an adaptation process of the new

serovar, independently of clonal lineage, source, or geographical origin.

Key Words: Salmonella Typhimurium, monophasic variant, prophage, antibiotic-
resistance, plasmids, genomic plasticity, mutations, flagellum, sequence, SPI, SGI.



Introduccion

Salmonella spp. es una de las principales causas de enfermedad diarreica a nivel
global; segun la organizacion mundial de la salud (OMS), se estima que una de cada diez
personas adquiere este patdgeno por ingesta de agua o comida contaminada y anualmente
se reportan méas de 550 millones de casos (World health Organization, 2018). Su transmision
se da por contaminacion fecal-oral de alimentos o agua, y la infeccion por este patdégeno
representa un problema considerable tanto en los paises en via de desarrollo como en los
desarrollados (Majowicz et al., 2010).

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae de bacilos Gram-
negativos, cuenta con dos especies Salmonella bongori y Salmonella enterica que contiene
mas de 2600 serovares. Salmonella enterica subespecie enterica serovar Typhimurium (S.
Typhimurium) es uno de los principales serovares y es el agente etioldgico de la Enfermedad
Diarreica Aguda (EDA) originada por intoxicacion alimentaria (Barreto, Castillo-Ruiz, &
Retamal, 2016).

En S. Typhimurium se ha descrito la sucesiva aparicion de clones dominantes
resistentes a multiples farmacos, diferenciados por el tipo de secuenciotipo y fagotipo
(Garcia, Malorny, Hauser, Mendoza, & Rodicio, 2013; Petrovska et al., 2016). A mediados
de la década de 1990, especialmente en Europa y Estados Unidos, surge una serovariedad
con gran relevancia epidemiologica denominada Salmonella Typhimurium Variante
Monofésica (STVM) cuya formula antigénicaes 1,4, [5], 12: i: -. Esta variante se caracteriza
por la falta de expresion del antigeno flagelar de fase 2; presenta resistencia a ampicilina,
estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclinas (ASSuT) (Garcia et al., 2016; Seixas et al.,
2016). Ademas, esta relacionada con infecciones transmitidas por alimentos como la carne
de cerdo, y su alta diseminacion a nivel global (Lan, Gaucher, Nhan, Letellier, & Quessy,
2018; Lynch et al., 2017; Weaver et al., 2017).

En Colombia, el programa de vigilancia de enfermedad diarreica aguda (EDA),
liderado por el Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud (INS) realiza la
confirmacion y caracterizacion de los aislamientos de Salmonella spp. recuperados a partir
de muestra clinicas en el pais, desde hace mas de 20 afios. A partir del afio 2015 se reportd

la circulacion de una variante monoféasica de S. Typhimurium (Montafio V, Sossa U, &
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Correa C, 2018), se estima que el 67% de los aislamientos entre los afios 2015-2018 (n=174)
corresponde a STVM, con ausencia total o parcial del operon fljAB que codifica para la
segunda fase flagelar. Estos aislamientos muestran resistencia a tetraciclina, cloranfenicol,
acido nalidixico y ampicilina. Los cambios fenotipicos en algunos de estos clones
relacionados con los linajes Europeo/Espafol y Estadounidense (EE.UU) en muestras de
orina sugieren adaptacion en procesos invasivos (Cuenca-Arias, Montafio, Villarreal, &
Wiesner, 2020). De forma adicional en el 2019 se reporto la circulacion del clon epidémico

monofasico asociado al linaje clonal Europeo: el secuenciotipo ST34 (Li et al., 2019).

1. Planteamiento del problema.

En los ultimos 30 afios, se reportd la emergencia de una nueva serovariedad de
Salmonella enterica, ocupando en Europa el tercer lugar en los programas de vigilancia de
Salmonella (ECDC, 2014) y en EE.UU ocupa la quinta posicion de los serovares méas
frecuentemente aislados en el pais (Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
2018). En Colombia, segun los reportes generados por la vigilancia por laboratorio de EDA
del INS, los primeros aislamientos identificados como STVM se reportaron en el afio 2015
y han incrementado hasta ocupar el cuarto lugar en la vigilancia de serovares (Soyer et al.,
2009). En el afio 2018, dado el aumento del nimero de aislamientos del serovar emergente
en el intervalo de tiempo de 2015-2018 (n=268), se desarroll6 un proyecto titulado:
“Caracterizacion molecular y fenotipica de aislamientos clinicos Salmonella serovar
1,4,[5],12:i:- recuperados en Colombia” (Cuenca-Arias et al., 2020). El proyecto caracterizo
fenotipica y genotipicamente 54 aislamientos de STVM. Los aislamientos se confirmaron
mediante el esquema de serotipificacion Kauffman-White-Le Minor, se determind la
susceptibilidad antimicrobiana por la prueba de Kirby-Bauer y la prueba de concentracion
minima inhibitoria (MIC), y mediante PCR y secuenciacion de genoma completo (WGS) se
confirmé la presencia/ausencia del operon fljAB.

Como resultado de la caracterizacion de STVM se encontro que en Colombia

circulan 3 clones descritos a nivel internacional, el clon Europeo/Espafiol, el clon atipico y
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un clon inconsistente, y algunos aislamientos con caracteristicas particulares que se definen
como clones endémicos. La definicion de los clones de STVM se basa en la delecion del
operon fljAB, asi como por la delecion de otras regiones en el cromosoma, presencia de un
genoma accesorio caracteristico de estos aislamientos que incluye genes que confieren
antibidtico resistencia ASSuT. Los aislamientos colombianos caracterizados previamente,
deben confirmarse mediante analisis de genomas completos para definir de manera mas
acertada el tipo de clones circulantes en el pais. El objetivo de este proyecto fue analizar el
genoma completo de aislamientos clinicos colombianos de STVM descritos en Cuenca-
Arias et al, (2020) (Cuenca-Arias et al., 2020) para confirmar los diferentes clones
circulantes en el pais mediante la identificacion de las regiones del cromosoma eliminadas
en los diferentes aislamientos, determinacion de los genes de virulencia y resistencia, el

genoma accesorio.

2. Marco tedrico.

Salmonella spp. pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae, bacilos Gram-
negativos facultativos, caracterizadas por ser oxidasas negativo (Carlos Adelantado, E.
Leonardo Arosemena, M? Angeles Calvo, Luis Manteca, 2008), no fermentadores de
lactosa, poseer flagelos peritricos, que les confieren la motilidad y por ser el patdgeno
responsable de la enfermedad conocida como Salmonelosis: caracterizada por diarrea aguda
en ocasiones acompafada de fiebre, vomito y calambres abdominales que se presentan de
12 a 72 horas después de la ingesta agua o comida contaminada (ruta de infeccion fecal-
oral) (view, 2013).

El género Salmonella consta de dos especies: Salmonella bongori y Salmonella
enterica, esta Ultima se encuentra dividida en 6 subespecies: Salmonella enterica subespecie
enterica, Salmonella enterica subespecie salamae, Salmonella enterica subespecie
arizonae, Salmonella enterica subespecie diarizonae, Salmonella enterica subespecie
houtenae y Salmonella enterica subespecie indica (Caffer, 2009), distribuidas en mas de
2600 serovares que son clasificados mediante el esquema de serotipificacion Kauffman-
White-Le Minor, el cual consiste en la aglutinacion de antigenos que se encuentran en la

superficie de la membrana bacteriana: el antigeno capsular o antigeno Vi, antigeno somatico
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O 6 lipopolisacarido y el antigeno H o antigeno flagelar (Grimont & Weill, 2008). El
resultado de este esquema es una formula antigénica que permite tipificar la gran variedad
de serovares de Salmonella spp.

Uno de los serovares importantes en salud publica, por ser el principal agente
etiologico en casos de Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) es S. Typhimurium (Barreto et
al., 2016) con férmula antigénica 1,4,[5],12:i:1,2; que posee la capacidad de adaptarse y
emplear multiples mecanismos de defensa para resistir los factores ambientales estresantes,
como el pH &cido del estdbmago, y mecanismos de virulencia que le permiten invadir el
epitelio intestinal y diseminarse por todo el hospedador para establecer la infeccion (Gart et
al., 2016). Por ejemplo, para competir entre la microbiota y el huésped después de ingresar
a la luz intestinal, Salmonella usa sus flagelos para moverse a la proximidad de las células
epiteliales intestinales (Bonifield & Hughes, 2003; Fabrega & Vila, 2013) y con la ayuda de
las fimbrias se adhiere a la superficie de las células huésped (Ledeboer, Frye, McClelland,
& Jones, 2006).

La expresion de los flagelos estd mediada por una variacion de fase entre dos genes
estructurales conocidos como: fliC (fase 1) y fljB (fase 2). La variacion de fase flagelar es
mediada por el operdn fljAB compuesto por los genes hin, fljA 'y fljB. El gen hin es una ADN
invertasa que media la recombinacién del operdn, actuando como un interruptor molecular,
si se encuentra en forma "encendida”, se transcriben los genes fljA y fljB, lo que da como
resultado la expresion de flagelina de fase 2 y la inhibicion de fase 1 (Ido et al., 2011) ya
que la activacién del gen fljA codifica un regulador negativo que inhibe la expresion de fliC
mediante control postranscripcional (Tomiyama et al., 2015; Yamamoto & Kutsukake,
2006). Cuando hin esta en forma “apagada” no se transcriben los genes fljA ni fljB, lo que
permite la expresion de fliC dando como resultado Unicamente la sintesis de flagelina de
fase 1 (Boland, Van Hessche, Mahillon, & Wattiau, 2018).Para finales de la década de los
noventa en Europa (Hopkins et al., 2010) llama la atencién un incremento en el nimero de
aislamiento de Salmonella enterica serovar 1,4,5,12:i:- que carece de la segunda fase
flagelar, denominada Salmonella variante Monoféasica (SVM), asociada con alteraciones en
los genes del operdn fljAB que conducen a la falta de expresion de antigenos flagelares fase
2 incluso si el serovar contiene el gen para la proteina flagelar FIjB (Zamperini et al., 2007).

En particular, aunque algunos serovares también comparten una férmula antigénica similar
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a SVM, articulos como el de Echeita et al (2001) y Soyer et al (2009) describen una
descendencia o evolucion a través de multiples eventos de emergencia independientes de S.
Typhimurium (Echeita, Herrera, & Usera, 2001; Soyer et al., 2009).

La confirmacion del serovar se realiza mediante la PCR de un fragmento de insercion
1S200 especifico para S. Typhimurium, dentro del operon que codifica los genes de flagelina
de la primera fase. El fragmento 1S200 esta situado corriente abajo del gen fliB y corriente
arriba de la region del gen fliA, obteniendo un amplicon de 1000 pb. Ya que este fragmento
se encuentra en la misma posicion y contiene la misma secuencia en S. Typhimuriumy SVM
se denomina el nuevo serovar como Salmonella Typhimurium Variante Monofasica
(STVM).STVM es reportada por el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC) de Estados Unidos y el Centro Europeo para la Prevencién y Control de
Enfermedades (ECDC) entre los cinco serovares mas comunes de Salmonella spp. (Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), 2018; ECDC, 2014), responsables de
infecciones en humanos y animales; la rapida diseminacidn de este serovar a nivel global ha
provocado la emergencia de diferentes clones a través de multiples eventos independientes
(Soyer et al., 2009; Sun, Wan, Du, & Bai, 2020), y el éxito de los clones tiene implicaciones
para la vigilancia y el tratamiento de las enfermedades. Los clones de STVM se han
caracterizado por la pérdida de regiones genéticas a lo largo del cromosoma bacteriano o
por la adquisicién de elementos de resistencia a antibidticos y metales pesados (relacionados
con un patrén de tetraresistencia ASSuT)(Mourdo, Novais, Machado, Peixe, & Antunes,
2015).Estas variaciones son identificadas mediante técnicas como perfiles de electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE), patrones de analisis de repeticion en tindem de nimero
variable de multiples locus (MLVA) y secuenciacion por genoma completo (WGS) (Garcia
et al., 2013; Hauser et al., 2010; Sun et al., 2020); (Garcia et al., 2016; Seixas et al., 2016).

La literatura destaca tres linajes clonales (Soyer et al., 2009), el clon Europeo predominante
a nivel global), el Espafiol y el Estadounidense.
Los primeros dos clones difieren en el tipo de secuenciotipo ST34 y ST19 respectivamente,
ambos son multirresistentes y han perdido la region del operon fljAB (Li et al., 2019). El
clon EE.UU, presenta sensibilidad a antibi6ticos y conserva el gen hin del operén fljAB e
iroB de su contexto gendmico (Soyer et al., 2009). El éxito epidemioldgico depende de la

ventaja selectiva de los clones, que resultan de su genotipo Unico, lo que explicaria la
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aparicion de variantes inconsistentes y clones endémicos que exhiben patrones de delecion
y rearreglos distintos en el operdn fljAB (Barco et al., 2014).

El incremento de brotes de STVM evidencia la aptitud de superar a otros serovares in vivo
(Naberhaus et al., 2019); por ejemplo, en su estudio Crayford et al (2014) afirma que esta
variante a pesar de carecer de una fase flagelar, ha conservado su capacidad para adherirse
e invadir las células epiteliales intestinales porcinas in vitro (Crayford, Coombes,
Humphrey, & Wigley, 2014).En otros trabajos de investigacion resaltan la formacion de
biopeliculas como una mejora en la capacidad de supervivencia in vivo (Seixas, Machado,
Bernardo, Vilela, & Oliveira, 2014), o variaciones en la estructura de proteinas de membrana
externa (OMP) como una estrategia de camuflaje en macrofagos (Ipinza et al., 2014). La
combinacidn de la formacion de biopeliculas, presencia de genes y plasmidos de virulencia
implicados en la patogenia, la resistencia a antimicrobianos y metales pesados, asi como
modificaciones en la estructura de las OMPs, se podrian combinar/conjungar para
proporcionar ventajas selectivas y competitivas a la bacteria.

En Colombia, el programa de vigilancia de EDA, liderado por el Grupo de
Microbiologia del INS es quien se encarga de realizar el seguimiento de los aislamientos de
Salmonella spp. en el pais. Desde el afio 2015 reportan la circulacién de una variante
monofésica (Montafio V et al., 2018), donde el 67% de los aislamientos entre los afios 2015-
2018 (n=174) corresponde a STVM relacionados en mayor medida al clon Europeo
secuenciotipo ST34 (Li et al., 2019), con ausencia total del operén fljAB y menor perfil de
resistencia a antibidticos; los cambios fenotipicos en algunos clones, en especial las muestras
provenientes de orina sugieren adaptacion en procesos invasivos (Cuenca-Arias et al., 2020).

Los datos obtenidos de estos trabajos con aislamientos clinicos Colombianos en
colaboracion con el proyecto “10.000 Salmonella genomes” de la Universidad de Liverpool
(Li et al., 2019)aportan a este proyecto un total de 17 genomas completos secuenciados de
STVM,con los cuales se realizara un analisis bioinformatico de los diferentes clones. Los
propoésitos de dicha aproximacion consisten en dilucidar los cambios en el genoma de
STVM, confirmar el/los tipo(s) de clon(es) circulante(s) a nivel nacional e internacional, y

conocer el acervo genético de dichos aislamientos en el pais.
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3. Estado del Arte

Desde los primeros aislamientos de STVM a finales de la década de los 90, su
variabilidad genética se ha estudiado por métodos clasicos de tipificacion molecular, como
PFGE, MLST, fagotipificacion, MLVA y microarreglos (Barco et al., 2014; Garaizar et al.,
2002; Pornsukarom, van Vliet, & Thakur, 2018); sin embargo este tipo de técnicas no posee
el poder de resolucion adecuado para discriminar SNP de distintos linajes clonales (Petrin
et al., 2019). Asi que los avances en secuenciacion por genoma completo (WGS) han
permitido dilucidar la alta clonalidad de STVM, mediante el estudio de la epidemiologia
molecular de los patégenos bacterianos comparando la adquisicion de elementos gendémicos
accesorios, determinantes de resistencia a antibioticos y presencia de pseudogenes, entre
otros (Ashton et al., 2017; McDermott et al., 2016).

Aunque este serovar comparte caracteristicas con S. Typhimurium debido a su
descendencia, exhibe ciertas particularidades fenotipicas, genotipicas y epidemiolégicas,
asociados con la aparicion y expansion de nuevos clones epidémicos de STVM (Sun et al.,
2020). Entre los mecanismos de adaptacion se encuentran: mecanismos de virulencia
(Garcia et al., 2014), resistencia a antibidticos (Mulvey et al., 2013), tolerancia a metales
pesados (Mastrorilli et al., 2018), cambios aparentes en la expresion de proteinas de

membrana externa (OMP), entre otros (Cuenca-Arias et al., 2017; Ipinza et al., 2014)

3.1 Mecanismos de virulencia y patogenicidad

En comparacion con S. Typhimurium, STVM conserva las islas de patogenicidad de
Salmonella SPI-1 a SPI-5 y SPI-7 (Petrovska et al., 2016), las islas de profagos adquiridas
horizontalmente Gifsy-1, Gifsy-2 y Gifsy-3 (Hauser et al., 2010). Ausencia de genes como
hildD _ DT104 , irsA y sopEl alojados en profagos, y rck en el plasmido de virulencia
(Crayford et al., 2014; Seixas et al., 2016). STVM con frecuencia alberga casetes del sistema

toxina-antitoxina (TA) los cuales intervienen en una amplia gama de funciones biolégicas,
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incluido el control del crecimiento, la defensa contra fagos y la formacion de biopeliculas
(Di Cesare et al., 2016).

En Salmonella la formacion de biopeliculas facilita la infeccion en gran variedad de
hospederos y la supervivencia en el medio ambiente, la variante monofésica conserva los
genes adrA, csgD y gcpA responsables de la formacién de biopeliculas (Ledeboer et al.,
2006; Seixas et al., 2014) .

3.2 Resistencia a antibioticos

Los distintos linajes clonales de STVM exhiben diferentes patrones de resistencia a
multiples farmacos, el clon Europeo cuenta con resistencia a ampicilina, estreptomicina,
sulfonamidas y tetraciclina (ASSuT), cuyos genes se encuentran localizados en una isla de
resistencia insertada en el cromosoma y carecen del plasmido de virulencia pSLT tipico de
S. Typhimurium, perteneciente al grupo de incompatibilidad FII (EFSA Panel on Biological
Hazards (BIOHAZ), 2010). Asi mismo, se ha reportado la presencia de los genes blaTEM
1, strA-strB, sul2 y tetB responsables del perfil tipo ASSuT, localizados en plasmidos IncH1
(Garcia et al., 2016). Mientras el clon Espafiol por lo general en adicion presenta resistencia
a cloranfenicol, gentamicina y trimetoprima (ACGS/SSuTeT o variantes de la misma) en
plasmidos de incompatibilidad IncA/C (Garcia et al., 2014), responsables de la resistencia a
multiples farmacos en patdgenos bacterianos cuyo nicho comprende tanto humanos como
animales y, por lo tanto, se consideran una amenaza importante para la salud publica. La
presencia de estos genes evidencia una evolucion a corto plazo, que podria estar implicada
en la adaptacion exitosa de este patdgeno (Garcia, Guerra, Bances, Mendoza, & Rodicio,
2011). Ademas en STVM linaje clonal Espafiol se ha reportado la presencia de un integron
de clase 1 que alberga casetes de genes como dfrA12 y aadA2 y genes bla TEM-1 , aac (3)
-1V, cmlAl y tetA localizados en plasmidos grandes de aproximadamente 140 kb 0120 kb
(Guerra, Soto, Arguelles, & Mendoza, 2001). Elnekave et al., (2018) reporta resistencia a
quinolonas y la activacion de tres mecanismos de resistencia: mutaciones en los genes gyrA-
gyrB y pares de genes parC-parE, genes PMQR adquiridos y expresion alterada de bombas
de flujo y canales de difusion de porina (Elnekave et al., 2018). Se ha reportado en Australia
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la presencia del reciente gen de resistencia a la colistina mcr-3 en el clon ST34 (Arnott et
al., 2018).

3.3 Tolerancia a metales pesados

La propagacion de resistencias a metales pesados se relaciona con su uso extensivo
como complementos en la dieta de animales de engorde, las grandes cantidades de cobre y
zinc favorecen el crecimiento animal y limitan el uso de antibi6ticos (Petrovska et al., 2016).
Los genes de resistencia a metales pesados y resistencia antimicrobiana pueden coexistir en
el mismo elemento genético contribuyendo a su répida diseminacion como ha descrito
Ammendola et al. (2016) que sugiere que la motilidad de Salmonella esta modulada por la
disponibilidad de zinc y también que: “la capacidad para enfrentar entornos caracterizados
por contenidos metélicos variables puede contribuir al control de la expresion de flagelos
en cepas monofasicas”.

Se han descrito cepas con genes de resistencia al cobre (pcoA - pcoD) y plata (SilA -
sSilE) por Mastrorilli et al. (2018), que suponen la promocién a diversas adaptaciones
ambientales. Ademas, se ha demostrado que el cobre esté involucrado en la defensa de los
macrdfagos contra las infecciones por Salmonella (Achard et al., 2012),(Ladomersky et al.,
2017) destacando el beneficio aptitudinal del mecanismo de los genes sil/pco al proporcionar

beneficios a los organismos patdgenos.
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4. Hipotesis

Los aislamientos colombianos de STVM presentan diferencias en las regiones
cromosomales deletadas en el genoma y en el genoma accesorio, con respecto a las cepas

referencias internacionales.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Comparar los genomas de aislamientos clinicos de Salmonella Typhimurium variante

monofasica estableciendo sus diferencias genotipicas.

5.2 Especificos

e Determinar la ganancia o pérdida de genes en los diferentes aislamientos de
Salmonella Typhimurium Variante Monofasica

e Caracterizar in silico los genes de virulencia y resistencia los diferentes aislamientos
de Salmonella Typhimurium Variante Monofasica Colombianos

e Determinar el genoma accesorio entre los diferentes clones que circulan en Colombia

con respecto a lo que circula a nivel internacional
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6. Metodologia

7.1 Aislamientos clinicos y caracterizacion

Los aislamientos de STVM se obtuvieron a traves de la vigilancia por el laboratorio
EDA del INS, durante el periodo comprendido entre los afios 2015 a 2018. Los aislamientos
clinicos provienen de muestras de materia fecal, hemocultivo y orina. Se obtuvieron 14
secuencias completas de aislamientos de STVM provenientes de hemocultivos, gracias al
proyecto en colaboracion entre el INS y la Universidad de Liverpool titulado “10.000
Salmonella genomes”.

El ADN gendmico se obtuvo mediante extraccion con el MagAttract kit (Qiagen) y
la secuenciacion con Illumina HiSeq4000 (Li et al., 2019). Los metadatos de los
aislamientos se resumen en la Tabla 1 (numerados del 10-23), que incluye el nimero de
acceso (Sequence Read Archive Accession Numbers), cédigo en el proyecto, fecha de
recoleccion, ubicacion geografica, perfil de resistencia a antibidticos y linaje clonal
previamente descrito en Cuenca-Arias et al (2020). Adicionalmente, se obtuvieron tres
secuencias por WGS de los aislamientos numerados en la tabla 1 como 6, 7 y 9 (Cuenca-
Arias et al., 2020): dos de orina y uno de materia feca; Todos los aislamientos incluidos en
este estudio fueron previamente serotipificados por el método de aglutinacion del antigeno
flagelar usando el esquema de Kauffman-White-Le minor (Grimont & Weill, 2008). La
resistencia antimicrobiana (AMR) se determind mediante la prueba de Kirby-Bauer y la
prueba de concentracion minima inhibitoria (MIC) usando plataformas semi-automatizadas
MicroScan y Vitek 2, siguiendo los estandares del Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio de EEUU (CLSI). Los antimicrobianos evaluados fueron ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, tetraciclina, gentamicina, amikacina, &acido nalidixico,

trimetoprima, ciprofloxacina, ceftazidima y cefotaxima.
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7.2 ldentificacion de las regiones del cromosoma deletadas en los diferentes
aislamientos de STVM

7.2.1 Ensamble de genomas

Los genomas bacterianos fueron re-ensamblados de novo a partir de los “reads”
originales, empleando el programa Geneious 2021.2.1. La anotaciéon de los genomas se
realizd empleando la herramienta de “Rapid Annotation using Subsystem Technology,
RAST” version 2.0. Los genomas nuevos se depositaron en la base de datos del National

Center for Biotechnology Information (NCBI).

7.2.2 Anotacion y comparacion de las secuencias

La comparacion de los genomas y analisis filogenéticos se realizd alineando los
“contigs” contra los genomas de referencia: S. Typhimurium LT2 (Accession number:
AEQ006468) y los clones STVM de origen Espafiol (Accession number: DRR106818),
Europeo (Accession number: ERR985368) y Estadounidense (Accession number:
ABAO01000000) en el programa Geneious Prime v2021.2.1.

La construccion del arbol filogenético y la evaluacion de los SNPs se realizo
utilizando el programa CSI Phylogeny 1.4 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/),

con las siguientes condiciones predeterminadas por el programa: profundidad minima en
posiciones SNP: 10, profundidad relativa en posiciones SNP: 10, distancia minima entre
SNP: 10, calidad minima de SNP: 30, calidad de mapeo de lectura minima: 25, puntuacion

Z minima: 1,96.

7.3 Determinacion de los genes de virulencia y resistencia

Los genes de virulencia se determinaron con los programas SPIs Finder yVirulence
Finder disponibles en el servidor del Center for Genomic Epidemiology
(http://www.genomicepidemiology.org/) para busqueda de islas de patogenicidad y factores
de virulencia, comparados con la herramienta ABRicate para deteccion masiva genes

antimicrobianos y de virulencia en contigs disponible en la plataforma web Galaxy Version


https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/
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1.0.1 (https://usegalaxy.org/). Con el programa PHASTER (PHAge Search Tool Enhanced

Release) (http://phaster.ca/) se identificaron las regiones de profagos. Los genes de

resistencia se determinaron con los programas CARD y ResFinder (Bortolaia et al., 2020).

7.4 Identificacion del genoma accesorio

Se realizd una nueva anotacion con el programa PROKKA, para obtener los
ensambles anotados en GFF3. Este formato se utiliza como insumo en el programa ROARY
para identificar el pangenoma de los aislamientos (programas disponibles en Galaxy Version
1.0.1 (https://usegalaxy.org/)). La visualizacion del pangenoma se realiz6 con el programa
PHANDANGO. Se identificaron los grupos de incompatibilidad de plasmidos con el
programa PlasmidFinder y los elementos genéticos mdviles con el programa
MobileElementFinder alojados en el sitio web del Center for Genomic Epidemiology

(http://www.genomicepidemioloqgy.org/).

10. Resultados

10.1 Caracteristicas generales

Las caracteristicas gendmicas de las STVM ensambladas se resumen en la Tabla 1.
Los aislamientos tienen tamafios de genoma (~4,95 Mb) y contenidos de GC similares
(52,10%). Se observo un ligero incremento en el tamafio del genoma para la muestra 006
(5,46 Mb), lo que sugiere la presencia de maltiples plasmidos de varios tamafios y elementos
repetidos Unicos (6, 7). La calidad de los 21 genomas es buena y el nimero predicho de
proteinas fue similar entre los aislamientos secuenciados, la cepa de referencia y los clones
de STVM (ver Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de genomas de la variante monofésica

longitud del
o No. de No. Ndmero de acceso Origen de
Cadigo ) genoma %GC .
contigs proteinas SRA muestra
(Mb)



https://usegalaxy.org/
http://phaster.ca/
https://usegalaxy.org/
http://www.genomicepidemiology.org/

001 53
002 53
003 71
006 265
007 188
008 101
009 242
010 104
011 95
012 188
013 79
014 113
015 185
016 200
017 372
018 168
019 410
020 359
021 147
022 160
023 238
EEUU 113
Espafiol 2
Europeo 1
LT2 2

4,95
4,92
5,07
5,46
5,29
4,87
5,20
4,93
4,93
491
4,86
4,92
4,82
4,80
4,88
474
4,88
4,88
4,81
4,75
4,90
4,90
5,10
5,04
4,95

52,13
52,13
52,10
51,99
52,21
52,20
52,27
52,09
52,16
52,05
52,15
52,10
52,01
52,05
51,98
52,08
51,91
51,91
52,14
52,07
51,94
52,30
52,16
52,17
52,20

5035
4989
5183
5780
5521
4930
5413
5097
5048
5184
4956
5013
5055
5013
5355
4900
5439
5381
4992
4931
5230
4975
5393
5107
4972

SRR16287639
SRR16287638
SRR16287637
SRR16287636
SRR16287635
SRR16287641
SRR16287640
SRR8740456
SRR8740455
SRR8740452
SRR8740488
SRR8740487
SRR8740503
SRR8740534
No aplica.
SRR8740536
No aplica.

No aplica.
SRR8740431
SRR8740430
SRR8740429

ABAOQ00000000

DRR106818
ERR985368
AE006468
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Materia Fecal
Materia Fecal
Hemocultivo
Materia Fecal
Orina
Hemocultivo
Orina
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Hemocultivo
Sin dato

Sin dato

Sin dato

SRA: Sequence Read Archive

10.2 Comparacion de las secuencias con el genoma referencia.

Al realizar el alineamiento de las secuencias con respecto a la cepa de referencia se

observo que los gaps que se comparten en mayor proporcion en las 21 secuencias
corresponden a los genes identificados como STM0911-STM1005, STM2764-STM3031,
STM1124-STM1318, STM0255-STM0765, STM893-STM930, STM0747-STM795 en el

genoma de referencia LT2 y 14 regiones mas, que se pueden apreciar en la Grafica 1. Gran
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parte de estos gaps corresponden a regiones del fago Fels-1 y regiones cercanas al entorno

gendémico del operdn fjlAB (Figural).

El 66% (n=14) de los aislamientos comparten un gap entre el gen STM0911 hasta STM1005
y representa una delecion de 94pb, 5 aislamientos (23,8%) entre los genes STMO0893 a
STMO0930 y 2 (9,5%) entre STM0898 a STM0933 como se puede observar en la Figura 1,
estos gaps estan situados en la regién del fago Fels-1y parte de Gifsy-2, fagos propios de S.

Typhimurium LT2.

Grafica 1. Gaps compartidos entre los 21 aislamientos de STVM colombianos con respecto a la

cepa de referencia LT2

El anillo interno de la grafica muestra el gen de inicio, y el externo representa el nimero de aislamientos que comparten

el mismo gap diferenciados por colores
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De forma similar el entorno gendmico del operdon fjIAB en los 21 aislamientos presenta
distintos tamarfios de gaps que oscilan entre los 4 a 679 genes (Ver Tabla 2). La regién entre
STM2764 a STM2772 la comparten 7 aislamientos (33%) con un total de 8 genes por gap
como se muestra en la Figura 2. El aislamiento 007 presenta dos gaps en esta region desde
STM2766 a STM2770 y STM2773 a STM2954 conservando los genes fljB (STM2770) e
hin (STM2772), donde fljB pierde 435 pb.

Figura 1. Entorno gendmico del profago Felsl y localizacion de genes criticos para gaps en el
mapeo

211IVivo > 1VIUTS3
STM0893 STM0911 STM0930 STM1005

i L

827,018 992,922

D p fo m
. T T .
T [ Gifiy-2 B

La figura muestra una region del cromosoma de la cepa de referencia S. Typhimurium LT2 donde se encuentran los
pofagos Fels-2 y Gifsy-2 representada por flechas azules. En Amarillo las proteinas anotadas, en verde la posicion de
los genes donde empiezan o terminan los gaps y en negro la secuencia consenso entre el genoma problema.

Tabla 2. Distribucién gaps del entorno genémico del operon fljAB

Fin gap
L o N N < Lo o o <t <t <t [ i ™ o

Inicio GAP K ~ K K K R R 88 8 & 2@ 8 4 @

[aN] N N [a\} N N [a\} N AN N ™ ™ ™ ™ —

= = = = = = = = = = = = = = s

= = = [ = [ [ [ [ [ = [ [ = S

n n n n n n n wn n n wn n n n =
STM2655 1 1
STM2660 1 1 2
STM2673 1 1
STM2690 1 1
STM2709 2 2
STM2724 1 1
STM2760 1 1
STM2764 7 2 1 10
STM2766 1 1 2
STM2773 1 1

Total 1 7 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 22




Figura 2. Entorno genomico del operon fljAB y localizacion de gaps en el mapeo

STM2772,STM2773, STM2774, STM2775
Operon fljAB
STM2766, STM2770
STM2724
STM2690 ||| STM2790
STM2673  STM2764
STM2660 STM2760, STM2764

2,585,429

1
STM2655 | i\ |—irm— STM2709 |-STM2954 |- STM3031 |-STM3153

& STM2764 STM2770 STM2773
STY2772
-STM2760 o d-sT™2766 [ N sTv2774 B -sTM2775
I ¥ . \l/ i BISABICN 708 e iroX, '\\&; il  mig=14 Lnxid elE feth) | 3
Proteinas putativas o hipotéticas ADN helicasa pscudogen kK Proteinas hipotéticas

La figura muestra un acercamiento al entorno gendémico del operdn fljAB. Las flechas azules corresponden

a el cromosoma de la cepa de referencia S. Typhimurium LT2. En amarillo las proteinas anotadas, en verde
la posicién de los genes donde empiezan o terminan los gaps y en rojo se resalta el operoén fljAB. En la
parte superior de la figura se observa la regién del cromosoma de LT2 de 4,95 Mpb donde se representa
la ubicacion de los profagos Gifsy-1y Fels-2, el operon fljAB y los genes desde el STM2655 al STM3352.
En la parte inferior se realiz6 un diagrama que muestra la seccion desde los genes STM2760 al STM2790
donde se resalta la posicion del operdn fljAB y las deleciones observadas en los aislamientos alrededor de

este operon.
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Total genes por GAP 4 8 12 10 66 100 130 181 188 299 267 371 429

679

El total general es de 22 ya que la secuencia del aislamiento 007 presenta 2 gaps
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10.3 Diversidad genética y analisis filogenético del genoma central de SNP

El porcentaje del genoma de referencia cubierto por todos los aislamientos fue
85.0%. Se encontraron 727.293 SNPs al comparar los 21 aislamientos de STVM, las cepas
de referencia de los clones Espafiol, Europeo y EE.UU contra el genoma de referencia LT2
(AE006468). Dieciséis aislamientos fueron secuenciotipo ST19, 4 aislamientos ST34, 2
aislamientos ST7478 y 2 fueron ST indeterminado, junto a estos resultados, el analisis de
gaps y los datos obtenidos en el trabajo anterior detallado en Cuenca-Arias et al, 2020 se
realizd una clasificacion del linaje clonal (Cuenca-Arias et al., 2020). La relacion
filogenética reveld dos grupos principales, cada uno con 2 subgrupos, sin relacion con el
afio de recoleccion ni tipo de muestra. ElI grupo 1 incluye el 47,6% (n=10) de los
aislamientos mientras el grupo 2 el 52,4% (n=11), cada grupo contiene un aislamiento

proveniente de orina 009 y 007 respectivamente (Figura 3).

El subgrupo 1 estd conformados por aislamientos ST19 pero los resultados sugieren que
son de linajes clonales diferentes. El subgrupo 2 con el ST34 y el subgrupo 3 presenta

diversidad de secuenciotipos donde aparece el ST7478 (Figura 3).
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Figura 3. Arbol filogenético de los aislamientos STVM colombianos y clones internacionales
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inferior se encuentra la escala de las longitudes de las ramas.

10.4 Variacion genotipica en proteinas flagelares y operones fimbriales implicados
en procesos de invasion, adherencia y motilidad

Se analizé la presencia/ausencia del4 proteinas de los operones fimbriales Ipf,
fim y pef, cuyo papel esté descrito en la adhesion e invasion de lineas de células epiteliales
(Baumler, Tsolis, & Heffron, 1996). También se incluyd la busqueda de genes del operon
flJAB que codifica la segunda fase flagelar y 43 proteinas flagelares importantes en el
proceso de ensamble del complejo flagelar. En general, se observa que los aislamientos

conservan la mayoria de los operones fimbriales y genes flagelares, con las siguientes
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excepciones: el operdn fimbrial pefABCD, esta ausente en 3 aislamientos del subgrupo 2,
de forma similar a los clones Europeo y Espafiol, asi como el aislamiento 018 en el
subgrupo 1 (Figura 4A). Respecto a las las proteinas flagelares, se observa que en casi
todos los aislamientos el operon fljAB esta completa o parcialmente eliminado,
caracteristica principal en los aislamientos STVM. En el subgrupo 1 los aislamientos
conservan el del operon hin, caracteristicas del clon estadounidense en los subgrupos 2 y
3 la mayoria de los aislamientos no porta ningn gen del operén y también carecen de
IroB. Se hace evidente la ausencia de la proteina FliJ en dos aislamientos y FliL en uno
Ilama la atencién, ya que son proteinas involucradas en eventos quimiotacticos (Figura
4B).

Figura 4. Mapa de calor presencia/ausencia operones fimbriales y proteinas flagelares

implicados en procesos de invasion, adherencia y motilidad.
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La presencia se indica con el recuadro de color amarillo, mientras que la ausencia con color negro,

clasificado por los grupos arrojados de la filogenia

También se observaron mutaciones puntuales en la proteina FliF en 3 aislamientos, quien

presentan un cambio A353T que podria representar cambios en la estructura del anillo

flagelar o dificultades en el ensamblaje. El aislamiento 001 presenta un aparente cambio en

el marco de lectura en FIhD, el cual activa la expresion de genes flagelares (Figura 5).

Figura 5. Cambio de aminodcidos en las proteinas flagelares FliF y FIhD
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B. Proteina FIhD
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A) Mutaciones en la proteina FliF cambio A353T. B) posible cambio en el marco de lectura en FIhD en el

aislamiento 001

11. Factores de virulencia e Islas de patogenicidad (SPI) en STVM

Con el fin de identificar caracteristicas gendmicas asociadas a virulencia en STVM, se
realiz6 una busqueda de factores de virulencia e islas de patogenicidad de Salmonella (SPI),
ya que juegan un papel importante en la interaccion entre la bacteria y las células huésped

al promover la invasion en las células epiteliales.

11.1 Factores de virulencia

Los factores de virulencia se buscaron y compararon por dos plataformas (Patric y
ABRIcate) empleando la base de datos VFDB se detectaron un total de 112 factores de
virulencia (ver tabla suplementaria 1). De estos, 95 factores de virulencia se conservan en
el 100% de los aislamientos y 13 de estos, llaman la atencion al estar ausentes en algunos
aislamientos (Figura 6). Los aislamientos 015, 017, 018, 019 y 023 de hemocultivo carecen
del gen ratB productor de una proteina de membrana externa implicada en procesos de
adherencia. Se hace evidente la carencia de efectores del sistema de secrecidon tipo 11 (T3SS)

como el gen sspH2 en los aislamientos 014, 015, 016 o sptP en el Clon EE.UU, sIrP en el
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aislamiento 017, los genes sseABIK que codifican chaperonas del T3SS en los aislamientos
008, 013 y 019 (Figura 6) al igual que los genes ssaLN en 017 y 019.

Figura 6. Principales factores de virulencia, Islas gendmicas de patogenicidad
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Mapa de calor donde se relaciona los principales factores de virulencia, a presencia de las SPI y SGI junto a

los genes de resistencia a metales proporcionado por el Pangenoma.

11.2 Islas de patogenicidad

Se detectaron 9 de 23 SPI conocidas en Salmonella. Los 21 aislamientos STVM
colombianos portan 6 SPIs, incluidos SPI-1, 2, 3, 5, 13, 14; y 17 de estos portan SPI-4 al
igual que los clones EE.UU y Europeo. La SPI-9 se encuentra en 19 aislamientos de forma
similar a los 3 linajes clonales de referencia. SPI-12 solo se detecto en la cepa de referencia
LT2 y en los aislamientos de los clones EE.UU y Europeo. La isla CS54 propia de S.
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Typhimurium esta presente en 10 aislamientos. Se observé que dentro del mismo subgrupo

los aislamientos comparten un perfil de SPIs similar (Figura 6).

Resalta la presencia de una isla gendmica SGI-4 en los aislamientos 002, 014 y 015.
En el aislamiento 006 la presencia de la isla gendomica SGI-1 que confiere multidrogo-
resistencia, la cual es una caracteristica del clon DT104 del serovar Typhimurium (60) y la
presencia del locus C63PI (locus de profago ST104) en 10 aislamientos incluido el 006 (61).

11.3 Busqueda de profagos

Los resultados arrojados por PHASTER como intacto o cuestionable se tuvieron en
cuenta. Se identificaron 14 regiones de profagos donde se encuentran los profagos propios
de S. Typhimurium Felsl, Fels2, Gifsyl, Gifsy2 y otros profagos como UAB_Phi20, GF2,
SP004, sal3, SEN34, SfV, VT2phi272, PsP3, 500465 1, ESSI2, Sfl_NC. El 9.5% (n=2) de
los aislamientos STVM colombianos conservan el profago Fels1, 57.12% (n=12) conservan

Fels2, el 76.2% (n=16) conservan Gifsyly el 52.4% (n=11) conservan el profago Gifsy?2.

Encontramos que el profago UAB_Phi20 es de la familia de los profagos P22,
presente en 13 aislamientos de los cuales el 92.3% se encuentran en el subgrupo 3 asociados
al clon Espafiol. Los profagos GF2 y SP004 se relacionaron con el subgrupo 1y el linaje
clonal EE.UU presentes en 6 (28.6%) y 5 (23.8%) aislamientos respectivamente. El profago
sal3 se agrupa en el subgrupo 2 presente en 23.8% (n=5) de aislamientos colombianos y los
tres linajes clonales de referencia. Los profagos SEN34, SfV, VT2phi_272 y Sfl NC se
identificaron solo en 4 aislamientos: Clon EE.UU, 015, 022 y 002, respectivamente. Por
ultimo los profagos PsP3, 500465 1, ESSI2 se agrupan en su mayoria en los aislamientos

del subgrupo 2 como se puede observar en la Figura 7.
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Figura 7. Distribucion de plasmidos, profagos y genes flagelares relacionados con el linaje clonal
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12. Identificacidén del genoma accesorio

12.1 Genes de resistencia a antibidticos

Se identificaron un total de 19 genes de resistencia que pertenecen a 8 familias de
antibidticos: tetraciclinas (14 aislamientos), fenicoles (11 aislamientos), beta-lactdmicos (6
aislamientos), trimetropim (2 aislamientos), sulfonamidas (4 aislamientos),
aminoglucosidos (21 aislamientos), quinolonas (12 aislamientos), lincosamidas (1

aislamiento).

Se encontraron 3 genes de resistencia a Tetraciclinas tetA, tetB, tetM; donde tetB se
encuentra en mayor proporcion en elgrupo 1; tetA es asociado al grupo 2 y tetM se encuentra
solo en el aislamiento 006. Entre los 21 asilamientos, 11 portan genes de resistencia a
fenicoles, los genes floR y cmlA1 se encontraron combinados en 2 aislamientos (006 y 007),
los restantes 9 aislamientos solo portan floR relacionado con el grupo 2. Se identificaron, 5
genes de resistencia a beta-lactamicos blasHv-s, blaoxa-2, blactx-m-12, blaTem-18, blaoxa-zs en
8 aislamientos, de los cuales blaTem-18 es el predominante en el 38.1% de las muestras. En
4 aislamientos estan presentes los genes de resistencia a sulfonamidas sull, sul2, sul3 solos
0 los 3 genes. De los 21 aislamientos sélo 3 aislamientos portan el gen de resistencia a

trimetoprim dfrA8.

En todos los aislamientos se encontr6 el gen aac(6’)-laa que codifica un
aminoglucoésido N-acetiltransferasa, que confiere resistencia a kanamicina y amikacina. De
esta misma familia, también se identificaron los genes aph(3")-lIb y aac(6')-lan en 4
aislamientos, aac(3)-lia (n=3), aph(6)-ld en5, aadA2 en 6), y aac(3)-lid solo en el
aislamiento 008. Se identificd el gen gqnrB19 de resistencia a quinolonas en 8 aislamientos
y una mutacién S83F en el gen gyrA en 5 aislamientos. Resalta la presencia del gen Inu(F)

en el aislamiento 006 que media la resistencia a lincosamida (Figura 8).

Los genes de resistencia encontrados en este estudio correlacionan con el perfil de
resistencia observado en los aislamientos. Es asi como el aislamiento 006 que mostré6 MDR

a 7 familias de antibioticos, presenta 20 genes de resistencia.
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12.2 Plasmidos

Se identificaron grupos de incompatibilidad que corresponden al plasmido de
virulencia de Salmonella Typhimurium-pSTV, a plasmidos de resistencia de gran tamafio y
a plasmidos pequefios. Con respecto al pSTV, se identifico el grupo de incompatibilidad
IncFIB que sugiere la presencia del plasmido criptico en 4 aislamientos, mientras que 14
aislamientos mostraron los grupos IncFll-IncFIB que corresponden a un plasmido conocido
como pSTV hibrido. Los 3 aislamientos del subgrupo 2 negativos para estos tres grupos de
incompatibilidad también mostraron ausencia del operon de virulencia spv, el cual es
portado en estos plasmidos. Este resultado confirma que estos aislamientos carecen del
pSTV. Adicionalmente, se encontraron plasmidos de resistencia que pertenecen a los grupos
de incompatibilidad IncA/C2, IncFIA(HIL1), IncHI1A, IncHI1B(R27), IncQ1, Incll-
I(Alpha) y los plasmidos pequefios como Col(pHAD28), ColpVC, ColRNAIy Col(VCMO04)
(Figura 7). Los aislamientos 006, 007 y 009 mostraron mas de 3 grupos de incompatibilidad,

lo que sugiere la presencia de maltiples plasmidos en un mismo aislamiento.

12.3 Pangenoma y genoma central

El analisis del Pangenoma se realizé mediante la herramienta Roary con un limite
de identidad porcentual de BLASTp del 95%, para agrupar los genes del genoma central y
accesorios (Page et al., 2015), y para la construccion de un nuevo arbol filogenético basado

en la alineacion de genes centrales (Figura 8).

Como resultado se identificaron 6887 proteinas homologas entre los 21 aislamientos.
El genoma central consta de 3346 proteinas (48.6%), y el genoma accesorio de 3541
proteinas (51,4%), donde 634 (9,2%) proteinas se encuentran entre el 95% al 99% de los
genomas. Una proporcion de los genomas (del 15% al 95%) comparten 1287 proteinas
(19%) y 1620 (23,5%) se comparten en un conjunto minimo de genomas entre 0% a 15%

como se puede ver en la Tabla 3.






Figura 8. Relacion entre resistencia a antibioticos y su perfil fenotipico
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Tabla 3. Porcentaje del genoma central y genoma accesorio

Porcentaje en genomas NuUmero de

Genoma . Porentaje
presentes proteinas
Genoma Central 99% < Genomas < 100% 3346 48,6
95% < Genomas < 99% 634 9,2
Genoma Accesorio 15% < Genomas < 95% 1287 18,7
0% < Genomas < 15% 1620 23,5
Total genes 0% < Genomas < 100% 6887 100,0

Se muestran el porcentaje de genes que pertenecen al genoma central (48,6%), y genoma accsesorio (51,4.2%)

Dentro del conjunto de genes Unicos de cada genoma se encuentra 933 proteinas
como se puede ver en la Tabla 3. El aislamiento 006 presenta mayor nimero de proteinas
Unicas en su genoma (224) donde 191 son proteinas hipotéticas y las restantes 33 estan
relacionadas con genes de resistencia (Ej. aacA4, cmlAl), virulencia (Ej. virB2, virB9),
transposones, genes importantes en la adquisicion de plasmidos, toxinas, mantenimiento del
genoma y proteinas. El siguiente genoma con mayor nimero de proteinas Unicas es el clon
EE UU con 93 proteinas hipotéticas y 35 proteinas implicadas en metabolismo, sistemas de

secrecion, mantenimiento de ADN y una mutacidn en el sistema toxina-antitoxina.

Se encontraron genes de resistencia a metales pesados como cobre, plata, mercurio
y arsénico entre 3 a 6 genomas (Figura 9), mediados por los genes pcoC, pcoE para cobre,
y plata; silE, silP para plata; merA, merC, merP, merR, merT para mercurio y arsABCD para

arsénico.
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Figura 9. Representacion visual del genoma central y genoma accesorio
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Figura 10. Aislamientos que poseen genes de Resistencia a metales pesados
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13. Discusién

La plasticidad genomica de Salmonella spp. favorece la emergencia de clones
endémicos como la variante monofésica de Typhimurium, la cual presenta mayor
patogenicidad, transmisibilidad, amplia resistencia a los antibiéticos y metales pesados. Se
ha diseminado por el mundo con éxito superando al serovar Typhimurium (Sun et al., 2020)
adaptandose a nichos ecoldgicos asociado a la cadena porcicola en particular (Shippy et al.,
2018). Es importante recalcar que Colombia el uso indiscriminado de agentes
antimicrobianos en la industria ganadera y porcicola para el control de enteropatdgenos
como Salmonella, tiene un gran impacto en la adquisicién de elementos genéticos moviles
tanto en muestras de alimentos como clinicas (Arenas & Moreno Melo, 2018), tal impacto
en la bacteria tiene una implicacion directa en la circulacion de diferentes clones epidémicos
producto de eventos independientes responsable del proceso de microevolucion con una

gran cantidad de variaciones genotipicas (Petrovska et al., 2016).

13.1 Analisis Filogenético y plasticidad del genoma

En Colombia existen 2 reportes que han estudiado parte de la epidemiologia de
STVM, uno basado en analisis gendmicos y filogenéticos de S. Typhimurium y su variante
monofasica, en el cual confirman la circulacién de ST34 en el pais relacionado con el clon
epidémico Europeo y su fenotipo mas sensible a antibidticos (Li et al., 2019). Por otro lado,
en Cuenca et al (2020) se relacionan los fenotipos de motilidad y se hace la primera mencion
de varios linajes clonales incluidos el Clon Espafiol, Europeo, EE.UU, variante atipica y
variante inconsistente, basada en una clasificacion preliminar por PCR convencional
teniendo en cuenta los patrones de delecién del operdn fljAB (Cuenca-Arias et al., 2020;
Soyer et al., 2009). En el presente estudio se empled la secuenciacion de genoma completo-
WGS para estudiar las variaciones en los genomas, identificar los SNPs, el perfil MLST
junto a deleciones e inserciones para inferir la propagacion de clones epidemicos a nivel
nacional de una forma mas exacta. Como resultado, se identificaron 4 secuenciotipos (Figura
3): el ST19 ancestral fue el predominante (Branchu, Bawn, & Kingsley, 2018), que ha sido
relacionado con el clon Espafiol y EE.UU. EI ST7478, el cual habia sido reportado para

Typhimurium pero no se habia relacionado con la variante monoféasica siendo este, el primer
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reporte y el ST34, el cual recientemente mostré un incremento de la diseminacién de este
secuenciotipo asociado a muestras de sangre reportaron un incremento en sus aislamientos
(Lietal., 2019).

Al relacionar los grupos filogenéticos con los genes identificados en este estudio, las
regiones de profagos parecen variar de acuerdo con el subgrupo donde se encuentren
presentes. En el subgrupo 1 relacionado con el clon EE.UU se encuentra el profago SP_004
cuya presencia se ha descrito en aislamientos de S. Typhimurium de fuentes como ganado
lechero y productos lacteos en EE. UU (Moreno Switt et al., 2013). Otro profago presente
en este subgrupo es el profago GF-2 que es especifico de Edwardsiella Tarda (Mohammed
& Thapa, 2020). El subgrupo 2 evidencia conservacién de los profagos Gifsy-1 (profago
propio de LT2) y sal3 (propio de S. enteritidis) en conjunto con otros fagos como SfV o
Sfl, que se caracterizan por su capacidad de portar factores de virulencia (Lyu et al., 2021).
El subgrupo 3 conserva 2 profagos propios de LT2 junto a GF-2 y phi20. En la Figura 7 se
puede observar el conjunto de bloques de familias de genes de profagos como Felsly Gifsy2

conservados en la cepa de referencia LT2.

13.2 Las variantes de STVM albergan diferentes plasmidos, genes de resistencia a

antibioticos y elementos genéticos integrativos (ICE)

Los perfiles de resistencia a antibiéticos de STVM son muy variables, por lo general
en EE. UU (Norte América) y Brasil (Sur América) son pan-susceptibles o resistentes a solo
unos pocos antibidticos, mientras en Europa muestran dos patrones de MDR predominantes
conectados con los denominados clones Europeo y Espafiol (Garcia et al., 2011).

Dentro de los aislamientos colombianos analizados el el patrén méas conservado de
resistencia es a Tetraciclina, Cloranfenicol y Ampicilina como se puede observar en la figura
8. Los aislamientos 002, 014 y 015 del subgrupo 2 relacionados filogenéticamente con el
clon Europeo presentan resistencia a Ampicilina, sulfonamidas y tetraciclinas, y exhiben
tolerancia a metales pesados como Cobre, Plata y Arsénico (Figura 10). La resistencia a
Tetraciclina conferida por el gen Tet(B) esta relacionado en particular con el linaje clonal

Europeo (Garcia et al., 2011), y es posible que la adquisicion de estos genes de resistencia a
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antibidticos se deba a la insercion de un transposon-compuesto de la familia Tn21 en el locus
flJAB como describe (Clark et al., 2020). Por otro lado, la resistencia a 3 metales pesados
podria derivar de la adquisicién del elemento conjugativo SGI-4 en el cromosoma de la
bacteria, debido a la presion selectiva derivada de la acumulacion de estos metales en tracto
gastrointestinal durante la colonizacion del patégeno (Bearson et al., 2020). Esta isla
también cuenta con genes implicados en la resistencia al arsénico y la homeostasis del cobre.
Aungue no es muy comun ciertos alimentos procesados como el pan de trigo, el arroz, la
leche y productos lacteos y el agua potable pueden estar contaminados con arsénico, debido
a suelos contaminados por la quema de carbdn o madera con este metal como conservante
0 subproducto junto con el cobre proveniente de suelos contaminados y que puede
acumularse en productos de aves de corral, bovinos y porcinos (Branchu et al., 2019).

La tolerancia a otros metales pesados como el Mercurio se identificd en 5 aislamientos de
grupos filogenéticos diferentes (Figura 9). La resistencia a este metal se ha descrito como
determinante del éxito de la variante monoféasica que posiblemente es adquirido por un
transposon Tn21, ya que este elemento es utilizado de forma indirecta como plaguicida para
el cultivo de semillas destinadas a la alimentacion de animales de engorde (Garcia et al.,
2011).

Interesantemente, el aislamiento 006 cuenta con la Isla Genomica de Salmonella-1 (SGI-1)
que posee un integron de clase 1 portador de genes que confieren resistencia a ampicilina,
cloranfenicol, florfenicol, estreptomicina, espectinomicina, sulfonamidas y tetraciclina
(Doublet, Boyd, Mulvey, & Cloeckaert, 2005; Hall, 2010).

13.3 Adquisicion de plasmidos y plasmido de virulencia propio de S. Typhimurium
se encuentra como plasmido hibrido pSTV.

En STVM se ha descrito que una de las posibles causas de su comportamiento
monofasico se deba a la insercion del transposon 1S26 en la region promotora de la segunda
flagelar (Boland et al., 2015), pero ademas de estar implicada en alteraciones de esta region
gendmica juega un papel importante en la en la propagacion, agrupamiento y recombinacion
de genes de resistencia, asi como mediar la fusion de plasmidos IncFll, plasmido IncXs3,
IncHI2 e IncFIB (Wong, Chan, & Chen, 2017). En el presente estudio 14 aislamientos
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presentan plasmidos hibridos IncFIl-IncFIB que podrian fusionarse con plasmidos no
conjugados que codifican resistencia a Tetraciclina y Cloranfenicol, promoviendo la
conversion a plasmidos conjugativos transmisibles entre diferentes especies de
Enterobacterias como afirma (Liu et al., 2021) en su trabajo més reciente sobre la formacién
de plasmidos hibridos mediados por 1S26. Por otra parte en el linaje clonal Europeo se
reporta la ausencia del plasmido pSTV como se observa del subgrupo 2 los aislamientos

ST34 relacionados con este clon.

Adicionalmente se encontraron pldsmidos de resistencia que pertenecen a los grupos de
incompatibilidad IncA/C, IncFIA(HI1), IncHI1A, IncHI1B(R27), IncQ1, Incl1-1(Alpha) y
los plasmidos pequefios en los aislamientos responsables de portar genes de resistencia para

quinolonas (Li et al., 2019).

13.3.1 La ausencia de ciertas proteinas flagelares y factores de virulencia sugiere
una colonizacién intestinal no necesaria como proceso de adaptacion al huésped

dependiendo la forma de diseminacion del patogeno.

Dentro de los 21 genomas, encontramos algunos aislamientos con variaciones en
proteinas implicadas en adherencia y colonizacion como genes flagelares, operones
fimbriales y factores de virulencia. La ausencia de las proteinas flagelares FliJ, FliL y
mutaciones en FliF y el gen regulador FIhD en algunos aislamientos podrian afectar la
quimiotaxis de estas cepas. FliJ es una proteina citoplasmatica implicada en la exportacion
de sustratos, los mutantes con defectos en FliJ no pueden exportar sustratos del gancho al
periplasma (Minamino, Chu, Yamaguchi, & Macnab, 2000), aunque no se ha descrito su
ausencia, si hay estudios como el de Tatsuya et al. (2013) donde se describen mutaciones
especificas que afectan su funcionalidad (Ibuki et al., 2013). Por otro lado, la ausencia de
FIiL conduce a una variedad de defectos de motilidad, que van desde la inhibicién moderada
a completa de la natacion en algunas especies bacterianas = como
en Caulobacter , Pseudomonas y Rhodobacter o la inhibicion de la motilidad en patégenos
como E. coli y Salmonella durante la transicion del desarrollo del tallo del flagelo (Partridge,
Nieto, & Harshey, 2015). La proteina flagelar FliF estd involucrada en la formacion del

anillo MS del cuerpo basal flagelar de Salmonella spp., pieza clave para el ensamble de todo
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el complejo flagelar de 26 proteinas, variaciones en esta proteina conlleva a fenotipos no
flagelados. Se han descrito como principales mutaciones la pérdida de Ala-174 y Ser-175
en el dominio peripldsmico previsto de la proteina FliF (Kihara, Minamino, Yamaguchi, &
Macnab, 2001). Sin embargo, en 3 de los aislamientos estudiados se observo un cambio en
Ala-354 por Thr que representa un cambio de un aminoacido polar neutro por uno polar sin

carga.

FIhD es un regulador transcripcional maestro de varios operones flagelares responsable de
la activacion de la expresion de genes flagelares de clase 2, incluido fliA. Albanna et al
(2018) describe: “los cambios de aminoacidos mas significativos se encuentran dentro de
los ultimos 8 aminoacidos del extremo C-terminal. Otras sustituciones se encuentran
dispersas en cada proteina y no proporcionan un patrén mutacional consistente que
proporcione una explicacion fenotipica clara” (Albanna et al., 2018). Tal como se observa
en el aislamiento 001 (figura 5B), que ha sido denominado variante inconsistente pues
conserva los genes de la segunda fase flagelar y aun asi se comporta como una variante
monofésica, presenta un aparente cambio en el marco de lectura de los ultimos 5
aminoacidos que podria estar implicado en este comportamiento “inconsistente” y su
fenotipo de motilidad aumentada vista en el estudio anterior (Cuenca-Arias et al., 2020). La
ausencia del pSTVque porta el operdon fimbrial pef se observa en los aislamientos
relacionados con el clon Europeo. Asi, el carecer de estos genes fimbriales tiene cambios en
el proceso de invasidn, aunque en estos aislamientos podrian presentarse una variedad de

elementos genéticos que los hacen mas virulentos.

Los sistemas de secrecion juegan un papel crucial en procesos de invasion en especial los
sistemas de secrecion de tipo 111 (T3SS) con genes como sspH2, sptP, sseABIK, ssaL (Figura
6). Por ejemplo, el gen ssel se inactiva en ST313 debido a la insercion de un elemento
transponible y da como resultado una hiperdifusion del patégeno a sitios sistémicos del
huésped. Es posible que la ausencia de este gen en el aislamiento 013 esté relacionado con
un elemento transponible dada la amplia adquisicion de elementos genéticos maviles en la
variante monofasica. Un estudio reporta que el gen sseK inhibe la sefializacion de NF-xB y
también suprime la muerte de la célula huésped, este gen a su vez interactia con Rab en

etapas posteriores de la infeccion por Salmonella (Gan et al., 2020). La ausencia de dichos
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genes sugiere una inactivacion del T3SS dependiendo su forma de diseminacion y a que la
colonizacién intestinal no sea necesaria, resultando en una propagacion facilitada de la
bacteria (Gunster, Matthews, Holden, & Thurston, 2017).

14. Conclusiones

La determinacion de la ganancia o pérdida de genes del genoma completo en los
aislamientos de STVM colombianos permitié una reclasificacion de los linajes clonales
circulantes en el pais y estudiar su alta plasticidad genémica mediada por la adquisicion de
elementos genéticos maviles y conjugativos.

Los aislamientos analizados por secuenciacion muestran que en Colombia circulan
diferentes linajes de variante monofasica, lo que sugiere multiples eventos de introduccion
de este serovar desde su identificacion en 2015. Los analisis confirmaron que algunos
aislamientos estan relacionados con el clon Europeo y EE.UU, tanto por filogenia como por
las caracteristicas compartidas. Se identifico la presencia de profagos propios de los clones
Europeo (sal3) y EE.UU (sp_004) asi como agrupacion de profagos especificos en los 3
subgrupos filogenéticos. Sin embargo, la adquisicion de plasmidos resulté ser independiente
de los linajes clones. Los aislamientos clasificados como clon Europeo (subgrupo 2)
presentan los genes de tolerancia a metales pesados posiblemente por la integracion de SGI-
4. En su mayoria este subgrupo 2 carece de algunos genes fimbriales y flagelares
involucrados en procesos de adhesidn, invasion y colonizacién como posible resultado de
adaptacion especifica al huésped. Estos carecen de genes de resistencia a mercurio, a
diferencia de observado en los aislamientos 006, 007, 008, 009 y 018.

Se observo la pérdida de profagos propios de S. Typhimurium LT2 y una alta diversidad de
plasmidos. También genes que confieren resistencia de 3 a 6 familias de antibidticos
principalmente a Tetraciclina, Cloranfenicol y Sulfonamidas; asi como resistencia a
lincosamida en 1 aislamiento.

Se destacaron los genotipos de las cepas 006, 007 y 009 al ser aislados de materia fecal y
orina respectivamente, y poseer una gran cantidad de plasmidos pequefios y mayor cantidad

de genes de resistencia a antibidticos.
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Los resultados sugieren un proceso de adaptacion de la nueva serovariedad de S.

Typhimurium independiente del linaje clonal, fuente u origen geografico.

15. Recomendaciones

Seria importante estudiar los aislamientos de STVM con modelos in vitro para caracterizar

su perfil de virulencia tanto en macréfagos como organismos modelo de ratones.
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17. Anexos

Tabla Complementaria 1. Factores de virulencia
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Figura Complementaria 1. Matriz basada en longitud y distancias de ramas de la filogenia inferida por SNP
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