UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

“ANALISIS BIOINFORMATICO DE CUATRO SECUENCIAS DE
GENOMA COMPLETO DE Salmonella enterica DE ORIGEN
AVICOLA”

El estudio es parte del proyecto: “EVALUACION DE LA DISEMINACION DE GENES DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS POR MEDIO DEL ESTIERCOL DE GALLINA”
aprobado por el Honorable Consejo Universitario y financiado por La Direccidn de investigacion

y Desarrollo DIDE de la Universidad Técnica de Ambato. Resolucién, 1568-CU-P-2017.

VILLACIS GRIJALVA JOYCE ELIZABETH

TUTOR: Dr. Calero Caceres William Ricardo

CEVALLOS - ECUADOR

2019



APROBACION

“ANALISIS BIOINFORMATICO DE CUATRO SECUENCIAS DI GENOMA
COMPLETO DE Salmeonella entersca DE ORIGEN AVICOLA

REVISADO POR:

a0/ —

............................. EEE T

R T T )

Dr. William Calero, PhD
TUTOR



DERECHOS DE AUTOR

Al presentar este Informe Final del Proyecto de Investigacion titulado “ANALISIS
BIOINFORMATICO DE CUATRO SECUENCIAS DE GENOMA COMPLETO
DE Salmonella enterica DE ORIGEN AVICOLA” como uno de los requisitos previos
para la obtencién del Titulo de grado de Medica Veterinaria Zootecnista, en la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, autorizo a la Biblioteca
de la Facultad, para que este documento esté disponible para su lectura, segun las normas

de la Universidad.

Estoy de acuerdo en que se realice cualquier copia de este Informe Final, dentro de las
regulaciones de la Universidad, siempre y cuando esta reproduccion no ponga una
ganancia econémica potencial y se respete los derechos de propiedad intelectual del
proyecto al cual esta asociado, asi como del director del mismo.

Sin perjuicio de ejercer mi derecho de autor, autorizo a la Universidad Técnica de Ambato

la Publicacion de este Informe Final, o de parte de é1”.



APROBACION DEL TRIBUNAL DE GRADO

“ANALISIS BIOINFORMATICO DE CUATRO SECUENCIAS DE GENOMA
COMPLETO DE Salmonella enterica DE ORIGEN AVICOLA”

APROBAIMY POR: FECHA:
S
W, 3 29 - D - 2020

Ing. Chiovanny Yelasicgul Espin, Mg

PRESIDENTE DEL TRIBUNAL DE CALIFICACION

2a -Cn-20RC

Di. Marco Rosero, Mg

MIEMBRO DEL TRIBUNAL DE CALIFICACION

Dra. Sandra Cruz, PhD

MIEMBRO DEL TRIBUNAL DE CALIFICACION



DEDICATORIA

A mi Dios que siempre ha guiado mi camino y me ha permitido alcanzar la meta de

uno de los suefios mas grandes que he tenido desde nifia.

A la mejor familia del mundo, en especial a mis papas que me han apoyado en cada
una de las decisiones que he tomado, y me han guiado con sus consejos. Ahora
entiendo que todo lo que decian y hacian por mi era con amor, y sin ustedes no hubiese

podido llegar a este punto en mi vida, los amo muchisimo.

A mis hermanos, gracias por alegrar mis dias con sus ocurrencias y demostrar que mas

gue hermanos somos mejores amigos.

Pero en especial quiero dedicar mi tesis y todo este esfuerzo a mis abuelitos, a mi
abuelita que siempre ha estado junto a nosotros, guidndonos y brindandonos todo su
carifio y a mi abuelito que nos cuida desde el cielo, gracias por seguir siendo nuestra

luz, ustedes son mi guia y ejemplo de vida.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mis papas por haberme animado a seguir adelante con este suefio. Todo
el esfuerzo, dedicacion y amor que me han brindado a lo largo de este proceso hoy da
su fruto. Espero que se sientan orgullosos de este gran logro, porque todo fue gracias

a ustedes, todo fue gracias a que tengo a los mejores papas del mundo.

Gracias a mis profesores por haber sido una guia a lo largo de mi carrera, en especial
al Dr. Darwin Villamarin que me abri6 las puertas de su clinica y me permitié formar

parte de su equipo y familia.

A lo largo de estos afios aprendi que no necesitas muchos amigos y que la mayoria
son pasajeros, sin embargo, Bryan quiero agradecerte por seguir siendo esa persona
gue me ha apoyado y ha estado junto a mi a pesar de todo, eres mi mejor amigo, eres

mi familia.

Gracias a la Universidad Técnica de Ambato por esta gran oportunidad de aprender y

forjar mi futuro.

Finalmente quiero agradecer a mi tutor de tesis Dr. William Calero, quien con sus
conocimientos supo guiarme de la mejor manera a lo largo de esta investigacion,

gracias a su dedicacion, empefio y sobre todo paciencia, esto se hizo posible.

VI



INDICE GENERAL DE CONTENIDOS

1. CAPITULO I.- MARCO TEORICO ...c.ooviiriieriirineineiessneieeisessssssssesssenns 11
1.1, Antecedentes INVESLIGAtIVOS ........ccevuerirrieeieiie e sie st nneas 11
0 O 1 o] 1< £ Y7o SR PSPSSRT 21

1.2.1.  ODJetiVO gENEIAl ......cceeiieii et 21
1.2.2.  ODbjetivos ESPECITICOS ......ccviiieiieieiiese e 21

2. CAPITULO I1.- METODOLOGIA. ..ottt 22

2.1, MALEITAIES ... 22

2.2, IMBLOGOS. ...ttt ettt 22

3. CAPITULO I11.- RESULTADOS Y DISCUSION ......ccoovvrrrierrreiieerenisnee s 26
3.1.  Andlisis y discusion de reSUltados...........cooueerriireneneineseese e, 26
3.1.1. Andlisis de las secuencias por medio de plataformas bioinforméticas.............. 26
3.1.2. Comparacion de reSUItAd0S. .........ccoviiieiriiirieeees e 27
3. 1.1 TUPOS TE SECUBNCIA. ....eviveeueeneeiesie sttt sb bbb 27
3.1.2 Islas de PatogeniCitad ...........ccoereiuiiiiiiieiee e 28
B LB PIASIMITOS. ...ttt 29
3.1.4 Genes de resistencia a antimicrobianos...........cccooeiriiiiinene e, 29
IR [T 1= T - WSSOSO 30
IR O o] To (=10 a1 o] (oo - NSO 33
3.2, Verificacion de 1a NIPOtESIS ........ccveiiieiiiiece e 34

4. CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.................. 35

A1, CONCIUSIONES ...ttt bbbt 35

4.2, RECOMENUACIONES. .....eiuiiiititiite sttt bbb bbbt 36

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 37

ANEXOS .t b et et e bt nee e 48



INDICE DE TABLAS Y GRAFICOS

Tabla 1 Aislados de S. enterica serovar Infantisy Kentucky .............................. 24

Tabla 2 Aislamientos de S. enterica serovar Infantis y Kentucky de diferentes ubicaciones

geograficas tomados Como referenCia ............oooeiveiiiiiii e, 26

Tabla Analisis de las secuencias de genoma competo de S. enterica serovar Infantis y

Kentucky  por medio de plataformas  bioinforméticas del = CGE.

Tabla 4 Andlisis de las secuencias de genoma completo de S. enterica serovar Infantis y

Kentucky por medio de la plataforma bioinformatica BaseSpace de

UM, oo e e e 34

Gréfico 1 Distancia filogenética entre las dos cepas de S. Infantis en estudio y secuencias

de referencia obtenidas de diferentes estudios a nivel mundial ........................... 40

Gréfico 2 Distancia filogenética en las dos cepas de S. Kentucky en estudio y secuencias
de referencia obtenidas de diferentes estudios a nivel mundial ............................ 41

Vil



RESUMEN

La investigacion epidemiolégica molecular aplicada a microbiologia constituye una
herramienta fundamental en la elucidacion del origen de brotes clinicos y otorga
informacidn valiosa para la toma oportuna de medidas de control. En los ultimos afios, el
surgimiento de nuevas tecnologias como la secuenciacion de genoma completo y el
desarrollo de herramientas bioinformaticas han revolucionado la microbiologia, la misma
que en la dltima década ha pasado de un &mbito totalmente laboratorial a uno
computacional. La implementacion de estas herramientas nos ha permitido estudiar en
tiempo real y a un menor costo, potenciales patdgenos presentes en nuestro medio. Una
de ellas es Salmonella enterica, que representa una bacteria de interés en los sectores
productivo y clinico a nivel mundial; es por este motivo que es importante realizar
investigaciones epidemioldgicas que nos permitan analizar su origen, diseminacion,
mecanismos de virulencia y resistencia. Es por esta razon que se realizo el analisis de
cuatro secuencias de Salmonella enterica sub. enterica serovar Infantis y Kentucky
aisladas dentro del sector avicola en la provincia de Tungurahua y Cotopaxi, determinando
que pertenecen al tipo de secuencia ST32 y ST152 respectivamente. Ambas poseen un
amplio perfil de multirresistencia a farmacos, destacando la presencia de los genes de
resistencia a betalactamicos blacTtx-m-148 y blactx-m-e5, 10S cuales otorgan a la bacteria de
resistencia a penicilinas y cefalosporinas. Con la ayuda de estas plataformas se detectaron
la presencia de islas de patogenicidad y plasmidos, los cuales estan relacionados a los
factores de la virulencia y patogenicidad de los aislados en estudio. Finalmente, se
compararon las secuencias de este estudio con aislamientos de S. Infantis y S. Kentucky
de diversas fuentes y paises alrededor del mundo, utilizando arboles filogenéticos,
Ilegando a la conclusién que presentan un elevado grado de similitud con secuencias de
muestras clinicas en Estados Unidos, lo que sugiere que podrian compartir un ancestro en

comun.



ABSTRACT

The application of molecular epidemiological tools applied to microbiology provides
valuable evidence to elucidate the origin of clinical outbreaks. Additionally, provides
information that supports the opportune intervention and takes of control measures.
Nowadays, the raising of new omics technologies, as new generation sequencing (NGS)
of complete genomes and the development of bioinformatics tools are improving the
knowledge and the understanding of the microbiology. The implementation of these
technological tools in microbiological studies is allowing to study in real-time and low
cost the evolution and dissemination of new pathogens that are circulating across our
geographical area. Salmonella enterica represents one of the most important pathogens
that deserves special attention, considering its implications in clinical and productive
sectors. Considering these reasons, it is important the realization of epidemiological
studies using bioinformatic tools that allow analyze the origin, dissemination, virulence
mechanisms and resistance genotypes. In this study, four S. enterica serovar Infantis and
Kentucky from layer poultry origin obtained in Tungurahua and Cotopaxi were analyzed
through WGS and the bioinformatic tools of Center of Genomic Epidemiology
(University of Denmark) and BaseSpace (Illumina Inc). All the strains were categorized
as human pathogens. According to their sequence-type, it belongs to the ST32 (Infantis)
and ST152 (Kentucky). The strains harbor a plethora of antibiotic resistance genes. It is
worth noting the presence of the beta-lactamases blactx-m-148 and blacTx-m-65, which show
an emerging raising in clinical and animal origin isolates around the world. Finally, our
sequences were compared with sequences of analogous bacteria from different origins and
geographical locations through phylogenetic trees. Our sequences are related to clinical

isolates from the United States, suggesting that their share a common ancestor.



CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

Entre los microorganismos patdgenos transmitidos por alimentos, el género Salmonella es
uno de los agentes etiol6gicos bacterianos mas relevantes, debido a su enorme impacto en
salud publica y sanidad animal, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo
(Antunes et al. 2016). Este género bacteriano pertenece a la familia Enterobacteriaceae
y esté constituido por bacilos gramnegativos anaerobios facultativos (Cosby et al. 2015),
por lo general de 2 a 5 micrones de largo por 0,5 micrones de ancho y cuyo genoma varia
de tamafio entre serovares, con rangos que van desde 4°460.000 a 4’857.000 pb (Andino
y Hanning 2015). Este género se encuentra dividido en dos grandes especies, S. enterica
y S. bongori. Sin embargo, la mayor diversidad y patogenicidad se encuentra en S.
enterica, especie que incluye a mas de 2.600 serovares descritos hasta la fecha, los cuales
tienen la capacidad de causar infeccion en una amplia gama de hospedadores (Barreto
et al. 2016) y en muchos casos representa un habitante comin de la microbiota intestinal
de animales como: mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces (Cosby et al. 2015).

Se estima que en paises industrializados como Estados Unidos, se presentan
aproximadamente 1.2 millones de eventos por afio relacionados con esta bacteria, y de los
cuales alrededor de 450 terminan con la muerte del paciente (Carroll et al. 2017). El
departamento de Salud y Servicios Humanos de este pais inform6 un incremento de las
infecciones por S. enterica de 13.6 a 16.4 casos por cada 100,000 habitantes,
representando un aumento del 17.1% entre 1997 y 2011 (Pornsukarom et al. 2018). Lo
que se refleja en pérdidas econdmicas que bordean los 3,3 mil millones de doélares anuales,
debido a la eliminacion de las fuentes de alimentos contaminados, disminucion de la
productividad y atencion médica brindada a la poblacion (Yoshida et al. 2016). En la
Union Europea, se ha reportado una tasa de casos confirmados de 25.4 casos por cada

100,000 habitantes en 2014, en comparacion con los 21.4 casos por cada 100,000
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habitantes reportados en 2013, lo que representa un aumento del 19% en la tasa de
notificacion y con una carga economica de alrededor de 3.000 millones de euros al afio
(ECDPC 2016, Yoshida et al. 2016). En lo que respecta a América Latina, Asia y Africa,
se estima que cada afio se presentan alrededor de 200 a 500 casos relacionados a
Salmonella spp. por cada 100.000 habitantes (Quesada et al. 2016). En Ecuador, se
producen anualmente un aproximado de 1.500 hospitalizaciones debido a salmonelosis
tifoidea y 2.000 hospitalizaciones por Salmonella-no tifoidea, los cuales representan
aproximadamente el 25% de las enfermedades gastrointestinales reportadas en los afios
recientes (MSP 2018).

El indiscriminado uso de antibi6ticos en el mundo, y en especial en el sector pecuario, ha
generado una aceleracion en el ritmo evolutivo bacteriano (Hawkey y Jones 2009, Jiang
etal. 2017). Provocando en la actualidad una crisis sanitaria de consecuencias
significativas en caso de mantenerse las tendencias actuales (World Health
Organization 2015, 2016). EI consumo de antibioticos en el sector pecuario representa
cerca del 80% de la produccion mundial, en donde son utilizados como agentes
terapéuticos, por su efecto promotor de crecimiento y como coadyuvantes de la eficiencia
del pienso (Economou y Gousia 2015). Sin embargo, dentro de los efectos negativos
sobre la microbiota animal se observa un incremento notable en la presencia de
mecanismos de virulencia y patogenicidad, como genes capaces de dotar a las bacterias
de resistencia a los antimicrobianos de importancia médica, principalmente aquellos que
forman parte de la familia de los B-lactamicos, al producir enzimas como betalactamasas
de espectro extendido (BLEE) (Tate et al. 2017). Esto sumado a la presencia de muchas
mas caracteristicas relacionadas con la patogenicidad, encontradas en serotipos
predominantes de Salmonella spp. aisladas en el sector avicola, como por ejemplo: genes
que codifican adhesinas, sistemas para la adquisicion de hierro, proteinas flagelares,
sistemas de secrecidn tipo Ill, tolerancia a metales pesados como el mercurio y una mejor
respuesta al estrés oxidativo (Antunes etal. 2016). Lo que aumenta la gravedad,

morbilidad y mortalidad de las infecciones producidas por estas bacterias y la necesidad
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de emplear antimicrobianos de ultima linea como carbapenémicos en la terapia (World
Health Organization 2017).

El ser humano se encuentra altamente expuesto a este tipo de patdégenos por medio de la
consumo de alimentos contaminados, principalmente productos derivados de aves de
corral y pollos de engorde, por medio del contacto directo con animales y el medio
ambiente, incluyendo el agua e inclusive por el contacto entre personas (World Health
Organization 2018, Ziech et al. 2016). La presencia de bacterias multirresistentes a lo
largo de la cadena alimentaria puede deberse a malas practicas de bioseguridad en la
produccidn pecuaria, al uso desmesurado y poco controlado de antimicrobianos tanto de
uso humano como veterinario o a la contaminacion cruzada durante el procesamiento y
manejo de los alimentos (Collineau et al. 2019). Actualmente, en lugares como Estados
Unidos y Europa, los serotipos que mas han cobrado fuerza, y que predominan en
infecciones humanas relacionadas con el consumo de derivados avicolas son S. Infantis y
S. Kentucky; superando la presencia del serovar Enteritidis, el cual era el mas descrito en
afios anteriores. La propagacion y persistencia de estos serotipos en diferentes ubicaciones
geograficas alrededor del mundo esta estrechamente vinculado con la creciente

globalizacion (Antunes et al. 2016).

La deteccidn e investigacion epidemioldgica de Salmonella en la cadena alimentaria 'y en
el sector de salud publica es de maxima importancia sanitaria, la cual ha derivado en el
establecimiento de programas epidemiolégicos en muchos paises desarrollados (EFSA &
ECDC 2018). Estas medidas de seguimiento proveen informacidn acerca de la presencia
de serovares de alta, mediana o baja virulencia, brotes, pandemias y el monitoreo de
acciones de control (National Salmonella Surveillance | National Surveillance | CDC
s. f.). Existen diferentes herramientas microbioldgicas y moleculares para la identificacién
de estas caracteristicas, cuya deteccion y analisis ha contribuido a la toma oportuna de

medidas sanitarias alrededor del mundo. En Ecuador, existen pocas investigaciones sobre
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esta bacteria en el sector de salud publica (Cartelle Gestal et al. 2016), aves de engorde
(Vinueza et al. 2016, 2019) y aves de postura (Salazar et al. 2019).

Desde 1930, la identificacion de los serovares de Salmonella spp. se realizé mediante
serotipado, empleando el esquema White-Kauffmann-Le Minor (WKL) considerado
tradicionalmente como el metodo estandar, el cual determina antigenos fenotipicos, dando
como resultado una biblioteca masiva de informacion (Yoshida et al. 2016). Este esquema
ha superado la prueba del tiempo porque es aplicable a todas las Salmonellas spp. y se
apoya en la identificacion de los antigenos somaticos (O) y flagelares (H), basados en la
aglutinacion de bacterias con antisueros especificos (Nair et al. 2014). A pesar de su uso
generalizado la identificacion serotipica tradicional presenta varios inconvenientes, como
lo son la cantidad de dias que demora, un costo elevado y requiere experiencia técnica
para el mantenimiento y manejo de mas de 250 tipos de antisueros policlonales de conejo
y cepas de referencia. Sumado a la posibilidad de que ciertos aislamientos no expresen la
totalidad de sus antigenos (Bale et al. 2016), ademas de no reflejar la relacion genética
entre los serovares, ni proporcionarnos una perspectiva evolutiva de los mismos (Ashton
et al. 2016).

Es a partir de 1990 que se desarrolla un método de tipificacion molecular conocido como
Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE, del inglés Pulsed field gel electrophoresis)
el cual se considera uno de los méas relevantes actualmente, ya que posee una mayor
discriminacion de los datos y un mejor analisis de los mismos. A pesar de que el serotipado
y el PFGE han ocupado un lugar muy importante durante décadas en los laboratorios de
referencia a nivel mundial, cada metodo presenta sus inconvenientes (Yoshida et al.

2016). Limitando su uso total a un pequefio nimero de laboratorios en todo el mundo.

Toda la informacion que estos y otros métodos han ido recopilando a lo largo del tiempo

es de vital importancia para que los nuevos métodos de alto rendimiento produzcan datos
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que puedan ser comparables con los histéricos (Ashton et al. 2016). Sin embargo, se
necesita desesperadamente mejorar la eficacia de la vigilancia y epidemiologia de la salud
publica a nivel mundial. Para esto es necesario contar con métodos de serotipado
gendmico mas rapidos, altamente precisos y discriminatorios, de esta manera podremos
detectar brotes de S. enterica y vincularlos de manera mas precisa a su fuente de origen
(Forbes et al. 2017).

Es por esto que en la ultima década, la Secuenciacién de genoma completo (WGS, del
inglés Whole genome sequencing) se ha convertido una de las técnicas mas prometedoras
para la microbiologia clinica (Tagini y Greub 2017). Gracias a los avances de la
tecnologia, la secuenciacion de genoma completo ha demostrado ser una herramienta
bioinformatica capaz de reemplazar en su totalidad a los métodos fenotipicos
convencionales ya existentes, empleados para realizar caracterizaciones que incluyen:
serotipo, virulencia y perfiles de resistencia (Rumore et al. 2018), ya que estos fenotipos
se pueden predecir in silico a partir de los datos de la secuencia con relativa facilidad,
convirtiéndose en una herramienta invaluable para las investigaciones epidemioldgicas y
para la vigilancia de patégenos bacterianos en tiempo real (World Health Organization
2018)

La implementacion de este tipo de tecnologias ha facilitado el trabajo de los microbidlogos
al disminuir considerablemente el tiempo de respuesta y el analisis de datos a pocos dias
(Meienberg etal. 2016), en comparacion con los procedimientos empleados en el
diagnostico microbiologico convencional, los mismos que impedian la recopilaciéon y
comparacion de datos. Gracias a la secuenciacion de genoma completo, todos los sectores
tendran la posibilidad de generar datos compatibles de multiples fuentes, permitiendo que
la colaboracion sea una posibilidad real y de bajo costo (World Health Organization
2018).
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Es por esto que el Centro de Epidemiologia Gendmica (CGE, del inglés Center for
Genomic Epidemiology) (CGE, 2019) de la Universidad Técnica de Dinamarca y el
BaseSpace Sequence Hub de Illumina Inc. (lllumina, 2019) estan desarrollando
continuamente herramientas web para el procesamiento y manejo de secuenciaciones de
genoma completo de manera estandarizada, de facil manejo y sobre todo intuitivas, de
esta manera investigadores de todo el mundo e inclusive con experiencia limitada en
bioinformatica podran generar su propia informacion (Zankari et al. 2012). Todas estas
plataformas forman parte de una red de investigacion multidisciplinaria y su objetivo es
convertirse en el espacio propicio para el andlisis, interpretacion e intercambio en tiempo
real de datos vinculados a la identificacion de potenciales patdgenos, tomando asi un papel
importante en la contencion y mitigacién inmediata de enfermedades infecciosas
emergentes y brotes transmitidos por alimentos (Center for Genomic Epidemiology,
2019). Todo esto bajo el enfoque internacional de "One Health™, la cual es una estrategia
mundial que busca expandir los esfuerzos de colaboracion de multiples disciplinas que
trabajan local, nacional y globalmente para lograr que personas, animales y nuestro medio
ambiente gocen de una Optima salud, ayudando asi a proteger y salvar millones de vidas
en un futuro (One Health Initiative, 2019)

Estas herramientas bioinformaticas estan disponibles publicamente a través de servidores
web e incluyen plataformas destinadas a la identificacion del serotipo (SeqSero), tipo de
secuencia multilocus (MLST), tipo de patdgeno (PatogenFinder), genes de resistencia a
antibidticos (ResFinder, KmerResistance etc.), deteccion de plasmidos (PlasmidFinder),
islas de patogenicidad (SPIFinder), ensamblaje de secuencias (SPAdes, Trimmomatic
etc.) inferencia de filogenias (CSIPhylogeny, NDtree ect.), y elaboracion de arboles
filogenéticos (iTOL). Toda la informacion recopilada puede ser almacenada
posteriormente en la base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica
(NCBI, del inglés National Center for Biotechnology Information) (NCBI, 2019) y en el
Archivo Europeo de Nucleotidos (ENA, del inglés European Nucleotide Archive) (ENA,
2019)
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A continuacion, se describen las funciones de las plataformas bioinformaticas del CGE y
del BaseSpace Sequence Hub de Illumina Inc. que se emplearon para llevar a cabo la
caracterizacion de cada uno de los aislamientos de origen avicola analizados en la presente
investigacién. También haremos mencién de aquellas plataformas de soporte para
ensamblar secuencias que fueron tomadas como referencia y que estuvieron disponibles
en la base de datos del ENA y NCBI.

1.1.1 SeqgSero (version 1.2)

Es una herramienta bioinformatica novedosa utilizada para determinar los serotipos de
Salmonella empleando datos de secuenciacion del genoma de alto rendimiento. SeqSero
se fundamenta en bases de datos curadas de determinantes serotipos de Salmonella (grupo
de genes rfb, alelos fliC y fljB) y que a futuro determinar el serotipo de forma répida y
precisa para casi todo el espectro de serotipos de Salmonella, tanto de lecturas de
secuencias no procesadas, como de genomas ensamblados. Si esta herramienta se integra
a una plataforma de subtipos y caracterizacion de patdgenos basados en WGS
incrementara la utilidad la serotipificacion de Salmonella (Zhang et al. 2015).

1.1.2 ResFinder (version 3.1)

Se trata de un método basado en la web que identifica genes de resistencia a
antimicrobianos adquiridos y/o mutaciones cromosémicas parciales o totales en datos de
todo el genoma. ResFinder puede usar genomas preensamblados, completos o parciales.
También nos da la opcion de ejecutar la entrada contra una o varias clases de
antimicrobianos simultdneamente, y usa el programa BLAST para identificar los genes de
resistencia adquiridos. Es posible buscar genes con una similitud de 80% a 100% de
identidad, y los genes de mejor coincidencia se dan como resultado. Consta de dos
programas, ResFinder.pl que identifica los genes adquiridos y PointFinder.py el cual

identifica las mutaciones cromosomicas (Zankari et al. 2012).
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1.1.3 PathogenFinder (versién 1.1)

Es un servidor web empleado para predecir la patogenicidad bacteriana por medio del
analisis del proteoma de entrada, el genoma o las lecturas no procesadas ingresadas por el
usuario. Este método se basa en un determinado grupo de proteinas, sin tener en cuenta su
funcion o participacion en la patogenicidad. PathogenFinder fue disefiado para funcionar
con todos los grupos taxondmicos bacterianos logrando una precision del 88.6% en una
prueba independiente, al clasificar correctamente 398 de 449 bacterias completamente
secuenciadas. Ademas, podria ser empleada para aislar las caracteristicas patdgenas
potenciales de cepas conocidas y desconocidas (Cosentino et al. 2013).

1.1.4 SpeciesFinder (version 1.2)

Este servidor predice las principales especies bacterianas basadas en el gen 16s rRNA
completo. El gen 16S rRNA formo la base del primer método para la taxonomia basada
en secuencias, teniendo un gran impacto en el campo de la microbiologia (Larsen et al.
2014).

1.1.5 MLST (version 2.0)

Permite a los investigadores determinar los tipos de secuencia de sus aislamientos. Es un
método basado en la Web para MLST de 66 especies bacterianas apoyadas en datos de
WGS. Emplea lecturas de secuencia corta de cuatro plataformas de secuenciaciéon o
genomas pre montados. Mensualmente se descargan las actualizaciones de las bases de
datos de MLST, y los alelos de MLST que mejor coinciden con el esquema MLST
especificado utilizan un método de clasificacion basado en BLAST. El tipo de secuencia

se determina posterior a la combinacion de alelos identificados (Larsen et al. 2012).
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1.1.6 PlasmidFinder (version 2.0)

Se trata de una herramienta bioinformaética disefiada para la deteccion y caracterizacion in
silico de la secuencia del plasmido completo de miembros de la familia
Enterobacteriaceae, basada en el borrador de genomas de especies resistentes a
numerosos farmacos mediante la deteccion répida de plasmidos conocidos. Recopilaron
las secuencias de replicon de 559 plasmidos completamente secuenciados relacionados
con esta familia en la base de datos del NCBI para crear una base de datos de consenso
para la integracion en una herramienta bioinformatica denominada PlasmidFinder que se
puede emplear para el analisis de secuencias de replicones de grupos crudos, de contigs o

completamente ensamblados (Carattoli et al. 2014).

1.1.7 Bacterial Analysis Pipeline (BaseSpace Sequence Hub de Illumina Inc.)

La aplicacion inicialmente predice las especies de genomas de entrada bacteriana
utilizando un enfoque basado en Kmer. Ademas, los genes de resistencia antimicrobiana
adquiridos se identifican empleando un enfoque basado en BLAST, donde la secuencia
de nucledtidos del genoma de entrada se compara con los genes en la base de datos
ResFinder. Dependiendo de la especie identificada, se realiza la tipificacion de secuencia
multilocus (MLST), también utilizando un enfoque basado en BLAST. Si se reconoce que
el genoma de entrada pertenece a Enterobacteriaceae o a las bacterias gram positivas, se
usa BLAST para buscar replicones de plasmidos utilizando la base de datos PlasmidFinder
(HHlumina, 2017).

1.1.8 Trimmomatic y SPAdes (version 3.9) (BaseSpace Sequence Hub de

Illumina.Inc)

Trimmomatic emplea innovaciones algoritmicas relacionadas con el procesamiento,

recorte de lecturas y el filtrado de secuencias con una elevada calidad (Bolger et al. 2014).
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SPAdes es un ensamblador que mejora las herramientas de secuenciacion unicelulares ya
existentes y también se desempefia bien en proyectos estandar (Nurk et al. 2013),
hablamos de ensamblaje de novo, en el que se emplea Unicamente la informacién obtenida
de la secuenciacion para reconstruir el genoma en estudio, sin conocimiento previo de su
organizacion. No obstante, cierto tipo de informacion previa es til, como la talla que se
espera del genoma, su contenido de GC y el contenido de regiones repetitivas, puesto que

nos ayudarian a elegir la mejor estrategia a seguir (Aguilar y Falquet 2015).

1.1.9 CSI Phylogeny (version 1.4) (Call SNPs & Infer Phylogeny)

Identifica las variaciones en las lecturas de WGS y realiza el analisis filogenético de los
aislados. CSI Phylogeny es un servidor web que filtra los polimorfismos de un solo
nucleodtido (SNP, del inglés single nucleotide polymorphisms), realiza la validacion del
sitio e infiere una filogenia basada en la alineacion concatenada de los SNP. Como valores
de entrada, es necesario introducir una secuencia de un genoma de referencia en formato
fasta y los archivos de las secuencias a evaluar pueden encontrarse tanto en formato

ensamblado o sin ensamblar (fasta o fastq) (Kaas et al. 2014)
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Analizar por medio de herramientas bioinformaticas cuatro secuencias de genoma

completo de S. enterica de origen avicola en la provincia de Tungurahua.

1.2.2. Objetivos especificos

Analizar las secuencias de genoma completo por medio de las plataformas
bioinformaticas del Centro de Epidemiologia Gendmica de la Universidad Técnica

de Dinamarca y del BaseSpace Sequence Hub de Illumina Inc.

Comparar con estudios relacionados los resultados de serovar, tipo de secuencia

MLST, genes de resistencia a antibiéticos, islas de patogenicidad y plasmidos.

Determinar la distancia filogenética que tienen las cuatro secuencias de genoma
completo de S. enterica con microorganismos de referencia mediante herramientas

de bioinformatica.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA

2.1. Materiales

2.1.1. Computadora portatil con caracteristicas minimas 16 Gb RAM vy

procesador Intel Pentium 7.

2.1.2. Secuenciaciones de genoma completo de S. enterica serovar Infantis y
Kentucky de tipo paired end obtenidas de aislamientos de origen avicola de

la provincia de Tungurahua, afio 2017.

2.1.3. Plataformas bioinformaticas del CGE (DTU) e Illumina Inc.

2.1.4. Bases de datos del NCBI y ENA.

2.2. Métodos

La presente investigacion se trata de un estudio analitico, en el cual se tom6 como
referencia cuatro aislamientos de S. enterica reportados en el estudio de Salazar et al.
2019, dos de los cuales pertenecen al serovar Infantis y los otros dos corresponden al
serovar Kentucky (Tabla 1). Tras ser secuenciados utilizando la plataforma MiSeq de
Illumina Inc. por medio de una colaboracién con el Departamento de Agricultura y
Mercados del Estado de Nueva York (Estados Unidos) y la Universidad Central del
Ecuador, estas secuencias crudas fueron depositadas como raw reads en formato fastq en

la base de datos del NCBI y cuyos nimeros de acceso se encuentran en la Tabla 1.
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Tabla 1 Aislados de S. enterica serovar Infantis y Kentucky.

INFORMACION SUJETA A DERECHOS DE AUTOR, COMUNIQUESE MEDIANTE
EL SIGUIENTE CORRREO ELECTRONICO: wr.calero@uta.edu.ec

Fuente: Autor.

Una vez obtenidos los archivos de las secuencias a modo de raw reads en formato fastq,
empleamos las herramientas bioinformaticas de la plataforma KBase (Departamento de
Energia de los Estados Unidos de América), para obtener las secuencias ensambladas de
nuestros aislamientos. Primero se ingresé la informacion en la plataforma Trimmomatic
la cual tiene como objetivo remover los adaptadores afiadidos durante la fase de
preparacion de libreria gendmica y recorta las bases de baja calidad que se encuentran en

23



los extremos de los reads (Bolger et al. 2014), para luego ser ingresadas a SPAdes, esta
es la encargada de realizar el ensamblase final para asi poder obtener las secuencias en
formato fasta (Bankevich et al. 2012).

Tras contar con las secuencias ensambladas de los aislamientos en estudio, se llevo a cabo
la caracterizacion de los mismos. Para esto tomamos en cuenta cada una de las
especificaciones de los programas a emplearse, y se ingresaron las secuencias en formato
fasta o fastq segun fuera el caso en las siguientes plataformas bioinformaticas del CGE:
SeqSero, MLST, PatogenFinder, ResFinder, KmerResistance, SPIFinder vy
PlasmidFinder, con las cuales pudimos obtener informacion acerca del serotipo, tipo de
secuencia, tipo de patdgeno, genes de resistencia a antimicrobianos, islas de patogenicidad
y presencia de pldsmidos. También utilizamos el BaseSpace Sequence Hub de Illumina
Inc. para conocer el tamafio total del genoma, nimero de contigs, N50, genes de

resistencia a antimicrobianos y detectar plasmidos.

Posteriormente, se realizaron arboles filogenéticos empleando las cepas tomadas en
cuenta como referencia para nuestro estudio y numerosos aislamientos de S. enterica
serovar Infantis y Kentucky de diferentes ubicaciones geograficas alrededor del mundo
descritas en varios articulos. Las secuencias de las mismas fueron descargadas en formato
fasta de la base de datos del NCBI y del ENA, la cual nos proporcionaba las secuencias
en formato fastq. En estos casos empleamos las herramientas bioinforméticas de la
plataforma KBase, para asi poder obtener las secuencias ensambladas en formato fasta.
Toda la informacién sobre ubicacidn geogréafica, afio de recoleccion, serotipo, fuente del
aislado y numeros de acceso de las secuencias empleadas se encuentran descritas en la
Tabla 2.
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TABLA 2 Aislamientos de S. enterica serovar Infantis y Kentucky de diferentes

ubicaciones geogréficas tomados como referencia.

INFORMACION SUJETA A DERECHOS DE AUTOR, COMUNIQUESE MEDIANTE
EL SIGUIENTE CORRREO ELECTRONICO: wr.calero@uta.edu.ec

Fuente: ENA 2019; NCBI 2019.

Para realizar los arboles filogenéticos se tomd como referencia una de las secuencias de
S. Infantis descritas por (Franco et al. 2015), cuyo numero de acceso es ASRF01000099
y para S. Kentucky se empled la secuencia con nimero de acceso ABAKO00000000
descrita por (Fricke et al. 2011). Todas estas secuencias junto con las cuatro secuencias
descritas anteriormente fueron insertadas segtin su serotipo a la plataforma CSI Phylogeny
del CGE, obteniendo un archivo en formato Newick, el cual posteriormente fue analizado
utilizando la plataforma iTOIl (Interactive Tree of Life) del Laboratorio Europeo de
Biologia Molecular (Letunic y Bork 2019).
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CAPITULO Ill.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis y discusion de resultados

3.1.1. Anadlisis de las secuencias por medio de plataformas bioinformaticas

Toda la informaciéon recopilada mediante las plataformas del CGE e Illumina para la
caracterizacion de los aislados de S. enterica serovar Infantis y Kentucky se encuentra

disponible en la Tabla 3 y Tabla 4, correspondientemente.

Tabla 3 Analisis de las secuencias de genoma competo de S. enterica serovar Infantis y

Kentucky por medio de plataformas bioinforméticas del CGE.

INFORMACION SUJETA A DERECHOS DE AUTOR, COMUNIQUESE MEDIANTE
EL SIGUIENTE CORRREO ELECTRONICO: wr.calero@uta.edu.ec

Fuente: Autor.
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TABLA 4 Andlisis de las secuencias de genoma completo de S. enterica serovar Infantis
y Kentucky por medio de la plataforma bioinformética BaseSpace de Illumina.

INFORMACION SUJETA A DERECHOS DE AUTOR, COMUNIQUESE MEDIANTE
EL SIGUIENTE CORRREO ELECTRONICO: wr.calero@uta.edu.ec

Fuente: Autor.

3.1.2. Comparacién de resultados.
3.1.1 Tipos de secuencia

Todas las cepas estudiadas fueron detectadas como potenciales patdgenos humanosy sus
serotipos fueron inferidos mediante uno de los programas que emplea la técnica de
Tipificacion de Secuencia de Multilocus (MLST del inglés, Multilocus Sequence typing)
que detecta variaciones en las secuencias de ADN que se van acumulando en el genoma
bacteriano con el pasar del tiempo (Garcia 2019), determinando asi que ambos aislados
del serovar Infantis pertenecen al tipo de secuencia ST32, el cual ha sido descrito en varios
estudios de Italia (Franco et al. 2015), Hungria (Wilk et al. 2016), Per0 (Iriarte et al.
2018), Chile (Fuentes etal. 2019), Brasil (Paixao etal. 2016, Monte et al. 2019) y
Estados Unidos (Brown et al. 2018), lo que nos indica que este serovar se encuentra
ampliamente diseminado alrededor del mundo y posee una estructura de poblacién
altamente clonal (Gymoese et al. 2019). Posiblemente esto se deba a que S. Infantis ha
desarrollado mecanismos que la protegen de transferencias genéticas horizontales y
reordenamientos genéticos, o también a que tiene un antepasado reciente y ain no ha
podido acumular cambios evolutivos importantes (Hauser et al. 2012). Lo mismo ocurre
con el serovar Kentucky, el cual se determind que pertenece al tipo de secuencia ST152 y

que ha sido descrito con mayor frecuencia en estudios sobre carne de aves de corral,
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bovinos y aislados humanos en paises como Estados Unidos (Fricke et al. 2011, Tasmin
et al. 2017, Rauch et al. 2018, Haley et al. 2019).

3.1.2 Islas de Patogenicidad

Las islas de patogenicidad de Salmonella (SPIs, del inglés Salmonella pathogenicity
islands) son islas gendmicas adquiridas mediante eventos horizontales de transferencia de
genes y tienen la capacidad de codificar factores de virulencia y proteinas importantes
para la patogenicidad, persistenciay especificidad del huésped (Bakker et al. 2011). Estas
islas genéticas se pueden encontrar dentro del cromosoma bacteriano o en plasmidos
(Hurley et al. 2014). Hasta el momento se han descrito y caracterizado 23 SPI, de los
cuales cinco (SPI-1, SP1-2,SPI-3, SPI-4 y SPI-5) son los mas comunes dentro de todos los
serovares de S. enterica, mientras que las demas estan distribuidas en diferentes serovares

y/o cepas (Espinoza et al. 2017).

Los dos aislados de S. Infantis de nuestro estudio presentaron 3 islas de patogenicidad en
comun (SPI-5, SPI-13y SPI-14), sin embargo, dos tipos de SPI se restringieron solo al
asilado U845s (SPI-3 y C63PI), en cuanto a S. Kentucky esta presentd Gnicamente dos
tipos de islas de patogenicidad en sus dos aislados (SPI-8 y C63PI). Se conoce que los
genes SPI-3 estan involucrados en la colonizacion intestinal y en la supervivencia
intracelular de macrdfagos, ya que provee a la bacteria de productos indispensables para
su crecimiento, sobre todo en condiciones limitadas de magnesio (Figueroa y Verdugo
2005, Rychlik et al. 2009). Los genes SPI-5 en conjunto con los genes SPI-1 y SPI-2
codifican proteinas que forman el sistema de secrecion tipo Ill, el cual permite el
transporte de proteinas de S. enterica desde la célula huésped directamente hacia el citosol
de la célula eucariota, similar funcién cumplen los centisomas 63 (C63PI) (Rychlik et al.
2009), mientras que ciertos genes SPI-13 contribuyen a la patogénesis de Salmonella en
pollos y ratones (Hardt et al. 1998, Espinoza et al. 2017). Se conoce que la adquisicion
de los SPI-14 es crucial para que la invasion por parte de la bacteria se pueda dar en

condiciones carentes de oxigeno, como el intestino del huésped (Jiang et al. 2017). Las
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funciones dentro de la patogenicidad de los genes SPI-8 y a diferencia de las islas de
patogenicidad descritas anteriormente no son muy conocidas hasta el momento (Espinoza
et al. 2017).

3.1.3 Plasmidos

PlasmidFinder e Illumina no detectaron la presencia de plasmidos en el caso del serovar
Infantis, sin embargo, los dos aislamientos del serovar Kentucky presentaron dos tipos de
plasmidos en comun IncX1y ColRNAL. Los plasmidos son moléculas circulares o lineales
de ADN extracromosomico, de replicacion autobnoma y transferibles entre diferentes
especies bacterianas y clones , sin embargo estos no transportan genes indispensables para
el desarrollo de la célula huésped (Carattoli 2011, Carattoli et al. 2014), por lo que son
considerados como “genes accesorio” (Orlek et al. 2017). Tras varios estudios a nivel
mundial se conoce que los plasmidos ColRNAI se encuentran principalmente en la familia
Enterobacteriaceae al igual que IncX1, el cual ha sido ampliamente descrito en estudios
realizados en Italia, Hungria, Turquia y Estados Unidos (Acar et al. 2019). Sin embargo,
estos son mas representativos y albergan genes que confieren a la bacteria resistencia a

carbapenémicos y quinolonas (Zhang et al. 2018).

3.1.4 Genes de resistencia a antimicrobianos

Los dos aislamientos de S. Infantis presentaron un perfil de resistencia a maultiples
farmacos como aminoglucosidos (aadAl, aph(4)-la, aac(6')-laa, aac(3)-1V), fosfomicina
(fosA3), fenicol (floR), sulfonamidas (sull), tetraciclinas (tetA); por lo tanto, muestran un
perfil de multirresistencia a antibiéticos que la convierten en una bacteria altamente
patégena (Hindermann et al. 2017). Se detectd la presencia de los genes blactx-m-148 €n
el caso del aislado U822s y el aislado U845s presentd el gen blactx-m-e5. De las enzimas
BLEE, la familia CTX-M es la mas ampliamente reportada alrededor del mundo y
presenta una evolucion y diseminacion acelerada (Canton et al. 2012). Un reporte hecho

en Turquia, anuncié la descripcion de la nueva variante blacTx-m-14s €n aislamientos de S.
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Infantis de este pais (Acar et al. 2019). Hasta hace poco el gen blactx-m-65 habia sido
descrito Unicamente en un aislamiento de E. coli de origen humano en Estados Unidos; no
obstante, existe un incremento reciente de este gen en aislados de S. Infantis en animales
destinados al consumo humano, especialmente aves de corral (Tate et al. 2017), lo que
sugiere una aparicion reciente de este gen en aislados de Salmonella de este pais (Brown
etal. 2018). Recientemente se ha observado que la variante blacTx-m-65 presenta una
elevada prevalencia en aislamientos clinicos, animales de produccidon y silvestres en paises
sudamericanos (Granda et al. 2019, Paixao et al. 2016, Cartelle Gestal et al. 2016,
Fuentes et al. 2019). Es necesaria la realizacion de investigaciones complementarias
enfocadas en determinar los origenes, rutas de diseminacion y vinculo entre aislamientos

de origen ambiental, animal y humano de este mecanismo de resistencia emergente.

En el caso de los aislados de S. Kentucky se detecto la presencia de genes de resistencia a
aminoglucosidos (aac(6')-l1aa) y quinolonas, presentandose los genes QnrB19 en el caso
de U827 y en cuanto al aislado U828s los genes de resistencia QnrB19 y QnrB. Sin
embargo, este ultimo grupo de genes confieren una baja resistencia a este tipo de
antimicrobianos (Alvarez et al. 2015). Desconocemos como estas cepas ingresaron a
nuestro territorio, pero lo que se puede sospechar es que una cierta parte de la poblacion
adquirio S. Infantis o S. Kentucky positiva a estos genes de resistencia en diferentes
ubicaciones geogréficas, para posteriormente provocar una transferencia accidental dentro
del sector avicola y sumado al crecimiento de la economia agricola global, no podemos
descartar el alimento o componentes del mismo que se importan desde otros paises (Tate
etal. 2017).

3.1.5 Filogenia

Con la finalidad de detectar si las secuenciaciones de genoma completo reportadas en
varios puntos geograficos alrededor del mundo tienen algun tipo de relacion con los
aislamientos clinicos realizados en nuestro pais, el laboratorio de microbiologia UTA-
RAM de la Universidad Técnica de Ambato en conjunto con el laboratorio de
investigacion Zurita & Zurita (Zurita&Zurita laboratorios, 2019) y la agencia de
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Administracion de alimentos y medicamentos (FDA, del inglés Food and Drug
Administration) (FDA, 2019) , se encuentran en la actualidad secuenciando genomas
completos de ciertos brotes de S. Infantis que se han presentado en el sector clinico
humano, con la idea de rastrear el origen de aquellos patdgenos causantes de infecciones
humanas y comprobar si estos se encuentran a lo largo de la cadena alimenticia,

empezando desde la produccion.

El programa bioinforméatico CSIPhylogeny version 1.4 y la herramienta iTOL empleadas
para la elaboracion de arboles filogenéticos nos mostraron la distancia genética basada en
el numero de Polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs, del inglés Single Nucleotide
Polymorphism) de cada una de las cepas consideradas para este estudio y la relacion de
nuestros aislamientos con aquellos descritos en otros paises, los resultados del analisis
comparativo obtenido mediante estos servidores web se pueden apreciar en el Grafico 1y
Gréfico 2.

Grafico 1 Distancia filogenética entre las dos cepas de S. Infantis en estudio y

secuencias de referencia obtenidas de diferentes estudios a nivel mundial.

INFORMACION SUJETA A DERECHOS DE AUTOR, COI\/IUNIQUESE MEDIANTE
EL SIGUIENTE CORRREO ELECTRONICO: wr.calero@uta.edu.ec

Fuente: Autor.

Fuente del aislado: el color de cada proyeccidn representa un origen diferente; pollos de engorde (rojo), casos clinicos
humanos (azul), animales silvestres (verde), bovinos (celeste), alimentos (morado) y cerdos (haranja). La proximidad

filogenética de un aislamiento con otro estd mediada por la cantidad de SNPs que los separan.
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Gréfico 2 Distancia filogenética entre las dos cepas de S. Kentucky en estudio y

secuencias de referencia obtenidas de diferentes estudios a nivel mundial.

INFORMACION SUJETA A DERECHOS DE AUTOR, COMUNIQUESE MEDIANTE
EL SIGUIENTE CORRREO ELECTRONICO: wr.calero@uta.edu.ec

Fuente: Autor.

Fuente del aislado: el color de cada proyeccion representa un origen diferente; pollos de engorde (rojo), casos clinicos
humanos (azul), bovinos (verde). La proximidad filogenética de un aislamiento con otro estd mediada por la cantidad
de SNPs que los separan.

Se detectd que el aislado de S. Infantis U822 y otros tres aislados descritos en la
investigacion de Salazar et al. 2019 (U824, U825 y U842), se encontraban dentro de un
mismo cluster, esto debido a que comparten un ancestro comun, con caracteristicas
similares y lo méas notable es que no se encuentran relacionados con ninguna
secuenciacion de genoma completo descrita hasta la fecha alrededor del mundo. En
contraste a esto se puede observar que el aislado U845 si se encuentra dentro del mismo
cluster que una cepa de S. Infantis descrita en Estados Unidos, en donde se consideraron
aislamientos de casos clinicos humanos. La pauta principal de este estudio era la gran
afluencia de personas que viajaban al extranjero, en especial a paises de Sudamérica como
Perty Ecuador (Brown et al. 2018). Sin embargo, el aislado con el que estuvo relacionado
nuestro aislamiento proviene de un paciente que no reporté ningun viaje al extranjero, lo
gue sugiere que existieron otro tipo de rutas por las que este tipo de cepa lleg6 a nuestro

pais.
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En cuanto a los aislados U827 y U828 de S. Kentucky, se puede observar gque tienen una
relacién cercana con aislamientos de casos clinicos humanos y muestras de carcasa de
pollo reportados en varios estudios llevado a cabo en Estados Unidos desde el afio 2005
hasta el afio 2014, sin embargo solo uno de estos aislados, el de origen humano mostré
una mayor similitud (Fricke et al. 2011, Tasmin et al. 2017, Haley et al. 2019), también
podemos observar que existe una lejania notable con aislados obtenidos de ganado vacuno
pertenecientes a estudios realizados en este mismo pais (Haley et al. 2019) y aun mas lo
lejano que se encuentra un aislado de higado de pollo reportado en una investigacion

realizada en Brasil en el afio 2016 (Monte et al. 2019).

3.1.6 Epidemiologia

A pesar de que en el 2013 se establecié un Programa Nacional de Vigilancia Avicola, el
cual incluia un proyecto destinado a la vigilancia de Salmonella, en nuestro pais es muy
dificil obtener datos precisos sobre este tema en particular, sobre todo en el sector avicola,
puesto que entre los productores no existe una cultura de notificacion de las enfermedades
que llegan a presentarse entre sus animales, sumado al desconocimiento del impacto
dentro de la cadena alimentaria y el temor a represalias comerciales por parte de las
autoridades competentes (Ministerio de Agricultura Ganaderia Acuacultura y Pesca
(MAGAP) y AGROCALIDAD 2013).

Sin embargo, un estudio realizado en el 2018 buscaba conocer la prevalencia de
Salmonella spp en nuestro pais, para lo cual se tomaron muestras de estiércol de 145
granjas avicolas de diferentes ubicaciones geogréaficas, de las cuales 16 resultaron ser
positivas. Llegando a la conclusion de que existe un 11% de prevalencia de esta bacteria
por finca. En comparacion con estudios realizados en la Union Europea en donde se habla
de un 1% o menos y en paises vecinos como Colombia y Argentina, donde se detect6 un
33.3% y 60% de prevalencia respectivamente. No obstante, estos ultimos estudios se

basan en una metodologia diferente para la toma de muestras, como por ejemplo muestras
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tomadas directamente de las aves, lo cual aumenta la capacidad de deteccidn de este
patdgeno (Casart et al. 2018).

A pesar de existir este tipo de investigaciones, aun es complicado conocer la realidad de
cada una de las granjas avicolas de nuestro pais y, sobre todo, no se sabe a ciencia cierta
a que tipo de serovar nos estamos enfrentando, que genes de resistencia a antibioticos
poseen, donde pudo haberse originado el brote, y o méas alarmante, como este tipo de
patdgeno se disemina dentro de la cadena de produccion, llegando a causar infecciones en
la poblacion. Todo esto dificulta el desarrollo de investigaciones sobre esta bacteria dentro
de nuestro pais, sobre todo al momento de emplear la bioinformatica, puesto que no
existen datos que nos sirvan como referencia. Motivo por el cual, esta investigacion
representard un punto de partida en la investigacion epidemioldgica molecular de
Salmonella de origen avicola en el pais, para futuros estudios retrospectivos de evolucién

y diseminacion.

3.2. Verificacién de la hipotesis

Las nuevas tecnologias empleadas para la secuenciacion de genoma completo y
herramientas bioinformaticas desarrolladas en los Gltimos afios, si son aplicables para la
caracterizacion de los aislados S. Infantis y S. Kentucky de origen avicola recolectados en

la provincia de Tungurahua en el afio 2017.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

4.1.1. Seanalizo las secuencias de genoma completo de los aislados de S. enterica
serovar Infantis y Kentucky de origen avicola, obteniendo asi informacion
valiosa sobre el tamafio total del genoma, nimero de contigs, N50, serotipo,
tipo de secuencia, tipo de patdgeno, genes de resistencia a antimicrobianos,

islas de patogenicidad y presencia de plasmidos.

4.1.2. Comparamos nuestro estudio con innumerables investigaciones
relacionadas al mismo, en donde también eran aplicadas técnicas de
secuenciacion de genoma completo, pudiendo constatar que tanto los
serovares, tipo de secuencia y genes de resistencia que poseian nuestros
aislamientos eran muy similares en cepas aisladas de paises como Estados

Unidos, Italia, Hungria, Chile, Brasil y Peru.

4.1.3. Determinamos la distancia filogenética que poseen nuestros aislados de S.
enterica serovar S. Infantis y Kentucky en contraste con aislamientos
similares obtenidos por medio de investigaciones realizadas alrededor del
mundo, llegando a la conclusién de que nuestros aislamientos poseen
similitudes con aquellas cepas aisladas en paises como Estados Unidos, esto

podria deberse a que comparten un ancestro en comdn.
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4.2. Recomendaciones

4.2.1. Consideramos que es importante generar un esquema de vigilancia
continua de las infecciones provocadas por Salmonella enterica, tanto en
humanos como en animales. Comprender los mecanismos que pueden
conducir a la aparicion de resistencia antimicrobiana en este tipo de
patdgenos, nos puede ayudar a desarrollar mejores estrategias de
intervencion, reduciendo asi la propagacion de Salmonella resistente entre
humanos y sus reservorios, como lo es el caso del sector avicola. Mejorando
asi todo proceso a lo largo de la cadena alimentaria y velando por la salud de

nuestra poblacion.
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ANEXOS

Anexo 1: Visualizacién general de la pagina web del Centro de Epidemiologia gendémica

creada por la Universidad Técnica de Dinamarca, en donde podemos encontrar todas las

herramientas bioinforméaticas empleadas para el presente estudio.

Center for Genomic Epidemiology

Organization

Project Services

Contact

-
e

- @mpare

Fenotipado:

* |dentificacion de genes de
reziztencia @ antinidticos
adquirides. ResFinder

*  ldentificacion de
determinantes
metagenomicos funcionales
de resistencia a
antibigticos. ResFinderFG

» |dentificacion de genes y
rmutaciones que conducen
3 la resistencia a linezolid
LRE-finder

* |dentificacion de genes de
resistencia @ antibidticos
adquirdes utilizando
Kmers. kmerResistance

* Prediccién de la
patogenicidad de una
bactera hacia huéspedes
humanes. PathegenFinder

* |dentificacion de genss de
wirulencia adquiridos.
VirulenceFinder

+ Determinacién de sitios de
modificacién de restriccidn
(basado en REBASE )
Restriction.
MedificationFindar

Filogenia:

= C35| Phylogeny llama a
SNP, filtra los SNP, valida 2
sitio & infiere una filogenia
basada en la alineacian
concatenada de los SNP de
altz calidad *. CSIFilogenia

= MDtres construye Erboles
filogenéticos a partir de
archivos FASTQ de
axtremo Unice o par.
MOires

= Ewergresn genera un
bosque de arbales
filogenéticos
constantemente
actuslizados con datos de
secuenciacion del genoma
ecompleto disponibles
plblicamente a partir de
aislados bacterianos
transmitidos por alimentos.
que se depositaron en los
archivos de lectura de
secuenciacion corta (NCB
SRAENA). Hojas
perennes

CLIENT SIDE

w
-]
@
=
w
>
x
w
n

Google maps like view
fto
o

Bienvenido al Centro de Epidemiologia Gendmica.
El costo de secuenciar un genoma bacteriano es de $ 50 y se espera que
disminuya alin mas en el futuro cercano y el equipo necesario costard menos
de $ 150 000. Por lo tanto, dentro de unos afios todos los laboratorios de
microbiologia clinica tendran un secuenciador en uso a diario. El precio de
la secuenciacién del genoma ya es tan bajo que la secuenciacion del
genoma completo también tendra aplicacion mundial en las précticas
humanas y veterinarias, asi como en muchos otros lugares donde se
manejan las bacterias. Solo en Dinamarca, esto equivale a mas de 1 millén
de aislamientos anuales en 15-20 laboratorios y en todo el mundo hasta 1-2
mil millones de aislamientos por afio. El factor limitante, por lo tanto, en el
futuro no sera el costo de la secuenciacién, sino cémo reunir, procesar y
manejar la gran cantidad de datos de una manera estandarizada que hara
que la informacién sea util,

El objetivo de este centro es proporcionar la base cientifica para futuras
soluciones basadas en Internet donde una base de datos central permitira la
simplificaciéon de la informacién de la secuencia del genoma total y la
comparacion con todas las demas secuencias, incluido el andlisis espacio-
temporal. Desarrollaremos algoritmos para andlisis rapidos de secuencias
de ADN del genoma completo, herramientas para analisis y extraccion de
informacién de la secuencia de datos e interfaces de Internet / web para usar
las herramientas en la comunidad cientifica y médica global. La actividad se
est& expandiendo para incluir también otros microorganismos, como vira y
parésitos, asi como muestras metagenémicas.
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Mecancgrafia:

Multi Locus Sequence
Typing (MLST) de un
genoma ensamblado o de
un conjunto de lecturas
MLST

PlasmidFinder identifica
plasmides en zislamizntos
zecuencizles totales o
parcizles de bacterias.
PlasmidFinder

Multi Locus Sequence
Typing (MLST) de un
plasmide ensamblado o de
un conjunto de lecturas
pMLST

Tipificacion da secuencia
de locus multiples del
genoma central {cghLST)
de un conjunto de lecturas
cgMLSTFinder

Pradiccidn de especies
bacterianas utilizando un
algoritme rapido K-mer.
EmerFinder

Pradiccion de especies
bacterianas utilizando la
secuencia de ADM
ribosomal 518. Bussador
de especies

Pradiccién de sercfipos an
siglados secuenciales
totales o parcizles de E
coli. SeroTypeFindsr

SeqSero predice & serotipo
de Salmonella de los daios
de secuencia de lectura
preensambilados o en bruto
proporcionados al servicio.
SeqSero

spaTyper predice el tipo de
spa de 5 sureus .
spaTyper

FimTyper predics el tipo de
E. coli Fim. EimTyper

CHTyper predice &l tipo E.
cofi FinH y & tipo FumC.
ESHTyper



Anexo 2: Resultados emitidos por la plataforma bioinformatica SeqSero (version 1.2)
para los aislamientos U822s, U845s, U827s y U828s

Center for Genomic Epidemiology ._}_f,m:.a.ar;;:-

SeqSero-1.2 Server - Results

Serotype:

Infantis

Antigenic
profile
O antigen D=7
H1 antigen r
H2 antigen 15

7or:1,5

Input Files: U822s_S14_L001_R1_001.fastq U822s_S14_L001_R2_001.fastq

SeqSero-1.2 Server - Results

Serotype:

Infantis

Antigenic
g 7r1,5
profile
O antigen 07
H1 antigen r

H2 antigen 1.5

Input Files: U845s_S6 L001_R1_001.fastg U845s_S6 L001_R2 001.fastq
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Center for Genomic Epidemiology ~ [grzases |

SeqSero-1.2 Server - Results
Serotype:

Kentucky

Antigenic
profile
O antigen 0-8
H1 antigen i
H2 antigen z6

B:i:z6

Input Files: UB27s_S4 L001_R1_001.fastq U827s_S4 L001_R2 001.fastq

SeqSero-1.2 Server - Results
Serotype:

Kentucky

Antigenic
profile

O antigen 0o-8
H1 antigen i
H2 antigen 26

8:i:z6

Input Files: U828s S5 L001_R1_001.fastq U828s_S5 L001_R2 001.fastq
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Anexo 3: Resultados emitidos por la plataforma bioinforméatica MLST (versién 2.0) para

los aislamientos U822s, U845s, U827s y U828s

Center for Genomic Epidemiology .',};;-,-mlm-

Sequence Type: 32

MLST-2.0 Server - Results

mist Profile: senterica

Organism: Salmonella enterica

Locus Identity Coverage Alignment Length Allele Length Gaps Allele

aroC 100 100 501 501 V] aroC_17

dnaN 100 100 501 501 ] dnaN_18

hemD 100 100 432 432 0 hemD_22

hisD 100 100 501 501 0 hisD_17

purg 100 100 399 399 0 pure_5

SUCA 100 100 501 501 V] such_21

thrA 100 100 501 201 0 thrA_19

extended output
Input Files: 822.fasta

MLST-2.0 Server - Results

mist Profile: senterica

Organism: Salmonella enterica

Sequence Type: 32
Locus Identity Coverage Alignment Length Allele Length Gaps Allele
aroC 100 100 301 301 0 aroC_17
dnaN 100 100 a01 a01 0 dnaM_18
hemD 100 100 432 432 4] hemD_22
hisD 100 100 501 501 0 hisD_17
purg 100 100 309 389 0 purg_s
SUCA 100 100 301 301 0 suchA 21
thrA 100 100 a01 a01 0 thra_19

extended output
Input Files: UB845s.fasta
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Center for Genomic Epidemiology ~ fcaess

MLST-2.0 Server - Results
mist Profile: senterica
Organism: Salmonella enterica

Sequence Type: 152

Locus Identity Coverage Alignment Length Allele Length Gaps Allele
aroC 100 100 501 501 0 aroC_62
dnaN 100 100 501 501 0 dnaMN_53
hemD 100 100 432 432 0 hemD_54
hisD 100 100 901 a01 0 hisD_B0
purg 100 100 399 399 0 purE_5
SucA 100 100 901 a01 0 sucA_353
thrA 100 100 901 a01 0 thra_54
extended output

Input Files: U827s.fasta

MLST-2.0 Server - Results
mist Profile: senterica
Organism: Salmonella enterica

Sequence Type: 152

Locus Identity Coverage Alignment Length Allele Length Gaps Allele
aroC 100 100 501 501 0 aroC_62
dnaN 100 100 501 801 0 dnaN_53
hemD 100 100 432 432 0 hemD_54
hisD 100 100 501 801 0 hisD_60
pure 100 100 399 399 0 purg_5s
Such 100 100 501 501 0 sucA_353
thrA 100 100 a01 a01 0 thrA_54
extended output

Input Files: U828s.fasta
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Anexo 4: Resultados emitidos por la plataforma bioinformatica PathogenFinder (version
2.0) para los aislamientos U822s, U845s, U827s y U828s.

Center for Genomic Epidemiology [

The input organism was predicted as human pathogen

Probability of being a human pathogen 0.937

Input proteome coverage (%) 16.06
Matched Pathogenic Families Fab|
Matched Mot Pathogenic Families 5

Input Files: U822s_S14_L001_R1_001.fastq UB22s_S14_L001_R2_001.fastq

The input organism was predicted as human pathogen

Probability of being a human pathogen 0.938

Input proteome coverage (%) 168.07
Matched Pathogenic Families 71
Matched Mot Pathegenic Families 4

Input Files: U845s_S6 L001_R1_001.fastq U8B45s_S6_L001_R2 001.fastg

The input organism was predicted as human pathogen

Probability of being a human pathogen 0.945

Input proteome coverage (%) 1396
Matched Pathogenic Families a79
Matched Mot Pathogenic Families 2

Input Files: U827s_S4_L001_R1_001.fastq U827s_S4_L001_R2_001.fasiq

The input organism was predicted as human pathogen

Probability of being a human pathogen 0.948

Input proteome coverage |%) 14.38
Matched Pathogenic Families 603
Matched Not Pathogenic Families 3

Input Files: U828s S5 L001_R1_001.fastg U8B28s_S5 L001_R2 001.fastq
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Anexo 5: Resultados emitidos por la plataforma bioinformatica ResFinder (version 3.1)

para los aislamientos U822s, U845s, U827s y U828s.

b8 results |

1304..2095

2879..3904

400.846

4133.4909

1.619

1845.2261

2169..3382

2573..3439

15956..17155

Aminoglycoside
resistance

Aminoglycoside
resistance

Aminoglycoside
resistance

Beta-lactam resistance

Fosfomycin resistance

Phenicol resistance

Sulphonamide resistance

Tetracycline resistance

ResFinder-3.1 Server - Results
Input Files: U822s_S14_L001_R1_001.fastq U822s_S14_L001_R2_001.fastq
Download contig
Shiow Acquired anfimicrmb
Acquired antimicrobial resistance gene - Results
aadA1 99.75 792/792 NODE_37_length_20419_cov_40.222389
aph(4)-la 100.00 1026/1026 NODE_102_length_4957_cov_42.735928
aac(6')-laa 97.49 438/438 NODE_140_length_21619_cov_34.165550
aac(3)-IV 100.00 TINTTT NODE_102_length_4957_cov_42.735028
blaCTX-M-148 100.00 876/619 NODE_255_length_3320_cov_37.562950
No resistance genes found.
No resistance genes found.
fosA3 100.00 417/417 NODE_333_length_2581_cov_26.295235
No resistance genes found.
No resistance genes found.
No resistance genes found.
No resistance genes found.
No resistance genes found.
floR 98.19 1215/1214 NODE_193_length_4610_cov_31.862040
No resistance genes found.
sull 99.77 867/867 NODE_37_length_20419_cov_40.222389
tet(A) 100.00 1200/1200 NODE_37_length_20419_cov_40.222389
No resistance genes found.

JO414041

V01499

NC 003107

0241380

KJ020574

ABS522970

AE118107

EUT80013

A 517790
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ResFinder-3.1 Server - Results
Input Files: U845s_S6 L001 R1_001.fastq U845s_S6 L001 R2 001.fastq

Downioad contig

Show A

Acquired antimicrobial resistance gene - Results

ac(0'-aa

aphid)la

aac(3IHV

DCTX-M-E5

a7.45

93.75

100.00

100.00

100.00

100.00

2818

10000

10000

4300435 NODE_101_length_23812_cov_32 500333
TazTR2 NODE_338_length_20304_cov_20 327047
1020/1020 NOOE_173_Jength_3438_cov_30.204304
wIaTT NOOE_173_jength_3438_cov_30.204304

o7oo4s NODE_301_jength_3548_cov_27.020402
No resistance genes found

No resistance genes found

LaTmaaT NOOE_19_jength_2375_cov_20 213203
No resistance genes found
No fm;;nu oanu found
No resistance ganes found

No resistance penes found

Mo resistance penes found.

12151214 NODE_170_length_4608_cov_28.451801

Mo resistance penes found.

BB HODE_338_l=ngth_20364_cowv_I29% 327047

1200 200 HODE_335_length_20064_oov_ 306 327047

Mo resistance penes found.

14069140530

104035..18250

33004303

40145390

27023629

1839.229%

ie7a. 2ee

17121179080

3413 40102

Mwmqy::oe NG 003487
Aminoglycosice O 140 4
resistance
Aminoglycosice V1488
resistance —
DOgs1280
Beta-lactam resistance EF315000
Fi yein AB%22970
Phenicol resistance E i I'ET
Sulphonamice resisiance wig3sa
Tedraoyclins resistance AT TED
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ResFinder-3.1 Server - Results

Input Files: U827s_S4_L001_R1_001.fastq U827s_S4_L001_R2_001.fastq

Download contig
‘Show Acquired antimicrobial resistance results

Acquired antimicrobial resistance gene - Results

aac(6)-laa a7.as5 438/438 NODE_56_length_B04T_cov_58.463154 257..604 Aminoglycoside resistance

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.
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ResFinder-3.1 Server - Results
Input Files: UB828s_S5 L001_R1_001.fastqg UB28s_S5_L001_R2_001.fastg

Download contig
| Show Acquired antimicrobial resistance results |

Acquired antimicrobial resistance gene - Results

aac({f'}-laa a7.95 438/438 MODE_G&2_length_206611_cow_42 450023 14865..15302 Aminoglycoside resistance NG 003197
Mo resistance genes found.
Mo resistance genes found.
Mo resistance genes found.
Mo resistance genes found.
Mo resistance genes found.
Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.

Mo resistance genes found.
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Anexo 7: Resultados emitidos por la plataforma bioinformatica PlasmidFinder (version
2.0) para los aislamientos U822s, U845s, U827s y U828s.

Center for Genomic Epidemiology .",:?'cm\,;.,-@-

PlasmidFinder-2.0 Server - Results

Organism(s): Gram Positive,Enterobacteriaceae
No hit found

No hit found

extended output

Input Files: 822.fasta

PlasmidFinder-2.0 Server - Results

Organism(s): Gram Positive,Enterobacteriaceae
No hit found

No hit found

extended output

Input Files: UB845s.fasta
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Center for Genomic Epidemiology ([3,\-

PlasmidFinder-2.0 Server - Results

Organism(s): Enterobacteriaceae,Gram Positive

IncX1 100 341/373 NODE_133_length_2748_cov_45.2108 128.468 CPO01123

No hit found

extended output

Input Files: U827s.fasta

PlasmidFinder-2.0 Server - Results

Organism(s): Gram Positive,Enterobacteriaceae

Mo hit found

ImcX1 100 3411373 NODE_84_length_S5713_cov_70.5671 128..468 CPO01123

extended output

Input Files: UB828s.fasta
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