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RESUMEN

Las zoonosis originadas por bacterias constituyen el segundo mayor grupo de
microorganismos asociados a infecciones epidémicas con un fuerte impacto en la salud
publica en todo el mundo. En el Perq, existen reportes recientes de Salmonelosis provocadas
por Salmonella enterica serotipo Enteritidis (S. Enteritidis), una bacteria patégena zoonética
transmitida a humanos mediante el consumo o contacto con productos y animales
contaminados. Debido a su potencial virulento, el presente trabajo de investigacién tiene
como finalidad realizar el andlisis gendmico de una cepa de S. Enteritidis aislada de una
granja avicola de Lima (cepa SMVET14), para identificar los factores genéticos involucrados
en la virulencia de este patégeno y genes de resistencia a antibiéticos en el genoma que le
confieran capacidad para generar brotes epidémicos en animales de granja y poblaciones
humanas. En este estudio, el genoma de S. Enteritidis cepa SMVET14 se sometié a un
andlisis in silico el cual comenzd con el andlisis de cobertura, calidad y limpieza de los datos
generados por el secuenciamiento con BBMap, FASTQC y Trimmomatic, respectivamente.
Las lecturas fueron ensambladas usando dos softwares SPAdes y Velvet, y se contrasto la
calidad de ambos ensamblajes utilizando QUAST. Se escogié el ensamblaje generado por
SPAdes, el cual gener6 25 contigs con una cobertura promedio de 81.26, un tamano del
genoma de 4701879 bp (4.71Mb), y un contenido de %GC fue 52.13%. La anotacion génica
con Prokka mostré 4513 genes de los cuales 4421 fueron secuencias codificantes (CDS) y
94 ARN. La tipificacién de la cepa se realizé con MLST y fue asignada al ST11. Por otro lado,
el mapeo gendomico y el andlisis filogenémico mostré que la cepa SMVET14 esta
estrechamente relacionada con las cepas P125109 y 17927, ambos implicados en brotes
epidémicos de Salmonelosis. Asimismo, se identificaron 105 factores de virulencia, siendo
principalmente asociados al sistema de secrecion tipo Il (TTSS) y a adherencia celular.
También, se identificaron 6 genes de resistencia a antibidticos que son utilizados en primera

linea en el tratamiento en humanos y animales. Ademas, se identificé el plasmido pSEN de



59.350 kb caracteristico de esta especie. Por ultimo, con el servidor PHASTER se
identificaron 2 secuencias profagos intactos, incluyendo Gifsy_2 y Salmon_118970_sal3. Por
lo tanto, se logré la caracterizacién e identificacion de los factores de virulencia y resistencia
dentro del genoma de S. Enteritidis cepa SMVET14 con potencial de generar brotes

epidémicos.

Palabras clave: Salmonella enterica serotipo Enteritidis, genémica, factores de virulencia,

resistencia a antibiéticos, granja avicola de Lima-Peru.
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INTRODUCCION

La salmonelosis es una de las enfermedades zoonéticas més frecuentes transmitidas
por alimentos y animales, incluidos los de produccién avicola, que representa un
importante problema de salud publica en todo el mundo (Antunes et al., 2016). Segun
datos oficiales de la CDC (2019) en EE. UU. se estima que hay cada afo 1,35 millones
de infectados, 26 500 hospitalizaciones y 420 muertes a causa de esta enfermedad.
La salmonelosis es causada por enterobacterias del género Salmonella, que
comprende mas de 2500 serotipos segun el esquema de Kauffmann-White (Velge et
al., 2005; Fitzgerald et al., 2007; Andino & Hanning, 2015). Salmonella enterica
serotipo Enteritidis (S. Enteritidis), es el serotipo mas aislado en casos de
salmonelosis humana (Hendriksen et al., 2011). Esta capacitado para colonizar el
tracto intestinal y causar enfermedad dependiendo de la dosis de inoculacién y del
estado inmune del huésped (Thomson et al., 2008). La infeccién por S. Enteritidis se
da por la ruta fecal-oral, usualmente por consumo de alimentos contaminados, siendo
las cascaras de los huevos uno de los principales vehiculos de transporte (Hendriksen
et al.,, 2011). La salmonelosis por S. Enteritidis se caracteriza por una gastroenteritis
o bacteremia y puede llegar a causar la muerte (Andino & Hanning, 1. 2015).

En cuanto al estudio de S. Enteritidis usando el genoma completo, el trabajo realizado
por Deng et al. (2014), report6 5 linajes de acuerdo con el andlisis de SNP del genoma
completo de 125 cepas de este serotipo de los cuales se encontr6 que el linaje LIl y
LIV fueron los mas comunes a escala internacional y EEUU, respectivamente; el linaje
LI y LIl son atribuidos a animales de vida silvestre y mamiferos marinos,
respectivamente (Deng et al., 2014). Todos estos linajes estan dentro de 8 de los 9
clados reportados por Allard et al. (2013) gracias al analisis filogenético de 206 cepas
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de S. Enteritidis. El clado C1, C2, C3 y C5 estan representados principalmente por
aislamientos clinicos; los clados C7, C8 y C9 provenian de diversos aislados.
producidas por cascaras de huevo; y los clados C1 y C6 reportados por Allard et al.
(2013) estuvieron asociados al brote epidémico de 2010 en EE. UU. y provenian de
alimento y demas componentes de granjas avicolas.

Por otro lado, los factores de virulencia de S. Enteritidis estan principalmente
caracterizados por el plasmido de virulencia especifico de serovar pSEV de un tamano
de 58 kb no conjugativo, que se encuentra constituido principalmente por el operén
spv que contiene 5 genes spvRABCD (operén de ~8kb spv altamente conservado) y
esta principalmente involucrado en la proliferaciéon durante la fase extraintestinal de la
infeccion (Stanley & Baquar, 1994; Garcia et al., 2016). pSEV también posee los
genes rck (resistencia a la destruccion por el complemento), el operon pef (fimbrias
codificadas por el plasmido) que lleva 5 genes pefRABCD altamente conservados,
srgA (gen regulado por Sid-A), mig-5 (gen inducible por macréfago), los replicones
incFIlIA/repA y incFIB/repA2, regién parVP y el sistema toxina-antitoxina ccdAB
(Rychlik et al., 2006; Garcia et al., 2016). Ademas de su isla de patogenicidad 1 (SPI-
1) que contiene genes involucrados en el ensamblaje del sistema de secrecién tipo Il
cuya funcion es la de translocar proteinas efectoras a las células del intestino iniciando
la enteropatogenicidad. S. Enteritidis P125109 (genoma de referencia) posee 12 islas
de patogenicidad (SPI-1- 6, SPI-10, SPI-13 - 14, SPI-16 -17) asociados a la virulencia
e interaccién celular (Shah et al, 2012; Thomson et al., 2008). Se ha reportado
también que S. Enteritidis P125109 presenta 13 operones fimbriales que son
importantes para la adhesion celular, los cuales estan ubicados en el cromosoma y
son: c¢sg, ste, std, Ipf, sth, sef, bcf, sti, stf, saf, stb, fim y peg (Thomson et al., 2008).
Otro grupo de factores de virulencia son las secuencias profagos. Para S. Enteritidis
se han reportado 5 elementos profagos (¢SE10, $SE12, ¢SE12A, $SE14 y $SE20) de
los cuales $SE20 es el Unico completo y los demas se encuentran como remanentes
pero que pueden transportar genes relacionados a proteinas efectoras del sistema de
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secrecion tipo Ill (sseK3, sspH2, gogA, ssel, y sopE), los genes pagK'y pagM que son
activados por Pho-PQ que es un sistema regulador de dos componentes, e incluso el
gen sodCl que codifica una superéxido dimutasa Cu/Zn importante para la
colonizacién (Thomson et al., 2008).

La administracién de antibi6ticos para tratar animales y humanos, y el uso como
suplemento en la dieta de los animales de corral da lugar al surgimiento de la
resistencia antimicrobiana (Andino & Hanning, 2015; Velge et al., 2005). S. Enteritidis
presenta menor resistencia antimicrobiana en comparacion a los otros serotipos del
mismo género (Andino & Hanning, 2015). Pero ,se han comenzado a reportar cepas
multidrogoresistentes a partir del afio 2003, donde se aislé por primera vez una cepa
CNM 4839/03 con el plasmido de resistencia y virulencia (pVR) pUO-SeVR1 (Tamaro
~110 kb) que es un hibrido del plasmido de virulencia pSEV y elementos genéticos
méviles que le confieren resistencia a multiples antibiéticos como son: ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclina y trimetoprima, todos estos
codificados por los genes blaTEM-1b, catA2, strAB, sull y sul2, tet(A) y dffA7,
respectivamente; incluye también 14 copias de secuencia de insercién 1S26 y una
copia de 1S4321 y multiples remanentes de elementos transponibles (Tn2, Tn21,
Tn1721 y Tn5393) (Rodriguez et al., 2010; Garcia et al., 2016). Los genes de
resistencia presentes en este plasmido hibrido pueden generar seleccion positiva de
los genes de virulencia por ello se debe hacer un seguimiento y evaluacién de la
distribucion de este pldsmido VR (Rodriguez et al., 2010).

Debido a su impacto en la salud publica es importante la identificacién y
caracterizacion de S. Enteritidis en distintos ambientes como granjas avicolas. Sin
embargo, por su naturaleza clonal y su baja diversidad genética ha sido dificil su
estudio por métodos convencionales. Ante ello, el secuenciamiento y el andlisis
gendmico surge como una alternativa para el estudio y vigilancia epidemiolégica de

las cepas de S. Enteritidis (Deng et al., 2014).



En Perld, a pesar de haberse reportado casos clinicos con aislados
multidrogoresistentes de S. Enteritidis en hospitales de Lima y haber sido declarado
por la Organizacién Mundial de la Salud como “patdgeno prioritario”, los estudios en
S. Enteritidis de interés genéticos, de resistencia antimicrobiana y virulencia son pocos
a pesar de haber sido declarado por la Organizacion Mundial de la Salud como
“patogeno prioritario” (Castro-Vargas et al., 2020; Quino et al., 2020a y 2020b; (Silva
et. al., 2017). Y es muy escaso las investigaciones en aislado de S. enteritidis en
granjas avicolas, por lo que se carece de informacion de S. enteritidis que circulan en
estos ambientes y que puedan transmitirse a humanos. Ante esto, existe riesgo
potencial de la transmisién S. Enteritidis a la poblacién peruana, por lo que resulta
importante la identificacion y caracterizacion de cepas aisladas en ciudades con alta
densidad poblacional como Lima y sobre todo en focos infecciosos como las granjas.
Con la deteccidon oportuna de los microorganismos zoondticos, se pueden
implementar medidas de control y prevencién oportunas y efectivas, y asi manejar los
brotes minimizando los efectos adversos en la poblacién y su potencial epidémico.

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo general el analisis in silico de
lecturas del genoma de una cepa de Salmonella enterica serotipo Enteritidis, aislada
de una granja avicola de Lima — Peru. El objetivo especifico fue: Evaluar e identificar
posibles genes asociados a virulencia, resistencia antimicrobiana y presencia de

profagos y plasmidos en el genoma ensamblado de S. Enteritidis cepa SMVET14.



2.

MATERIAL Y METODOS

2.1.

2.2.

Informacion Gendmica

La informacion gendmica Salmonella enterica serotipo Enteritidis cepa
SMVET14 aislada de una granja avicola de Lima, se obtuvo a partir del
secuenciamiento de las librerias de lecturas de 250 nucledétidos de longitud de
ambos extremos (paired-end) usando la plataforma lllumina Miseq obteniendo
1763535 lecturas. El secuenciamiento fue realizado en una celda de flujo con
un unico carril para el MiSeq reagent kit v3((lllumina, San Diego, EEUU) por el
grupo de investigacion SANIGEN del Laboratorio de Biologia y Genética
Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional Mayor

de San Marcos.

Material de laboratorio

Equipo
e Servidor core i7, 16GB RAM, 1TB DD
e Servidor core i3, 4GB RAM, 1TB DD.

e Sistema operativo Linux

Programas
e Software SPAdes
e Software Velvet
e Software QUAST
e Software Prokka
e Software DnaPlotter
e Software BRIG
e Software MLST
e Software ABRICATE
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2.3.

Software PlasmidSpades
Software Parsnp

Software BBMap

Servicios web y bases de datos

Base de Datos de Factores de Virulencia (VFDB)

PHASTER

Métodos

2.3.1.

Ensamblaje y anotacion del genoma

Para el ensamblaje del genoma de S. enteritidis SMVET14 se comenz6
con una etapa de control de calidad (QC) a partir de las lecturas o
reads, que son pequefios fragmentos que resultan del secuenciamiento
y que poseen un tamano de 2 x 250pb, los cuales fueron examinados
a través de FastQC para determinar la calidad en general (Andrews,
2010). La limpieza de contaminantes en las lecturas se realizd
mediante Trimmomatic v. 0.39 bajo los siguientes parametros:
LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:50 (Bolger
et al.,, 2014). Posteriormente, las secuencias fueron ensambladas
usando dos ensambladores: SPAdes v. 3.14 y Velvet v. 1.2.10
(Bankevich et al., 2012; Zerbino & Birney, 2008). Se comparé la calidad
de ambos ensamblajes utilizando QUAST v. 5.0.2 y se escogi6 el mejor
de acuerdo con los parametros: Numero de contigs, N50, L50
(Gurevich et al., 2013). Con el Software BBMap v. 38.18
(https://sourceforge.net/projects/bbmap/) se obtuvo la cobertura
promedio de las lecturas obtenidas en la secuenciacién, para ello se
utilizé la cepa P125109 (NZ_CP063700) como referencia y los archivos

fastq del secuenciamiento de SMVET14 como input.
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2.3.2.

La anotacion de los fragmentos ensamblados (contigs) se realizé con
el software Prokka v. 1.14.5 (Seemann,. 2014). Prokka permite la
identificacion de los genes codificantes de proteinas y es una
herramienta de anotacién rapida para genomas procariotas. Para ello,
Prokka hace La anotacion estructural de las secuencias contigs
mediante Prodigal que encuentra las secuencias codificantes de
proteinas; y la anotacién funcional, que asigna un rol biol6gico a las
estructuras genéticas previamente predichas, se realizé mediante la
herramienta BlastP (para secuencias proteicas), RNAmmer (para
ARNm), Aragorn (para ARNt) e Infernal (para ARNnc) (Camacho et al.,
2009; Hyatt 2010; Kolbe and Eddy, 2011; Lagesen et al., 2007; Laslett

and Canback, 2004).

Mapeo genémico

Se utiliz6 DNAPIotter, un programa complementario del software
Artemis, para obtener el mapa circular del genoma de la cepa
SMVET14, asi como también para localizar las estructuras genéticas
de interés, % GC y sesgo de GC (GC skew) (Carver et al.,2009).
Ademas, BLAST Ring Image Generator (BRIG) fue utilizado para el
mapeo gendmico de S. Enteritidis SMVET14 (Alikhan et al., 2011). Para
ello BRIG v. 0.95, utilizando BLAST, hizo una comparacion multiple con
10 genomas de S. Enteritidis de diferentes clados (C1, C2, C3, C4, C5,
C6, C7, C8, C9) correspondiente a las cepas CDC_2010K_1729
(NZ_ALFR00000000 del clado C1), 639672-46 (NZ_ALES00000000
del clado C2), 81-2625 (NZ_ALIB0O0000000 del clado C3), 629164-37
(NZ_ALER00000000 del clado C4), 78-1757 (NZ_ALEW00000000 del
clado C5), 607307-2 (CP074238 del clado C6), SE15-1
(NZ_ALGR00000000 del clado C7), 62-1976 (NZ_ALGR00000000 del
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2.3.3.

clado C8), 17927 (NZ_ALHBO00000000 el clado C9) y P125109
(AM933172 del clado C9). Se tom6 como genoma de referencia a un
constructo que contenia el genoma de la cepa P125109 (AM933172,
que contiene el fago P125109 denominado asi por Allard et al., (2013))
incluido el fago RE-2010, el plasmido pOU1114, el plasmido de la cepa
CDC_2010K_1729 (pSEEE1729_15), el plasmido de la cepa
CDC_2010K-0956 (pSEEE0956_35), y el plasmido de la cepa 607307-
2 (PSEEE3072_19, similar a pPSEMV de acuerdo con Allard et al,

(2013)) (Tabla 1).

Tabla 1: Elementos genéticos utilizados para el constructo del

genoma de referencia usado en el analisis por BRIG.

Elemento Numero de accesion
pSEEE0956_35 NZ_ALGD01000040
Fago RE-2010 NC_019488
pOU1114 DQ115387
pSEEE1729_15 ALFR01000010
pSEEE3072_19 ALGO01000007

Analisis Filogenético

Se utilizé el método Maxima parsimonia mediante el programa Parsnp
v. 1.2 (multi-alineador de Harvest) para generar un arbol filogenético de
los 11 genomas de S. Enteritidis incluyendo la cepa SMVET14 a fin de
evaluar la relacion filogenética de la cepa peruana con otros linajes
representados por los 10 genomas restantes segun el trabajo de Allard
et al.,, (2013) (Treangen et al., 2014). Para ello, Parsnp realiza un

alineamiento del genoma core de los genomas bacterianos
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2.3.4.

2.3.5.

2.3.6.

estrechamente relacionados para identificar variaciones puntuales
(indels 'y SNPs) y generar un arbol de SNPs (polimorfismo de
nucleétido simple) (Treangen et al., 2014). Por ultimo, el arbol
filogenético se visualiz6 utilizando la herramienta FigTree v. 1.4.4

(https://github.com/rambaut/figtree).

Multi Locus Sequence Type (MLST)

S. Enteritidis se puede tipificar utilizando el enfoque de tipificacion de
secuencia multilocus (MLST). Este enfoque esta basado en el
secuenciamiento de siete genes housekeeping (genes aroC, dnaN,
hemD, hisD, purE, sucA, y thrA) que de acuerdo con la presencia de
variantes alélicas van a caracterizar de manera Unica a cada serotipo.
Se determin6 el genotipo MLST para la cepa SMVET14 usando el

programa mist v. 2.16.2 (https://github.com/tseemann/milst).

Identificacion de factores de virulencia

Para la identificacion de los factores de virulencia para la cepa
SMVET14 se usé la base de datos VFDB en ABRICATE v. 1.0.1
(https://github.com/tseemann/ABRicate) (Chen et al., 2016). Los
posibles factores de virulencia fueron seleccionados de acuerdo con el
porcentaje de identidad (>90%) y valor-e, longitud del alineamiento y

publicaciones previas.

Identificacion de determinantes de resistencia a antibioticos

Para la identificacidn de los posibles genes de resistencia a antibioticos
se utilizé el software ABRICATE V. 1.0.1
(https://github.com/tseemann/ABRicate), que contiene las bases de
datos de resistencia antibiéticos ARG-NNOT, CARD y Resfinder; los
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2.3.7.

2.3.8.

cuales fueron seleccionados de acuerdo con el porcentaje de identidad
(>50%), longitud del alineamiento y publicaciones previas (Jia et al.,

2017; Gupta et al., 2014; Zankari et al., 2012).

Identificacion de plasmidos

Se utiliz6 PlasmidSpades v. 0.1 para generar un ensamblaje de novo
de plasmidos contenidos en el genoma de S. Enteritidis SMVET14
(Antipov et al., 2016). Una vez obtenidos los plasmidos, se procedi6 a
hacer una identificacién con Blastn para identificar la identidad del
plasmido, asi como su cobertura. Para ello, se tom6 como referencia al

plasmido pSEN de S. Enteritidis cepa P125109 (HG970000).

Identificacion de profagos

Se utilizo el servidor en linea PHASTER (http:/phaster.ca/), para la

rapida identificacién y anotacion de secuencias profagos dentro del
genoma de SMVET14, se considerd a aquellas secuencias profagos
completas o intactas. La identidad de cada profago predicho fue

confirmada mediante un analisis con BLAST.
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3.

RESULTADOS

3.1.

3.2.

Ensamblaje

Luego de revisar la calidad y limpieza del genoma completo secuenciado, se
realizé el ensamblaje del genoma completo de S. Enteritidis cepa SMVET14
utilizando dos softwares de ensamblaje: SPAdes v. 3.14 y Velvet v. 1.2.10
Ambos ensamblajes obtuvieron en primera instancia 98 y 53 contigs,
respectivamente. Posteriormente, se recortaron los contigs con un tamafno
<1000 pb y se obtuvo un total de 25 y 31 contigs para cada software,
respectivamente. El analisis con QUAST v. 5.0.2, revel6 un N50 mayor y un
L50 menor en el genoma ensamblado por SPAdes v. 3.14, ademas del contig
mas largo de 1.55 Mb. Todos los andlisis presentados en este trabajo fueron
hechos tomando el genoma ensamblado por SPAdes (Tabla 2).

Cabe mencionar que el analisis con BBMAp v. 38.18 mostr6 una cobertura

promedio de 81.261 de las lecturas obtenidas por secuenciacion.

Tabla 2: Caracteristicas del ensamblaje del genoma de S. Enteritidis cepa
SMVET14.

Ensamblaje Velvet SPAdes
# contigs 31 25
Tamafio total 4 638 582 4701 879
El contig mas largo 416 760 1 549 861
GC (%) 52.14 52.13
N50 283 204 491 636
N75 166 502 227 985
L50 7 3
L75 13 6
# N's por 100 kbp 12.46 0.00

Anotacion funcional y estructural
Salmonella enterica serotipo Enteritidis cepa SMVET14 tiene un tamarno del

ensamblaje de 4701879bp (4.70Mb) (Figura 1), que se ensamblaron en 25
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contigs. La anotacién gendmica con el software Prokka 1.14.5 identifico 4 513
genes, de los cuales 4 421 fueron secuencias codificantes (CDS) y 94 fueron
genes para ARN (7 ARNr, 74 ARNt y 1 ARNtm). Ademas, el genoma presentd

un 52.13% de GC (Tabla 3).

4601000 0

o

A

2300500

Figura 1: Mapa circular del genoma de Salmonella enterica serotipo Enteritidis cepa
SMVET14. Desde el circulo exterior y hacia el interior se observa el anillo amarillo y el anillo
verde que representan las secuencias codificantes en la cadena forward y reverse
respectivamente, en rojo se muestran las secuencias ARNt y en negro las de ARNr. El
penultimo anillo muestra el %GC y el ultimo el Sesgo de GC (GC skew) [(G-C/(G+C)].
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Tabla 3: Caracteristicas del genoma de S. Enteritidis SMVET14.

Caracteristicas Valores
Tamano del genoma (pb) 4701879
N° contigs 25
%GC 52.13
Genes totales 4 501
Secuencias codificantes (CDS) 4 421
ARNr 7
ARNt 74
Secuencias repetidas 2

Analisis de MLST
Mediante el uso del software mist v. 2.16.2, S. Enteritidis cepa SMVET14 fue
asignada al ST11. El perfil alélico de los genes aroC, dnaN, hemD, hisD, pure,

SucAy thrAfueron 5, 2,3, 7, 6, 6, 11.

Mapeo genémico

El grafico circular obtenido por el andlisis en BRIG v. 0.95, muestra que
SMVET14 presenta una alta homologia con la cepa P125109 (AM933172) por
lo que se observa la presencia del fago del mismo nombre. Ademas, al
comparar con los demas genomas, también se observa que SMVET14 tiene
el plasmido pSEEE0956 35, el cual se encuentra en todas las cepas

comparadas (Figura 2).
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Figura 2: Mapa circular de la comparacién de genomas de diferentes cepas de S. Enteritidis
teniendo como referencia al constructo P125109 (AM933172) incluido los 5 elementos ya
mencionados en métodos, los que son indicados con flechas. Desde el interior al exterior, el
primer anillo representa el genoma de referencia (constructo); el segundo anillo muestra la
homologia con el genoma S. Enteritidis SMVET14 (rojo), el tercer anillo muestra homologia
con el genoma S. Enteritidis 17927 (NZ_ALHB00000000, fucsia); el cuarto anillo muestra la
homologia con el genoma S. Enteritidis 62_1976 (NZ_ALGRO00000000, rosado); el quinto
anillo muestra la homologia con el genoma S. Enteritidis SE15-1 (NZ_ALGR00000000,
celeste); el sexto anillo muestra la homologia con el genoma S. Enteritidis 607307-2
(CP074238, morado); el séptimo anillo muestra la homologia con el genoma S. Enteritidis 78-
1757 (NZ_ALEWO00000000, azul); el octavo anillo muestra la homologia con el genoma S.
Enteritidis 81-2625 (NZ_ALIB00000000, amarillo); el noveno anillo muestra la homologia con
el genoma S. Enteritidis 629164-37 (NZ_ALERO00000000, turquesa);el décimo anillo muestra
la homologia con el genoma S. Enteritidis 639672-46 (NZ_ALES00000000, cian); el undécimo
anillo muestra la homologia con el genoma S. Enteritidis CDC_2010K_1729
(NZ_ALFR00000000, magenta).
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3.5. Analisis Filogenético

El andlisis flogenémico de S. Enteritidis mostré que la cepa SMVET14 esta
mas estrechamente relacionada con las cepas P125109 y 17927 (soporte de
rama del 100%) que pertenecen al clado C9 segun Allard et al., (2013). Esto
refuerza los resultados en el punto anterior donde SMVET14 comparte

elementos genéticos méviles como el fago P125109 con estas dos cepas del

clado (Figura 3).
2
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Figura 3: Arbol de SNPs generados por Parsnp v. 1.2 basados en el alineamiento de

los genomas core de 11 genomas de S. Enteritidis incluido la cepa SMVET14. La cepa

SMVET14 se encuentra marcada en rojo.
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3.6.

Identificacion de factores de virulencia

Para identificar los factores de virulencia, se realiz6 el andlisis genémico del

genoma completo de S. Enteritidis cepa SMVET14 bajo los parametros de

100% de cobertura y >90% de identidad. El andlisis mostr6 105 factores de

virulencia, de los cuales el 74.29% (78) de estos factores se encontraban

asociados al sistema de secrecion tipo Il (TTSS), 19.05% (20) asociados a

factores de adherencia. En menor proporcién se encuentran 0.95% (1)

proteina de resistencia a péptidos, 0.95% (1) superdxido dimutasa Cu/Zn,

1.90% (2) proteina de membrana externa, 0.95% (1) proteina de resistencia

sérica y 0.95% (1) regulador del operén spv (Figura 4).
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Figura 4: Porcentaje de los factores de virulencia encontrados al contrastar el

genoma de S. Enteritidis SMVET14 con la base de datos VFDB de ABRICATE.
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3.7. Identificacion de determinantes de resistencia a antibidticos

La busqueda de determinantes de resistencia a antibiéticos en el genoma de
S. Enteritidis SMVET 14 se baso en tres bases de datos ARG-NNOT, CARD y
Resfinder de ABRICATE v. 1.0.1. Se consideraron 6 genes con una identidad
y cobertura mayor al 70%, los cuales se encontraban especialmente en la
base de datos ARG-NNOT. El 100% de estos determinantes de resistencia
antibidticos estaban relacionados con mecanismos de inactivaciéon de
antibidticos y presentaban resistencia a diferentes drogas como
aminoglucoésidos, betalactamicos, cefalosporinas, tetraciclinas, macroélidos,

lincosamidas y estreptograminas (Tabla 4).

Tabla 4: Proteinas de resistencia a antibioticos identificados en el genoma de

SMVET14
Proteina de
resistencia a Longitud del Mecanismo
antibiético % Cobertura| % Identidad | alineamiento |de resistencia Objetivos
Aminoglucésido:
inactivacién de Amikacina,
aac6-ly 100.00 96.80 438 antibiéticos tobramicina
Penicillin_Bindin inactivacién de
| g_Protein_Ecoli 99.95 83.55 1902 antibiéticos Betalactamico
inactivacién de
ampH_Ecoli 100.00 80.05 1158 antibidticos Cefalosporina
inactivacién de
tet(34) 75.48 72.24 352 antibiéticos Tetraciclinas
inactivacién de
AmpC1_Ecoli 88.51 71.13 1156 antibioticos Cefalosporinas
Macrolidos,
inactivacién de| lincosamidas y
(MLS)mph(D) 69.90 69.74 584 antibioticos | estreptogramina B
3.8. Identificacion de plasmidos

Para la identificacién del plasmido presente en el genoma de S. Enteritidis
SMVET14 se utilizé PlasmidSpades v. 0.1 para ensamblar la secuencia del
plasmido pSEV (plasmido especifico de serovariedad de Salmonella), que es
denominado como pSEN para la serovariedad Enteritidis (Antipov et al., 2016).

Se pudo encontrar que la cepa SMVET14 contiene el plasmido pSEN, que se
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3.9.

logré ensamblar con una identidad de 99.9% cuya longitud fue de 59.350 kb y
un contenido de GC de 51.94%. Una vez ensamblado, la secuencia del
plasmido pSEN se compar6 con la secuencia de referencia del plasmido pSEN
de la cepa P125109 (NZ_HG970000.1). Los resultados se muestran en la tabla
5. Ademas, se identific6 que el plasmido pSEN codifica los replicones
IncFIB(S)_1__FN432031 e IncFII(S)_1__CP000858, los operones spvBCR y
pefABCDF, diferentes factores de virulencia, un sistema de toxina-antitoxina

ccdAB, y la secuencia profago incompleto Salmon_SJ46 de 8.1 kb.

Tabla 5: Plasmidos identificados en el genoma de SMVET14.

Nombre Longitud (kb) | % Cobertura | % Identidad

PSEN 59.350 99.9% 99.9% Presenta
factores de
virulencia

Identificacion de profagos

Utilizando el servidor en linea PHASTER (http://phaster.ca/), se identifico y
anoté las secuencias de profagos contenidos dentro del genoma de SMVET14.
Se encontraron 7 regiones profagos, de los cuales 2 se encontraban intactos
y 5, incompletos. Los profagos intactos, Gifsy 2 y Salmon_118970_sal3,
poseia una longitud de 31.1 kb y 54 kb, respectivamente ademas de poseer
una elevada cantidad de genes codificantes de proteinas (39 y 64,
respectivamente). Los profagos incompletos, que son nombrados en la Tabla
6, presentaron una longitud entre 12.1 y 7.4 kb y con un nimero de genes
codificantes de proteinas de entre 14 y 8. Posteriormente, se pudo identificar
que el profago Salmon_118970_sal3 es el profago denominado P125109 por
Allard et al., (2013) para la cepa del mismo nombre. A partir de ahora se

denominara Salmon_118970_sal3 en lo que resta del trabajo.
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Tabla 6: Secuencias profagos identificados en el genoma de SMVET14
Profago Integridad Longitud (kb) Nt]merg de %GC
proteina

Gifsy_2 intacto 31.1 39 47.22
galmon_1 18970 sal intacto 54 64 48.29
Shigel_POCJ13 incompleto 12.1 14 45.64
Gifsy_2 incompleto 9.9 13 46.68
Shigel_SflV incompleto 6.3 10 45.67
Salmon_SJ46 incompleto 8.1 9 52.44
Escher_500465_2 incompleto 7.4 8 53.18

Los genes que se encontraron en el fago Salmon_118970_sal3 intacto fueron:
Proteina RdgC asociada a la recombinacién, regulador transcripcional putativo
de tipo HTH, ADN adenina metilasa y endodesoxirribonucleasa de union
cruzada RusA. En el fago Gifsy_2 intacto, se encontraron genes de: Proteina
de ensamblaje de fibras de la cola de profago TfaE, factor de intercambio de
nucleotidos de guanina SopE, superoxido dimutasa Cu/Zn, lisozima RrrD vy
Alquil/aril sulfatasa putativo YjcS.

En el profago Shigel_POCJ13 incompleto, se encontraron genes como:
Nucleasa putativa YbcO, proteina putativa YdfB y proteina asesina KilR. En el
caso del gafo Gifsy 2 incompleto, presentd los siguientes genes: proteina
asociada a respuesta SOS Yedk, Proteina efectora secretada Ssel, Proteina
de ensamblaje de fibras de la cola de profago TfaE. El fago Shigel SflV
incompleto, presentd los siguientes genes: Activador transcripcional de tipo
HTH especifico de RCS RclIR, sensor de histidina quinasa CusS, proteina de
unién al cobre putativa PcoE, translocasa de glucosa unida a bactoprenol y
bactoprenol glucosil transferasa. El profago Slamon_SJ46 incompleto,
present6 los genes: Proteina de particion cromosémica Smc, proteina A de

particion del plasmido, activador transcripcional del reguldn de virulencia VirB,
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proteina UmuC y proteina UmuD. Por ultimo, el profago Escher_500465_2
incompleto, presentd los genes: beta-cetoacil-ACP sintasa |, Metaloproteasa
intramembrana de la familia CPBP, Proteina de la familia YbjP / YghG,
regulador transcripcional, transportador MFS, regulador de biosintesis de

flagelos FIk, y algunas proteinas hipotéticas.
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DISCUSION

En el presente trabajo se caracterizé6 el genoma de Salmonella enterica serotipo
Enteritidis cepa SMVET14, la cual fue aislada de una granja avicola en Lima. Las
caracteristicas generales encontradas en el genoma ensamblado de 25 contigs fueron
que poseia un tamaro de 4.70 Mb y un porcentaje GC de 52.13%, que se encuentra
dentro del rango normal para un microorganismo de esta especie (Andino & Hanning,
2015; Quino et al., 2020) (Tabla 2). Se identificaron 4501 genes totales, de las cuales
4421 eran secuencias codificantes, 74 ARNt, 7 ARNr. Ademds, se encontraron 2
secuencias CRISPR con 9 y 11 espaciadores, lo cual, ha sido reportado en otras
cepas de S. Enteritidis (Tabla 3).

De acuerdo con el analisis in silico MLST que se basa en siete genes housekeeping:
aroC, dnaN, hemD, hisD, purE, sucA, y thrA; donde de acuerdo a la presencia de
variantes alélicas caracteriza de manera Unica a cada serotipo de Salmonella spp
(Pethplerdprao et al., 2017). El analisis con MLST mostré que S. Enteritidis cepa
SMVET14, present6 la secuencia tipo (ST) 11, el cual es la secuencia tipo mas comun
de S. Enteritidis (Pethplerdprao et al., 2017; Quino et al., 2020). Cabe resaltar que al
ser la ST11 muy comun, se ha identificado como el aislado mas frecuente en huevos
contaminados, animales de granja y gastroenteritis en humanos en la regién de
Ibagué, Colombia, (Fandifio y Verja-Garcia, 2019). Asimismo, en Uruguay se reporto
la existencia de dos linajes principales de cepas ST11 circulantes en Sudamérica, de
los cuales, el linaje E2 fue asociado a brotes epidémicos causados en los ultimos 40
anos. El estudio genémico de este clado dilucid6 variantes genéticas Unicas que son
esenciales para la colonizacion intestinal (D’Alessandro et al., 2020). Y en un estudio
mas reciente, el trabajo realizado por Quino et al, (2020) ha identificado a 180
aislados de S. Enteritidis en Perd como ST11 incluidos los relacionados a un brote
epidémico en 2018.

En el andlisis comparativo realizado por BRIG v. 0.95 se encontr6é que el genoma de
la cepa SMVET14 posee el fago P125109 (identificado como Salmon_118970_sal3
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por PHASTER) y el plasmido pSEEE0956_35 (identificado como el plasmido pSEN
de la cepa SMVET14 por PlasmidSpades), que son compartidos por las cepas 17927
y P125109 (Figura 2). Mientras que el fago RE-2010, el plasmido pOU1114, el
plasmido pSEEE1729_15 y el plasmido pSEEE3072_19; no se encontraron en el
genoma de SMVET14 (Figura 2). Resultados que son similares a lo presentado en el
trabajo de Allard et al., (2013).

Asimismo, de acuerdo con los resultados de Allard et al, (2013) y al arbol generado
por Parsnp v. 1.2 (Figura 3), la cepa SMVET14 fue similar a las cepas representantes
del clado C9 tomadas para este analisis (cepas 17927 y P125109) las cuales
estuvieron vinculadas a aislados clinicos (Allard et al., 2013).

Debido a que las cepas de Salmonella enterica son patégenos facultativos
intracelulares causantes de enfermedades sistémicas o localizadas tanto en humanos
como en otros vertebrados, son endémicas en poblaciones de animales agricolas
domeésticos, y considerados como grandes reservorios de infecciones a la poblacion
humana, resulta imperioso mantener la vigilancia epidemiolégica.

Los factores de virulencia son aquellos que van a permitir la colonizacion del nicho
especifico del microorganismo y causar patogenicidad (Martens & Demain, 2017). De
acuerdo con los resultados, los factores de virulencia predichos para S. Enteritidis
cepa SMVET14, fueron principalmente factores asociados al sistema de secrecién tipo
[ (TTSS) con un 74.29% , seguido por los factores de virulencia asociados a factores
de adherencia 19.05%, y en menor proporcion se encontraban la proteina de
resistencia a péptidos 0.95%, la superéxido dimutasa Cu/Zn 0.95%, las proteinas de
membrana externa 1.90% , la proteina de resistencia sérica 0.95%, y el regulador del
operdn spv 0.95% (Figura 4).

Se conoce que S. Enteritidis presenta sus factores de virulencia codificados en el
plasmido de virulencia especifico de serovariedad Enteritidis (0SEN), que de acuerdo
con lo obtenido por PlasmidSpades v. 0.1, se comprobd que el genoma de S.
Enteritidis cepa SMVET14 posee el plasmido pSEN de un tamafo de secuencia de
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59.350 kb similar a la secuencia del plasmido de la cepa de referencia P125109 (Tabla
5).

De acuerdo con la literatura, el plasmido pSEN de S. Enteritidis cuenta con el operon
spv que contiene 5 genes spvRABCD (operén de ~8kb spv altamente conservado) y
esta principalmente involucrado en la proliferaciéon durante la fase extraintestinal de la
infeccion (Stanley & Baquar, 1994; Garcia et al., 2016). Pero, de acuerdo con los
resultados obtenidos con VFDB, se observo que el plasmido pSEN de S. Enteritidis
SMVET14 poseia solo los genes spvR, spvBy spvC del operon spovRABCD, los cuales
estuvieron asociados al sistema de secrecion tipo Ill. Donde spvR es un regulador
transcripcional positivo de spvABCD, mientras que spvB y spvC son los efectores
centrales del operén, donde spvB es una enzima ribosilante de ADP de la F-actina
impidiendo su polimerizacién y desestabiliza el citoesqueleto del macrfago, por lo que
podria estar implicado en la inhibicién de la fusion fagosoma-lisosoma contribuyendo
asi en la fase sistémica de la infeccion en ratones (Matsui et al., 2001; Rychlik et al.,
2006; Guiney & Fierer, 2011). Por otro lado, el gen spvC, ademas de regular a la baja
la liberacién de citoquinas de las células infectadas tiene actividad fosfotreonina liasa
que interfiere en la sefnalizacion celular a través del sistema de secrecién tipo |l
codificado por SPI-2 cuando es translocado al citoplasma de las células infectadas, al
igual que spvB (Mazurkiewicz et al., 2008; Guiney & Fierer, 2011). Cabe resaltar que
si bien, el plasmido pSEM de SMVET14 no presenta los genes spvAy spvD, es igual
de virulento solo con los genes spvBYy spvC tal y como lo reportado por Matsui et al.,
(2001), donde reportd que son spvBy spvC fueron suficientes para complementar el
plasmido de virulencia de S. Typhimurium. Por lo tanto, los genes spv son importantes
para la patogénesis en humanos, ya que las cepas portadoras de spv dominan entre
los aislados clinicos de pacientes con bacteremia no tifoidea (Mazurkeiwicz et al.,
2008).

Asimismo, el plasmido pSEN presenta el operon pef (fimbrias codificadas por el
plasmido) que cuenta con 5 genes pefRABCD altamente conservados (Rychlik et al.,
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2006). Estos genes codifican un tipo de fimbrias que intervienen en la adherencia de
la bacteria a las células epiteliales del intestino delgado en ratén (Mendoza et al.,
2009). Los resultados obtenidos por VFDB mostraron que el plasmido pSEN contenia
los genes pefBCD al igual que lo mostrado en el genoma de referencia P125109.
pSEN también posee el gen rck de resistencia a la muerte mediada por el
complemento o resistencia sérica, ya que codifica una proteina de membrana externa
que impide la polimerizacién de C9 del complemento impidiendo la formacién de las
porinas y el rompimiento de la membrana bacteriana, ademas de participar en la
adhesion celular (Rychlik et al., 2006). Cabe resaltar que este gen es encontrado
también en el plasmido de virulencia de S. Typhimurium y es codificado por el replicén
IncFIB (una de las regiones del pldsmido pSEN identificado en el presente trabajo
como IncFIB (S)). Ademas, el replicon IncFll (S), también identificado en el presente
trabajo, esta estrictamente relacionado a Salmonella spp. (Di Cesare et al., 2016).
Ambos replicones estarian implicados en la replicacién independiente del plasmido,
ademas de ser los mas comunes encontrados en aislados de S. Enteritidis y que
podrian ser fuentes de genes adquiridos horizontalmente (Richlik et al., 2006; Lyu et
al., 2021).

Asimismo, se identific el gen mig-14 que codifica una proteina asociada a membrana
interna de resistencia a péptidos antimicrobianos (Brodsky et al., 2005). Se demostré
en S. Typhimurium que mig-14 es necesario para la resistencia a la polimixina B como
a la protegrina-1 (péptidos antimicrobianos) y para la proliferacion bacteriana en el
higado y el bazo de ratones después de la inoculacién oral (Brodsky et al., 2002).
También se logré identificar el sistema toxina-antitoxina ccdAB, es un tipo de sistema
toxina-antitoxina (TAS) de tipo Il (mas comdn en bacterias), implicado en el
mantenimiento del plasmido pSEN. El gen ccdB, toxina, codifica una proteina con
capacidad para unirse e inhibir la ADN girasa libre y en complejo con el ADN,
causando roturas de doble hebra del ADN (Di Cesare et al. 2016). Mientras que el gen
ccdA, codifica una proteina que forma un complejo estable con la toxina y bloquea su
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sitio activo durante el crecimiento en condiciones normales (Fraikin et al., 2020). Por
lo tanto, se confirma que pSEN seria un plasmido que transporta factores de virulencia
importantes para S. Enteritidis.

Otros factores de virulencia son aquellos relacionados con los 2 tipos de sistemas de
secrecién tipo Il que son codificados por dos islas de patogenicidad distintas: SPI-1y
SPI-2 (Guiney & Fierer, 2011). EI TTSS que es codificado por SPI-1 tiene un rol
importante en la invasion de las células del huésped por Salmonella, mientras que el
TTSS codificado por SPI-2 tiene un rol en la supervivencia intracelular de la bacteria
(Guiney & Fierer, 2011). Se identificaron 40 genes de factores de virulencia
relacionados al TTSS codificado por SPI-2 y 37 genes relacionados al TTSS
codificado por SPI-1 dentro del genoma de S. Enteritidis SMVET14. Se sabe que el
TTSS codificado por SPI-1 participa en el proceso de invasion celular, ya que este
sistema transloca una serie de proteinas efectoras a las células epiteliales del
huésped para modificar el citoesqueleto y permitir la adsorcién bacteriana en una
vacuola que contiene Salmonella (SCV) (Guiney & Fierer, 2011). Una vez dentro, se
activa el TTSS codificado por SPI-2 para translocar efectores que van a modificar el
citoesqueleto y de esta manera posicionar a la SCV en una posicién perinuclear y
cerca al aparato de Golgi, alli puede replicarse e inducir la apoptosis entre 18 a 24
horas (Guiney & Fierer, 2011).

Se identificaron 20 factores de virulencia asociados a la adhesion celular segun la
base de datos VFDB (Figura 4). Se ha reportado que S. Enteritidis PT4 presenta 13
operones fimbriales, que son importantes para la adhesién celular y se encuentran en
el cromosoma: csg, ste, std, lpf, sth, sef, bcf, sti, stf, saf, stb, fim y peg (putativo de S.
Enteritidis PT4) (Thomson et al., 2008). Los operones identificados en el genoma de
S. Enteritidis cepa SMVET14 fueron scgABC scgDEFG, fimCDFHI'y IpfABCDE con
un alto porcentaje de identidad (>90%) y cobertura de la secuencia (>90%). El operén
fim codifica para fimbrias de tipo |, las cuales estarian implicadas en la formacion de
biopeliculas en intestino, pero son sensibles a manosa pues esta inhibe su unién
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(Ledeboer et al., 2006). Por otro lado, el operdon [pfABCDE codifica las fimbrias polares
largas (/pf) y estas estarian implicadas en la colonizacién de la mucosa intestinal de
ratén (Ledeboer et al., 2006). Asimismo, los operones csgBAC y csgDEFG codifican
los componentes para la formacién de las fimbrias agregantes delgadas (Tafi), que
son apéndices atipicos que tienen una alta adhesién. Tafi estaria implicada en la
adherencia a proteinas de la matriz extracelular y a las moléculas de clase | del
complejo mayor de histocompatibilidad, igualmente estaria implicado en la formacion
de biopeliculas que contribuye a la virulencia en ratones (van der Velden et al., 1998).
Cabe senalar que csgD regula la expresion de la subunidad csgA para la formacion
de Tafi y a su vez regula la biosintesis de celulosa necesaria para la formacién de
biopeliculas en superficies (Ledeboer et al., 2006).

El mecanismo de resistencia por inhibicion de antibidticos o conocido como resistencia
a los antibidticos por inactivacion de enzimas, se basa en la destruccidn o inactivacion
de los agentes antimicrobianos mediante la modificacién quimica utilizando enzimas
que catalizan diferentes reacciones quimicas como la fosforilacién, acetilacion y
adenilacién (Munita et al., 2016). De acuerdo con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, los 6 determinantes antimicrobianos encontrados en el genoma de
S. Enteritidis cepa SMVET14 fueron clasificados con el mecanismo de resistencia por
inhibicion (Tabla 4). A continuacién, se describen cada uno de ellos:

AAC(6")-ly codifica una 6'-N-acetiltransferasa de tipo |. Las acetiltransferasas son
enzimas que estan involucradas en una variedad de procesos celulares que incluyen
la acetilacion de proteinas ribosomales, de peptidoglicanos y de numerosos
intermediarios en las vias metabdlicas del azucar (Magnet et al., 1999). Los
aminoglucésidos son farmacos que se unen al ARNr 30S ocasionando la produccion
de proteinas bacterianas defectuosas, o bien la inhibicion total de la sintesis proteica,
por lo que las bacterias que presentan el factor de resistencia AAC(6')-ly codifica una
enzima que mediante la modificacién quimica del antibidtico da como resultado una
afinidad alterada del farmaco por su objetivo, produciendo asi la resistencia al
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antibiético (Wybenga-Groot et al., 1999). De acuerdo con los resultados de Magnet et
al., (1999), las cepas de S. Enteritidis BM4362 presenté resistencia a Tobramicina y
Dibecacina, pero tuvo una susceptibilidad baja a Netilmicina y Aikacina, al presentar
una variante de AAC(6')-ly. Cabe resaltar que los aminoglucésidos son clasificados
como de “importancia critica” por la Organizacion Mundial de la Salud, por lo que su
uso debe ser restringido en animales de granja
(http://who.int/foodsafety/publications/antimicrobials-fifth/en/).

Tet(34), es un gen que codifica una enzima similar a xantina-guanina
fosforibosiltransferasa, que es inactivante al igual que los productos génicos de Tet
(X) y Tet (37), el cual es un determinante de resistencia a tetraciclinas dependiente de
Mg+2 (Nonaka & Suzuki, 2002; Roberts, 2005). Se conoce que el mecanismo de
accion de las tetraciclinas es inhibir el crecimiento bacteriano al inhibir la sintesis de
proteinas en los ribosomas ya que estos farmacos inhiben especificamente la
subunidad ribosémica 30S, lo que dificulta la unién del aminoacil-tRNA al sitio aceptor
en el complejo mRNA-ribosoma (Shutter, 2020). El gen Tet (34) que fue primeramente
reportado en Vibrio spp. de aguas marinas, en el trabajo de Miranda et al., (2003), fue
reportado en S. liquefaciens y P. pseudoalcaligenes presentes en aguas dulce de
piscigranjas de salmones. De acuerdo con las bases de datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica - NCBI, el gen tet(34) no ha sido previamente reportado
en cepas de S. Enteritidis. Cabe resaltar que, en el trabajo de Quino et al., (2020), se
ha encontrado resistencia a tetraciclina en el 5% aislados de muestras humanas y 0%
de resistencia a tetraciclina en aislados de muestras no humanos (aves de corral,
alimento y ambientales). Este hallazgo podria dar pie al uso de metodos
experimentales para comprobar la resistencia a tetraciclinas en la cepa SMVET14,
debido a que la Organizacién Mundial de la Salud clasifica a las tetraciclinas de
categoria “muy importantes” ya que es utilizado en en el tratamiento de infecciones
bacterianas graves en humanos, por lo tanto, su uso debe ser restringido
(http://who.int/foodsafety/publications/antimicrobials-fifth/en/).
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Los factores de resistencia similares a AmpC1 y AmpH de E. coli que se encontraron
en el genoma se S. Enteritidis SMVET14, son genes que codifican proteinas de unién
a penicilina (PBP- por sus siglas en inglés) y sus derivados, esta union se da debido
a que forman enlaces covalentes de larga duracién con la penicilina y sus derivados,
y algunas pueden hidrolizan los antibi6ticos (Hederson et al., 1997). AmpH es similar
en secuencia a AmpC, pero posee significantes diferencias aminoacidicas en los
motivos SXXKy YXN, lo que le proporciona una fuerte union a penicilina G, cefoxitina
y cefalosporina C pero no puede hidrolizar nitrocefina de acuerdo a los resultados de
Hederson et al., (1997). Por otro lado, AmpC, perteneciente a las B-lactamasas de
clase C, es una PBP, pero con actividad hidrolitica con nitrocefina, pero incapaz de
hidrolizar aztreonam o moxalactama (caracteristica de las PBP clasicas) que es
inducible por la presencia de [B-lactamicos (Hederson et al., 1997). Las enzimas
AmpC, confiere resistencia natural a las aminopenicilinas solas o combinadas con
inhibidores de betalactamasas (como acido clavulanico y sulbactam), a las
cefalosporinas de primera generacion, a las cefamicinas (como cefoxitina, cefotetan),
pero AmpC no tienen efecto sobre las cefalosporinas de cuarta generacion ni sobre
los carbapenémicos (Martinez Rojas, 2009). De acuerdo con el trabajo realizado por
Singer & Hofacre (2006), la resistencia a las penicilinas como ampicilina y amoxicilina,
son causados por el propio manejo de los promotores de crecimiento y prevencion de
enfermedades en la produccion de aves de corral. Estos resultados han sido hallados
también en la revisidn realizada por Castro-Vargas et al., (2020), donde se muestra
que un 64.8% de aislados de Salmonella spp. fueron altamente resistentes a
ampicilina, un 29.4% tuvieron resistencia media a amoxicilina / acido clavulanico. Por
lo que la resistencia a estos antibiéticos puede ser comunmente encontrada en
aislados de aves de corral.

Con respecto al factor de resistencia a antibiéticos (MLS)mph(D), el gen mph codifica
al macrélido 2'-fosfotransferasa [MPH (2')-1] que participa en el mecanismo de
inactivacion de antibidticos de algunos macrolidos (Matsuoka et al., 2002). La MPH
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(2") inactiva los antibiéticos macrolidos mediante la O fosforilacién del grupo 2'-
hidroxilo de un aminoazucar en la molécula de antibiético, donde el grupo fosforilo se
deriva del y-fosfato de ATP (Achard et al., 2008). En especial, MPH (2)-I inactiva de
manera eficiente los macrodlidos de anillo de 14 atomos, como la eritromicina,
claritromicina, roxitromicina, telitromicina o ketdlido; que a los de 15 y 16 atomos,
como la azitromicina, diacetiimidecamicina, josamicina y espiramicina (Cobos-
Trigueros et al., 2009; Achard et al., 2008). Los macrélidos son policétidos compuestos
por un anillo de lactona macrociclica al que se unen con cadenas laterales o aztcares
(Fyfe et al., 2016). Su mecanismo de accion se basa en la union al centro
peptidiltransferasa (centro catalitico para la formacién de los enlaces peptidicos) del
ARNr 23S, inhibiendo la produccion de proteinas bacterianas, de acuerdo con la
cantidad de uniones se determina la intensidad del efecto antibacteriano (Cobos-
Trigueros et al., 2009; Fyfe et al., 2016). Tienen un amplio espectro antibacteriano,
pero comunmente son usados en el tratamiento de la neumonia, enfermedades de
transmisién sexual, shigelosis y salmonelosis en humanos por lo que son farmacos de
importancia critica en la medicina humana (Fyfe et al., 2016). Por lo tanto, la
resistencia a los macrolidos es de importancia ya que compromete el tratamiento y
control de las enfermedades antes mencionadas, lo que lleva a un grave riesgo de
salud publica (Castro-Vargas et al., 2020).

En el Pert en el afno 2017, segun el informe de monitoreo de Residuos Quimicos y
otros Contaminantes en Alimentos Agropecuarios Primarios, realizado por SENASA,
se detecté la presencia de Eritromicina, betalactamicos como Amoxicilina y Ampicilina,
Tetraciclina en carne de pollo, pero no de aminoglucésidos, que de acuerdo con la
resolucion ministerial 372-2016, los limites maximos de residuos (LMR) permitidos
deben ser menores a 100, 50, 200 pg/kg, respectivamente.

Cabe resaltar que el desarrollo de resistencia a los antibiticos esta relacionado con
el uso indebido de estos en produccién animal ya sea como promotores de crecimiento
y prevenciéon de enfermedades (Castro-Vargas et al., 2020). Los antibiéticos que son
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utilizados para estos fines en la produccién animal deben ser administrados a niveles
inferiores a los antibiéticos administrados para el tratamiento de enfermedades
(niveles subterapéuticos) (Singer & Hofacre, 2006). Pero debido a su uso indebido, se
ha restringido el uso de algunos antimicrobianos como los carbapenémicos,
glicopéptidos, tigeciclina y cefalosporinas de tercera y cuarta generacién (Castro-
Vargas et al., 2020). Ademas, debido a que el género Salmonella es calificado como
“patdgeno prioritario” por la Organizacién Mundial de la Salud, se deben orientar y
promover la investigacion y prevencion de nuevos antibidticos para su tratamiento
(Castro-Vargas et al., 2020).

Con respecto a las secuencias profagos encontradas en el genoma de S. Enteritidis
SMVET14, los 2 fagos Gifsy_2 y Salmon_118970_sal3 se encontraban intactos dentro
del genoma de SMVET14 (Tabla 6). Ambos profagos han sido reportados como los
mas comunes encontrados en S. enteritidis aislados de carne de pollo en Beijing de
acuerdo con el trabajo de Lyu et al., (2021).

El fago Gifsy_2 importante en la virulencia de Salmonella enterica, es capaz de causar
lisogenia en cepas susceptibles, ademas, contiene el gen de virulencia SodC1, que
codifica una superoxidodimutasa periplasmica que protege a bacterias gram-
negativas (como S. Enteritidis) del dafio oxidativo ex6geno causado por macréfagos
(Boyd et al., 2021). Asimismo, de acuerdo con Boyd et al., (2001) es encontrado en
los serotipos mas patdégenos de Salmonella. Cabe resaltar que este profago fue
encontrado en el 100% de los aislados de S. Enteritidis de 7 brotes transmitidos por
alimentos, al igual que el fragmento pequefo de ~8.5kb de este fago en solo el 93%
(Mottawea et al., 2018).

En cuanto al fago de Salmon_118970_sal3 se encontr6 en un 79.6% en aislados de
S. Heidelberg, S. Dublin, S. Typhimurium de brotes epidemiol6gicos, asi como
también, esporadicos. (Mohammed & Thapa, 2020; Mottawea et al., 2018). Por lo que
su presencia en el genoma de SMVET14 es de interés y confirma su amplio rango de
hospederos.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion se reporta la caracterizacién del genoma de S.
Enteritis denominada cepa SMVET14, aislado de una granja avicola de Lima-Perq,
cuyo tamano ensamblado fue de 4701879 pb contenidas en 25 contigs, un %GC de
52.13, y 4513 genes de los cuales 105 fueron genes de virulencia y 6 genes de
resistencia a antibiéticos. Ademas, se clasificé en el ST11, se identifico el plasmido

PSENV, y 2 secuencias profagos intactos.

Se logro recuperar el plasmido completo pSEN que caracteriza a S. Enteritidis y que
contenia secuencias de genes de virulencia de importancia en la proliferacién celular
y adherencia en células epiteliales del intestino, incluidos los genes spv R, By C

asociados al sistema de secrecién tipo lIl.

Los factores de virulencia encontrados en el genoma de S. Enteritidis SMVET14,
codificados principalmente en el plasmido pSEN estan involucrados en la infeccion y

supervivencia de la bacteria dentro del hospedero.

Se identificaron 6 genes de resistencia a antibidticos que son utilizados en primera

linea en el tratamiento en humanos y animales.

Se encontraron dos profagos en el genoma de la cepa SMVET14, el fago Gifsy_2
propio de S. Enteritidis y el profago Salmon_1118970_sal3 que ha sido reportado en

diferentes hospederos y otros serotipos de S. enterica.
S. Enteritidis SMVET14 aislada de un pollo en una granja avicola de Lima posee
caracteristicas de virulencia y resistencia asociada con el clado C9 (propuesto por

Allard et al, 2013) que pueden afectar la salud publica en Lima.
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RECOMENDACIONES
Se recomienda analizar una mayor cantidad genomas de aislados de distintas granjas
para conocer la diversidad genémica y la resistencia a antibidticos de S. Enteritidis

circulantes en las granjas avicolas de Lima-Per.
Se sugiere realizar un analisis gendmico comparativo entre aislados de granjas y

humanos para determinar si los linajes circulantes son los mismos, e indicar el nivel

de riesgo de transmision.
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