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Resumen

La salmonelosis, producida por bacterias del género Salmonella, es una
de las intoxicaciones alimentarias mas comunes en los paises desarrollados
siendo la principal manifestacion la gastroenteritis aguda. Salmonella enterica
es un patégeno conocido desde el siglo XIX y en la actualidad hay descritos
mas de 2.500 serotipos. Sin embargo no todos han tenido la misma relevancia y
por tanto, son los mas frecuentemente aislados en muestras clinicas los que han
recibido un control y seguimiento epidemiolégico mas exhaustivo. La
virulencia de Salmonella es muy compleja y varia enormemente entre serotipos

y cepas dentro de un mismo serotipo.

Si bien es cierto que la aparicion de nuevas variantes monofasicas no es
un evento exclusivo de los ultimos afios, las herramientas disponibles
actualmente en biologia molecular han facilitado la identificacion de un mayor
numero de variantes no caracterizadas previamente. El trabajo de esta tesis
doctoral se centro en la caracterizacion molecular de aislamientos de la variante
monofasica 4,[5],12:i:- del serotipo Typhimurium circulantes en nuestro pais
asi como de otros aislamientos monofasicos con importancia clinica en los
ultimos afos: 4,5,12:b:- y 4,12:d:-, tratando de identificar su posible origen
evolutivo. Del mismo modo y como segundo objetivo se plante6 el ofrecer las
herramientas epidemioldgicas disefiadas y utilizadas en el transcurso de este
proyecto de investigacion para favorecer la deteccion, control y seguimiento de

estas nuevas variantes monofasicas.

El origen y posterior evolucion de las variantes caracterizadas en este
trabajo son el resultado de la evolucion biolégica fundamentada en las

mutaciones espontaneas, la seleccién y el aislamiento en las que puede verse



implicada la transposicion de elementos genéticos moviles. Los elementos
genéticos transponibles o transposones, se descubrieron por primera vez en la
década de los 70 siendo la primera secuencia de insercion identificada la IS1 en
E. coli. Las secuencias de insercion aparecian como constituyentes normales del
cromosoma o de los pldsmidos de las bacterias Gram-negativas. Habitualmente
las IS muestran una preferencia en la insercion en determinadas regiones del
ADN, lo cual sugiere que los extremos terminales de las IS pueden reconocer
determinadas secuencias diana presentes en el cromosoma durante el proceso de

insercion.

En este trabajo se han caracterizado cuatro colecciones de aislados con
las formulas antigénicas 4,[5],12:i:-, 4,5,12:b:- y 4,12:d:-, mediante
fagotipificacion, antibiotipificacion, PFGE, MLVA, PCR y secuenciacion. Con
los datos obtenidos se ha podido concluir que las cepas de las colecciones 1y 2
provienen de Salmonella Typhimurium, sin embargo entre ellas se diferencian

diferentes lineas evolutivas.

La primera coleccion esta configurada por un clon procedente de una
cepa de Salmonella Typhimurium U302 con plasmido pU302L y con perfil de
multirresistencia R- ACSuUGSTSxT, donde la tercera copia de 1S26 del
plasmido pU302L al reconocer una secuencia en el cromosoma originaria la
delecion del flagelo de segunda fase y este evento habria ocurrido al menos en
tres ocasiones diferentes comenzando siempre la delecion en el mismo punto.
La alta homogeneidad detectada las clasifica como pertenecientes a un mismo
clon denominado por otros autores como clon espafiol. En la segunda coleccién

se diferencian las otras dos lineas, donde las tres primeras cepas de la coleccion



son muy similares a las cepas descritas en Estados Unidos y a su vez
diferenciables del resto de aislados de nuestro pais, sefialando un origen o
ancestro comun con las cepas monofasicas americanas. El resto de cepas
caracterizadas en la segunda coleccion con deleciones de menor tamafio,
unicamente comparten entre ellas el perfil de tetrarresistencia y el punto final de
insercion de la secuencia 1S26 sefialando las caracteristicas principales del clon
europeo. Sin embargo las diferencias mostradas por el PFGE, MLVA y PCR de
la delecion muestran que no comparten un origen comun préximo en el tiempo
pero si estdn mas estrechamente relacionadas entre ellas que con las otras dos
lineas descritas. En esta coleccion se han detectado tres aislados monofésicos
cuya formula antigénica sefiala la falta del flagelo de segunda fase, pero por
PCR y secuenciacion se comprobd que aun conservan el gen fljB seguido de
varias secuencias 1S26, estas cepas podrian ser similares al ancestro del que

evolucionarian las variantes de la coleccion.

Las cepas de Salmonella enterica 4,5,12:b:- analizadas en la tercera
coleccidn de este trabajo, son variantes monoféasicas provenientes de una tercera
linea clonal de Salmonella Paratyphi B dT(+) sin resistencias a antimicrobianos,
con la excepcion de una cepa que no es capaz de metabolizar el tartrato (dT-),
que provendria de Salmonella Paratyphi B dT(-). A pesar de haber
caracterizado la delecion en la mayoria de los aislados no se han obtenido
suficientes datos que permitan conocer el evento genético implicado en la
misma. La mayoria presentan una delecion de 27 genes adyacentes al gen fljB,
la cual pudo ser ocasionada por una transposasa, pero que posteriormente
perdio parte de su estructura dejando un fragmento inservible de 281 pb. El

PFGE muestra una elevada diversidad entre las cepas de esta variante. Sin



embargo dentro del pulsotipo A, las cepas presentaron una alta homologia e
incluso son las que presentaron la delecion descrita. Entre los otros cuatro
pulsotipos se engloban las cepas cuya delecion no se pudo caracterizar, por lo
que nos llevo a concluir que estas 10 cepas podrian pertenecer a diferentes
lineas evolutivas y por lo tanto presentar diferentes tipos de deleciones de los

genes implicados en la sintesis del flagelo de segunda fase.

Las cepas de Salmonella enterica 4,12:d:- que configuran la cuarta
coleccion son variantes monofésicas provenientes de Salmonella
Schwarzengrund, altamente homogéneas por lo que podrian configurar un
mismo clon y en cuyo caso la delecion de once genes entre los que se
encuentran los genes implicados en la sintesis del flagelo de segunda fase, fue
originada por una 1S30. Esta variante mostro una alta homogeneidad tanto en
los datos de PFGE, como antibiograma y como en el tipo de delecion
caracterizada. El final de la insercion de la 1S30 coincide en el mismo

nucledtido que el final de la insercion descrito en las cepas del clon europeo.

Finalmente como conclusion a este trabajo podemos afirmar que la zona
de sintesis del flagelo de segunda fase supone un punto caliente para las
inserciones de secuencias de insercion o transposones afectando a la capacidad
de sintesis de la flagelina de segunda fase en cepas de Salmonella enterica. Sin
embargo, esta deficiencia, no ha supuesto una desventaja evolutiva para este

tipo de variantes.
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1. Reseria historica

La infeccion por Salmonella y concretamente la fiebre tifoidea es una
enfermedad conocida desde la antigliedad, y ha sido descrita en numerosas
ocasiones a lo largo de la historia (Cunha, 2004). La confusion entre el tifus y la
fiebre tifoidea existe desde mediados del siglo XIX, aunque investigadores de
siglos previos hubieran diferenciado las dos enfermedades (Miller y Pegues,
2000; Cunha, 2004).

En 1885, Theobald Smith (1859-1934), trabajando bajo la supervision
del veterinario estadounidense Daniel E. Salmon (1850-1914), aislo el
organismo que hoy en dia se conoce como Salmonella choleraesuis del
intestino de un cerdo. El bacteridélogo francés Joseph Léon Marcel Ligniéres
(1868-1933) sugirid en 1900 que el grupo de bacterias representado por el
organismo causante del célera de origen porcino debia denominarse Salmonella

en honor a Salmon (Ellermeier y Slauch 2006).

Georges Widal (1862-1929) en 1896 acufio el término “aglutinina” para
describir la aglutinacion de las células muertas por calor del serotipo Typhi
mediante suero (Reaccion de Widal). Almroth Edward Wright (1861-1947) e
independientemente Richard F. J. Pfeiffer (1858-1945) y Wilhelm Kolle (1868-
1935), utilizaron los organismos muertos por calor para disefiar la vacuna
contra la fiebre tifoidea en 1896; esencialmente es la misma vacuna que se
sigue utilizando hoy en dia. Elie Metchnikov (1845-1916) siguid los postulados
de Koch para comprobar que el serotipo Typhi causaba la fiebre tifoidea en
1911. Fritz Kauffmann (1899-1978), extendio el trabajo de P. B. White (White,
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1926), estableciendo el analisis serolégico de Salmonella a partir de la década
de 1940 (Ellermeier y Slauch 2006).

En 1948, K. Lilleengen caracteriz6 una serie de 25 cepas de
aislamientos clinicos las cuales presentaban diferente sensibilidad a fagos.
Designo a estas cepas como “Lilleengen Type” o LT1 hasta LT25 (Lilleengen,
1948). La cepa del serotipo Typhimurium LT2 es hoy en dia la cepa tipo, cuyo
genoma fue el primero en ser secuenciado en esta especie (McClelland y col.,
2001).

2. Caracteristicas generales del género Salmonella
2.1. Fisiologia

Salmonella ssp. pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos de
0,7-1,5 um x 2-5 um de tamafio, Gram-negativos y anaerobios facultativos
(Ellermeier y Slauch 2006). Son moviles mediante flagelos de insercion

peritrica, aunque existen variantes aflagelares (Selander y col., 1996).

En cuanto a su fisiologia, las salmonelas crecen a una temperatura
Optima de 37°C aunque pueden multiplicarse en un amplio rango de
temperatura de 7 a 48°C. Tienen un pH optimo de 6,5-7,5, soportando un rango
de pH entre 4,5y 9,5. Se desarrollan bien a una actividad del agua (a.) de 0,995
(Soto, 2002). Sin embargo, en valores bajos del orden de 0,2 como en el caso de
productos deshidratados sobreviven largo tiempo, y en los alimentos puede
multiplicarse hasta valores de a,, de 0,93 (Bourgeois y col., 1995). Toleran
elevadas concentraciones de sales biliares y su crecimiento no resulta inhibido

por la presencia de colorantes como el azul de metileno, la eosina, el cristal
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violeta o el verde brillante, propiedades que se utilizan para el disefio de medios

selectivos y diferenciales.
2.2. Identificacion

La identificacion de Salmonella requiere un aislamiento, una
caracterizacion bioquimica y la serotipificacion. Las pruebas bioquimicas que
se utilizan para identificar presuntivamente a los aislados de Salmonella son la
catalasa (positiva) y la oxidasa (negativa), la fermentacion de la glucosa y otros
carbohidratos (con la produccion usualmente de gas), la produccién de
sulfhidrico, la actividad lisindescarboxilasa, la capacidad de crecimiento en agar
citrato de Simmons, la no produccion de indol y la capacidad de hidrolisis de la
urea. No crecen en medio de cianuro potasico y son Voges-Proskauer y
triptéfano desaminasa negativas (Mejia, 2003).

La serotipificacion de Salmonella se basa en la estructura antigénica del
antigeno somatico O (termoestable), del antigeno flagelar H (termolabil) y del
antigeno capsular Vi (si esta presente). La serologia es unicamente util en las
cepas confirmadas bioquimicamente como Salmonella, porque los antisueros
presentan reacciones cruzadas con otras bacterias. La asignacidn de serotipos se
basa en el esquema de Kauffmann-White-Le Minor (Grimont y Weill, 2007).

Antigeno O (AgO)

Este antigeno somatico es de naturaleza lipopolisacarida y esta
situado en la membrana externa de la pared celular, es termoestable y
alcohol resistente. El lipopolisacarido (LPS) es un determinante de

virulencia importante de la mayoria de bacterias Gram-negativas (Luk y
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col., 1993). La estructura quimica del LPS de Salmonella esta
compuesta por tres regiones: la region I, la mas externa, compuesta por
una cadena de azUcares (polisacarido) constituye el antigeno O, la
regién Il es el nacleo formado por oligosacaridos y la region 1l que es
el lipido A (Luderitz y col., 1966). El lipido A es la zona mas interna,
tiene propiedades toxicas y se denomina a menudo endotoxina (Perry,
1992). El Lipido A ancla toda la molécula del LPS en la membrana
externa de la pared celular bacteriana y estd altamente
conservada en muchos géneros. ElI ndcleo oligosacarido
(core) tiene sélo una variacion conocida en todas las especies de
Salmonella hasta ahora estudiadas (Luk y col., 1993). Por el
contrario, las cadenas de polisacaridos @) se
forman por polimerizacion de unidades repetidas que contienen
entre tres y siete azUcares distintos y son antigénicamente muy variables
(Mayer y col., 1989). Tal variacion antigénica en la estructura de
la cadena O ha sido la base para la clasificacion seroldgica de
Salmonella (Luk y col., 1993). Por lo tanto, cada serotipo de Salmonella
posee diferentes Ag O, algunos de los cuales son comunes a varias de

ellas, permitiendo asociarlas en serogrupos.

Existen Ag O mayores o factores principales que sirven para
caracterizar los diferentes grupos antigénicos o serogrupos; asi el
antigeno O:12 esté presente en todas las salmonelas de los serogrupos A,
B y D. También existen Ag O menores o factores secundarios, ligados a
un factor principal. Los Ag O menores no tienen ningun valor

discriminativo, algunos se originan por cambios quimicos de un
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antigeno mayor, como O:5 que se produce por acetilacion en el
polisacarido responsable de la especificidad del O:4,12 caracteristico del
serogrupo B. Otros se producen por conversion fagica. Asi, por ejemplo,
la lisogenizacion de una Salmonella del grupo C1 (0:6,7) por un fago
determina la aparicion del factor O:14 pasando a ser O:6,7,14; lo mismo
sucede con los factores O:6,14 en el grupo K (0:18), que pasan a ser
0:6,14,18 (Soto, 2002).

Un defecto en la sintesis del polisacarido de la pared celular
puede provocar una variacion en la celula dando paso a la forma
conocida como rugosa (R, rough, mutante) en comparacion con la forma
comun suave-lisa (S, smooth, wild-type cepa natural o de referencia).
Este defecto se debe a una mutacion que bloquea el efecto de una
transferasa o una sintetasa implicada en la sintesis de azucares. Los
mutantes pueden ser facilmente reconocibles, por producir colonias
planas y rugosas en comparacion con las colonias convexas y lisas (0
suaves) producidas por los progenitores. En medio liquido las formas R
aglutinan espontaneamente y sedimentan, en contraste con las
suspensiones uniformemente turbias de las formas S. Los mutantes R
han perdido su especificidad O, pero mantienen la especificidad del

antigeno flagelar (H) (Lderitz y col., 1966).
Antigeno H

La mayoria de las cepas de Salmonella son mdviles mediante
flagelos peritricos. Los flagelos estan expuestos en la superficie de la

célula y son altamente inmunogénicos. Como en el caso del antigeno O,
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los dominios de las subunidades flagelares expuestos en la superficie
celular presentan una considerable variacion. De hecho, las subespecies
I, 11, Illa'y VI son bifésicas, y por tanto capaces de producir dos flagelos
(y algunas veces tres), funcionalmente equivalentes pero
inmunoldgicamente distintos. La distincion seroldgica entre los
antigenos H constituye el segundo apartado del esquema de Kauffmann-
White-Le Minor (Guibourdenche y col., 2010).

Los antigenos H de fase 1 son designados con una letra
mindscula de “a” a “z” y a continuacion “z1”, “z2”, “z3”, etc. Los
antigenos flagelares de fase 2 se asignan mediante numeros “1”, “2”,
“3”, etc 0 mediante letras (Ellermeier y Slauch 2006). Los antigenos H
suelen ser determinados mediante un ensayo de aglutinacion en tubo o
en porta. Inicialmente se realiza una aglutinacion con antisueros H
mixtos. Estas mezclas de antisueros se han disefiado para ser utilizadas
con ciertos grupos de antigenos O, ya que representan los antigenos H
mas comunmente asociados a ciertos grupos O (Brenner y McWhorter-

Murlin, 1998).

En la mayoria de las cepas ambos antigenos H, es decir fase 1y
2, pueden ser expresados alternativamente. Sin embargo, en colonias
frescas aisladas individualmente s6lo pueden expresar una fase. Para
determinar la otra fase, se puede realizar un cambio de fase. Para ello se
inocula la cepa de interés en un medio de agar-movilidad que contiene el
antisuero H conocido con el cual se produce aglutinacion. Los

anticuerpos del suero inmovilizaran las células que expresen el antigeno
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H original, permitiendo la movilidad de las cepas que realicen un
cambio de fase y expresen un nuevo antigeno H. Los descendientes de
estas Ultimas cepas, podran difundir y alejarse del lugar del inoculo.
Estas cepas podran ser entonces aisladas y de este modo poder
determinar el nuevo antigeno flagelar. Si la cepa inoculada en un
principio no presenta movilidad en presencia del antisuero H, puede
significar que la cepa sea monofasica y no pueda expresar un segundo

antigeno flagelar.
Variacion de fase

La variacion de fase se define como un cambio en la expresion
de los antigenos de superficie en las bacterias. En general la variacion de
fase es un evento reversible y que puede ser modulado por factores
externos. Esta variacion de fase se asocia a un interruptor reversible
entre todo/nada (on/off), donde en el momento de expresar un antigeno

se realiza la represion de la otra opcion.

Los genes fliC y fljB codifican las flagelinas de fase 1 y de fase 2
respectivamente. Sin embargo, estos genes se encuentran localizados en
el genoma en dos zonas diferentes y alejadas, formando parte cada una
de ellas de un operon distinto. En el operon fljBA se localiza al gen hin,
el cual codifica la recombinasa Hin; el gen fljB, codifica la flagelina de
segunda fase; y el gen fljA, codifica la proteina represora del gen fliC,
situado en otro operon. La recombinasa Hin cataliza una inversion
reversible de un segmento de 993 pb del cromosoma bacteriano, el cual

contiene el promotor del operon fljBA. En una orientacion el promotor
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dirige la transcripcion de los genes fljB y fljA, y gracias al fljA, se induce
la represion del gen fliC. Sin embargo, si la orientacion del gen hin se
encuentra invertida, no se lleva a cabo la transcripcion de los genes fljB
y fljA, los cuales no llegaran a expresarse, no se codificara la flagelina
de fase 2, y en ausencia del represor codificado por el gen fljA, se llevara
a cabo la transcripcion del gen fliC, permitiendo la expresion de la
flagelina de fase 1 (Herrera-Leon y col., 2004).
Repeticion invertida (hix)

Promotor del FIjB y Promotor del FliC
represor |

aDN[[ 4 | B [ hinfd] [ pic ]

LWWAVAVAVAVAVAVAVIEE VAV
fliAy fiB mRNA hin mRNA

Fle FIiB  Hin recombinasa
proteina flagelina
(represor)

Recombinasa

[ I
L2 hin 4 B | | A ] P AIC

AV JVUS
«\J\L FliC mRNA
hin mRNA

Hin recombinasa FliC
flagelina

Figura 1. Se muestra el mecanismo de variacion de fase y los genes

implicados en el mismo.
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Antigeno Vi

El antigeno Vi es un polisacarido capsular producido por cepas
de los serotipos Typhi y Paratyphi C y en ocasiones por cepas del
serotipo Dublin. La capsula es un homopolimero lineal de a-1,4 2-
deoxi-2-N-acido uronico acetilgalactosamina que puede ser O-acetilado
en la posicion C-3 (Daniels y col., 1989). Las enzimas que realizan la
sintesis y exportan la capsula se codifican en la denominada “viaB

locus” la cual esta compuesta por 10 genes (tviA-E a vexA-E).

La presencia de la capsula Vi se determina mediante aglutinacién
en porta. En base a los analisis bioguimicos si una cepa es sospechosa de
pertenecer a los serotipos Typhi o Paratyphi C, se realiza la aglutinacion
con el antisuero Vi y se realiza también con el antisuero O apropiado.
Sin embargo, la presencia de la capsula puede bloquear el
reconocimiento del anticuerpo del antigeno O. Por ello y con el fin de
realizar una determinacion adecuada del antigeno O, si una cepa es
positiva para el antigeno Vi, se realiza una ebullicion de la cepa en agua
durante 15 min, se enfria y se vuelve a realizar la aglutinacion. En este
caso no aglutinara con el antigeno Vi y siendo del serotipo Typhi sera
positiva para la aglutinacion del antigeno O del grupo D (Ellermeier y
Slauch 2006).
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2.3. Filogenia

Salmonella es miembro de la familia Enterobacteriaceae, en la
subdivision o clase 1ll Gamma-proteobacteria. Actualmente se reconocen dos
especies de Salmonella: Salmonella bongori (antigua subsp. V) y Salmonella
enterica. Salmonella enterica se divide en seis subespecies (S. enterica subsp.
enterica I, S. enterica subsp. salamae Il, S. enterica subsp. arizonae llla, S.
enterica subsp. diarizonae IlIb, S. enterica subsp. houtenae IV, S. enterica

subsp. indica VI). La clasificacion de Salmonella queda de la siguiente manera:

DOMINIO: Bacteria
FILO: Proteobacteria
CLASE: y-Proteobacteria
ORDEN: Enterobacteriales
FAMILIA: Enterobacteriaceae
GENERO: Salmonella
ESPECIES < Salmonella entérica {Subespecies 1,13, 1b, IV, VI
Salmonella bongori

La disponibilidad de genomas completos secuenciados (McClelland y
col., 2001; Parkhill y col., 2001) ha facilitado el estudio de la evolucion de
Salmonella y su relacion con otros miembros de la familia Enterobacteriaceae.
Trabajos publicados por varios investigadores (Selander y col. 1996; Baumler y
col., 1998; Edwards y col., 2002; Porwollik y col., 2002; Chan y col., 2003;
McQuiston y col., 2008) permiten reconstruir un modelo general de la historia
evolutiva del género Salmonella. En base a estos trabajos hubo una divergencia
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entre Salmonella y Escherichia coli hace unos 120 millones de afios,
coincidiendo con la apariciéon de los primeros mamiferos. Aproximadamente
hace 25-40 millones de afios, el ancestro comdn de Salmonella adquirid la isla
de patogenicidad 1 (SPI1) la cual codifica el sistema de secrecion de tipo Il
implicado en la invasion del epitelio intestinal. De este modo Salmonella pasé a
ser un patdgeno intracelular asociado a vertebrados de sangre fria. Entre 40-63
millones de afios, Salmonella adquirid la isla de patogenicidad 2 (SPI2) la cual
permite al organismo sobrevivir en el interior de los macrofagos y de éste modo
colonizar los tejidos internos. Este evento dio lugar a la division entre las
dos especies actualmente reconocidas. La presencia de SPI2 es una
caracteristica aparentemente exclusiva en Salmonella enterica. Las seis
subespecies de Salmonella enterica (I, I, Illa, Illb, IV, VI) continuaron
evolucionando para adecuarse a sus respectivos nichos. Hace 21-34 millones de
afios, el ancestro de las subespecies I, I, 1llb y VI adquirié la capacidad de
realizar un cambio de fase de las subunidades estructurales del flagelo mediante
la adquisicion del operon flJAB. El ancestro de la subespecie I, adquirid la
capacidad de colonizar vertebrados de sangre caliente, lo cual supuso un avance
importante, con serias implicaciones para la salud humana. Las cepas de la
subespecie | han evolucionado para colonizar una gran variedad de
hospedadores. Algunos serotipos como Typhi son especificos e infectan
Unicamente al hombre, sin embargo serotipos como Typhimurium son
generalistas capaces de colonizar y causar enfermedad en diversas especies de

mamiferos (Ellermeier y Slauch 2006).
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Subsp. II

21.5-34.0 Subsp. IV
N

Subsp. VII

9.0-14.5

) —

Subsp, I11a
40.0-63.4

5. bongori
63.0-120

E.coli

Figura 2. Evolucion de Salmonella segin McQuiston y col., 2008., representada en

millones de afios.

En el afio 2004 Shelobodina y col., propusieron el nombre de
Salmonella subterranea para una nueva cepa aislada en la superficie de un
sedimento contaminado, y que presentaba mediante el analisis de la secuencia
de ADNr de la subunidad 16S, una gran similitud con Salmonella bongori y con
Enterobacter cloacae. Aunque el nombre fue validado en el afio 2005, el
laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella de Estados Unidos, del
Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), ha determinado
que esta nueva especie no es una especie de Salmonella pues presenta mayor

proximidad al género Escherichia (Grimont y col., 2007).
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2.4. Taxonomia

La nomenclatura de Salmonella siempre ha estado en constante cambio
(Brenner y col. 2000, Euzéby 1999). Hasta mediados del siglo XX las especies
de Salmonella se describian asociandolas a la enfermedad. De ahi los nombres
de Salmonella Typhi, Salmonella Choleraesuis, Salmonella Typhimurium o
Salmonella Enteritidis. Kauffman (Kauffmann, 1941; Kauffmann, 1966,
Kauffmann, 1971) amplié el trabajo de White (1926) estableciendo el analisis
serologico de Salmonella y argumento que la formula antigénica era “buena o
incluso mejor” que el nombre de la enfermedad asociada, para nombrar a los
serotipos (Kauffmann 1971). Los descubrimientos posteriores recibieron los
nombres de los lugares de aislamiento del organismo como Salmonella London,
Salmonella Paris y Salmonella Casablanca. Actualmente hay mas de 2.500

serotipos de Salmonella (Grimont y col., 2007) (Tabla 1).

Tabla 1. Nimero de serotipos reconocidos dentro de cada especie/subespecie de

Salmonella (Adaptado de Grimont y col., 2007)

NuUmero de serotipos en cada especie y subespecie

Salmonella enterica 2.557
S. enterica subsp. enterica 1.531
S. enterica subsp. salamae 505
S. enterica subsp. arizonae 99
S. enterica subsp. diarizonae 336
S. enterica subsp. houtenae 73
S. enterica subsp. indica 13
Salmonella bongori 22

Total (genero Salmonella) 2.579
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Le Minor, Popoff y colaboradores (Le Minor y col., 1982; Le Minor y
col., 1986) propusieron un unico nombre para la especie: Salmonella
choleraesuis con siete subespecies reconocidas. Se reconocieron los serotipos
de la subespecie I, por ejemplo Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis
serotipo Typhimurium o Salmonella choleraesuis subsp. choleraeuis serotipo
Typhi. Sin embargo dada la posible confusion al utilizar Salmonella
choleraesuis para indicar al organismo que causa diferentes enfermedades,
como por ejemplo el serotipo Choleraesuis frente al serotipo Typhi, Le Minor y
Popoff (1987) propusieron el nombre de Salmonella enterica para designar las
especies y la cepa de Salmonella enterica subsp. enterica (I) serotipo
Typhimurium LT2 como la cepa tipo. La cepa LT2 es la cepa tipo 2 de
Lilleengen (Lilleengen, 1948) y esta extremadamente bien caracterizada tanto
genéticamente, como bioguimicamente. La propuesta fue unanimemente
aceptada por el Subcomité de enterobacterias del Comité Internacional de
Bacteriologia Sistematica en el X1V Congreso Internacional de Microbiologia
(Penner, 1988). Posteriormente Reeves y col. (1989) propusieron elevar a
Salmonella bongori al estatus de especie en base a la caracterizacion molecular.
Esta nomenclatura es la actualmente aceptada por el Centro para el Control y
Prevencién de Enfermedades (CDC), el Centro Europeo para la Prevencion vy el
Control de Enfermedades (ECDC), la Sociedad Americana de Microbiologia
(ASM) y el Centro de Referencia de Salmonella responsable de la actualizacion
del Esquema de Kauffmann-White (Instituto Pasteur) (Popoff y Le Minor,
1997; Popoff y col., 2001b) (Tabla 1). Los serotipos de Salmonella enterica
subsp. enterica se escriben con letras romanicas, sin cursiva y la primera letra

en mayuscula. Los serotipos de otras subespecies son designados mediante su
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férmula antigénica. En los dltimos afios se han aceptado abreviaturas como
Salmonella enterica serotipo Typhimurium, o Salmonella Typhimurium, o
simplemente serotipo Typhimurium. En esta tesis y con el fin de facilitar la
lectura, a partir de este punto se utilizarda la denominacion Salmonella

Typhimurium.

En las formulas antigéncias de los serotipos de Salmonella, primero se
escribe el antigeno O, seguido del Vi (si esta presente), y del antigeno(s) H,
primero de fase 1 y luego de fase 2. Los antigenos principales se separan
mediante dos puntos y los antigenos individuales por comas. Por ejemplo el
serotipo Typhimurium est& determinado por la formula antigénica 1, 4, [5], 12:
i: 1, 2. Los antigenos entre corchetes indican que su presencia es variable.

2.5. Habitat

Salmonella vive principalmente en el tracto intestinal de los animales.
Salmonella enterica subsp. enterica habita en los animales de sangre caliente,
mientras que otras subespecies de S. enterica y S. bongori son comensales de
animales de sangre fria que raramente infectan al ser humano. Los serotipos de
S. enterica subsp. enterica pueden dividirse en tres grupos en base a sus
hospedadores. En primer lugar estan los adaptados a un huésped, los cuales
infectan principalmente a un Unico hospedador pero pueden causar la
enfermedad en otros. En segundo lugar se encuentran los estrictos de un Unico
huésped los cuales sélo pueden infectar a un hospedador. Finalmente los
generalistas son capaces de infectar a una gran variedad de animales, aunque la
evolucion de la enfermedad puede variar en los diferentes hospedadores (Uzzau
y col., 2000; Edwards y col., 2002).
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La infeccion por Salmonella a menudo conduce a una gastroenteritis.
Sin embargo, para sobrevivir en su habitat, Salmonella puede persistir o vivir
como comensal al menos en algunos huéspedes y ser eficientemente transmitido
de hospedador en hospedador. No se conoce mucho acerca del mecanismo
molecular para persistir como comensal (Kingsley y col. 2003) aunque la
persistencia y diseminacion del organismo esta definido genéticamente, tal y
como lo evidencian algunas cepas emergentes en todo el mundo, como aquellas
del serotipo Typhimurium DT104 (Davis y col., 2002) y el serotipo Enteritidis
PT4 (Guard-Petter y col., 2001). En general, los serotipos generalistas, poseen
un repertorio genético general que les permite estar adaptados a una amplia
gama de hospedadores siendo los cuadros clinicos que provocan mas leves que

los causados por los serotipos estrictos (Fig. 3).

Degradacion de los genes “generalista”

) . Genes de virulencia adicionales
Repertorio genético general

adaptado a una amplia gama de hospedadores

5. Enteritidis

5. Choleraesuis

Generalistas Adaptado a Hospedador
hospedador estricto
5. Typhimurium 5. Dublin 5. Typhi
bd nAafn
¢
A o

S. Gallinarum

2

Py /- ) Y
< ) P
Ty, s 4
Enfermedad entérica/diarrea < i ] . > Enfermedad invasiva/sistémica
A
Baja mortalidad <= i . > Alta mortalidad

Figura 3. Caracteristicas de los serotipos generalistas, adaptados a hospedador o
estrictos y su relacion con el cuadro clinico. Adaptado de Feasey y col.,
2012.
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Los dos serotipos mas frecuentes causantes de enfermedad en humanos
son generalistas: S. Typhimurium y S. Enteritidis, mientras que el serotipo

causante del cuadro clinico mas grave, S. Typhi, es estricto.

2.6. Epidemiologia

La salmonelosis esta relacionada con la ingesta de alimentos o aguas
contaminadas y es de gran importancia epidemioldgica. Asi, segun
estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), anualmente se
producen 16 millones de casos y 600.000 muertes de fiebre tifoidea en todo el
mundo (Mandell y col., 2006). Por otro lado se estima que Salmonella enterica
es responsable de alrededor de 1 millén de casos de enterocolitis y de 400

muertes al afio solo en Estados Unidos (Scallan y col., 2011).

Aunque ya no es habitual en los paises desarrollados, la fiebre tifoidea
es comun en los paises de baja renta y puede tener consecuencias muy serias o
hasta mortales. Su principal ruta de transmision es la contaminacion del agua
con heces humanas. La fiebre tifoidea puede alcanzar una tasa de mortalidad 10

veces superior a otras salmonelosis.

El informe anual de 2012, sobre zoonosis y brotes de origen alimentario
en la Unidn Europea (UE), de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) y el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades
(ECDC), muestra un descenso en los casos de Salmonella en un 9% en 2010,
marcando un descenso por sexto afio consecutivo (EFSA, 2012). Segln el
informe, las principales razones de la disminucion de los casos de salmonelosis

humana son los exitosos programas de control de Salmonella en la UE para
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reducir la prevalencia de la bacteria en las poblaciones de aves de corral, en
particular en las gallinas ponedoras. Las infecciones por Salmonella, que por lo
general causan fiebre, diarrea y calambres abdominales, representaron 99.020
casos notificados en humanos en 2010 en comparacion con los 108.618 casos
de 2009. Salmonella se encontré con mayor frecuencia en la carne de pollo y
pavo. Segun el informe, en 2010, en la UE se registraron un total de 5.262
brotes transmitidos por alimentos. Estos brotes notificados afectaron a méas de
43.000 personas y causaron 25 muertes, sin embargo, estas cifras pueden ser en
realidad més altas debido a la falta de notificacion. Las causas méas frecuentes
fueron Salmonella (31% de todos los brotes), Norovirus (15%) vy
Campylobacter (9%). Las fuentes alimentarias mas importantes de los brotes
fueron los huevos y los ovoproductos, comidas precocinadas y vegetales. La
importancia de los vegetales como fuentes de brotes aumentd respecto a afios

anteriores.

S. Enteritidis y S. Typhimurium son los serotipos mas comunes en los
paises desarrollados y causan principalmente salmonelosis, una enfermedad
intestinal auto limitante pero también pueden causar la muerte. Existen varios
reservorios de animales que contribuyen a la contaminacion ambiental,
incluyendo pollos, pavos, cerdos, vacas y otros animales domésticos y salvajes.
Las mascotas, incluyendo a los reptiles, pajaros, gatos, perros y otros animales
de sangre caliente y fria, pueden servir como portadores de este organismo.

A pesar de que Salmonella se elimina facilmente al cocinar los
alimentos, muchos son ingeridos crudos (frutas y verduras), o no bien cocidos

(huevos, carne picada). Es importante mantener una higiene adecuada antes y
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durante la preparacion de alimentos, para prevenir la contaminacion de los
productos alimentarios. Los alimentos cocinados a 70°C durante al menos 10
minutos son considerados aptos si son consumidos inmediatamente, 0 si se
mantienen almacenados a menos de 8°C. Las infecciones por Salmonella son
mas frecuentes en verano que en invierno, probablemente debido a que el
ambiente calido es mas favorable para el crecimiento de los microorganismos
en los alimentos. La incidencia de salmonelosis es mayor en las épocas de

[luvias en los climas tropicales y de mayo a octubre en los climas templados.

A finales del siglo pasado y principios del presente, en los paises
industrializados, se registr6 un aumento progresivo de aislamientos de
Salmonella en humanos. Este aumento pudo ser debido a los nuevos métodos
de procesamiento de alimentos en masa y a su distribucion en amplias zonas
geograficas, asi como a un mejor informe de los casos a los laboratorios de
referencia. Los datos internacionales indican una incidencia estimada de

salmonelosis de entre 14 y 120 casos por 100.000 personas.

Actualmente en nuestro pais, las infecciones por Salmonella son la
segunda causa de gastroenteritis bacteriana detras de Campylobacter. Sin
embargo, son la principal causa de brotes de transmisién alimentaria. En los
datos recogidos en el Informe Anual del Sistema de Informacién
Microbiologica (Centro Nacional de Epidemiologia y Red Nacional de
Vigilancia Epidemiologica, 2009), en el afio 2009 se notificaron 4.302 casos de
Salmonellas no tifoideas. El serotipo mas frecuente fue Salmonella Enteritidis
(36,8%) seguido de Salmonella Typhimurium (21,9%).



22 Introduccion Lorena Laorden Muioz

2.7. Patogenicidad

La virulencia de Salmonella es muy compleja y varia
enormemente entre serotipos y cepas dentro de un mismo serotipo. La
adaptabilidad y la variabilidad de Salmonella garantiza la existencia de una
cepa adecuada y disponible para colonizar cualquier huésped a la minima
oportunidad (EFSA, 2010). La habilidad que tiene Salmonella para sobrevivir
en diversas condiciones y superar multiples defensas de los hospedadores
requiere de varios factores de virulencia, que a su vez, requieren de un sistema

apropiado de regulacion.

La salmonelosis humana puede clasificarse en dos grandes grupos; por
un lado, las debidas a serotipos estrictamente humanos, que causan
habitualmente sindromes tifoideos con presencia de bacterias en la sangre y, por
otro lado, las debidas a serotipos ubicuos, que provocan diarrea, vomitos y
fiebre. La duracion y entidad de esta enfermedad es variable, dependiendo del
estado general del huésped, pudiendo ocasionalmente causar enfermedades

generalizadas (Parra y col., 2002).

La infeccion por Salmonella se produce comunmente a causa de la
ingestion de agua o productos contaminados. Los alimentos contaminados
ingeridos han de contener entre 10° y 10° células viables para derivar en la
colonizacion del intestino delgado y grueso. La aparicion de la enfermedad
ocurre de 8 a 48 h después de la ingesta. Salmonella debe sobrevivir en
numerosos hospedadores del medio ambiente asi como superar diversas

defensas del hospedador para poder producir infeccion.
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Las islas de patogenicidad poseen una variedad de genes encargados de
la invasion. La adherencia de la bacteria es un factor muy importante en la
patogénesis, y esta se lleva a cabo gracias a que produce varios tipos de
adhesinas (Salyers y Whitt, 2002). La primera barrera que debe superar son las
condiciones é&cidas del estbmago de los hospedadores. Traspasadas las
condiciones de pH &cido la bacteria coloniza el intestino, donde halla sus dianas
especificas e invade las placas de Peyer distales (Carter y Collins, 1974). Las
bacterias pueden acceder al tejido linfatico via células M (células epiteliales
endociticas) y células epiteliales no endociticas, utilizando la isla de
patogenicidad 1 (SPI1), y el sistema de secrecion tipo tres (TTSS). Salmonella
es la Unica especie que se conoce que posee dos sistemas de secrecion tipo I,
codificados por dos islas de patogenicidad distintas (SPI1 y SPI12). Cada uno de
los sistemas parece jugar papeles diferentes pero importantes en la patogénesis
de la bacteria; SPI1 esta implicado en la penetracion inicial de la bacteria,
mientras que SPI2 es importante para los siguientes estadios de la infeccion
(Hueck 1998).

En el estudio de la causa de diarrea, se ha descubierto la implicacion de
los sistemas de secrecion tipo Il en Salmonella, los cuales son los encargados
de transferir las proteinas necesarias para producir una diarrea al interferir en la
funcién celular. Como consecuencia de esta irrupcion en el metabolismo, las
células infectadas producen citoquinas que atraen a los polimorfonucleares
(PMNSs) y estos liberan prostaglandinas que actGan sobre la adenilato ciclasa,
incrementando los niveles de AMPc que interrumpen la absorcion de Na* vy el
aumento de la secrecion de CI, lo que lleva a una pérdida de agua por parte de

la célula, signo claro de una diarrea (Salyers y Whitt, 2002).
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Mediante la isla de patogenicidad SPI2, Salmonella una vez accede al
tejido linfatico subyacente, continGa la replicacion en las placas de Peyer.
Eventualmente se diseminan a otros érganos diana como el higado y el bazo
dénde pueden continuar con su replicacion en el interior de los macrofagos
llegando incluso a provocar septicemia o la muerte del hospedador. La
replicacion en el interior de los macrofagos requiere un segundo sistema de
secrecion TTSS, codificado por SPI2. A medida que el nimero de células va en
aumento, Salmonella puede infectar todos los tejidos del organismo. En
determinadas ocasiones el hospedador muere como resultado de complicaciones
a causa de un shock séptico o un fallo multiorganico proceso denominado como

fiebre tifoidea asociado al serotipo Typhi.
2.8. Manifestaciones clinicas, diagnoéstico y tratamiento

Salmonella origina en el ser humano una variedad de infecciones como
son la gastroenteritis, la fiebre tifoidea o paratifoidea, la bacteriemia (primaria o
secundaria a enteritis) o la infeccion focal no digestiva (osteomielitis, absceso)

y ademas existe el estado de portador cronico asintomatico.

Salmonelosis no tifoideas (gastroenteritis o0 enterocolitis).
Habitualmente presenta un cuadro febril, con dolor abdominal, nauseas,
vomitos y diarrea de caracteristicas inflamatorias, apareciendo leucocitos
polimorfonucleares en el examen en fresco de las heces (Sanchez, 2006). El
diagnostico se realiza mediante la observacion clinica de los sintomas, el
informe del consumo reciente de alimentos y por el cultivo del microorganismo
a partir de las heces. Los sintomas incluyen escalofrios, vomitos y diarrea,

seguido de fiebre durante varios dias. Esta enfermedad normalmente desaparece
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sin intervencion en 2 o 3 dias. Sin embargo, incluso después de la recuperacion,
los pacientes presentan Salmonella en las heces durante varias semanas.
Algunos pacientes se recuperan y se transforman en asintomaticos, pero portan
microorganismos durante meses o incluso afos, resultando en portadores
cronicos. En el caso de que las bacterias se diseminen hacia el exterior del
tracto intestinal, se producen cuadros clinicos coincidentes con el lugar de
localizacion: septicemia, meningitis etc. Las gastroenteritis por salmonelosis no
tifoideas no suelen tratarse con antibioticos salvo en casos de pacientes
inmunodeprimidos (neonatos, ancianos, enfermos de SIDA, leucemia, linfoma,
drepanocitosis, presencia de enfermedad cardiovascular, protesis o cuerpos

extrafios) o en los casos de infecciones extra-intestinales.

Fiebre tifoidea. Esta enfermedad estd provocada por cepas de
Salmonella enterica serotipo Typhi. El reservorio de Salmonella Typhi es el
hombre, de modo que el medio de transmision es de persona a persona. El
paciente suele presentar un proceso febril, persistente, generalmente sin
sintomatologia importante, pero que afecta al estado general, 0 acompafiado de
un cuadro toxico y que se detecta sobre todo en pacientes procedentes de paises
de baja renta 0 en caso de viajeros. El diagnostico diferencial de la fiebre
tifoidea, en funcion de la sintomatologia predominante, puede suponer: gripe,
neumonia bacteriana, meningoencefalitis, apendicitis, colecistitis, hepatitis
virica aguda, enfermedad inflamatoria intestinal, linfoma, brucelosis,
rickettsiosis, endocarditis bacteriana, tuberculosis miliar o mononucleosis
infecciosa (Sanchez, 2006). En el caso de fiebre tifoidea el tratamiento se basa
en fluoroquinolonas o cefalosporinas de tercera generacion. La mortalidad se

acerca al 15% en los casos no tratados.
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Fiebre paratifoidea. La fiebre paratifoidea tiene ciertas similitudes con
la fiebre tifoidea, pero tiene un curso mas benigno. Esta enfermedad esta
ocasionada por los serotipos Paratyphi A, Paratyphi B y Paratyphi C. Las
infecciones por S. Paratyphi A son comunes en Africa y Asia, la Paratifoidea B
es mas frecuente en Europa y se presenta como una gastroenteritis severa y la
Paratifoidea C es una infeccion generalmente vista en el Extremo Oriente que

se presenta como una septicemia.
2.9. Gendmica

Desde el afio 2001 se conoce la secuencia del genoma completo de la
cepa LT2 del serotipo Typhimurium (McClelland y col., 2001). En la base de
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov) habia hasta el afio 2013 disponibles 11 genomas de

Salmonella completamente secuenciados y anotados y al menos 125 proyectos
de secuenciacion de genomas completos de diversos serotipos de Salmonella.
Sin embargo en 2014, el ndimero de genomas de Salmonella enterica
completamente secuenciados es mayor de 50, siendo un namero que crece
exponencialmente mes a mes. Esta accesibilidad en los genomas facilita la labor

investigadora de nuevas variantes de Salmonella.

El genoma de la cepa LT2 es de 4.857 kilobases (kb), con 4.489
secuencias que codifican numerosas proteinas putativas. EI ADN tiene un
contenido de 53% de G+C. Ademas, presenta el plasmido de virulencia pSLT,
de unas 94 kb, con 108 regiones codificantes de proteinas putativas. El

plasmido pSLT es autotransmisible (Ahmer y col., 1999a) y esta relacionado
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con otros plasmidos de virulencia asociados a las cepas no tifoideas de la

subespecie enterica.

Tabla 2. Genomas de Salmonella secuenciados completamente, disponibles en la base

de datos del NCBI y utilizados en este trabajo.

Serotipo disponible N° cepa N° acceso Referencia

S. enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium LT2 NC_003197 McClelland

y col., 2001

S. enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium T000240 AP011957 lzumiya vy
col., 2013

S. enterica subsp. enterica serotipo Typhimurium 08-1736 CP006602  Strain y
col., 2013

S. enterica subsp. enterica serotipo Paratyphi B SPB7 CP000886  McClelland

y col., 2014

S. enterica subsp. enterica serotipo Schwarzengrund [CVM19633 CP001127  Fricke y
col. 2014

En la realizacion de la presente tesis doctoral, el genoma completo de la
cepa LT2 ha supuesto la base para el disefio de iniciadores especificos
empleados en la caracterizacion de las cepas tipificadas. Gracias a las nuevas
herramientas y tecnologias de nueva generacion (NGS, Next Generation
Sequencing), la obtencion de genomas completamente secuenciados es un
hecho constatado y con un coste no demasiado elevado lo que ha mostrado el
increible aumento de mas de 50 genomas completamente secuenciados y
disponibles actualmente, que en breve tiempo aumentaran considerablemente y

facilitaran el conocimiento genémico de éste microorganismo.
3. Caracterizacion epidemioldgica de Salmonella.

La incidencia que Salmonella presenta en la salud humana refleja la

importancia de la deteccion, control y seguimiento de los casos, asi como de su
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posterior informacion a las autoridades sanitarias competentes. Para ello es
necesaria la clasificacion intraespecie, la cual se obtiene mediante los
denominados “métodos de tipificacion”, basados en la aplicacion de marcadores
epidemioldgicos para subdividir una determinada especie en tipos, cepas 0
clones, y a su vez, agrupar estos en clusters, lineas clonales o grupos
gendémicos. De esta forma, aislamientos bacterianos individuales, incluso los
obtenidos en diferente tiempo y lugar, pueden determinarse como relacionados

al presentar idénticos resultados mediante los métodos de tipificacion.

La infeccion por Salmonella es una de las enfermedades entéricas
principalmente implicadas en brotes causados por alimentos contaminados, por
lo que es una de las primeras bacterias zoonoticas sometidas a tipificacion. En
Salmonella, la serotipificacion es el método de tipificacion mas empleado.
Actualmente disponemos de varios métodos de tipificacion fenotipicos y

genotipicos. A continuacion se detallan los empleados en el presente trabajo.
3.1. Métodos de tipificacion fenotipicos
3.1.1. Serotipificacion

Aunque la serotipificacion no es una técnica rutinaria en los laboratorios
de diagndstico, es una referencia obligada en los estudios epidemiolégicos de

salmonelosis.

El fundamento tedrico de la técnica basado en el analisis de los
antigenos O, H y Vi, ya ha sido explicado anteriormente. Por lo tanto a
continuacion se describird Unicamente el fundamento practico. La

serotipificacion, es la técnica que detecta que antigenos estan presentes en cada
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cepa. Como se ha mencionado anteriormente, las cepas de Salmonella tienen en
su pared celular antigenos somaticos “O” y flagelares “H”, que a su vez se
dividen en dos grupos, de primera fase flagelar y segunda fase flagelar. Algunos
serotipos también tienen una capsula “Vi”. Un serotipo de Salmonella viene
determinado por una combinacion particular de los antigenos anteriormente
definidos. La técnica se basa en la microaglutinacion de la bacteria frente a
antisueros especificos, generalmente comerciales, para determinar su férmula

antigénica.

Determinacion del antigeno somaético: Existen dos tipos de antisueros,

los polivalentes y monovalentes. En primer lugar se analiza la aglutinacion con
los antisueros polivalentes que contienen una mezcla de anticuerpos frente a
varios factores O, y en segundo lugar se realiza la aglutinacién con los
antisueros monovalentes que contienen el anticuerpo que aglutina con un

antigeno somaético en concreto.

Determinacion de los antigenos flagelares: La aglutinacion de los

flagelos se realiza en dos fases. En primer lugar se realiza la aglutinacién frente
al antigeno flagelar que la célula bacteriana estd expresando en un momento
concreto (ya sea de primera o segunda fase). A continuacion se lleva a cabo el
denominado “cambio de fase” que consiste en la siembra de Salmonella en un
medio de cultivo semisolido al que se afiaden anticuerpos frente a la fase que se
acaba de detectar. Solo las células que expresen la fase flagelar contraria podran
moverse y extenderse a lo largo de la placa. Es en el borde de este nuevo

crecimiento donde se lleva a cabo la deteccion de la fase complementaria. Al
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igual que con el somatico, existen dos tipos de antisueros, polivalentes y

monovalentes.
3.1.2. Perfil bioquimico

El perfil bioquimico facilita la identificacion de Salmonella frente a
otras enterobacterias que hayan podido ser aisladas conjuntamente en los
medios selectivos empleados. La técnica se basa en la utilizacion de una serie
de pruebas especificas que permitiran realizar una diferenciacién de la bacteria
en base a su metabolismo o conjunto de reacciones bioquimicas. Las pruebas
especificas comunmente empleadas son: Ureasa, Oxidasa, Catalasa, VVogues-
Proskauer, TSI, Citrato de Simmons, SIM (Sulfide-indol-motility), fenilalanina
desaminasa, fermentaciones de azUcares etc. Cabe destacar, que con frecuencia
se utilizan sistemas comerciales de identificacion bioquimica como el sistema
API (bioMérieux Inc., Durham, NC), con un periodo de identificacion estimado
de 21 horas. Este tipo de técnicas han evolucionado rapidamente desde su
aparicion, aumentando la eficacia de la identificacion de los métodos
tradicionales (Stager y col., 1992).

3.1.3. Fagotipificacion

Las cepas pertenecientes a un mismo serotipo de Salmonella, pueden
presentar diferente sensibilidad o resistencia a la lisis producida por una serie
concreta de bacteriofagos. El fagotipo o lisotipo es de gran valor
epidemioldgico, ya que existe un alto porcentaje de correlacion entre el fagotipo
y el origen epidémico. En general, al igual que el serotipado, la técnica de
fagotipado por su elevada complejidad, no se lleva a cabo de forma rutinaria en

todos los laboratorios. Ademas los lotes de fagos no son de facil acceso y por
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estos motivos solo se realiza en laboratorios de referencia. (Threlfall y col.,
1994, Low y col., 1997, Angulo 1997, Glynn y col., 1998).

El resultado de esta técnica puede variar al existir diferentes
mecanismos que pueden provocar un cambio en el fagotipo. También es
recomendable que esta técnica sea llevada a cabo por la misma persona para
intentar mantener el mismo criterio. A pesar de estas dificultades, se ha
demostrado que en Salmonella la fagotipificacion es mas estable y
discriminatoria que otros métodos fenotipicos, y actualmente se emplea en los
laboratorios de referencia como marcador epidemioldgico secundario para
algunos serotipos como Typhi, Typhimurium, Enteritidis, Hadar y Virchow (De
la Torre, 2006)

3.1.4. Perfil de resistencia a antimicrobianos

Mediante esta técnica se determina el perfil de resistencia de un
microorganismo frente a un antibidtico o antimicrobiano determinado. Este
método es utilizado en el diagnostico microbioldgico de las enfermedades
infecciosas para conocer el perfil de antibioticos con los que puede ser tratada la
infeccion. La resistencia a antimicrobianos es variable, por el hecho de que los
genes que determinan la resistencia a los mismos suelen encontrarse en
elementos genéticos moviles, como puede ser el caso de un plasmido, que al no
ser esenciales para el crecimiento de la bacteria estdn sujetos a una presion
selectiva en su transmisién de una generacion a otra. El hecho de que se
produzca esta ganancia o pérdida de genes que determinen la resistencia a
antimicrobianos facilita la aparicion de cepas que frente a otros métodos de

tipificacion presenten diferencias y sin embargo muestren idéntico perfil de
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resistencia, e incluso cepas idénticas frente a otros meétodos de tipificacion

pueden presentar diferentes perfiles de resistencia.
3.2. Métodos de tipificacion genotipicos
3.2.1. Electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE)

La manipulacion y el anélisis de ADN son fundamentales en el campo
de la biologia molecular. Las técnicas estandar de electroforesis en gel
permitian la separacion de fragmentos de ADN en base a su tamafio. Sin
embargo resultaban muy limitantes para migrar fragmentos mayores de 15-20
kilobases (kb). La capacidad de separar fragmentos de pesos distintos en un
campo eléctrico y continuo se pierde cuando se trata de separar moléculas de
gran tamafo. En 1984, en la Universidad de Columbia, Schwartz y Cantor,
desarrollaron una variacién en el protocolo estandar, mediante la introduccién
de un gradiente de voltaje alterno para mejorar la resolucion de los fragmentos
de mayor tamafio (Gardiner 1990). Esta técnica se conoce como Electroforesis
en gel de campo pulsante (PFGE) y es una de las técnicas “Gold Standard” en

la tipificacion de Salmonella (Olsen y col., 1994).

La innovacion en la técnica de electroforesis implicd una utilizacion
diferente de los pulsos eléctricos a lo largo de la carrera del gel. De este modo,
se emplean campos eléctricos no constantes que alternan su direccién. La
frecuencia con la que se produce el cambio de direccion del pulso eléctrico,
determina la clase de tamarfio del fragmento que migrara a lo largo del gel. Si el
ADN se fuerza a cambiar de direccion durante la electroforesis, fragmentos de
distintos pesos moleculares empezaran a separarse entre ellos. Con cada

reorientacion del campo eléctrico, los fragmentos de ADN mas pequefios se
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moveran hacia la nueva direccion con mayor rapidez que los fragmentos de
mayor tamafio. Durante el transcurso de la electroforesis los fragmentos de
mayor tamafio se quedaran en la parte superior del gel separandose de los de

menor tamafio.

Por otro lado, la técnica de PFGE consiste en digerir el ADN total de la
bacteria mediante enzimas de restriccion especificas de corte poco frecuente
(Swaminathan y col., 2001), para posteriormente realizar la separacion de los
fragmentos de diferente tamafio, siguiendo un protocolo concreto de pulsos
eléctricos. Como resultado, se obtienen una serie de bandas de diferente
tamafo, las cuales representan un patron o perfil concreto de cada cepa. El
patrén de bandas obtenido facilita la identificacion de la bacteria y permite su
caracterizacion y comparacion en las bases de datos, hecho fundamental en la
investigacion de brotes alimentarios. Esta técnica puede ser aplicada para
determinar el tamafo aproximado del genoma, para determinar el polimorfismo
del genoma o mapa de restriccion gendémico (perfil-PFGE), para establecer
relaciones de proximidad genética entre cepas y para mapear plasmidos, genes,

locis e islas genomicas en los perfiles de PFGE.

En 1995, Barton y col., publicaron una variante del método de PFGE,
denominada S1-PFGE. Esta variante, posibilita la deteccion de plasmidos de
gran tamafio que hasta ese momento eran dificilmente detectados mediantes los
kKits comerciales empleados para el analisis del perfil plasmidico. En este
método la digestion se realiza con la nucleasa S1 que linealiza los plasmidos y
no digiere el ADN cromosomico, manteniéndose este al margen de la

fragmentacion que se lleva a cabo en el protocolo convencional de PFGE.
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Cabe destacar, que existen dos limitaciones importantes en el PFGE, el
alto coste que implica el equipo necesario para la realizacion de la mismay el
tiempo necesario para la obtencion de los resultados. Sin embargo, en 1996 el
Centro para el Control de Enfermedades (CDC, Center for Disease Control and
Prevention) procedid a la estandarizacion de esta técnica, para el programa de
vigilancia denominado PulseNet (The National Molecular Subtyping Network
for Foodborne Disease Surveillance), por su capacidad en la obtencion de
patrones de restriccion, su alta especificidad y reproducibilidad entre los
distintos laboratorios. En la actualidad en la tipificacion de Salmonella se lleva
a cabo el sistema estandarizado por PulseNet International permitiendo

caracterizar practicamente la mayoria de cepas patogenas (De la Torre, 2006).

3.2.2. Analisis multilocus de repeticiones en tandem de numero variable
(MLVA)

Esta técnica desarrollada recientemente es un método de tipificacion
bacteriana basado en la variabilidad de los VNTRs (Variable Number of
Tandem Repeats), o ADN repetitivo. Muchos genes o regiones intergenicas
contienen locis de ADN repetitivo denominados VNTR (King y col., 1997).
Estos VNTRs han sido detectados en practicamente todas las especies
procariotas y eucariotas y se han utilizado con éxito con fines de identificacion
(van Belkum y col., 1998). Una clase evidente de estos genes bacterianos son
los que codifican componentes de la superficie microbiana (Rivas y col., 2004).
En 1996 se investigo el gen que codifica la proteina A de unién a la
inmunoglobulina de diversas cepas de Staphylococcus aureus y se observé un

VNTR con una unidad de repeticién de 21 nucledtidos de largo y que entre las
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diferentes cepas, el nimero de repeticiones variaba de 1 a 15 copias (Frenay y
col., 1996). En 1995 se realizo el primer inventario de locis de ADN repetitivo a
gran escala del genoma, el cual se definié en base al genoma de Haemophilus
influenzae (Fleischman y col.,, 1995). Basandose en la secuencia de H.
influenzae y la variabilidad de las repeticiones, se desarrolld la primera
metodologia basada en el analisis multilocus de repeticiones en tandem de
namero variable (MLVA) (van Belkum y col., 1997 a, b). Al estudiar la
velocidad de evolucion de los diferentes locis de repeticion, observaron que la
velocidad era variable, y por lo tanto, algunas repeticiones fueron mas
adecuadas para el rastreo epidemioldgico de H. influenzae que otras (van
Belkum, 2006).

La variacion del ADN repetitivo sucede con facilidad debido al pequefio
tamano de las unidades de repeticion. Cuando estas unidades son copiadas por
la ADN polimerasa, puede producirse una hibridacion de bases ilegitima. Esta
hibridacién no correspondiente obliga a la ADN polimerasa a introducir o a
suprimir unidades de repeticion. La frecuencia de estos errores depende también
de la exactitud de los sistemas de reparacion del ADN (Caporale, 2003). Se ha
sugerido en muchas ocasiones que esta variacién de la repeticién ofrece

ventajas selectivas (Wise y col., 2006).

Tl‘.'.'.‘.i;,l\‘-"olTI DS I:h"x’ iy, TGACTAAGTCGATC
TCGATATTGGC ATTGGCTGACTAAGTCGATC

Figura 4. Se muestra la delecion de un VNTR.
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El rpido aumento de genomas secuenciados ha permitido el disefio de
iniciadores especificos para amplificar estas repeticiones en diferentes bacterias,
entre ellas Salmonella. Por ello, este método de tipificacion se ha desarrollado
para casi todas las especies bacterianas de importancia médica. Todos los
genomas de bacterias contienen multiples locis de ADN repetitivo. Sin embargo
los tamafios de las unidades de repeticion pueden variar entre cepas de una
misma especie microbiana (6 pb, 9 pb, 33 pb...) y el nimero de unidades que se
repiten también es variable, pardmetro definido y especifico para cada cepa. De
esta manera para un mismo tipo de VNTR, cepas del mismo serotipo pueden
tener diferente numero de repeticiones. La evaluacion experimental de esta
variabilidad aplicada a una serie de locis (VNTRs) diferentes se denomina
MLVA. La técnica consiste en la amplificacion directa de locis (VNTRS)

especificos mediante PCR.

66 CTGAACCTCGAT ATTGGC TGACTAAGTCGATC

r &?95 CTGAACCTCGATATTGEC ATTGGLTGACTAAGTCRATC

CEPAA: CACGAD [0 GACGAC (o — 4 REPETICIONES

CEPAB: CACGAC CADGAG GACGAC (Ao e CACGAC— TREPET,
CEPAC: CACGAC — 2REPET.

Figura 5. Ejemplo de diferentes VNTRSs en diferentes localizaciones y con diferente

numero de repeticiones.

En 2003, Lindstedt y col., desarrollaron el sistema de MLVA para
Salmonella enterica ssp. enterica, mas sofisticado hasta el momento (van
Belkum, 2006). Seleccionaron un conjunto de 8 (STTR 1, STTR 2, STTR 3,
STTR 4, STTR 5, STTR 6, STTR 7 y STTR 8) regiones de repeticion que van
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en tamarfio de 6 pb a 189 pb. ElI nimero de unidades repetidas por cada region,
varia de entre 2 a 15 copias. Como novedad, etiquetaron los productos de PCR
fluorescentemente para la separacion mediante electroforesis capilar, la cual
ofrece una alta precision en ofrecer el tamafio exacto de cada producto. En el
2004 perfeccionaron la técnica para Salmonella Typhimurium (Lindstedt y col.,
2004), incluyendo 2 nuevos VNTRs (STTR 9 y STTR 10pl) para ofrecer una
mayor precision a la hora de tipificar las cepas analizadas. Asignaron a cada
tamafo un alelo para poder transformar los resultados en valores numeéricos y
de este modo obtener patrones numéricos en cada cepa, los cuales facilitan el
intercambio de datos entre laboratorios. En 2009, Larsson y col., realizaron

modificaciones para mejorar el andlisis e interpretacion de la técnica (Tabla 3).

Tabla 3. Interpretacidn y obtencion de los patrones numéricos del MLV A, adaptado de
Larsson y col. 2009.

Iniciador | Producto

Unidad de | N°de Tamario de productos
repeticion | alelos Tipo de alelos

STTR9 153 - 270 pb 9pb 14

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
261, 270
13 14

STTR 5 187 - 301 pb 6 pb 20

187, 193, 199, 205, 211, 217, 223, 229, 235,241
12 3 45 6 7 8 910
247, 253, 259, 265, 271, 277, 283,289, 298,301
11 12 13 14 15 16 1718 19 20

153, 162, 171, 180, 189, 198, 207, 216, 225, 234, 243, 252,

STTR 6

270 - 402 pb

6 pb

23

270,276, 282, 288, 294, 300, 306, 312,318, 324, 330, 336,
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
342, 348, 354, 360, 366, 372, 378, 384, 390, 396, 402

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

STTR 10
pl

317 - 449 pb

6 pb

23

317, 323, 329, 335, 341, 347, 353, 359, 365, 371, 377, 383,
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
389, 395, 401, 407, 413, 419, 425, 431, 437, 443, 449,

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

STTR 3

337- 616 pb

27 | 33
pb | pb

337, 370, 436, 451, 463, 469, 490, 496,
08 09 011 309 111 012 211 112
517, 523, 544, 550, 572, 616
311 212 411 312 511314
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3.2.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica de
biologia molecular desarrollada por Kary Banks Mullis en 1986, hecho que le
condujo a la obtencion del Premio Nobel en Quimica en 1993. Sin embargo
existen controversias sobre si él fue el inventor unico del principio de la PCR.
En 1971, Kleppe y col. describid por primera vez un método en el que replicaba
pequefas secuencias de ADN mediante enzimas y cebadores. Sin embargo, este
temprano ejemplo del principio basico de la PCR no recibié mucha atencion.

La técnica de PCR consiste en la amplificacion “in vitro” de un
fragmento concreto de ADN mediante repetidos ciclos de desnaturalizacion del
ADN para la separacion de ambas hebras, un anillamiento entre los iniciadores
y el ADN molde y una elongacién de los fragmentos amplificados. Para ello es
fundamental la utilizacion de iniciadores o cebadores de ADN especificos,
también conocidos como primers, que sean complementarios a los extremos de
la region que se quiere amplificar. Sin embargo, en los afios 80, el éxito
fundamental de ésta técnica fue la utilizacion de una ADN polimerasa
termoestable frente a elevadas temperaturas, puesto que las temperaturas
necesarias para la separacién de las dos hebras de ADN superan los 94°C y las
polimerasas que se utilizaban en un principio se desnaturalizaban en cada ciclo
de replicacion. Por ello, el descubrimiento en 1976 de la Taqg polimerasa, de la
bacteria termofila Thermus aquaticus elimind los inconvenientes del método de
la PCR. Este descubrimiento permitié automatizar el proceso, acoplandolo al
uso del termociclador.
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Para llevar a cabo el proceso de replicacién del fragmento de ADN son
necesarios el ADN molde, dNTPs, una ADN polimerasa termoestable, MgCl,,
H,O y uno o dos iniciadores. Los ciclos de desnaturalizacion, anillamiento y
elongacion se repiten un ndmero concreto de veces, durante los cuales los
fragmentos de ADN amplificados sirven como molde para la amplificacion de
los posteriores, permitiendo una amplificacion exponencial del fragmento

elegido.

En la actualidad, existen un sinfin de tipos de PCR, como es el caso de
la Long-PCR y de la PCR-inversa utilizadas en la presente tesis doctoral. El uso
de diferentes enzimas termoestables (algunas de las cuales permiten la
correccion de errores, otras ciclos de mayor duracion...) y la combinacién de
las mismas permiten el disefio de la Long-PCR. Por otro lado, la PCR inversa
permite realizar la PCR cuando s6lo es conocida una secuencia interna, 0 un
gen en concreto. Resulta de gran utilidad en la identificacion de secuencias que

flanquean insertos gendémicos.

3.2.4. Secuenciacion del genoma completo (Secuenciacion de nueva

generacion, NGS)

El genoma es la totalidad de la informacion genética que posee un
organismo 0 una especie en particular. EI método por el que se obtiene una
secuencia del genoma completo se conoce como secuenciacion del genoma
completo (WGS, whole genome sequencing). Las investigaciones que incluyen
la secuenciacion de nueva generacion muestran un camino efectivo para
descubrir las variaciones del genoma (Sabat y col., 2013). Estas tecnologias de

NGS (Next Generation Sequencing) son también conocidas como
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“Secuenciacién de segunda generacion”. Este término es utilizado para
diferenciarlo de la secuenciacion de primera generacion basada en el método
Sanger. La clara ventaja de las NGS frente a la secuenciacion mediante el
método Sanger es la capacidad de generar millones de fragmentos o reads de
aproximadamente 35-700 pb de longitud, en un dnico run, y a un precio
comparativamente bajo. Para poder construir una secuencia completa de
nucleotidos del genoma, es necesario ensamblar multiples secuencias cortas,
que se solapen (ensamblaje de novo), 0 mediante comparaciones con genomas

previamente secuenciados y disponibles en las bases de datos.

La secuenciacion completa del genoma se estd convirtiendo en los
ultimos afios en una potente e importante herramienta para las investigaciones
epidemioldgicas y en un futuro cercano la tecnologia WGS utilizada de rutina
en los laboratorios clinicos permitira realizar una identificacion precisa y
caracterizacion de los aislados bacterianos (Sabat y col., 2013). Sin embargo, el
principal desafio radica en la dificultad que supone computarizar e interpretar
rapidamente la informacion relevante del gran nimero de datos que se obtienen
en la WGS. Por otro lado, los fragmentos que se obtienen mediante esta
tecnologia son relativamente cortos, lo cual puede provocar que la union de los
fragmentos en el orden correcto en la secuenciacion de novo sea una empresa
dificil. De todas maneras, la secuenciacion completa del genoma no suele
suponer una secuenciacion de mas del 90% del genoma, porque se suelen
producir huecos o intervalos a la hora de ensamblar los contigs, a causa de las
repeticiones dispersas o dispuestas en tindem a lo largo del genoma. Aunque el
montaje produce secuencias mas largas, también conlleva el riesgo de la

creacion de contigs quiméricos, en particular, en habitats con especies
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estrechamente relacionadas o con secuencias altamente conservadas a través de
especies (por ejemplo, con transposasas, fagos y la transferencia horizontal de
genes). Ademas, el montaje puede distorsionar la informacion obtenida, como
cuando se obtienen numerosas secuencias repetidas en una especie, se pueden
superponer y seran identificadas como pertenecientes a la misma zona del
genoma y, en consecuencia obtener unos resultados erroneos. Una alternativa es
rastrear todas las lecturas que constituyen un determinado contig (o genes), y
realizar un mapa con la informacion obtenida. El poder disponer de genomas
completamente secuenciados para la comparacion facilita enormemente la
labor. Por otra parte, la combinacion de varios buscadores de genes, el estudio
de las regiones intergénicas y de los genes adyacentes son estrategias comunes

para superar al menos algunas de estas limitaciones (Teeling y Glockner, 2012).

Inicialmente, el pirosecuenciador 454/Roche fue el mas utilizado, ya que
generaba secuencias (reads, lecturas) mucho mas largas que las plataformas de
la competencia. Mientras tanto, en particular los proyectos a gran escala del
metagenoma incrementan el uso de la plataforma Illumina y, en menor medida,
la plataforma SOLID. Aunque estas dos ultimas todavia proporcionan lecturas
mas cortas que la pirosecuenciacion, ofrecen un rendimiento mayor y por lo
tanto un aumento de la cobertura, por el mismo precio (Teeling y Gldckner,
2012). El coste de la secuenciacion del genoma completo esta

disminuyendo considerablemente afio tras afio (Armengaud, 2013).

Las herramientas de secuenciacién de ultima generacion, han hecho
posible la secuenciacion rapida de numerosos genomas microbianos. Por lo que

para la mayoria de aplicaciones en microbiologia, las maquinas mas rapidas y
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compactas, seran preferibles a las maquinas de gran tamafio y de alta capacidad
disefiadas para la secuenciacion humana. Dos de estas plataformas, el lon
torrent PGM e Illumina MiSeq, las cuales utilizan la amplificacion en los
primeros pasos de la secuenciacion, estan comenzando a ser ampliamente
utilizadas por los microbidlogos (Didelot y col., 2012). La ultima generacion
de secuenciadores, continuaran impulsando el campo de la metagendmica, y
quién sabe si en algun momento las tecnologias del futuro como el transistor de

ADN de IBM / Roche, revolucionaran el campo de nuevo.
4. Secuencias de insercion

Las mutaciones espontaneas, la seleccion y el aislamiento son elementos
fundamentales en la evolucién bioldgica (Arber, 1991). La evolucion o
desarrollo de las funciones de un gen pueden ser el resultado de procesos de
reordenamiento del ADN y de alteraciones en las secuencias nucleotidicas
causadas por sustituciones de nucleodtidos y pequefias deleciones locales,
inserciones y duplicaciones, a veces producidas por la transposicion de
elementos genéticos moviles (Arber 1990 y 1991).

Los elementos genéticos transponibles o transposones, se descubrieron
por primera vez en maiz en un trabajo realizado por Barbara McClintock en la
década de los 50 (Klug y Cummings, 1999). Los transposones bacterianos
pueden ser simples 0 compuestos. En un transposén simple aparece el gen que
codifica para la transposasa flanqueado por secuencias repetidas de orden
inverso. Esta estructura se denomina secuencia de insercién (Insertion
Sequence, abreviatura 1S). Los transposones compuestos consisten en genes

cuya funcion no esta relacionada con el proceso de insercion (por ejemplo
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genes de resistencia a antimicrobianos) flanqueados por secuencias de insercién
(Fig.6) (Klug y Cummings, 1999).

Transposon Simple
Secuencia de Insercion (IS)

\_Y_} H_J

~ T

Secuencias repetidas en orden inverso

Transposon Compuesto (Tn)

- Resistencia a tetraciclina

;Y_) \_Y_)
I1S I.T‘.i

Secuencias IS repetidas en orden directo o inverso
Figura 6. Estructura de transposones simples (IS) y compuestos (Tn).

Las primeras secuencias de insercion se descubrieron en la década de los
70 por diferentes investigadores, realizandose la primera observacion
(deteccion) en las IS de E. coli (Kleckner, 1977). En los trabajos realizados
referentes al descubrimiento y estudio de las caracteristicas de las IS,
concluyeron que el efecto de la insercion de las IS era hereditario, y que la
mutacion no era de un par de bases, si no que un segmento especifico y
relativamente corto de ADN se habia insertado en el cromosoma bacteriano.
Cuando este segmento se escindia espontaneamente del cromosoma bacteriano,
se recuperaba la funcidn silvestre (Klug y Cummings, 1999). Posteriormente se
descubrieron otros segmentos que se comportaban de forma similar, puesto que
se insertaban en el cromosoma afectando funciones génicas. Los fragmentos

eran relativamente cortos, no superando en general las 2.000 pares de bases (pb)
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de longitud. La primera secuencia de insercion que se descubrid fue la 1S1
identificada en E. coli, con una longitud de 800 pb. Las secuencias de insercion
aparecian como constituyentes normales del cromosoma o de los plasmidos de
las bacterias Gram-negativas. EI cromosoma de E. coli K12 contiene al menos 8
copias de 1S1, 5 copias de 1S2 y 3 copias de IS3. La IS1 se detectd también en
Salmonella Typhimurium y en Citrobacter freundii hace mas de 30 afos
(Kleckner, 1977).

Las secuencias de insercion aparte de ser longitudinalmente pequefias
son muy compactas, por lo que generalmente no codifican ninguna otra funcién
gue no sea la de su propia movilidad. Por ello la estructura de las IS ha de
mostrar una caracteristica importante para su movilidad. En cada extremo, la
secuencia nucleotidica se compone de Repeticiones Terminales Invertidas
(ITR), las cuales varian en tamarfio de una IS a otra (18 a 40 pb). Estas ITR son
una parte esencial de los mecanismos de insercion de las IS en el ADN
(Madigan y col., 2009). La parte que mejor define a las IS es la enzima que
codifica su posicion, la transposasa. Normalmente esta codificada por uno o dos
genes que ocupan practicamente la totalidad de la IS (Mahillon y Chandler,
1998). Por ello las secuencias de insercion se definen como pequefios
segmentos de ADN (<2.5kb), con una organizacion genética simple, capaces de
insertarse en mdaltiples lugares de una molécula diana (Mahillon y Chandler,
1998).

Habitualmente las IS muestran una preferencia en la insercion en
determinadas regiones del ADN, lo cual sugiere que los extremos terminales de

las IS pueden reconocer determinadas secuencias diana presentes en el
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cromosoma durante el proceso de insercion (Klug y Cummings, 1999). Esta
preferencia de insercién en zonas “calientes” o diana del ADN ha sido
ampliamente estudiada por diferentes investigadores, como es el caso de
Halling y Kleckner en 1982, los cuales concluyen que el transposén Tnl10 se
inserta preferentemente en concretos “hotspots”.

En la actualidad hay descritas mas de 500 ISs, detectadas en 73 géneros
diferentes, los cuales representan 159 especies bacterianas dentro de
Eubacterias y Archae. En un estudio realizado por Mahillon y Chandler en
1998, clasificaron 443 ISs en 17 familias, basandose en combinaciones de los
siguientes criterios: (i) similitud en su organizacion genética; (ii) marcas
idénticas o similares en sus transposasas; (iii) similares terminaciones (IRs); y
(iv) similitud en su secuencia nucleotidica diana, generando una duplicacién de
tamaiio determinado. De este modo se clasificaron las 443 secuencias de
insercion entre las familias 1S1, 1S3, 1S4, 1S5, 1S6, 1S21, 1S30, 1S66, 1S91,
1S110, 1S200/1S605, 1S256, 1S630, 1S982, 1S1380, ISAsl e ISL3.

La secuencia de insercion 1S1, se describio por primera vez en E. coli.
Tiene una longitud aproximada de 768 pb y la longitud de sus IR (repeticiones
invertidas) varia de 18 a 23 pb. En la familia IS1 hay clasificadas 14 secuencias

de insercion.

En el caso de la secuencia 1S3, también se detectd por primera vez en
Escherichia coli, pero en este caso la longitud es de 1.258 pb. Sus
terminaciones invertidas (IR), son de 29-40 pb. La familia 1S3 engloba a 6

secuencias de insercion diferentes.
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La 1526, fue descrita por Mollet y col. en 1983, y dadas sus similitudes
con la 1S6 fue posteriormente clasificada en la familia 1S6. La 1S26 tiene una
longitud de 820 pb, donde sus IR son de 14 pb.

Finalmente, la 1S10, descrita por primera vez en Salmonella
Typhimurium y clasificada en la familia 1S4. Su longitud asciende hasta 1.329

pb, y sus terminaciones rondan las 17-22 pb.
5. Antecedentes de las cepas estudiadas

En la presente tesis doctoral se ha realizado un estudio de 4 variantes
procedentes de 3 serotipos de Salmonella enterica relevantes
epidemioldgicamente en nuestro pais en los Ultimos afios. Por ello se detalla a

continuacion una breve introduccién de cada uno de ellos.
5.1. Salmonella Typhimurium

Las cepas descritas como
Salmonella  enterica  serotipo  Typhimurium  poseen la  férmula
antigénica 1,4,[5],12:i:1,2 siendo por tanto los antigenos somaticos: 1,4,5,12 y
presentando dos fases de los antigenos H: en la fase 1,el “i” y en la fase 2,
“1,2”.

Salmonella Typhimurium es uno de los serotipos de Salmonella mas
frecuentes causantes de infecciones en todo el mundo, responsable de millones
de infecciones y muertes en la poblacion humana cada afio. S. Typhimurium es
una causa comun de intoxicacion alimentaria por Salmonella. Como su

nombre indica, produce una enfermedad similar a la fiebre tifoidea en los
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ratones. En los seres humanos S. Typhimurium no causa la enfermedad severa

como S. Typhi, y normalmente no es fatal.

Entre los afios 2000 y 2002, el serotipo Typhimurium representaba un
20%, de los 232.442 casos informados en Europa (Gatto y col., 2006). En 2008,
la salmonelosis pas6 a ser la segunda zoonosis con mayor frecuencia en
humanos, con 131.468 de casos confirmados en la UE. Los casos causados por
S. Enteritidis disminuyeron notablemente, mientras que hubo aumento en los
casos de S. Typhimurium. En ese afio, se observo una disminucion importante
en la prevalencia de S. Enteritidis y S. Typhimurium en las gallinas ponedoras,
siendo el primer afio en que los Estados miembros implementaron los nuevos
programas de control en esta poblacion animal (EFSA, 2010). En el informe de
la EFSA de 2010, se describio una disminucion de 2.088 casos
de S. Typhimurium con respecto al afio 2009. Sin embargo cabe resaltar que en
las cifras de 2009 se incluian los datos de las cepas monoféasicas de Salmonella
Typhimurium, datos que en 2010 aparecen por separado (EFSA, 2011a, 2012a).

A pesar de que el reservorio principal de S. Typhimurium sea el cerdo,
se ha detectado este serotipo en numerosas fuentes de origen animal, como
pueden ser pollos de engorde, gallinas ponedoras, pavos, etc. (EFSA 2011). En
el informe de 2009 (EFSA 2010) se menciona la aparicion de S. Typhimurium
DT191 en 237 casos humanos, donde el reservorio de este fagotipo fueron
serpientes del maiz alimentadas con ratones importados a la UE desde EE.UU.
(Harker y col., 2011). Rara vez se ha detectado Salmonella en otros alimentos

como productos lacteos, frutas y verduras (exceptuando en Estados Unidos).
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Sin embargo, en algunos brotes se notificaron niveles altos de contaminacion en
hierbas y especias (EFSA, 2010).

Los casos de S. Typhimurium estan en su mayoria asociados con el
consumo de carne de cerdo contaminada, aves de corral y carne bovina. La
transmision ocurre a menudo cuando los organismos se introducen en las
zonas de preparacion de alimentos y se permite que se multipliquen en los
alimentos, por ejemplo, debido a temperaturas inadecuadas de
almacenamiento, coccion inadecuada o la contaminacion cruzada de alimentos
listos para el consumo. El organismo también puede transmitirse a través del
contacto  directo con animales o  humanos infectados 0

ambientes contaminados con materia fecal.

La distribucion geografica de Salmonella Typhimurium es muy amplia,
al ser un patégeno diseminado por todo el mundo. Segun informes del ECDC,
la incidencia notificada de infecciobn por Salmonella ha disminuido
constantemente desde 2004, el indice de casos mas alto se da en la Republica
Checa, Eslovaquia, Hungria y Lituania, aunque también ha disminuido
sustancialmente en estos paises en los ultimos afios (Figura 7). Sin embargo,
pese a su amplia distribucion, y descenso en numero de casos, la mayoria de
casos notificados de infeccion por Salmonella sigue siendo en nifios menores de
5 afios, y el mayor indice de casos se detecta en los meses de agosto y
septiembre (ECDC 2011).
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Figura 7. Casos notificados de salmonelosis en Europa en 2008. Casos confirmados

cada 100.000 habitantes. Adaptado del informe epidemioldgico anual del
ECDC (2008).

5.1.1. Salmonella enterica 4,5,12:i:-, fagotipo U302 y multirresistentes

Con el fin de determinar sin ambiguedad si los aislados informados
como Typhimurium y si los aislados de otros serotipos son, monofésicos,
se debe analizar la férmula antigénica completa. En el caso de S.
Typhimurium, se han descrito variantes antigénicas que carecen o bien del
antigeno H de primera 0 de segunda  fase, 0
ambas (respectivamente: 1,4,[5],12:-:11,2, o 1,4,[5],12:i:-, o 1,4,[5],12:-:-
). Tales variantes se han denominado “variantes monofasicas
de Salmonella Typhimurium” (EFSA, 2010).
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En el afio 1997 se aislé en Espafia por primera vez la cepa monoféasica
de Salmonella con férmula antigénica [4,5,12:i:-], pasando a ser el 4°
serotipo mas frecuentemente aislado en nuestro pais en 1998 (Echeita y col.,
1999). Respecto a este considerable incremento, se llevaron a cabo diversos
estudios epidemiologicos con el fin de establecer su posible origen (Echeita
y col. 2001, Guerra y col. 2000, Garaizar y col. 2002, Zamperini y col.
2004). En el estudio realizado por Echeita y col., 2001, se demostrd la
relacion entre Salmonella Typhimurium y el nuevo serotipo atipico de
Salmonella también denominadas monofasicas. En dicho trabajo se
investigaron dos secuencias especificas de Salmonella Typhimurium
fagotipo DT104 y fagotipo U302, las cuales fueron detectadas en
Salmonella enterica [4,5,12:i:-], entre otros datos demostrando el vinculo

evolutivo entre ambos serotipos (Echeita y col. 2001).

Entre las caracteristicas de esta variante monoféasica cabe destacar la
multirresistencia antibidtica que presentaba frecuentemente a ampicilina,
cloranfenicol, sulfonamida, gentamicina, estreptomicina, tetraciclina vy
sulfamethoxazol-trimetoprim (R-ACSuGSTSXT), y que en mas del 55% de
los casos pertenecian al fagotipo U302. Por otra parte, el rasgo principal era
la delecidn del operon responsable de la sintesis de los flagelos de segunda
fase lo que las convertia en cepas monofasicas y explicaba la ausencia de

reaccion en la formula antigénica.

En el afio 2002 nuestro grupo de investigacion caracterizd varias cepas
de este serotipo mediante la tecnologia de las micromatrices de ADN

(microarray), frente al genoma de Salmonella Typhimurium LT2 (Garaizar
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y col. 2002). Se observo una delecion en el plasmido pSLT y varias
deleciones de 5 grupos de genes cromosomicos entre las que se encontraba
la delecion en la seccion genética responsable de la sintesis del flagelo de
segunda fase. Ademas, en este trabajo se amplificaron mediante PCR las
regiones adyacentes al operon fljAB, cuyas secuencias han supuesto la base

para el presente trabajo.
5.1.2. Salmonella enterica 4[5]12:i:-, tetrarresistentes

Tras la emergencia y diseminacion de las cepas descritas en el apartado
anterior comenzo la propagacion de otra variante monofasica de
Typhimurium, que diferia en ciertos aspectos de resistencia, fagotipo, etc.
Por ello, varios grupos de investigacion englobaron estas variantes en un
segundo y tercer linaje, procedentes de Estados Unidos y Europa
respectivamente (Lucarelli y col. 2012, Soyer y col. 2009, EFSA 2010).

En los datos aportados por el Sistema de Vigilancia Europea (TESSYy),
en un estudio realizado por 30 paises, de los que so6lo 7 reportaron datos, en
2007 se notificaron 360 casos de las cepas englobadas como tercer linaje, y

en 2009 el nimero se vio incrementado hasta 1.416 casos (EFSA, 2010).
5.2. Salmonella Paratyphi B

Las cepas de Salmonella Paratyphi B poseen la formula antigénica
1,4,[5],12:b:1,2 siendo los antigenos somaticos: 1,4,12, donde la presencia del
antigeno 5 es variable, y en los antigenos flagelares la fase 1, corresponde al
“b” y en la fase 2, a “1, 2”. Salmonella Paratyphi B y Salmonella Paratyphi B

variedad Java, son biotipos del serotipo 1,4,[5],12:b:1,2 que causan fiebre
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paratifoidea y gastroenteritis humana respectivamente (Denny y col. 2007,
Threlfall y Levent 2005b). Ambas variantes pueden ser diferenciadas mediante
el andlisis del metabolismo del tartrato, pero este procedimiento no suele
aplicarse de rutina en todos los laboratorios (Sundeep y col., 2008). La variedad
Java puede fermentar el d-tartrato como Unica fuente de carbono por lo que se
denomina como S. enterica subespecie enterica serovar Paratyphi B dT+. S.
Paratyphi B variedad Java, parece ser menos virulenta para los humanos que la

variante que no fermenta el d-tartrato (dT-) (Hernandez y col. 2012).

Al igual que la fiebre tifoidea, la fiebre paratifoidea es poco comun en
los paises industrializados. La fiebre tifoidea y paratifoidea se consideran
enfermedades raras en la UE (ECDC, 2011) pero los casos que surgen son en su
mayoria importaciones esporadicas de fuera de la Union y su distribucion
refleja las pautas de viaje de los ciudadanos de la UE a paises donde estas
enfermedades son endémicas. Sin embargo, se estima que en el afio 2000 hubo
5.400.000 casos de fiebre paratifoidea en todo el mundo (Sundeep y col., 2008).
En Estados Unidos, entre los afios 2005 y 2006, se detectaron un total de 49
casos de Salmonella Paratyphi B, donde un 76% de los casos correspondia a la
variedad Java (Sundeep y col., 2008). En 2010 en Chile se comunicaron 2.728
casos de infeccion por Salmonella, donde Salmonella Paratyphi B ocupaba el
tercer lugar en frecuencia de aislamiento con 94 casos (3,4%), por detras de

Enteritidis y Typhimurium.

El ser humano es uno de los pocos reservorios conocidos de Salmonella
Paratyphi B. Las infecciones por Salmonella se adquieren fundamentalmente

mediante transmisién fecal-oral, a través del consumo de alimentos
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contaminados que han sido contaminados por las heces de una persona
infectada o un portador crénico asintomatico, en ocasiones también puede ser
por vectores mecanicos (moscas Yy cucarachas) que se posan sobre alimentos en

los que se puede multiplicar y persona-persona.

Los pacientes infectados por la variedad Java, a diferencia de la variante
que no fermenta el d-tartrato, suelen padecer una enfermedad menos grave,
pudiendo presentar diarrea con sangre, vomito, fiebre y calambres abdominales
(Harris, 2009). A pesar de que la variedad Java parece ser menos virulenta para
los humanos, se han descrito casos de infeccién invasiva (Denny y col. 2007,
Threlfall y Levent 2005b, Desenclos y col. 1995).

Salmonella Paratyphi B variedad Java tiene un reservorio animal y se ha
asociado en casos aislados y brotes al consumo de alimentos contaminados,
como ensaladas, quesos de cabra y pollo y al contacto con reptiles y acuarios de
peces tropicales (Hernandez y col. 2012). Los reptiles son portadores habituales
de Salmonella Paratyphi B variedad Java en su tracto intestinal, normalmente
no presentan signos de enfermedad y eliminan las bacterias con las heces,
contaminando el agua y cualquier superficie que esté en contacto con el animal.
Aunque otros reptiles son portadores de Salmonella, las tortugas conllevan un
riesgo especial, ya que es frecuente en nuestro medio la compra de pequefias
tortugas como mascotas para los nifios (Hernandez y col. 2012). Los brotes
causados por Salmonella Paratyphi B variedad Java escritos en Australia no
han sido de origen alimentario. Los Unicos brotes descritos hasta la fecha fueron
en 2007, causados por peces ornamentales importados y en 2008 y 2009 por

contaminacion en cajones de arena de guarderias (Staff y col. 2012). En un
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estudio publicado en 1972 en los EE.UU., se describe la mayor prevalencia en
la infeccion con tortugas encontrada hasta la fecha, donde hasta un 85% de las
tortugas domésticas estaban contaminadas con esta bacteria. En EE.UU., de los
aproximadamente 1,5 millones de casos anuales de Salmonella, 74.000 son
atribuibles a la exposicién con reptiles. Se ha estimado que entre el 3 'y 5% de
todos los casos de salmonelosis existe alguna asociacion con reptiles (Lafuente
y col. 2013). En cuanto a nuestro pais, la Unidad de Vigilancia Epidemiologica
de Bizkaia detectd, entre septiembre de 2010 y octubre de 2011, 8 casos de
infeccion por Salmonella Paratyphi B variedad Java y 3 de una posible variante
monofasica (4,5,12:b:-) (Hernandez y col. 2012). En 2009 se detectaron tres
casos en Castellon y 2 en Barcelona, de nifios infectados con Salmonella

Paratyphi B var. Java a partir del contacto con tortugas (Lafuente y col. 2013).

Salmonella Paratyphi B variedad Java es un organismo complejo con
linajes clonales genéticamente distintos. A diferencia de S. Paratyphi B dT-, S.
Java ha causado varios brotes a partir de productos alimentarios contaminados.
Por ejemplo, en Francia en 2003, se infectaron 273 personas de las cuales
fallecié una, en un brote asociado a queso de cabra (Weill y Fabre 2005).
Recientemente, se han diseminado dos lineas clonales distintas caracterizadas
por la resistencia a los antimicrobianos. Una de ellas se detectd con frecuencia
en la produccion de aves de corral en los Paises Bajos, entre 2000 y 2004 (Dorn
y col. 2001, Van Pelt y col. 2003), y ha causado infecciones en humanos en
varios paises de Europa como resultado de la importacion de aves de corral
infectadas de los Paises Bajos (Brown y col. 2003). La segunda linea clonal,
que se caracteriza por la posesion de la Isla Genomica de Salmonella 1 (SGI1),

la cual se ha distribuido en todo el mundo. Estas cepas son generalmente
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resistentes a la ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, espectinomicina,
sulfonamidas vy tetraciclinas (Threlfall y Levent 2005b, Weill y Fabre 2005,
Han y Choi 2006) y se han asociado con los acuarios, en particular de acuarios
de peces tropicales (Gaulin y Vincent 2002), aunque también se ha informado

de brotes en el ganado (Evans y Davies 2005).
5.3. Salmonella Schwarzengrund

Las cepas pertenecientes al serotipo Schwarzengrund poseen la férmula
antigénica 1,4,12,27:d:1,7 donde los antigenos somaticos son: 1,4,12,27, y

los antigenos flagelares corresponden en la fase 1, al “d” y en la fase 2, a “1, 7”.

En los Gltimos afios, Salmonella Schwarzengrund se ha convertido en
uno de los serotipos emergentes responsables de infecciones en humanos y aves
de corral en algunos paises (Chen y col.,, 2010). Segun el programa
Internacional de vigilancia de Salmonella bajo la direccién de la Organizacién
Mundial de la Salud (http://www.who.int/salmsurv), en muchos paises,
Salmonella Schwarzengrund es uno de los 15 principales serotipos de
Salmonella mas frecuentemente aislados de alimentos, animales, y seres
humanos (Chen y col., 2010). En los Estados Unidos, ha sido clasificado como
uno de los 5 primeros serotipos de Salmonella identificados en granjas de cerdo
(Bahnson y col., 2006). Segun el Centro de Control de Enfermedades (CDC), se
trataria de uno de los serotipos de Salmonella emergentes detectados en pollos

contaminados.

S. Schwarzengrund es menos prevalente que S. Enteritidis y S.
Typhimurium, en el mundo, por lo que causa menos casos de salmonelosis. Sin

embargo, en los Gltimos afos, la incidencia relativa de este serotipo parece
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haber aumentado (Aarestrup y col. 2007). En la actualidad se encuentra entre
los 20 serotipos de Salmonella més frecuentemente identificados en varios
paises, como Eslovaquia, Nueva Zelanda, Venezuela y Tailandia, es uno de los
40 serotipos més frecuentemente identificados en Dinamarca y los EE.UU. y
fue el quinto serotipo mas comun aislado de carne al por menor en los Estados
Unidos en 2004, asociada exclusivamente con los productos de aves de corral.
Otros estudios también sugieren que las aves de corral podrian ser el reservorio
mas comun (Aarestrup y col. 2007, Limawongpranee y col. 1999, Poppe y col.
1991).

En lo referente a las manifestaciones clinicas, no difieren demasiado de
las descritas anteriormente. La mayoria de las personas padecen de diarrea,
fiebre y calambres abdominales durante 12-72 horas después de la infeccién. La
infeccion generalmente se diagnostica por cultivo de una muestra de heces. La
enfermedad normalmente dura de 4 a 7 dias, y la mayoria de las personas se
recuperan sin tratamiento (CDC, 2007).
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Salmonella enterica es un patdgeno conocido desde el siglo XIX. Hoy
en dia se han descrito mas de 2.500 serotipos aungue no todos han tenido la
misma relevancia y son los mas frecuentemente aislados en muestras clinicas
los que han recibido un control y seguimiento epidemioldgico méas exhaustivo.
En este sentido, la aparicion de una variante monofasica a finales de los afios 90
y su rapida expansion en los afios siguientes, demostrd que aunque la aparicion
de estas variantes no es un evento exclusivo de los ultimos afios (existen
descritos aislamientos monofasicos en los afios 50), las herramientas
disponibles actualmente en biologia molecular han facilitado la identificacién
de un mayor nimero de variantes no caracterizadas previamente. El trabajo de
esta tesis doctoral se centro en la caracterizacion molecular de aislamientos de
la variante monofasica 4,[5],12:i:- del serotipo Typhimurium circulantes en
nuestro pais asi como de otros aislamientos monofésicos con importancia

clinica en los ltimos afios: 4,5,12:b:- y 4,12:d:-.
Los objetivos abordados se detallan a continuacion:

1. Objetivo 1. Estudio de aislamientos pertenecientes al clon espafiol de la
variante monofésica 4,5,12:i:- del serotipo Typhimurium recogidos en
Espafia: caracterizacion y tipificacion molecular, bases moleculares del

fenotipo monofasico y determinacién de su posible origen evolutivo.

2. Objetivo 2: Estudio de aislamientos de otros clones de la variante monofasica
4,[5],12:i:- del serotipo Typhimurium recogidos en Espafa: caracterizacién y
tipificacion molecular, bases moleculares del fenotipo monofésico,

identificacion de lineas clonales y sus variantes y disefio de marcadores
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epidemioldgicos para la deteccidn rapida, el control y el seguimiento de cada
tipo de variante.

3. Objetivo 3: Estudio de aislamientos pertenecientes 4,5,12:b:- recogidos en
Espafia: caracterizacion y tipificacion molecular, bases moleculares del

fenotipo monofasico y determinacién de su posible origen evolutivo.

4. Objetivo 4: Estudio de aislamientos pertenecientes 4,12:d:- recogidos en
Espafa: caracterizacion y tipificacion molecular, bases moleculares del

fenotipo monofasico y determinacion de su posible origen evolutivo.
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Aislados de Salmonella enterica

Los aislados de Salmonella objeto de este estudio se seleccionaron de la
coleccion del Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella (LNRS) del
Centro Nacional de Microbiologia (CNM, Majadahonda, Madrid), donde se
reciben procedentes de pacientes, animales o alimentos de diversas regiones de
todo el territorio nacional. En el procedimiento de rutina, son serotipificados y
en aquellos serotipos donde existen esquemas internacionalmente aceptados, se
Ileva a cabo la fagotipificacién. Ademas, actualmente, se realiza el antibiotipo a
un 50% de los aislados recibidos. Los resultados de serotipificacion vy
fagotipificacion, asi como los perfiles de sensibilidad a antimicrobianos, fueron

gentilmente cedidos por el LNRS para la realizacion de esta tesis doctoral.

Los aislados que configuran esta tesis doctoral se dividieron para su

estudio en 4 grupos:

1. S. enterica subespecie enterica variante monofasica 4,5,12:i:-
fagotipo U302. Total estudiados: 60. Coleccion 1.

2. S. enterica subespecie enterica variante monofasica 4,[5],12:i:- de
diversos fagotipos. Total estudiados: 215. Coleccién 2.

3. S. enterica subespecie enterica variante monofasica 4,5,12:b:-. Total
estudiados: 39. Coleccion 3.

4. S. enterica subespecie enterica variante monofasica 4,5,12:d:-. Total
estudiados: 19. Coleccion 4.

A continuacion se detallaran los métodos empleados para la

caracterizacion de cada una de las colecciones:
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1.  Salmonella enterica subespecie enterica variante monofésica 4,5,12:i:-

fagotipo U302. Coleccién n°1.

Se analizaron 60 aislados clasificados como Salmonella enterica
subespecie enterica variante monofasica 4,5,12:i:- fagotipo U302 y perfil de
multirresistencia ACSuUGSTSxT (ampicilina, cloranfenicol, sulfonamida,
gentamicina, estreptomicina, tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxazol). Se
incluyeron como cepas control una cepa de Salmonella enterica subsp. enterica
serotipo Enteritidis y 4 cepas de Salmonella Typhimuirum con fagotipos U302
y DT104b, todas ellas del LNRS y una cepa de Salmonella enterica subsp.
enterica serotipo Typhimurium LT2 de la Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT 722) (Tabla 4).

Tabla 4. Coleccién de aislados n°l. Antibi6ticos testados: ampicilina (AMP),
cloranfenicol (CHL), sulfonamida (SUL), gentamicina (GEN),
ciprofloxacino (Cip), kanamicina (Kan), estreptomicina (STR), cefalotina
(Cef), é&cido nalidixico (Na), ceftriaxona (CTX), tetraciclina (TET),
trimetoprim-sulfametoxazol (SxT). Se sefialan las resistencias que difieren
del patrén de multirresistencia ya sea por pérdida (en azul) o por ganancia

(en verde).
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Cadigo Férmula
UPV/EHU  Aislados Afio Origen antigénica Fag AMP CHL SUL GEN Cip Kan STR Cef Na CTX TET SxT
6411 1998 4,5,12:i:- U302

603 995 2000 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R § S S R R
604 1670 2000 Desconocido 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
605 5552 2000 Porcino 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
606 5664 2000 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R § S S R R
607 5743 2000 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R § S S R R
608 6163 2000 Heces 4,5,12:i:- U302 R S R R S S R S S S R R
609 6217 2000 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
610 6987 2000 Porcino 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
611 7151 2000 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
612 8076 2000 Desconocido 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
613 2961 2001 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
614 4213 2001 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
615 4609 2001 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
616 4668 2001 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
617 4836 2001  Heces 4,5,12:i:- u302- R R S S R S S S R -
618 5113 2001 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
619 6148 2001 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
620 7178 2001 Porcino 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
621 8927 2001 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
622 311 2002 Heces 4,5,12:i:- U302 R - R R S S R S S S R R
623 461 2002 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
624 666 2002 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
625 995 2002 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S S R
626 998 2002 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
627 954 2002 Porcino 4,512:i:- U302 R - R R § S R S S S R R
628 2202 2002 Porcino 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
629 2577 2002 Heces 4,5,12:i:- U302 R - R R S S R S S S R R
630 3569 2002 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
631 51 2002 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
632 561 2002 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S R S R R
633 1953 2002 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
634 7101 2002 Heces 4,512:i:- U302 R R R R S | R S S S R R
635 697 2003 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R R
636 993 2003 Heces 4,5,12:i:- U302 R R R R S S R S S S R R
637 1093 2003 Heces 4,512:i:- U302 R R R R § S R S S S R -
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638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663

Tabla 4. (Continuacién).

1470
4038
5476
5854
5915
7267
2566
6686
7518
8404
222
539
835
7713
1874
1992
4655
5831
7236
916
3250
5218
633
2013
3897
3356
5480
8303
3024
2004

2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2004
2004
2004
2004
2005
2005
2005
2005
2005
2006
2006
2006
2007
2007
2007
2002
2003
2004
2006
2007

Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces
Sangre
Heces
Heces
Heces
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Porcino
Heces
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1.1. Electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE)

Los perfiles de PFGE de todas las cepas objeto de este estudio fueron

obtenidos

aplicando el  protocolo  estandarizado de  PulseNet

(http://www.pulsenetinternational.org/SiteCollectionDocuments/pfge/PNL05 Ec-Sal-

ShigPFGEprotocol.pdf):

111

Preparacion de los bloques de agarosa:

Siembra de los aislados en TSA (Tripticasein Soy Agar, Pronadisa,
Madrid, Espafia) e incubacion durante 18-24h.

Preparacion de las suspensiones bacterianas en tampén CSB (Tris
100 mM, EDTA 100 mM, pH:8), a razén de 2 ml por cepa y lectura
de la absorbancia de las suspensiones a 420 nm en el
espectrofotometro. Ajuste de la densidad celular a una absorbancia
final de 0,6 en un volumen final de 400 ul en el mismo tamp6n CSB.
Posteriormente se afiade 20 pl de proteinasa K (21,2 mg/ml)
(Fermentas, GMBH, Alemania)

Preparacién de los bloques de agarosa, empleando una agarosa de
bajo punto de fusion especifica para PFGE (SeaKem Gold Agarose,
Lonza, Iberlabo S. A., Madrid, Espafia) a una concentracion de 1% en
tampén TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) a pH 8 y SDS 10% (Sodium
Dodecyl Sulfate). La agarosa asi preparada, se atempera en un bafio
térmico a 50-55°C y se mezcla en proporcion 1:1 con la suspension
bacteriana. Se homogeniza y se reparte en los moldes, dejando

solidificar a temperatura ambiente.


http://www.pulsenetinternational.org/SiteCollectionDocuments/pfge/PNL05_Ec-Sal-ShigPFGEprotocol.pdf
http://www.pulsenetinternational.org/SiteCollectionDocuments/pfge/PNL05_Ec-Sal-ShigPFGEprotocol.pdf
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1.1.2 Lisis bacteriana en los blogues de agarosa:

e Los blogues ya solidificados se introducen en 5 ml de tampon de lisis
(Tris 50 mM, EDTA 50 mM, sarkosyl 1%, pH 8). A continuacién se
afiaden 25 pl de proteinasa K (21,2 mg/ml) y se incuban durante un
minimo de 2 h en un bafio térmico en agitacion a 55°C.

e Los blogues de agarosa, se lavan en 5 ml de agua miliQ estéril dos
veces y en 5 ml de tampon TE a pH 8 en 4 ocasiones. Todos los
lavados se realizaron con el bafio a 50°C y en agitacion. Finalizado el
proceso de lavado, los bloques se conservan en 5 ml de tampén TE,
pH 8 a 4°C.

1.1.3 Digestién de ADN:

e Se corta un fragmento del blogue de agarosa correspondiente al
grosor de un porta reservando el resto del bloque en TE a 4°C para un
uso posterior. Los fragmentos se incuban a 37°C durante 15 min en
un termobloque con 90 ul de agua miliQ estéril comercial (Nuclease
free, Fermentas) y con 10 pl de tampon especifico de la enzima Xbal
(Fast-Digest, Fermentas). Transcurridos los 15 minutos se retira la
solucion de pre-digestion y se afiaden 87 ul de agua miliQ estéril
comercial, con 10 pl de tampon y 3 pl de enzima Xbal

(50U/muestra). Se incuba en termoblogue a 37°C un minimo de 2h.
1.1.4 Electroforesis:

e El gel de agarosa se prepara empleando agarosa Seakem Gold al 1%
en TBE 0,5x (Tris 44 mM, &cido bérico 44 mM, EDTA 1 mM). Se
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colocan los fragmentos digeridos en el peine y se posicionan
cuidadosamente sobre la placa sin retirar el peine. A continuacion se
afiade la agarosa y se deja solidificar 30 min a temperatura ambiente.
En las posiciones 1, 8 y 15 se colocan los fragmentos de la cepa
control Salmonella Braenderup H9812 Universal Size Standard.

e La electroforesis se llevo a cabo en el equipo CHEF-DR I1I System
(Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU), en 2 | de tamp6n TBE 0,5x y
ajustando su temperatura a 14°C, durante 21h con pulsos de 2,2 a

63,8 en progresion lineal y un voltaje de 6V/cm.

1.1.5 Tincién y captura de la imagen.

o El gel se introdujo en un bafio con 1 pg/ml de bromuro de etidio y
400 ml de agua destilada, durante 25 min en agitacion suave. A
continuacion se realizaron lavados de 20 min | con agua destilada
(AD) en agitacion suave durante un periodo total del h.

e La captura de la imagen se obtuvo en formato TIFF, y se llevo a cabo

en un equipo de fotocaptura Gel Doc XRS (Bio-Rad).

1.1.6 Andlisis de los perfiles

e EIl andlisis de los archivos TIFF obtenidos mediante el software
InfoQuestTMFP (Bio-Rad), se llevé a cabo en base al coeficiente de
similitud de Dice y la discriminacion por UPGMA para generar un
dendograma con un valor de tolerancia del 1%. En la asignacion de
bandas para la constitucion de los distintos perfiles de PFGE, los

fragmentos con un peso molecular inferior a 33,3 kb fueron
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ignorados en el analisis. Siguiendo las recomendaciones del sistema
PulseNet, se consideré como criterio de discriminacion entre perfiles

una diferencia en un solo de los fragmentos de restriccion.

1.2. Analisis multilocus de repeticiones en tandem de numero variable
(MLVA).

El analisis MLVA se llevo a cabo siguiendo el método y materiales
descritos por Lindstedt y col., 2004, para Salmonella Typhimurium con una
modificacion en el marcaje de los iniciadores (Tabla 5). En el método
referenciado, se realizan 2 PCRs multiples, con 2 y 3 parejas de iniciadores
respectivamente (Fig. 8). Posteriormente, se asigna el numero de alelo
siguiendo la nomenclatura propuesta por Larsson y col, 2009. De este modo
todos los aislados monofésicos fueron clasificados en base a un patron

numérico compuesto por 5 digitos (alelos).

150 200 250 300 350 400 450 500

84003 ISOLATE 00-01-153-1
7800

STTR3
488bp

6600 STTRS allele 02

e 234bp |
i STTRS allele 02 STTRE |
5400 163bp 376bp

2800 allele 01 ﬂ

4200] Il

36004

3000
2400
1800
12003 1 11} J I | |

600 TR -|| | | | [ |
03 .',':.-__.'..’-_ﬁ..-’p;_ﬁ.__n.._k-mﬂ"l,l_ | Y -1 LAA A i | ) | o | o

allele 15
|

Figura 8. Imagen de electroforesis capilar de Lindstedt y col. (2003). Se muestran los
5 fragmentos, obtenidos por cada pareja de iniciadores descrita en la

técnica.
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Cabe destacar que la técnica referenciada estaba disefiada
especificamente para Salmonella Typhimurium y no para la variante estudiada

en este trabajo.

El analisis de fragmentos se realizo en el Banco de ADN del Servicio de
Genomica y Protedmica de la Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko
Unibertsitatea (UPV/EHU, Vitoria-Gasteiz), en un secuenciador 3130 Genetic
Analyser (4 Capillary) de Applied Biosystems (Foster City, California, EEUU).
El analisis de los datos se realizd mediante el software BioNumerics v3.5
(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica).

Tabla 5. Iniciadores empleados para la deteccion mediante PCR de repeticiones en

tdndem de numero variable (Lindstedt y col., 2003). Modificacion en el

marcaje.
Locus Iniciador Secuencia nucleotidica (5"-3")
STTR3 STTR3-FHEX  CCCCCTAAGCCCGATAATGG
STTR3-R TGACGCCGTTGCTGAAGGTAATAA
STTRS STTR5-F HEX  ATGGCGAGGCGAGCAGCAGT
STTR5-R GGTCAGGCCGAATAGCAGGAT
STTR6-F
TCGGGCATGCGTTGAAA
STTR6 6FAM
STTR6-R CTGGTGGGGAGAATGACTGG
STTR9-F
AGAGGCGCTGCGATTGACGATA
STTR9 6FAM

STTR9-R CATTTTCCACAGCGGCAGTTTTTC
STTR10, STTR10pl-F
plasmido  TET
pSLT STTR10pI-R GAAGGGGCCGGGCAGAGACAGC

CGGGCGCGGCTGGAGTATTTG
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1.3. Estudio de la delecién del gen fljB

1.3.1 Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se realizd por ebullicion. Para ello se realiz6 una
suspension a partir de un cultivo bacteriano en medio s6lido TSA en 500ul de
agua MiliQ esteril utilizando asas de siembra estériles de 1 ul de capacidad. Se
mantuvieron a 100°C durante 10 minutos y posteriormente se centrifugaron a
13.000 rpm durante 10 minutos. A continuacién se recogié el sobrenadante y se

conservé congelado a -20°C para una futura utilizacion.

1.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacién

En un estudio previo del grupo de investigacion se secuencié parte del
fragmento de la delecion del operon fljBA (Garaizar y col., 2002). En base a la
secuencia obtenida en ese trabajo se disefiaron dos parejas de iniciadores para
amplificar y secuenciar el fragmento desde el extremo inicial de la delecién
(gen STM2757) hasta el extremo final de la misma (gen iroB-STM2773, iroC-
STM2774, o emrA-STM2814). Los iniciadores se disefiaron mediante el
programa Primer3 (www.bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) y fueron
proporcionados por la empresa Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemania)
y Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EEUU) (Tablas 6-7).
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Tabla 6. Iniciadores disefiados para la amplificacién mediante PCR de la delecidon del

flagelo de segunda fase en la coleccién de cepas n° 1.

Gen Iniciador Secuencia nucleotidica (5"-3") Tir;;ﬁo Referencia
STM2758 4512F CGCTGTGGTGTAGCTGTTTC Alvarez y
1S26 4512R TCTGCCACTTCTTCACGTTG 705 col. 2004
1S26 1S26-3F TCGTAACAGCAAAGCTGCAT Laordeny
iroC 2774-2R TTTTACGTTCCCAACACACG 90071100 col. 2010
1S26 DIS26Fcomp TATTATGGTGATCCCCTGGG 230 Laordeny
iroC D57-2774R TGAAGATCGCTGTTGGTACG col. 2010
1S26 IS26F-TD CGCCTGGTAAGCAGAGTTTT 900 Laordeny
STM2815 2815R CACCCCGAAAGAGGTGATAA col. 2010

Las reacciones de PCR se disefiaron para un volumen final de 25 pl en
el cual se afiadieron 1 ul de ADN genomico extraido por ebullicion, 200 uM de
dNTPs, 1,50 mM MgCl,, 0,4 uM de iniciadores, y 1 U de Taqg polimerasa

(Bioline, Londres, Reino Unido).

El programa de amplificacion fue el siguiente:

25 ciclos

1
1
1
1
940(C [
1
1
]
1
1

720C
| .
]
1
Smin ' 30seg 40seg 3 min

Figura 9. Programa disefiado para la amplificacion de fragmentos de entre 200-1.500

7min 4eC

pb mediante PCR convencional.
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Tabla 7. Iniciadores disefiados para la realizacion de un mapa de presencia/ausencia de
genes, proximos a la delecion de los genes codificantes del flagelo de

segunda fase en la coleccion de cepas n° 1, mediante PCR.

Genes Secuencia nucleotidica (5’-3") Tamafio

STM Forward/Reverse amplificado (bp)
GCAGCT TTT CAC CTC AGAGC/

2775 740

TCG GGG CAG TAG ACG TAATC

2776 TAT GGT CGC CAG TAC CAC AA/ 680
ATG ACG ACA GCC AGG AGTCT

9777 GAG CGT TTG CTC AAATAG CC/ 610
GGA AAG CAG CAAAGAAGG TG

2780 TCT TCC AGACAG GCGTTC TT/ 520
GGG ATA CGT CGG AGA AAT GA

TGC TCA GGC GTG TAT TTC AG/

2784 5TG CTG GTT GGC TGG TTATT 600

o 2788 ACG GTG TAC ATT GGC TGT GA 530
Iniciadores para GAA/ CAA CAT TCG ACC CGT TT
detectar
. . CAC GGC ATT ATGTTG ATT GC/
presencia/ausencia 2792 470
ACC GCA GGA GAG CAG AATTA

) TTA GGC GTACGACCTTGT CC/
del gen fljB 2799 300
GCG AAT TCTCCATTG ACG TT

2807 TGA CAT CTC CTG CAATCT CG/ 250
CGGACC GAT ATC GTAAGC AT

TCA GAC TGA CGC CAACAA G/

2814 GTT AGC GTC CAC CCA CAG AT 510

de genes alrededor

2815 AAC TTC ACG ATTGGC TGC TT/ 490
GAG CAT GGT GTA GCG ACT CA

2816 TCG ATCCACTTCCCATTCTC/ 435
ACCTTG ATGATGCCGTTTTC

2817 TCC TGC ACT TTC AGC ACATC/ 246
TGTTTGATCTGC GTTTTT GC

2820 CGC ACAGTAGGA AGG TGT CA/ 344
TTT TGATGAACA GGC AAT GG
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Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% (peso/vol) (Pronadisa) en tampon TAE (Tris-acetato-
EDTA) al 1x durante 50 min a 100V. Posteriormente se procedié a la tincion de
los geles con bromuro de etidio y fueron visualizados en un Chemi-Doc XRA
(UV-transilluminator, Bio-Rad). Como marcador de peso molecular se utilizé
Hypperladder 1V (Bioline). Los productos de PCR fueron purificados mediante
el kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel, Duren, Alemania). La
secuenciacion de los fragmentos purificados se llevo a cabo en la empresa
Sistemas Genomicos S.A (Valencia, Espafia) mediante la técnica BigDye

Terminator.

La visualizacion de los cromatogramas se llevd a cabo con el programa
ChromasPro 1.5 (MFC Application). La comparacion y posterior anélisis de las
secuencias obtenidas, se realizO mediante diversos programas informaticos

como el programa Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi), el

programa ADN/Protein alignment (http://insilico.ehu.es/align/) y el programa

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

1.4. Estudio de la presencia del plamido pU302 con la secuencia de

insercion 1S26.

1.4.1 Digestion con nucleasa S1

El protocolo a seguir se basaba en el descrito por Barton y col, 1995.
Basicamente consiste en los mismos pasos descritos para el campo pulsante,

pero con las siguientes excepciones:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://insilico.ehu.es/align/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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Lectura de la absorbancia de las suspensiones a 420 nm en el
espectrofotometro y ajuste de la densidad celular a una absorbancia
final de 1.

Digestion de ADN: el fragmento a digerir debe ser de mayor
tamafio, al menos el doble que el tamafio utilizado para PFGE. Los
fragmentos se incuban a 37°C durante 15 min en un termobloque,
con 90 pl de agua miliQ estéril comercial y con 10 ul de tampon
especifico de la nucleasa S1 (Takara, Japdn). Transcurridos los 15
minutos se retira la solucién y se afiaden 90 pl de agua miliQ estéril
comercial, con 10 pl de tampdén y 0,058 pl de nucleasa S1
(7U/muestra). Se incubo en termobloque a 37°C un minimo de 45
min.

Como control del tamafio de los fragmentos se utilizaron
concatémeros del fago lambda cuyo rango abarca desde 50 a 1.000
kb (New England Biolabs, Hitchin, Reino Unido).

1.4.2.Marcaje de los concatémeros del fago lambda

Digestion, segun las especificaciones del fabricante, de los
concatémeros del fago lambda mediante la enzima Pstl (Roche)
para realizar un posterior marcaje con biotina.

El marcaje se realiz6 mediante el kit de Roche “DIG ADN labeling
and Detection Kit” (Roche Applied Science, Mannheim, Germany)
siguiendo las especificaciones del fabricante. El sedimento final se

resuspendio en 50 ul de TE pH 8 estéril y se conservé a -20°C.
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1.4.3. Elaboracién de sonda para la 1S26

Se utilizd como cepa de referencia la cepa 4836/01 con la delecion
de tipo 1 (1.AFIjB1) y los iniciadores especificos para la
amplificacion de la secuencia de insercion 1S26 (IS26F: 5°- GCA
AAT AGT CGG TGG TGA TAA AC-3', IS26R1: 5°- GAG GCA GCC
TTT TGT CTT ATT C-3°). El marcaje del fragmento se llevo a cabo
mediante la incorporacion de dUTP-digoxigenina durante el proceso

de amplificacién. Los reactivos y cantidades utilizadas se detallan a

continuacion (Tabla 8):

Tabla 8. Reactivos empleados en la fabricacion de la sonda 1S26.

REACTIVOS SONDA CONTROL -
AD 14 pl 18 pl
Digoxigenina (dUTP, Roche) 4 pl - ul
Iniciadores 2 ul 2 ul
ADN (4836/01, ebullicion) S5ul 5ul

El programa de PCR utilizado se muestra a continuacion:

25 ciclos

1 1
1 1
1 1
1 1
942C ! 94°C :
1 1
1 1
1 1
I I

F28C F28C
572C
5 min 30seg 455eg 3 min 7min 42C

Figura 10. Programa de amplificacion para la fabricacion de la sonda 1S26.
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1.4.4. Hibridacion con sonda para 1S26

1.4.4.1. Tratamiento del gel PFGE-S1

Proceso de depurinacion: sumergir el gel 10 min (2 veces/5 min
cada vez) en HCI 0,25 N (125ml HCI 1 M, hasta 500 ml H.O-
Destilada (AD) con agitacion suave.

Desnaturalizacion, durante 30 min (2 veces/15 min cada vez) con
una solucion 1,5 M NaCl / 0,5 M NaOH (150 ml de NaCl 5 M,
50 ml de NaOH 5 M, hasta 500 ml con AD).

Neutralizacion, durante 30 min con una solucion 1,5 ml NaCl /
0,5 M TrisHCI / 0,001 M EDTA pH 7,2 (150 ml de NaCl 5 M
pH 7,2, 250 ml de Tris HCI 1 M pH 7,2, 1 ml de EDTA, hasta
500 ml con AD).

1.4.4.2. Transferencia a membrana

En primer lugar, se recortan las partes sobrantes del gel (superior
y laterales), y se mide para obtener una membrana de Nylon del
mismo tamafio (es recomendable realizar una marca en la
esquina superior del gel para tener una referencia de la posicién
de las bandas).

A continuacién se monta la transferencia en base a la siguiente

imagen:
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Peso (<1 Kg) ——>
<— Cristal

£
»

) <— Papel celulosa

Membrana———‘___%_r 1 <—Papel Whatman
I 1

Gel

“Puente” de
papel Whatman

Cristal de soporte

e Este montaje se mantiene durante 24 h, para llevar a cabo la
transferencia del ADN del gel, a la membrana de Nylon (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Staffanstorp, Suecia). La
transferencia del ADN se realiza mediante un proceso de
capilaridad que ejerce el tampon SSC 10X sobre la

membrana de Nylon cargada positivamente.
1.4.4.3. Fijacion de ADN

e Tras la transferencia se lava la membrana en una bandeja y
en agitacion, con una solucion SSC 2x para eliminar posibles
restos de agarosa. Posteriormente se seca sobre papel de
filtro y se introduce en una funda de plastico para fijar el
ADN en la estufa a 37°C.

e Fijacion del ADN de la membrana mediante exposicion a la
luz ultravioleta (UV) durante 2 min. Se deja secar con papel
de filtro 24 h.
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1.4.4.4. Prehibridacién

Se introduce la membrana en el tubo de hibridacion con la
superficie de la membrana donde esta el ADN de cara a la luz
del tubo y procurando eliminar las burbujas entre la
membrana y la pared del tubo.
Se afiade la mezcla de pre-hibridacion (SSCX 5x / N-lauril-
sarcosina 0,1 % / SDS 0,02% / agente de blogqueo 1 %
disolviendo con calor suave):

o 8,75 ml de SSC 20X

0 116 pl N-lauril-sarcosina 30 %

0 70 pl SDS 10%

o 0,35 g agente de bloqueo (Roche)

o Hasta 35 ml con AD
Se introduce el tubo en el horno de hibridacion giratorio y se

mantiene a 68°C durante 2 h.

1.4.4.5. Hibridacion

Se hierve la sonda 10 min al bafio Maria y se enfria
rapidamente en hielo.

Se afiaden los 25 ul de la sonda a 5 ml de la mezcla de
hibridacion.

Se desecha la mezcla de prehibridacion y se introduce la
sonda con una pipeta.

Se incuba toda la noche a 68°C.
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1.4.4.6. Revelado

Se realiza en un horno de incubacion sin calor y con rotacion, siguiendo

los pasos que se describen a continuacion:

Lavados de membrana, con 50 ml de la 12 solucion de lavado (10
ml SSC 20x, 1 ml SDS 10 %, hasta 100 ml AD), durante 5 min 2
Veces.

Lavados de membrana, con 50 ml de la 22 solucion de lavado
(0,5 ml SSC 20x, 1 ml SDS 10 %, hasta 100 ml AD), durante 15
min 2 veces.

Equilibrado de membrana con 20 ml del Tampon 1 (10 ml Tris
HCI1 M pH 7,2, 3 ml NaCl 5 M pH 7,2, 87 ml AD), durante 1
min.

Incubacién durante 30 min con la solucién de bloqueo (0,25 ¢
agente de bloqueo, 25 ml tampdn 1)

Incubacién durante 30 min en anti-Dig 1 (4 ul anti-Dig, Roche,
20 ml de tampon 1).

Lavados con 20 ml del tampon 1, 2 veces 15 min cada vez.
Equilibrado de la membrana con 30 ml del Tampén 3 (5 ml Tris
HCI 1 M pH 9,5, 1 ml NaCl 5 M, 2,5 ml Cl,Mg 1M, hasta 50 ml
con AD), durante 2 min.

Revelado de membrana en oscuridad y sin agitacion, distribuir
sobre la membrana la solucion de revelado (90 pl de NBT en 20
ml del tampdn 3 y 70 ul de BCIP, Roche). Parar la reaccion con
TE pH 8.
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2. Salmonella enterica subespecie enterica variante monofasica

4,[5],12:i:-, de diversos fagotipos. Coleccion n°2.

Se analizaron en un principio trece aislados clasificados como
Salmonella enterica subespecie enterica variante monofasica 4,[5],12:i:-,
fagotipos 18, 104b, 193, 195, 138, 7, PNR y NT vy perfil de tetrarresistencia
ASUST (Tabla 9). Una vez delimitada y secuenciada la zona de la delecion del
flagelo de segunda fase, se utilizaron los iniciadores especificamente disefiados,
para ampliar el estudio a un total de 215 aislados monofasicos que presentaran
las mismas caracteristicas que los 13 aislados de esta coleccion. Se incluyeron
como cepas control, una cepa de Salmonella enterica subespecie enterica
variante monofasica 4,5,12:i:- del estudio descrito en el apartado 1 y la cepa

anteriormente descrita LT2.

Tabla 9. Coleccion n°2. Unicamente se muestran los 13 aislados caracterizados en el

inicio. Los antimicrobianos testados son los detallados en la Tabla 4.

Aislados Afio :n()t?gr;zlrjlliﬁa Fag AMPCHL SUL GEN Cip KanSTR Cef Na CTXTET SXT
1139 2008 4,512:i:- PNR ! S R S § S | R S S R R
4521 2008 4,512:i:- PNR R S R S S S R S S S R S
4939 2008 4,12::- PNR. S l S S S S S S R S
4229 2008 4,12::- 104b0S S S| S S S |ESJ| S S S ! S
1536 2008 4,12:i:- 193 R S R S S S | S S S R S
1566 2008 4,12:i:- NT S R § S S R S S S R S
2054 2008 4,12::- % R S R S S S R S S S R S
4605 2008 4,12:i:- 138 ! S - S § S - S S S R S
4257 2008 4,512:i:- 104b R S - S S S - S S S R S
4672 2008 4,5,12:i:- 193 R S R S S S R S S S R S
4525 2008 4,5,12:i:- 138 ! S ! s S S I S S S R S
5036 2008 4,512:i:- 7 R S R S S S R S S S R S
4604 2008 4,5,12:i:- NT R S R S S S R S S S R S
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La electroforesis en campo pulsante y la técnica de MLVA se llevaron a

cabo segun el procedimiento descrito para la coleccion de aislados n°1.

2.1 Estudio de la delecion del gen implicado en la sintesis del flagelo de

segunda fase (fljB)

2.1.1. Mapeo de genes

La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante ebullicion tal y como se

ha detallado en el apartado 1.3.1.

Se realizaron PCRs mediante el sistema pure-Taq™ Ready-To-Go
Beads (GE Healthcare AB) para confirmar la presencia o ausencia de 33 genes
desde el gen STM2692 al gen STM2775 y del mismo modo determinar el inicio
y final de la delecion del gen fljB en cada aislado. Los iniciadores se disefiaron
mediante el programa Primer3 y fueron proporcionados por la empresa Sigma-
Aldrich (Tabla 10). Las reacciones de PCR se disefiaron para un volumen final
de 25 pl en el cual se afiadieron 5 pl de ADN, 1uM de iniciadores, y 18 pl de
agua miliQ estéril comercial (Nuclease free Fermentas). El programa de

amplificacion fue el siguiente:

25 ciclos

1 1
1 1
1 1
1 1
942C ! 94°C :
1 1
1 1
1 1
I I

F28C F28C
592C
1 min 1 min 2 min 5 min 42C

Figura 11. Programa optimizado para la amplificacién mediante el mismo

programa de PCR de los 32 genes detallados en este apartado.
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Los productos de PCR fueron visualizados, del mismo modo y con las

mismas herramientas descritas en el apartado anterior 1.3.2. Se llevo a cabo la

purificacion y posterior secuenciacion de los productos obtenidos con la cepa

LT2 como comprobacion de la efectividad de los iniciadores disefiados, tal y

como se ha explicado en el punto 1.3.2.

Tabla 10. Iniciadores disefiados para el estudio de los aislados de la coleccién n° 2.

Genes
STM

Secuencia nucleotidica (5’-3")

Forward/Reverse

Tamafio

amplificado (pb)

2692
2693
2695
2697
2699/2700
Iniciadores para
detectar 2710
presencia/ausencia
de genes alrededor 2724
del gen fljB
2740
2742
2744/2745
2747

274812749

2753

TGATGGAGATAGTGCCGGTAGAC/
TCCCGTCGAATCCAGAATCAG
AAACTCATGTGGCCTTGACC/
TGGTGGGATAACAGCAATGA
GCTTAAATCCCGTCACCTTCAC/
CCC GGCATAACCTCAAAGTG
CACTTCACGGGCAATATCCT/
ACCCCG TTAAATCCACTTC
GATTCGTGGGATCACAGTCA/

GTT CAACGACGGGAACAACT
TCACGACCC CGTTAGAACTC/
CGCCTTATCACCAACCTGAT
ATCGCTTGCCTTTTC ATTCTATC/
TATGATGGTTAATTTGAAGGTTGTTG
CTC GCACGAAATACAGACGA/

GGG CTCCATGATCTGAAGAA
TTGCTAAAAATGCCGATAAAGG/
TATTGGAGACAGAAAGAATGATGG
CAGTTTCTGGCGATGAGTGA/
CGGGTGGAGATATTGGTCAG
TCCATTATGATTCGCCGTGTAG/ GAC
TTCTGTCGAGGATGTGCTG
ATGAACAATCAATGCAAATAACCTG/
ATGCGTCCTGCCACTCACAG
CGTGGTGGGTGCAGGTATCTAC/
TTCAGGTTTCCCGCTCTCAAG

490

278

220

596

664

583

460

1078

699

883

732

633

724
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Secuencia nucleotidica (5’-3")

Forward/Reverse

Tamafio
amplificado (pb)

Genes
STM
2756
2757
2758
2759
2760
2761
2763
2763/2764
2766
(Continuacion)
. 2767
Iniciadores para
detectar
. . 2768/2769
presencia/ausencia
de genes alrededor .
. fljA
del gen fljB
fliB
hin
iroB (2773)
iroC (2774)

TCATGTTGGTTTCCTTGTGTCG/
GATGATTTATTCCCGCTCTGTCAG
ATAATGCTCTGCCCCTCCTT/
CTGAAACCGCCGCTAAACTA
CTGAATGTTGTTCCCGACCT/

TGG CGACCAGCTTATCTTCT
GATCCGCTTAACCCACTCGTCC/
CCGCAGCAGGGGAATAAAG
TACTGGACCGGGTTC ATCAT/
CGCCTCTTTATGGCTCAGAC
TGTCAATCTAACCAAGGATGAATGTC/
TTTACCTCAGAATAACCTGTGTGCTC
CCAAAAAGCGAACTAAGGTGAGC/
ACGGACAGATGCATTGTTCAGTG
ATGCCCTAAAAGATGCAACG/
ACCAGAGCTGGTCTGTCGAT
CTGGCAACGGAAACGGTGAG/
CAAGTTTTGTGCTGTAAGGGATGC
TCCGCAATTATCCTTTCGAC/
GAACCTGTTCTGCGTTGGTT
GTCAGGAAGCCCTGAAACTG/
CTGAAATACACGGCACATGG
CTCTCTTATGATGCCCGTGAACC/
TGATATCCCTGTTCGATTGGTGAG
CAGCTCTGGTTGTGCTTTGA/
GCCAACGACGGTGAAACTAT
CATGAACAGGAACAGATTAGTCGGC/
CAATCTTGTCACTGATACGGTCC
GCTTACTAGTGCAAATTGTGACCG/
GCTAGTTGCTGCCGAGGATG

GGA GAG CCG GTT ATC TCC AT/
CCGCTC TTACCG GGA ATAAT
CGG TAT GCG GGT AGT TCA GT/
GGT CAG CGA GGT CAT TAAGC

402

522

411

730

450

450

700

848

471

990

789

614

834

54/59

432

463

956
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2.1.2. Reaccién en cadena de la polimerasa para la obtencién de fragmentos

de gran tamafo (Long-PCR)

En este caso el ADN genomico se extrajo mediante el Kit Qiagen
DNeasy kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Posteriormente se procedié a cuantificar las muestras de ADN
obtenidas mediante el espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU).

La técnica de PCR para la obtencion de productos de gran tamafio
(Long-PCR) se llevo a cabo con el Kit Expand Long Template PCR System de
Roche. La reaccion se realizé en un volumen final de 50 ul, con 5 pl de tampon
3, 2,5 ul de cada dNTP (Roche), 2 pl de cada iniciador, 0,75 pl del mix de
enzimas Taq y Tgo y una cantidad de ADN de 300ng/ pl, completando hasta 50

pl con AD comercial (Fermentas).

Todas las PCRs se llevaron a cabo con el mismo programa y reactivos
de PCR exceptuando los iniciadores, los cuales fueron especificamente
disefiados para cada tipo de delecion mediante el programa Primer 3 y fueron

proporcionados por la empresa Sigma. (Tabla 11).

Tabla 11. Iniciadores disefiados para la amplificacién de cada tipo de delecion.

Tipo de Gen Tamafio
Po ¢ Sentido Secuencia nucleotidica (5’-3") - amplificado
delecion diana (pb)
AfljAB1  Forward GACGATCGTCTGCTGATTGAAAC STM2692 8700
Iniciador
plalla la AflJAB3  Forward GATCCGCTTAACCCACTCGTCC STM2759 1600 or 3300
Long-PCR  AfljaB4  Forward TCCGCAATTATCCTTTCGAC STM2767 1900
AflJAB5  Forward TACTGGACCGGGTTCATCAT STM2760 8400

Todas Reverse  CAGGATTGGGGAACTGGATTCGCATACC iroB
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El programa de amplificacion fue el siguiente:

1
1
94°C N .
P /_\_ 68°C h 68°C
I 58°C
33%C I 10min 1
. . 1 | .
2min ' 10seg 30seg Zmin 1 15seg 30seg A203eg | 7min 42C

Figura 12. Programa de amplificacion disefiado segun las instrucciones del fabricante

para fragmentos superiores a 12 Kb, correspondiente al tampo6n 3 (Roche).

Los productos de PCR fueron visualizados mediante el procedimiento
descrito en el apartado 1.3.2 con la Unica diferencia del uso de agarosa a menos
concentracion (0,8%). Los productos de PCR fueron purificados mediante el kit
Genelet purification Kit (Fermentas). La PCR de secuenciacion de los
fragmentos purificados se realizé en un volumen final de 10 ul, con 5 pl de AD

comercial, 2 pl de Big Dye v 3.1, 1 pl de iniciador y 2 pl de producto de PCR.

El programa de secuenciacion fue el siguiente:

25 ciclos

\609C609C

|
I
I
I
942c ! 96°C
I
I
I
I

/ 3 min 10seg Sseg 4 min 4

Figura 13. Programa de secuenciacion.

La electroforesis capilar de los productos de secuenciacion llevo a cabo

en el servicio de secuenciacion del CNM.
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La visualizacion de los cromatogramas se llevd a cabo con el programa
DNAstar de Lasergene vs. 7.0 (Madison, Wisconsin, EEUU). La comparacion y
posterior analisis de las secuencias obtenidas, se realizd mediante los programas
informaticos Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), y el programa
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

2.1.3. Técnica de secuenciacion en cadena (Walking-primer)

En la secuenciacion de los productos de PCR de gran tamafio obtenidos
mediante la técnica descrita en el apartado 2.1.2, Gnicamente se obtuvieron las
secuencias proximas a los iniciadores empleados. Al tratarse de productos de
PCR de gran tamafio (2.000-9.000 pb), procedimos a emplear la técnica de la
secuenciacion en cadena para poder obtener la secuencia completa del producto
amplificado.

Tras analizar el primer fragmento secuenciado mediante el programa

informatico Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), se disefiaba

otro iniciador para continuar con la secuenciacion del fragmento obtenido en la
Long-PCR. De este modo se realizaron varias PCRs de secuenciacion para

obtener la secuencia del fragmento completa (Tabla 12).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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Tabla 12. Iniciadores disefiados para la amplificacion de cada fragmento hallado en

cada tipo de delecion.

Iniciadores
de
secuenciacion

Tipo de delecién

Secuencia nucleotidica (5’-3")

Gen diana

Forward-GACGATCGTCTGCTGATTGAAAC
Forward-GGCATCCCCAAGTAACACAC
Forward-GAAATATCCAGCGCTTCGGTAG
Forward-TGCTAAAGCGCGAGAACAAAG
Forward-CCGAAAGAACATTAGCAACCCG
Forward-TTGAAAATGTGAATGGCGACG
Forward-AGCATAGATGGGTATACCTGGGC
Forward-GCTCCTGGATGGTGGGATAAAG
Forward-CGAAGTACAGCGTCCCCTTTC

Forward-CGCTATCATCGAAAAGGTTG

STM2692
insercion
insercion
insercion
insercion
insercion
insercion
insercion
insercion

insercion

2.AfljABL
Forward-GCCTGGCTTGCACTTGGGAG insercion
Forward-ATCGAGCACAGGAAAGGAGG insercion
Forward-GATACATCTTCTGATACGGAACGG insercion
Forward-TGTTATCGTAGTCCGGGTCATCAG insercion
Forward-ACCATTCTGTTTAAGCCCTGTATC insercion
Forward-ACAGTGTATATGTCTGACCGTTCG insercion
Forward-GGCATCCCCAAGTAACACAC insercion
Reverse-GCCACACGATTTATTGGTTCTTG Region intergénica
hin-iroB
Reverse-CGTCACCGTTCGAATGTTGC Region intergenica
hin-iroB
Forward-AGCGTAGTCCTGGAGCAGAGC STM2759
2.AfljAB3-A
Reverse-TTGAGGTGATGCGTGCACTA 1526
2AfjAB3-B  Reverse- TCTGCCACTTCTTCACGTTG 1526
Forward-GGGTTGAGAAGCGGTGTAAG IS1
2.MljAB4 Forward-CGCCTGGTAAGCAGAGTTTT 1S26

Reverse-AGACAAAAGGCTGCCTCATC

1526
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Tipo de delecién Secuencia nucleotidica (5’-3") Gen diana
Forward-GTTTCCATTTCACCGCACTT STM2761
Forward-CTGCGTATATCGCTTGCTGA Is1
Reverse-ACGAACAGTGGGGATACGTC IS
Forward-GCGGCTTTTTATTGAGCTTG tetA
Forward-TGCGTCTCAACCCCTACTTC tetA

'”iCig‘gores 2. AfljABS Forward-TGCCCTTTAGAAGGGGAAAG terR
secuenciacion Forward-CAAAACTTGCCCCTAACCAA jemC
Forward-CGCCCAGAAGCTAGGTGTAG jemB
Forward-CGACCATAGGAACGACAAGG jemA
Forward-AGGGGATCTCTCAGTGCTCA 1S10
Forward-TCGTAACAGCAAAGCTGCAT 15263
Reverse-ACCTTTGATGGTGGCGTAAG 1S4

2.1.4 Secuenciacién del genoma completo (NGS)

En las tres cepas clasificadas como tipo 2.AfljAB2, se llevé a cabo la
secuenciacion del genoma completo, o también conocida como secuenciacion
de nueva generacion (NGS, Next Generation Sequencing). Para la
secuenciacion de las muestras, en primer lugar se realiz6 la extraccion de ADN,
partiendo de células cultivadas en caldo TSB durante 24h, y posteriormente se
utilizo el kit DNeasy Blood and Tissue de Qiagen. Las extracciones de ADN se
cuantificaron mediante el espectrofotdmetro ND-1000 Spectrophotometer
(Nanodrop, Delaware, EEUU). La secuenciacion se llevé a cabo en la empresa
aScidea Computational Biology Solutions, S.L. (Barcelona, Espafia). Las tres
cepas de Salmonella se secuenciaron con el secuenciador Illumina MIiSEq de

aScidea, para la obtencidn de secuencias de maximo 251 pb.
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3. Salmonella enterica subespecie enterica variante monoféasica
4,5,12:b:-. Coleccion n°3.

Se analizaron 39 aislados clasificados como Salmonella enterica
subespecie enterica variante monofasica 4,5,12:b:- (Tabla 13). Se utilizé6 como

control de PCR la cepa de LT2 anteriormente mencionada.

La caracterizacion mediante PFGE se llevo a cabo mediante el protocolo

descrito en el apartado 1.1.

Tabla 13. Coleccion de aislados n°3. Se testaron los antimicrobianos detallados en la
Tabla 4. Todos ellos fueron sensibles a los antimicrobianos testados, por lo

gue los datos no se muestran en la tabla.

Aislados Afio  Férmula antigénica Aislados  Afio  Férmula antigénica
96 2006 4,512:b:- 4128 2008 4,512:b:-
994 2006 4,512:b:- 4281 2008 4,512:b:-
1457 2006 4,5,12:b:- 4370 2008 4,5,12:b:-
1834 2006 4,512:b:- 5736 2008 4,512:b:-
913 2006 4,512:b:- 466 2009 4,512:b:-
6529 2006 4,5,12:b:- 485 2009 4,5,12:b:-
6538 2006 4,5,12:b:- 1111 2009 4,5,12:b:-
6539 2006 4,512:b:- 2671 2009 4,512:b:-
6576 2006 4,512:b:- 3095 2009 4,512:b:-
7641 2006 4,5,12:b:- 4486 2009 4,5,12:b:-
505 2007 4,512:b:- 4917 2009 4,512:b:-
510 2007 4,512:b:- 5282 2009 4,512:b:-
516 2007 4,5,12:b:- 5394 2009 4,5,12:b:-
519 2007 4,5,12:b:- 5446 2009 4,5,12:b:-
528 2007 4,512:b:- 5463 2009 4,512:b:-
4591 2007 4,512:b:- 918 2010 4,512:b:-
4761 2007 4,5,12:b:- 1210 2010 4,5,12:b:-
15 2008 4,512:b:- 2957 2010 4,512:b:-
40 2008 4,512:b:- 3364 2010 4,512:b:-
2185 2008 4,512:b:-
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3.1. PCR de subespecie:

Para llevar a cabo el objetivo de determinar el origen de esta coleccion y
dado que la férmula antigénica 4,5,12:b:- puede pertenecer a mas de una
subespecie de Salmonella enterica, se realiz6 una PCR mediante el sistema
DreamTaq™ Green PCR Master Mix (Fermentas) con el programa de
amplificacion utilizado en el apartado 2.1.1. (fig. 11) para determinar la
subespecie de la coleccion de aislados n°3. Las reacciones de PCR se disefiaron
para un volumen final de 25 pl en el cual se afiadieron 5 pul de ADN gendmico
extraido por ebullicion, 1 pl (1uM) de cada iniciador, 6 pl de agua miliQ estéril
comercial (Fermentas) y 12 pl de DreamTaq'™ (Fermentas). Los iniciadores
(phoP) fueron gentilmente proporcionados por la seccién de Enterobacterias del
LNRS.

El programa de amplificacion fue el siguiente:

25 ciclos

1
1
1
1
94eC | 94eC
1
1
1
1

/ 5min 30 seg 30seg  100seg ' 5min 4eC

Figura 14. Programa de amplificacion empleado en el LNRS para la amplificacion del

gen phoP.

Los productos de PCR fueron verificados, del mismo modo y con las

mismas herramientas descritas en el apartado 1.3.2.
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Se llevd a cabo la purificacion de los productos mediante el kit GenelJet
purification Kit (Fermentas). La PCR de secuenciacion de los fragmentos
purificados se realizé siguiendo el protocolo descrito en el apartado 1.4.2.

La visualizacion de los cromatogramas se llevd a cabo con el programa
DNAstar (Lasergene). La comparacion y posterior analisis de las secuencias
obtenidas, se realizd en base a las recomendaciones del trabajo publicado por
McQuiston y col., 2008.

3.2. PCR especifica para la determinacion de la variedad Java

Se realiz6 una PCR mediante el sistema DreemTaq™™ descrito en el
apartado anterior para determinar si los aislados de la coleccion n°3 pertenecian
a una variante monofasica del biotipo Java de Salmonella Paratyphi B dT(+).
Los iniciadores fueron proporcionados por la seccién de Enterobacterias del

LNRS, asi como las dos cepas utilizadas como control positivo y negativo.

El programa de amplificacion fue el siguiente:

25 ciclos

1 1
1 1
1 1
1 1
942C ! 94°C :
1 1
1 1
1 1
I I

F20(C F20(C
529C
5 min 30seg 40seg  45seg 7 min 4°C

Figura 15. Programa de amplificacion empleado en el LNRS para la determinacion de

la variedad Java.
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3.3. Caracterizacion de la delecion del gen fljB

3.3.1. PCRs para la deteccion de los genes fljA, fljB, hin, iroB e iroC

Se realizaron 5 PCRs simples para comprobar la ausencia o presencia de
los genes fljA, fljB, hin, iroB e iroC (Tabla 10), que forman parte del operon
flJAB o aparecen proximos a él (iroB e iroC). Los iniciadores empleados fueron
los disefiados para el mapeo de genes de la coleccion de aislados n°2 (apartado
2.1.1., tabla 10), aplicando por tanto el mismo procedimiento de PCR y

visualizacion.

3.3.2. Mapeo de genes

En base a los patrones obtenidos en el PFGE, planteamos la hipétesis de
que el origen de esta variante monofasica podria ser el serotipo Salmonella
Paratyphi B. Por esta razén se planificaron diferentes técnicas a llevar a cabo

para la corroboracion de esta hipdtesis.

Basandonos en la secuencia del unico genoma completamente
secuenciado de Salmonella Paratyphi B dT(-) y disponible en la plataforma
NCBI, se disefiaron 4 parejas de iniciadores para amplificar los genes préximos
al gen fljB (Tabla 14). Utilizando las 4 parejas se aplicaron 4 PCRs en 3 de los
39 aislados monofasicos y en 2 cepas de Salmonella Paratyphi B dT(+) (LNRS)
utilizadas como control positivo. Las PCRs se llevaron a cabo mediante el
sistema pure-Taq'™ Ready-To-Go Beads descrito anteriormente en el apartado
2.1.1.
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Tabla 14. Iniciadores disefiados para la caracterizacion de los aislados de la coleccion

n° 3.
Objetivo Gen Iniciador Secuencia nucleotidica (5"-3") Tezr;kz)a)no
3434F GGAACAGATTGCCCCGAAG
P ia/ SPAB3434 360
resenci 3434R TGGCTGGCAACCCCTTACC
ausencia
UG opAB34ss  3435R CGGTCCGGGTAGGTTATGTTG 501
de genes
3436F AAACTTCTTTCCATGCTTCAACC
cercanos  spAB3436 241
afljB 3436R GAGGATGGCAGATATGAAATGACG
SPAB3437 3437R TTGATACATGATGAACAGTCCGTG 488
iroBi AGCAGCATGATCAATACCTTCCTCG -
PCR iroB iroBf GGCCATTAACACGAAACGCTTG -
inversa iroBR CAGGATTGGGGAACTGGATTCGCATACC -
iroC SPBiroCF

Basandonos en los resultados negativos obtenidos en este apartado, se
resolvié proceder a corroborar la hip6tesis de inicio mediante el uso de otras

técnicas moleculares, descritas a continuacion.

3.3.3. Secuenciacidén inversa

Se recurre a esta técnica cuando se desea conocer la secuencia adyacente
a un fragmento conocido y no se dispone de informacién suficiente para llevar a

cabo un proceso de amplificacion y secuenciacion tradicional. Consiste en:

e Eleccion del gen para el inicio de la secuenciacion. Se selecciono el gen

iroB por encontrarse presente en el genoma objeto de estudio y por
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suponer, en base a la experiencia con las colecciones anteriores, que se

encontraba proxima a la zona de delecion.

Disefio de dos iniciadores especificos que sinteticen una cadena de ADN
partiendo de los extremos de iroB con direccion “externa” al gen
seleccionado (iroBi; 5’-AGCAGCATGATCAATACCTTCCTCG-3’,
iroBf; 5’-GGCCATTAACACGAAACGCT TG-3").

iroB

Extraccion de ADN. Se realizd mediante el kit ADN mini kit (Qiagen).
La cuantificacion del ADN extraido se llevd a cabo mediante un
espectrofotometro ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop, Delaware,
USA). Es aconsejable una concentracion de entre 30 ng/ul y 60 ng/ul

para una optimizacién de la técnica.

Digestion del ADN gendmico total con una enzima de restriccion de
corte no demasiado frecuente, se utilizé la enzima Pstl (Fermentas) por
no realizar ningun corte en el gen seleccionado (iroB) y producir una
digestion de entre 600 y 900 fragmentos. Segun instrucciones del
fabricante se afadieron para un volumen final de 50 pl, 10 pl de ADN,
2,5 ul de Pstl (15 U/ pl), 5 pl de Tampdn de Pstl y 32,5 pl de AD
comercial (Fermentas). Se incub6 en un termobloque a 37°C durante un

minimo de 4 h.

Inactivacion del enzima a 65°C durante 20 min
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e Comprobacion de la digestion en un gel de agarosa al 0,8% en TAE 1x,
a 90V durante 50 min y visualizacién mediante tincién con bromuro de

etidio y visualizacion en un Gel Doc XRS (Bio-Rad).

e Precipitacion del ADN digerido, con una solucién 24:1 de cloroformo:
alcohol isoamilico en una propocion 1:1. Centrifugacion de 5 min a
13.000 rpm. Se transfiere la parte acuosa (superior) a otro eppendorf
limpio y se mezcla en una proporcion 1:1 con una solucién alcohol
isoamilico: fenol: cloroformo (AppliChem, Gatersleben, Saxony-Anhalt,
Alemania). Centrifugacion de 5 min a 13.000 rpm. Se transfiere la parte
acuosa (superior) a otro eppendorf limpio y se mezcla en una proporcion
1:0,6 con isopropanol (-20°C), y se centrifuga de 10 min a 13.000 rpm.
Se desecha el sobrenadante y se procede a un lavado del sedimento con
100 pl de etanol absoluto (-20°C) mediante centrifugacién 5 min a
13.000 rpm. Posteriormente se retira el etanol y se seca el sedimento a
37°C en un termobloque. Una vez eliminados los restos de etanol, se

resuspende el sedimento en 20 pl de TE pH8.

e Ligacion. Uso de T4 ADN ligasa (Roche). Se prepara una mezcla de un
volumen final de 30 ul con 18 pl de AD comercial (Fermentas), 3 ul de
tampon T4, 2 pl de T4 ADN ligasa (5u) y 7 pl de ADN procedente de la

precipitacion anterior. Se mantiene a 14°C toda la noche.

e Precipitacion. Se procede del mismo modo descrito en el paso 7 pero
resuspendiendo el sedimento final en 15 pl de TE pHS8.
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e Long PCR. Se utilizo6 el mismo kit comercial que el especificado en el
punto 2.1.2. Se emplearon los iniciadores iroBi e iroBf en un volumen
final de 50 pl, con 20,25 pl de AD comercial (Fermentas), 5 ul de
tampon 3, 2,5 pl de cada dNTP, 2 pl (1uM) de cada iniciador, 0,75
del mix de enzimas Taq y Tgo y 10 ul del ADN del paso anterior. El
programa de amplificacion utilizado fue el descrito en el punto
2.1.2.(fig. 12) Los productos de PCR fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en tampon TAE al 1x durante
70 min a 90V. Posteriormente se procediod a la tincion de los geles con
bromuro de etidio y fueron visualizados en un Gel-Doc XRA (Bio-Rad).
Como marcador de peso molecular se utilizaron el Marcador X (Roche)
y GeneRuler DNA 100bp Plus (Thermo Fisher Scientific). Los
productos de PCR fueron purificados mediante el kit GeneJet

purification Kit (Fermentas).

e Clonacion de los productos amplificados en E. coli con el fin de
disponer de una reserva de producto amplificado para su secuenciacion.
La transformacion se llevo a cabo utilizando el kit Clonning TOPO
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) siguiendo las especificaciones del
fabricante. Una vez realizada, se realizaron 3 siembras de 50 pl, 100 pl
y 200 pl en placas con medio Luria-Bertani-agar (LB) con 10 ul de
ampicilina (100 ng/ pl) (Sigma). Las placas fueron incubadas a 37°C
durante 24h. Se comprobd la insercién del producto en el vector y la
transformacion en las células de E. coli competentes, mediante una
extraccion de plasmidos con el kit QIlAprep Spin Miniprep Kit

(protocolo Plasmid ADN purification, Qiagen) siguiendo las
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instrucciones del fabricante, y una posterior amplificacion del gen iroB
mediante una PCR con el sistema pure-Taq"™ Ready-To-Go Beads (GE
Healthcare AB) y el programa de amplificacion descrito en el aparatado
2.1.1. (fig. 11). Los productos de PCR fueron visualizados, del mismo
modo y con las mismas herramientas descritas en el apartado 1.3.2.

e Secuenciacion. Se utilizo el método descrito en el apartado 2.1.2. (fig.
13).

e Secuenciacién en cadena (walking-primer). Se utilizé el método descrito
en el apartado 2.1.3, utilizando los iniciadores especificados en la Tabla
14 (PCR inversa).

3.4. PCR y secuenciacion.

Teniendo como punto de partida los datos obtenidos en la PCR inversa o
secuenciacion hacia fuera, se amplifico el fragmento entre el gen STM2744 y el
STM2773 (iroB) descritos en Salmonella Typhimurium pero también presentes
en S. Paratyphi B dT(+) (iniciadores detallados en la Tabla 10). La PCR se llevo
a cabo en los 39 aislados objeto de estudio y en 6 cepas tipificadas como
Salmonella Paratyphi B dT(+) variedad Java del CNM (utilizadas en este caso
como control negativo), mediante el sistema descrito en el apartado 3.1.

Se llevo a cabo la secuenciacion de 3 de los productos amplificados en
los 39 aislados para comprobar la efectividad de los iniciadores y PCR.

Posteriormente se realizO una PCR con las 6 cepas de Salmonella

Paratyphi B variedad Java, en la cual se amplifico un fragmento desde el gen
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fljB al gen iroB para determinar su proximidad en el genoma en cepas de
Salmonella Paratyphi B Java aisladas en Espafia. Se utilizd el sistema
DreamTaq™ de Fermentas y los programas de amplificacién y secuenciacion

descritos en los apartados 2.1.1. (fig. 11) y 2.1.2. (fig. 13) respectivamente.
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4. Salmonella enterica subespecie enterica variante monoféasica
4,5,12:d:-. Coleccion n°4,

Se caracterizaron 19 aislados clasificados como Salmonella enterica
subespecie enterica variante monofasica 4,5,12:d:- (Tabla 15). Se utilizé6 como
control en diversas PCRs la cepa de LT2 anteriormente mencionada.
Basandonos en los primeros resultados de caracterizacion aplicados a estos
aislados de la coleccion 4, como la formula antigénica y patrones de PFGE, se
planted como hipdtesis de partida que el origen de estas cepas podria pertenecer
al serotipo Schwanzengrund. Por ello se emplearon también como controles en

este estudio tres cepas del serotipo Schwanzengrund cedidas por el LNRS.

Tabla 15. Coleccion de aislados n°4. Los antimicrobianos descritos en la tabla 4.

AisladosAfio  Férmula antigénica AMP CHL SUL GEN Cip Kan STR Cef Na CTX TET SxT

458 2007 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
515 2007 4,12:d:- S s § § S S S S § S S S
3476 2007 4,12:d:- S s § § S S S S § S S S
3477 2007 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
2277 2008 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
2279 2008 4,12:d:- S s § § S S S S § S S S
2282 2008 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
725 2009 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
726 2009 4,12:d:- S s § § S S S S § S S S
4875 2009 4,12:d:- S s § § S S S S § S S S
4881 2009 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
4882 2009 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
4883 2009 4,12:d:- S s § § S S S S § S S S
4884 2009 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
4888 2009 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
4890 2009 4,12:d:- S s § § S S S S § S S S
5431 2009 4,12:d:- S s § § S S S S § S S S
5603 2009 4,12:d:- S s § § § § § S § § S S
4437 2010 4,12:d:- S s § § S S S S § S S S
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El analisis de PFGE se realizé siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 1.2. Dado que durante la realizacion del primer experimento se
observo que estos aislamientos sufrian un proceso de autodigestion durante la
electroforesis, en los ensayos posteriores se afiadieron 782 pl de una solucién
de thiourea (10 mg/ml, Sigma) en el tampdn de electroforesis para evitar este

proceso.

Se realizaron 5 PCRs simples para comprobar la ausencia o presencia de

los genes fljA, fljB, hin, iroB e iroC tal y como se describe en el apartado 3.3.1.
4.1. Caracterizacion de la delecion del gen fljB

4.1.1. Mapeo de genes

Se realizaron PCRs mediante el sistema DreamTaq"™ descrito en el
apartado 3.1., para confirmar la presencia o ausencia de 9 genes descritos en
Salmonella Schwanzengrund entre los genes SesA2901 al gen SesA2914 y del
mismo modo determinar el inicio y final de la delecion del flagelo de segunda
fase. Los iniciadores se disefiaron mediante el programa Primer3 y fueron

proporcionados por la empresa Sigma (Tabla 16).

El programa de amplificacion fue el descrito en el apartado 2.1.1. Los
productos de PCR fueron visualizados, del mismo modo y con las mismas

herramientas descritas en el apartado 1.3.2.
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4.1.2. Secuenciacién inversa

Se procedié del mismo modo descrito en el apartado 3.3.3. Los
iniciadores seleccionados fueron los descritos en el mismo apartado (iroBi e
iroBf) (Tabla 14).

4.1.3. Long-PCR vy secuenciacion

Basandonos en los resultados obtenidos en los apartados anteriores, se
realizd en 3 de los 19 aislados de esta coleccion, una Long-PCR entre el gen
SesA 2902 (S2902F) y el gen SesA 2915 (iroBR). En la secuenciacion se
utilizaron de nuevo los iniciadores disefiados en la PCR inversa (Tabla 16),
empleando la misma técnica de secuenciacion en cadena, el mismo Kit,
programa de amplificacion (fig. 12) y programa de secuenciacion (fig. 13)

descritos en los apartados 2.1.3. y 2.1.2. respectivamente.
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Tabla 16. Iniciadores disefiados para la caracterizacion de los aislados de la coleccion

n° 4,
o o ] o o Tamafio
Objetivo Gen Iniciador Secuencia nucleotidica (5-3") (ob)
p
S2902F TAACCTTTTCCTGCCACCAG
SesA_2902 352
S2902R AAGGGCAATGACTTTTACCG
SesA 2903  S2903F TTACATTCACGCCTGATCATT 698
S2904R AGGGTTACGGGCTTTCTGTT
SesA_2904 490
S2904F TCGTGACGACTTCTCACTGG
P i/ S2905F AGCGAAAAGAAAGCAAACG
FEsencla/  gesA 2905 224
ausencia S2905R CTGTACGCGCAATTGTGTTC
de genes  SesA 2906  S2906F CGGACTTCTTCCAGCATTTC
o 363
proximos  gesA 2907  S2907R GGCCTGGATTTATCGTCTGA
afljB S2908F GCTGACGAACGACAGATTCA
SesA_2908 271
S2908R GATAACTACCGGGCACTGGA
S2910F ACCCATCGTTGGACTTGTCT
SesA 2910 328
S2910R TTCAGAGCCTATTGGGATGC
S2914F GAATCCAGTTCCCCAATCCT
SesA_2914 110
S2914R AAATCGGGAAAGAGGAGAGC
iroB iroBi AGCAGCATGATCAATACCTTCCTCG -
iroBf GGCCATTAACACGAAACGCTTG -
PCR
) iroBR CAGGATTGGGGAACTGGATTCGCATACC -
inversa
EAE_1190 ENTF TCCTAATTGCGAATGCTGTG

1S30 Entfwp2 CTCAGAAGCGGAAGAGCAGT



RESULTADOS






Resultados 107

1. Salmonella enterica subespecie enterica variante monofasica 4,5,12:i:-

fagotipo U302. Coleccién n°l.
1.1. Electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE)

Los datos recogidos del PFGE mostraron 60 patrones de bandas muy
similares. Los patrones no mostraron mas de 4 diferencias entre si, por lo que
todos los aislados se agruparon dentro de un mismo tipo A, el cual se
subdividié en 19 subtipos (A1-A19) (Fig. 16). Los diferentes perfiles mostraron
de 12 a 15 bandas, teniendo en cuenta que algunos pulsotipos presentaban el
mismo numero de bandas pero diferente peso molecular. Entre los 19 subtipos
obtenidos se calcul6 un indice de diversidad de Simpson (SID) de 0,89. Las
diferencias mas significativas se hallaron en la region inferior del gel en los
fragmentos menores de 190 kb (Fig. 16). La representacion grafica de las
semejanzas de los perfiles se realiz6 mediante la construccion de un
dendograma de similitud aplicando el indice de Dice y el agrupamiento por
UPGMA (Fig. 16).

1.2. Analisis multilocus de repeticiones en tandem en numero variable
(MLVA).

En los perfiles obtenidos mediante el MLVA, se clasifican los
fragmentos amplificados en el siguiente orden STTR 9 - STTR 5 - STTR 6 -
STTR 10pl - STTR 3. En las PCRs mdltiples, no se obtuvo amplificacion con el
iniciador STTR 10pl en ninguno de los aislados monofasicos, pero si con el
resto de cepas de otros serotipos empleadas en este trabajo, por lo tanto se les
asigno el alelo NA (no amplification) (Fig.16).
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Similaridad (%) Tipos Perfil PFGE Nuimero ) Resistencia a .
s0 60 70 80 90 100 PFGE (Xbal) Cepa S€rotipo  aneinisticos AfAB Patrén MLVA
' ' ' ' ) m' A 3 EERED ACSICISTSHT 7
A9 647 4,512 ACSuGSTSxT 1
A2 644 4,5,12: ACSuGS'SxT 1
A2 67 4,5,12: SusT 1
A2 628 1512 ACSUGSTSxT 1
26 A2 617 4512 SuGST 1
A2 06 45123 ACSUGSTSKT 1
A2 &08 4512 ASuGSTSKT 1
A2 609 4,5,12: ACSuGS'SxT 1
A2 CNM3IC 45, ACSuOSLSxT 1
ld A7 612 45 ACSUGSTSxT 1 3-12-16-NA-410
A2 650 45 ACSuGSTSxT 1 3-1415NA-410
Al 643 45 ACSuGSNaT SxT 3 3-14-21-NA-410
Al 653 4 ACSUGST SxT 1 3-14-23-NA-410
Al 613 4, ACSuGSTSxT 1 3-15-18-NA-410
Al 668 4, ACSuST 2 3.12-17-NA-410
X Al 635 4, ACSuGSTSxT 1 3-14-16-NA-410
Al 614 1 ACSuGSTSxT 1 3 11 20 NA 410
Al 1 1. 636 4, ACSUGSTSxT 1 3-14-16-NA-410
Al 619 4 ACSUGSTSxT 1 3-15-13-NA-410
Al 610 4, ACSuGSTSxT 1 3-14-16-NA-410
Al G46 4, ACSuGS'SxT 1 3-14-15-NA-410
Al 620 4, ACSuGSTSxT 1 3.13-11-NA-410
- Al 610 1 ACSuGSTSxT 1 31415NA 410
Al 616 4, ACSUGSTSxT 3 3-15-17-NA-410
Al 633 4, ACSUGST 1 3-15-17-NA-410
oo Al 634 4, ACSuGSTSxT 1 3-13-19-NA-410
E Al GG3 4, CSuGSNa 1 3-14-14-NA-210
: All G621 4, ACSuGSTSxT 3 3-14-21-NA-410
o34 AS 632 1 ACSuGSTSxT 1 31422NA 410
10 A5 625 4, ACSNGSSxT 3 3-14-16-NA-410
AS 604 4, ACSUGSTSxT 1 3-13-13-NA-410
Al2 630 4.5 ACSuGSTSxT 1 3-12-16-NA-410
A6 661 4, ACSuGS'SxT 1 3-14-16-NA-210
gt Ab G29 4, ASuGSTSxT 1 3-13-19-NA-410
fox A6 663 4, SuGST 1 3-13-NANA-41D
Al3 @l 4, ACSUGSTSxT 1 3-1416-NA-410
A7 626 4, ACSUGSTSxT 2 3-16-17-NA-410
s3] A7 656 4,5 ACSUCSTSKT 1 3-13-13-NA-410
A7 605 4, ACSUGSTSxT 1 3-13-18-NA-410
s A3 642 4, ACSuGST'SxT 1 3-13-15-NA-410
A3 651 4, ACSuGST 1 -13-9-NA410
A3 622 4, ASUGSTSKT 1 3-13-12-NA-410
A3 632 4, ACSUGSTSxT 1 3-1415NA-410
A3 603 4,5 ACSUGSTSxT 1 3-13-17-NA-410
A8 658 4, ACUSUGKST 1 3-1517-NA-410
AS 664 4, ACSuGSTSxT 1 3-14-NA-NA-210
o A8 @39 4, ACSuGSTSxT 1 3-13-15NA-410
= A4 615 1. ACSUGSTSxT 1 31522NA 410
Ad 618 4, ACSUGSTSxT 2 31216 NA-410
A4 624 4, ACSUGSTSxT 2 3 B-NA-410
F A4 657 4, ACSUCSTSxT 13
s Ad 638 4, ACSuGSTSxT 1 3-13.
Al4 @9 4, ACSUGSLSKT 1 14-
Al0 &07 1. ACSUGSTSxT 4 14
s __t" Al0 660 1. ACSUGSTSxT 1 14
AlS 611 4, ACSUGSTSxT 1 15
w | l—  Al6 627 4, ASUGSTSXT 1 13
L A7 648 4, ACSUCST ST 1 12
Al 49 ACSUGSLSKT 1 12-17
= i T 651 ACSUGSTSXT 1 3 13 14 NA 410
615 i AGKCel 313 18 NA NA
3 e e o I . 37 Typhinuriim ACSUST - 3-15-16-16-311
LuoofCot DSOS 1556 15%)1 >0 J5 > D09 1025 00%] > s piold T;Pi i ACSUST B 115290
Z oo v fae 662 Typhimurium ACSuKST = 2-13-NA-NA-311
— o« 666 Typhimurium SusT - 314NA-NA-NA
- Ty phimurium - 4-13-13-10-310

Figura 16. Agrupamiento obtenido con los patrones de PFGE. A su vez, en cada
aislado se detallan los datos de fecha de aislamiento, origen, formula
antigénica, fagotipo, perfil de resistencia, tipo de delecion hallada y
resultados obtenidos mediante el MLVA (Adaptado de Laorden y col,
2010).



Resultados 109

En dos de las cepas de Salmonella Typhimurium utilizadas como control
y en la cepa LT2, con el iniciador STTR9 se obtuvieron fragmentos de 180 pb y
162 pb respectivamente. En los 60 aislados monofasicos y el resto de cepas no
monofasicas empleadas en esta investigacion, el fragmento fue de 171pb.
Utilizando la nomenclatura propuesta por Larsson y col. se les asignd un
numero de alelo de 4, 2 y 3 respectivamente (Fig.16 y Tabla 3). En el caso de
los iniciadores STTR 5y STTR 6 se obtuvieron fragmentos de diferente tamafio
entre los diferentes aislados. En la amplificacion con el STTR5 todos los
aislados fueron amplificados ofreciendo fragmentos desde 241 pb hasta 271 pb,
a las cuales se les asign6é un nimero de alelo desde 10 hasta 15 (Fig. 16). Para
el iniciador STTR 6 se obtuvo un porcentaje de amplificacion del 93%, se
obtuvieron 12 tipos de fragmentos de diferentes tamafios de 330 pb a 396 pb
(Fig. 16) entre los alelos 11 y 22. El iniciador STTR 3 ofrecié un porcentaje de
amplificacion del 21% en los aislados monofasicos, sin embargo amplificé un
fragmento de 484 pb en todas las cepas de Salmonella no-monofasicas
empleadas en el estudio. Por este motivo, se procedio a la realizacion de una
PCR en la que unicamente se empled el iniciador STTR3 sin marcaje. En este
caso la amplificacion fue del 100%. La secuenciacion de estos fragmentos
mostré el mismo numero de repeticiones (4 repeticiones en el primer VNTR y
10 en el segundo) en todos los aislados monofasicos, localizadas en el gen bigA.
A todos ellos se les asigno el nimero de alelo 410 (Fig. 16).

En resumen, se obtuvieron 32 perfiles diferentes entre los 60 aislados de

la coleccion n°1, para las que se calcul6 un SID de 0,97.
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1.3. Estudio de la delecién del gen fljB

Para el estudio del extremo 5’ de la delecion, se emplearon los
iniciadores 4512F y 4512R (Alvarez y col., 2004). La amplificacion en los 60
aislados mostré un fragmento de 705 pb. Mediante la secuenciacion de estos
fragmentos se comprobd que la delecion comenzaba en el nucledtido 99 del gen
STM2758 en todos ellos (Fig.17).

| Salmonella Typhimurium LT2
STM S5TM 5TM 5TM 5TM STM STM 5TM STM STM sTMm  fijA  fijB hin iraB iraC
2757 21758 2758 1760 2761 2762 1763 1764 1765 1766 1767
e Ly >4 *L— Py e f— — P =
Secuenciq de ifsercion 1826
Longitud820 pb
1* PCR: 1"Fragmento 2*PCR: XFragmento
Longitud 705 ph Longitud variable, 4 tipos

Figura 17. Tamafio y descripcion de los fragmentos amplificados.

La amplificacion del extremo 3’ de la delecion se realizd con los
iniciadores 1S26-3F y 2774-2R. En 52 de los 60 aislados estudiados se obtuvo
un fragmento de 1100 pb cuya secuenciacién revelé que la delecion del operon
concluia en el nucleétido 640 del gen iroB (STM2773) (Fig.18). Ambos
fragmentos se solapaban en 60 nucleétidos con lo que se comprob6 que la
secuencia de insercion 1S26 (820 pb), se localizaba en el centro de la secuencia
(Fig.18). Este tipo de delecion se clasifico como 1.AfljAB1. En cinco de los 60
aislados se obtuvo un fragmento de 900 pb cuya secuenciacion revelo que en
este caso la delecion finalizaba en el nucledtido 872 del gen iroB (Fig.18). Al

igual que en el caso anterior, la secuencia de insercion 1S26 aparecia en la zona
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central. Este tipo de delecion se clasifico como 1.AfljAB2. En los 3 aislados
restantes no se obtuvo amplificacion con los iniciadores disefiados para la
amplificacion del extremo 3’. Por lo tanto, se disefiaron 14 parejas de
iniciadores para la amplificacion de 14 genes posteriores al gen iroC
(STM2774) con el fin de hallar el final de la delecién. En 2 de los aislados,
todos los genes excepto el iroC estaban presentes, por lo que el disefio de una
segunda pareja de iniciadores para amplificar el extremo 3’ de estos aislados,
permitio obtener un fragmento de 520pb cuya secuenciacion revelo que el final
de la delecion se encontraba en la posicion 235 del gen iroC. Este tipo de
delecidn se clasifico como 1.AfljAB3 (Fig.18). Finalmente, en el Gltimo aislado
que quedaba sin clasificar, se demostréo la ausencia de todos los genes
localizados entre STM2775 y STM2815. Una tercera pareja de iniciadores fue
disefiada para la amplificaciéon del segundo fragmento desde la 1S26 hasta el
inicio del gen STM2815. Se comprobd que en este caso la delecidn se extendia
hasta la base 543 del gen emrA (STM2814) (Fig.18). Esta delecion se clasificd
como 1.AfljABA4.
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Salmonella Typhimurium LT2

ST™M ST™M STM  STM STM ST™M STM STM  STM STM STM
2757 2758 2759 2760 2761 2762 2765 2766 2767 2768 2769 (A  fiiB  hin __iroB iroC
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Figura 18. Localizacion de los genes proximos a la zona delecionada en el genoma de
la cepa utilizada como referencia Salmonella Typhimurium LT2 y los 4
tipos de deleciones halladas en el estudio entre los 60 aislados de
Salmonella enterica variante monofasica 4,5,12:i:-. (Adaptado de Laorden

y col., 2010).
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Andlisis informdtico de las secuencias

En el transcurso del anélisis de las secuencias de la zona de la delecion,
se comprobd que el plasmido pU302L de Salmonella Typhimurium U302
poseia 5 copias idénticas de la secuencia de insercion 1S26, 2 en 5’-3’ y las
otras 3 en 3’-5’. Mediante la herramienta de comparacion de secuencias Blast
del NCBI, se descubrié que tras la tercera copia de la secuencia de insercién
1S26 del pU302L, una secuencia de 14 nucledtidos hibridaba con otra secuencia
de 14 nucledtidos situada en el gen STM2758 de Salmonella Typhimurium
justo en el lugar en el que comenzaba la delecidn de las 60 cepas monoféasicas
objeto de estudio (base 85 del gen STM2758) (Fig. 19).
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Figura 19. Imagenes obtenidas en el Blast del NCBI, se muestran las zonas de interés
en este estudio del plasmido pU302L de Salmonella Typhimurium U302 y
parte del gen STM2758 de Salmonella Typhimurium LT2. En rojo se
muestran las secuencias de 14 nucleétidos las cuales difieren en 3
nucleotidos (79% de similitud).

1.4. Estudio de la presencia del plasmido pU302 con la secuencia de
insercion 1S26

Se seleccionaron 11 de los 60 aislados objeto de estudio en funcion del
tipo de delecion del operon fljBA (Tabla 15). Como cepa control se utiliz6 una
cepa de Salmonella Typhimurium fagotipo U302. En todos los aislados se
detectd un plasmido de gran tamafio de entre 125 y 180 kb. Del mismo modo, la
sonda de 1S26 mostro hibridacion en todos ellos, tanto en la zona cromosoémica
(comprobada también por PCR) como en los plasmidos obtenidos (Fig. 20).
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Tabla 15. Datos obtenidos mediante la técnica PFGE-S1 e hibridacion con sonda 1S26.

Tamatio Presencia
N° Tipo del Presencia 1S26 en el
. c L 1S26 en el
Aislado delecion plasmido L cromosoma
plasmido
(kb)
6411/98 1.AfljAB1 180 + +
6163/00 1.AfljABI 160 + +
7151/00 1.AfljABI 160 + +
4836/01 1.AfljABI 125 + +
995/02 1.AfljAB1 150 + +
7713/04 1.AfljAB1 125 + +
633/07 1.AfljABI 150 + +
5113/01 1.AfljAB2 180 + +
461/02 1.AfljAB2 160 + +
3897/07 1.AfljAB2 160 + +
561/02 1.AfljAB3 160 + +
5818/08 ND 80 + -

*Cepa control 5818/08, proporcionada por el LNRS.
*ND: No delecion
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Marcador

Figura 20. Plasmido amplificado mediante la técnica PFGE-S1 y el
empleado (Concatémeros del fago A). En el extremo derecho se enumeran

los aislados empleados.

marcador
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2. Salmonella enterica subespecie enterica variante monofésica 4,[5],12:i:-
diversos fagotipos. Coleccion n°2

2.1. Electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE)

Los datos recogidos del PFGE mostraron 10 perfiles diferentes entre los
13 aislamientos (Fig. 21). Entre los diferentes perfiles no habia ninguno menor
de 11 bandas ni mayor de 13, siendo las mismas de diferentes tamarios.

Numero Serotipo Tipos
PFGE-Xbal cepa PFGE
4525/08 4,5,12:1:- A3
4605/08 4,12:1:- A4
4672/08 4,5,12:i:- B4
2054/08 4,12:i:- Al
4939/08 4,12:1:- Al
4604/08 4,5,12:i:- A2
5036/08 4,5,12:1:- A2
4257/08 4,5,12:i:- B3
1536/08 4,12:1:- B1
1566/08 4,12:1:- B2
1139/08 4,5,12:1:- Cl1
4521/08 4,5,12:i:- Cl1
4229/08 4,12:i:- C2

Figura 21. Dendograma construido mediante el coeficiente de Dice y el agrupamiento
por UPGMA.

Se contabilizaron mas de 4 bandas de diferencia entre los perfiles, por lo
que los aislados se clasificaron en 3 pulsotipos diferentes (A, B y C), dentro de
los cuales se obtuvieron 4 subtipos (A1-A4), 4 subtipos (B1-B4) y 2 subtipos
(C1-C2) respectivamente (Tabla 16). Se calculd un indice de diversidad de
Simpson de 0,97.
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2.2. Andlisis multilocus de repeticiones en tdndem en numero variable
(MLVA)

Se llevo a cabo la técnica MLVA con los 13 aislados de la coleccion,
obteniendo 11 perfiles diferentes (Tabla 16).

Tabla 16. Perfil de PFGE asignado y el patron de MLVA obtenido en las 13 cepas

tipificadas.

MLVA

AISLADOS PFGE < 1TR 056103

1139/2008 Cc1 13-14-NA-09-210
4521/2008 Cc1 13-14-NA-09-210
4229/2008 C2 08-09-NA-11-210
4939/2008 Al 07-13-12-NA-210
1536/2008 B1 07-12-08-NA-310
1566/2008 B2 07-16-12-NA-310
2054/2008 Al 07-14-10-NA-210
4605/2008 A4 07-11-08-NA-210
4257/2008 B3 07-11-09-NA-210
4672/2008 B4 07-14-08-NA-210
4525/2008 A3 07-11-08-NA-210
5036/2008 A2 NA-12-NA-NA-210
4604/2008 A2 07-13-10-NA-210

En el 69% de los aislados se obtuvo un fragmento de 207 pb con el

iniciador STTR9 (alelo 7), en el resto se amplificaron fragmentos de mayor
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tamafio y en uno no se obtuvo amplificacion (Tablas 3 y 16). En la
amplificacion con el STTR5 todos los aislados fueron amplificados ofreciendo
fragmentos desde 235 pb hasta 277 pb, a las cuales siguiendo el criterio de
Larsson et al., 2009, se les asigné un numero de alelo desde 09 hasta 16. Con el
iniciador STTR6 no se obtuvo amplificacion en el 30% de los aislados. En el
resto se obtuvieron diferentes fragmentos los cuales fueron asignados a alelos
desde 08 a 12. En el caso del STTR10 solo se obtuvo amplificacion en el 23%
de los aislados, entre los cuales se obtuvieron 2 tamafios de fragmentos,
asignados a los alelos 09 y 11. En la amplificacién de los dos VNTRs que
corresponden al alelo STTR3 se obtuvieron entre 2 y 3 copias del primer
VNTR, sin embargo para el segundo VNTR que se amplifica en la zona, todos
los aislados mostraron el mismo namero de repeticiones, 10 (alelos 210 y 310
respectivamente). En todos los aislados se obtuvo amplificacion con el STTR3
(Tabla 16).
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2.3. Estudio de la delecion del gen fljB

2.3.1. Mapeo de genes

Se realizaron PCRs para confirmar la presencia/ausencia de 33 genes
entre el gen STM2692 y el gen STM2774 con el fin de localizar y delimitar el
inicio y final de la delecion del gen fljB que codifica para el flagelo de segunda
fase (Tabla 17). Las PCRs se llevaron a cabo con los 13 aislados de la coleccién

y la cepa de S. Typhimurium LT2 utilizada como control.

Tabla 17. Genes amplificados mediante PCR y el tipo de delecion correspondiente.
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La amplificacion de los productos mostrd 5 grupos de deleciones (Tabla
17). En el primer tipo, 2.AfljAB1, cuatro aislados mostraron una delecion entre
el gen STM2692 y el gen STM2772. Dentro del segundo tipo, 2.AfljAB2, los
tres aislados mostraron la presencia del gen fljB y Unicamente se detectd la
delecion del gen hin en dos de los aislados. En el tercer tipo, 2.AfljAB3, la
delecion comprendia desde el gen STM2759 hasta el STM2773 (iroB). El tipo
4, 2.AfljAB4, Unicamente se detectdé en un aislado. La delecion se extendia
desde el gen STM2767 hasta el STM2773 (iroB). Finalmente el quinto tipo,
2.AflJABS, se detect6 en 2 aislados que presentaban una delecion desde el gen
STM2760 al STM2773 (Tabla 17).

2.3.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa de fragmentos largos (Long-PCR) y

secuenciacion

Con el objetivo de conocer con mayor detalle la zona afectada por las
deleciones, se llevo a cabo esta técnica para la amplificacion de fragmentos de
gran tamafio. Se obtuvieron fragmentos de PCR de diferentes tamafios en los
distintos tipos de deleciones, para los que se disefiaron 5 sets de iniciadores,
especificos para cada tipo de delecion (Tabla 10). Una vez caracterizados los 13
aislados, se disefiaron marcadores especificos con el fin de caracterizar una
seleccion de 202 aislados del LNRS que presentaban caracteristicas similares a
los 13 originarios. En la nueva muestra se contabilizaron un total de 55 con
alguna de las 5 deleciones caracterizadas en este trabajo por lo que el total de
aislados que presentaban alguna de las deleciones ascendia a 68. Sin embargo,

aunque el resto de aislados analizados no correspondieran a ninguna de las 5
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deleciones caracterizadas en este estudio, si presentaron delecion del flagelo de
segunda fase y a su vez mostraron al menos una insercion de la secuencia 1S26.

Las amplificaciones de los fragmentos que limitaban las distintas
deleciones y la posterior secuenciacion de los fragmentos obtenidos mostraron

los siguientes resultados:

Tipo 1: (2.AfljAB1) la delecion en estos aislados implicaba a 77 genes
en lugar de los 79 detectados en el mapeo. EI gen STM2693 estaba presente y
unicamente tenia delecionados los Gltimos 2 nucle6tidos, y el gen STM2704 se
detecto en el centro del fragmento insertado. Mediante la PCR de gran tamafio
se obtuvo un fragmento de 8.827 pb desde el gen STM2692 al STM2773 y la
secuenciacion reveld que el fragmento insertado tenia una longitud de 5.654
nucleotidos. Mediante analisis comparativo se encontrd que este fragmento era
idéntico al descrito en la cepa 08-1736 de Salmonella Typhimurium procedente
de Estados Unidos, cuyo genoma completo ha sido publicado recientemente
(Strain y col., 2013, n° de acceso CP006602). En su mayor parte la secuencia
consta de varios fragmentos detectados en varias cepas de Salmonella
Typhimurium, entre ellas la cepa de referencia LT2 aunque sin presentar una
homologia completa, dejando algunas secuencias sin identificar. De los 5.654
nucledtidos, los primeros 4.769 comprenden desde el gen SE_19925 hasta el
gen SE_19950 de la cepa 08-1736 de Salmonella Typhimurium. Los genes
descritos codifican seis proteinas, dos proteinas diferentes del profago Gifsy-2
(correspondiente a los genes STM1053 y STM1054 de la cepa LT2, ninguno de
ellos completo), la proteina UmuC al completo (STM 1997) y tres proteinas del
profago Fels-2, dos de ellas encargadas del ensamblaje (Tail fiber assembly

protein) y la tercera la proteina de la cola (Tail protein). Por otro lado, los
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restantes 885 nucledtidos del fragmento de 5.654, se hibridaban con una ADN
invertasa detectada también en la cepa 08-1735 de Salmonella Typhimurium, a
83 nucleodtidos del gen SE_19950 (Tail protein). Las ultimas tres proteinas de
Fels-2 detectadas en la insercion en el genoma de la cepa de referencia LT2,
corresponden a los genes STM2703, STM2704, STM2705 y STM2706, donde
los genes STM2703, STM2705 y STM2706 en referencia a la LT2 estan
parcialmente delecionados. La delecion finalizaba en la zona intergenica fljB -
hin, concretamente a 10 nucledtidos del extremo 3°del gen fljB (Fig. 22). Se

contabilizaron un total de 4 cepas con esta delecion.
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Tipo 2: (2.AfljAB2) En este caso mediante Long-PCR no se pudo
obtener ningun fragmento entre los genes fljA e iroB (STM2770-STM2773).
Por otro lado, los datos obtenidos mediante PCR convencional, mostraron
unicamente la ausencia del gen hin (STM2772) en dos de los aislados y su
presencia en un Unico aislado (1536/08). Sin embargo, mediante Long-PCR
utilizando iniciadores localizados en los genes STM2770 y STM2774 si se
pudo obtener un fragmento cuya secuenciacién mostrd el final e inicio de los
genes hin e iroB (STM2773) y en la zona intergénica se detecto la secuencia de
insercion 1S26 (Fig. 26). Con el objetivo de hallar y aclarar el mecanismo
genético implicado en la falta de expresion del flagelo de segunda fase, se
enviaron a secuenciar completamente los tres aislados utilizados desde el inicio
y clasificados como tipo 2.AfljAB2 (1536, 1566 y 2054). Mediante los
iniciadores disefiados en este trabajo, se amplid el estudio a nuevos aislados
monofasicos de similares caracteristicas de la coleccion del LNRS y se
contabilizaron un total de 23 mas, ascendiendo a un total de 26 aislados con el

tipo 2.

Tipo 3: (2.AfljAB3) Mediante Long-PCR se obtuvieron dos fragmentos
de diferente tamafio. Por lo tanto se subdividio este tipo en dos variantes A y B.
En ambas variantes la delecion finalizaba en el mismo nucle6tido (Fig. 23).

Variante A: La delecion comenzaba en el nucledtido 1.079 del gen
STM2759 (longitud total de 1.679 pb). A continuacion se detecto la insercion
de la secuencia 1S26 que finalizaba en la zona intergénica hin - iroB,
concretamente a 612 pb del extremo 3"del gen hin y a 273 pb del extremo 5 del

gen iroB.
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Variante B: Los aislados pertenecientes a esta variante mostraron una
delecion de menor tamafio. EI gen STM2759 no presentaba delecién alguna, a
continuacion y a 142 pb del extremo 5’ del gen STM2759 se encontraba 1S26
cuya secuencia finaliza exactamente en el mismo nucledtido descrito en la

variante A.

Como se ha comentado anteriormente, con el objetivo de ampliar el
estudio a un mayor nimero de aislados, se emplearon los marcadores
especificos para este tipo en una coleccion de aislados del LNRS que
presentaban las mismas caracteristicas, detectandose 25 aislados mas, de los
cuales 24 mostraron los dos fragmentos del tamafio correspondiente a la
variante B (1.680 pb y 550 pb), y uno mostr6 los dos fragmentos
correspondientes a la variante A (220 pb y 550 pb), contabilizando un total de
28 aislados del tipo 3 (2 del tipo 2.AfljAB3.A, 26 del tipo 2.AfljAB3.B).
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Tipo 4: (2.AfljAB4) Unicamente la cepa 4525/08 mostro este tipo de
delecion. En este caso comienza con la insercion de la secuencia 1S1, colocada
en sentido inverso, en la zona intergénica STM2767 - STM2768, concretamente
a 118 pb del extremo 3°del gen STM2767. La secuencia de insercion IS1
presenta delecionados los primeros 133 nucledtidos debido a la insercion en
éste punto de la secuencia de insercion 1S26 (longitud total 820 pb). La
secuencia 1S26 concluye con la delecion del flagelo de segunda fase en la zona
intergénica hin - iroB, exactamente en el mismo nucle6tido descrito en la
delecion tipo 2.AfljAB3 (Fig 24).
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Tipo 5: 2.AfljABS5 es el tipo que mayor numero de inserciones mostro. La
delecion comenzaba en el nucledtido 1.125 del gen STM2761, parcialmente
delecionado a causa de la insercion de la secuencia I1S1. En este caso, a
diferencia de la delecion 2.AfljAB4, la secuencia de insercion IS1 no esta
inversamente colocada, apareciendo en primer lugar el gen insB y a
continuacion el gen insA. Tras el dltimo nucledtido de la secuencia 1S1, se
detect6 un fragmento de 354 nucledtidos de un gen de 593 pb descrito en S.
Typhimurium cepa T000240 (NCBI) que codifica un regulador transcripcional.
Tras este fragmento se obtuvo una secuencia de varios genes descritos en el
pldésmido pSRC27-H de Salmonella Typhimurium: tetA, tetR, jemC, jemB y
jemA. A continuacion se encuentra la secuencia de insercion 1S10 truncada en
973 de sus 1.238 pb. Este truncamiento se debe a la insercion de la 1S26. El
final de la secuencia de insercion 1S26 se encuentra en el mismo punto entre los
genes hin e iroB, tal y como se ha descrito en las deleciones anteriores. Cabe
destacar que los genes tetA, tetR, jemC aparecen descritos también en la cepa de
S. Typhimurium T000240. En conclusion, el fragmento insertado tiene una
longitud total de 7.663 pb y fue el origen de la delecidn de 12 genes, incluyendo
el gen que codifica el flagelo de segunda fase (Fig. 25).

Con el fin de detectar mas aislados de este tipo, se estudiaron aislados
monofasicos de similares caracteristicas de la coleccion del LNRS,
detectandose 7 mas con los dos fragmentos correspondientes a esta delecion (el
primer fragmento de 1.500 pb y el segundo de 550 pb), ascendiendo a 9 el total
de aislados con 2.AfljABS. Mediante la plataforma BLAST del NCBI, se pudo
comprobar la existencia de 14 nucledtidos idénticos entre la zona intergenica

descrita (hin-iroB) y el comienzo de la primera copia de 1S26 del plasmido
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pU302L (es decir entre los nucleodtidos 324-338 antes del comienzo del gen
iroB).
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2.3.3. Secuenciacion del genoma completo (NGS)

Se llevo a cabo la secuenciacion del genoma completo en los tres
aislados de la coleccion n°2 que en un principio se clasificaron con el tipo

2.AfljAB2. El andlisis de las secuencias mostro diferencias entre las tres cepas.

En primer lugar, el aislado 1536/08 mostrd la presencia de los genes
fljA, fljB y hin, sin ningln tipo de delecion. Tras el gen hin, en la zona
intergénica hin-iroB, a 344 nucleétidos del gen iroB, comenzaba la secuencia
IS26, tal y como se habia detectado previamente por Long-PCR en este tipo de
cepas. Mostraba un corte limpio, puesto que tras el final de la 1S26, transcurria
de nuevo la zona intergénica interrumpida y posteriormente los genes iroB e

iroC sucesivamente.

En segundo lugar, el aislado 1566/08 presentaba también los genes fljA
y fljB completos y a continuacion se detectd el gen hin, parcialmente
delecionado en los ultimos 33 nucleotidos. Esta delecion, era debida a la
insercion de los 520 pb finales de la secuencia de insercién 1S26 (longitud total
820 pb). Con un solapamiento de 60 nucledtidos, seguido de la 1S26,
continuaba otro fragmento de 358 pb del inicio de otra 1S26, tras la cual no se
pudo determinar si continuaria el fragmento interrumpido del gen hin, u otra

zona proxima en el genoma (Fig. 26).

Finalmente, el aislado 2054/08, mostro los genes fljA y fljB completos, y
el gen hin interrumpido por dos secuencias de insercion 1S26. Tal y como se
muestra en la figura 26, en el nucledtido 374 del gen hin, se detectd un
fragmento incompleto de 339 pb de una 1S26. En su extremo final se insertaba

otra copia completa de 1S26, colocada en sentido 3’-5’. Tras esta segunda 1S26,
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aparecian los 205 nucleétidos restantes del gen hin, tras el cual, en la zona
intergénica hin-iroB, exactamente en el mismo nucleétido descrito en el aislado
1536/08, se detecto otra copia de 1S26 la zona intergénica interrumpida y el gen
iroB (Fig. 26).
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3. Salmonella enterica subespecie enterica variante monofasica
4,5,12:b:-. Coleccion n°3.

3.1. Electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE)

El anélisis del PFGE mostr6 10 perfiles diferentes entre los 39 aislados
estudiados (Fig. 27). Entre los diferentes perfiles no habia ninguno con un
numero menor de 12 bandas ni mayor de 15. Entre los distintos perfiles se
contabilizaron méas de cuatro bandas de diferencia por lo que se identificaron 5
pulsotipos diferentes A, B, C, D y E. El pulsotipo A se divide en 3 subtipos; Al
(28 aislados), A2 (1 aislado) y A3 (1 aislado). El pulsotipo B estd formado por
3 aislados de idéntico perfil. El pulsotipo C lo compone un unico aislado. El
pulsotipo D estd compuesto por los subtipos D1, D2 y D3 con un aislado cada
uno. Los perfiles con mayor nimero de diferencias respecto al perfil
mayoritario, se agrupan en el pulsotipo E compuesto por los subtipos E1 y E2

con un aislado respectivamente. Se obtuvo un SID de 0,48.
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Dice (OpeD B0 (Tod 1.6% 1 9%) P0.0% 50005 [5.0% 100.0%] Nimero N Tipns
PFGEXtal PFGE-Xbal Serotipo

VI, O . SY. SO T T 0 e o o — cepa PFGE
001508 45,128 Al

0040/08 45,1240 Al

0196/08 45,1280 Al

0466/00 451280 Al

048509 45128 Al

050507 45,128 Al

051007 45,128 Al

051607 45,128 Al

052807 45,128 Al

e 45128 Al

090406 45,128 Al

111109 45,120 Al

1210610 45,128 Al

1457/06 45,128 Al

183406 45,128 Al

4370/08 45,1240 Al

446609 45128 Al

455107 45,1280 Al

476107 45,1280 Al

4709 45124 Al

5262109 45,124 Al

Sa46/09 451280 Al

652006 45,124 Al

653806 45128 Al

653006 45,128 Al

6508 45,128 Al

764106 45,128 Al

051907 45,128 A2

267108 45,128 A3

— 36410 45,1280 Bl
s ml 300509 451200 Bl
| se6309 451280 Bl

530409 45,1210 cl

™ . 2188/08 45,1280 DI
5736/06 45,1280 D2

4128008 45128 D3

" 4261/08 45,128 El

» p 491308 45,128 B2

Figura 27. Dendograma construido mediante el coeficiente de Dice y el agrupamiento
por UPGMA.
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3.2. PCR subespecie

Dado que existe un serotipo de la subespecie salamae (I1) de S. enterica
con la formula antigénica 4,12:b:-, para cumplir con el objetivo de caracterizar
esta variante, se llevé a cabo una PCR con los aislados de la coleccion n° 3,
para determinar su subespecie. Se confirmd que todos pertenecian a la

subespecie enterica (I) de Salmonella enterica.
3.3. PCR variedad Java

Con el objetivo de determinar si los aislados de la coleccién n°3
pudieran provenir de la variedad Java de Salmonella Paratyphi B, se realiz6 una
amplificacion con iniciadores especificos para la amplificacion de un gen
relacionado con el metabolismo del tartrato, en la cual 38 de los 39 aislados de
ofrecieron el fragmento del tamafio esperado, confirmando a los 38 aislados

como una variante monofasica de Salmonella Paratyphi B variedad Java.
3.4. Caracterizacion de la delecion del gen fljB

3.4.1. PCRs para la deteccion de los genes fljA, fljB, hin, iroB e iroC

Se realizaron 5 PCRs para comprobar la presencia o ausencia de los
genes fljA, fljB, hin, iroB e iroC. En todos los aislados se obtuvo amplificacién
para los genes iroB e iroC. Sin embargo no se obtuvo amplificacion de los
genes fljA, fljB y hin (Tabla 18).

3.4.2. Mapeo de genes

Se realizaron 4 PCRs para comprobar la presencia/ausencia de 4 genes

(Tabla 18) descritos en el Gnico genoma completamente secuenciado de la cepa



Resultados 139

SPB7 de Salmonella Paratyphi B (dT-) y disponible en la plataforma NCBI (n°
acceso CP000886). Los genes seleccionados se encuentran contiguos al gen fljB
en el genoma de Salmonella Paratyphi B (dT-) (Fig. 28). Sin embargo, no se
obtuvo amplificacién en los aislados monofasicos objeto de estudio, ni en las 2
cepas utilizadas como control de Salmonella Paratyphi B variedad Java (dT+)
(LNRS).

Tabla 18. Se muestra los resultados de amplificacion de los genes testados, tanto en los

aislados monofésicos como en las cepas control.

Genes Aislados pertenecientes a la Salmonella Paratyphi B Java

testados coleccion n°3 (dT+). Control

SPAB_3434 - -
SPAB_3435 - -
SPAB_3436 - -
SPAB_3437 - -
SPAB_3438

(fliA)
SPAB_3439

(fljB)
SPAB_3441

(hin)
SPAB_3444

(iroB)
SPAB_3448

(iroC)
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3.4.3. Secuenciacién inversa

Con el objetivo de determinar el inicio y final de la delecion y dado
que desconociamos la disposicion de los genes proximos a la delecion en los
aislados monofasicos, procedimos a llevar a cabo la técnica de secuenciacion
inversa, partiendo del Unico gen detectado, el gen iroB. Para ello, se
seleccionaron 3 aislados, con perfiles de PFGE diferentes, para llevar a cabo la
técnica. En un aislado (1111/09) con el perfil de PFGE mas comun (Pulsotipo
A, en 30 aislados de 39), se obtuvo un fragmento de 1.600 pb cuya
secuenciacion revelo que los genes iroB e iroC aparecian contiguos como se
describe en Salmonella Typhimurium (Fig. 28). También se comprobd que
antes del gen iroB aparecian 396 pb de la zona intergénica hin - iroB,
confirmando la proximidad entre ambos. A continuacion, se encuentra una
secuencia de 183 pb que presenta homologia con un fragmento del gen api8l
descrito en una isla de patogenicidad de la cepa 32777 de Yersinia
pseudotuberculosis denominada YAPI (n° acceso NCBI AJ627388.1). Este gen
codifica para una transposasa descrita en Y. pseudotuberculosis y que a su vez
coincide en 66 nucledtidos con una 1S1351 e 1S200 de Salmonella Enteritidis
(n° de acceso Z83734). Tras esta secuencia de 183 pb, se obtuvo parte de la
secuencia del gen STM2745 de Salmonella Typhimurium LT2. Unicamente
aparecian los primeros 215 nucledtidos y a continuacion los genes STM2744 y

STM2743, sin deleciones ni inserciones (Fig. 28).

En los otros dos aislados monofasicos utilizados en la técnica,
unicamente se pudo comprobar que los genes iroB e iroC aparecian contiguos,

pero no se pudo determinar el motivo de la delecion del gen fljB. Por tanto, tal y
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coémo se muestra en la figura 28 la disposicion de los genes previos al fljB es
diferente de la cepa completamente secuenciada de Salmonella Paratyphi B
(dT-). En los aislados cuya delecion queda caracterizada en este trabajo (30 de
39), es visible una zona con restos de elementos de transposicion (transposasa
presente en Yersinia pseudotuberculosis) del ADN en el centro de la delecién y
a ambos extremos genes habituales en Salmonella enterica sin mas inserciones

ni deleciones (Fig. 28).
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3.5. PCR y secuenciacion.

Con el objetivo de corroborar los datos obtenidos en la técnica de
secuenciacion inversa se amplifico el fragmento entre el gen STM2744 y el gen
STM2773 (iroB). Entre los 39 aislados monofésicos, se obtuvo el fragmento
esperado de 737 pb en los 30 correspondientes al pulsotipo A. En los 9 aislados
restantes, con diferentes perfiles de PFGE, no se obtuvo amplificacion de esta
zona, al igual que en las 6 cepas proporcionadas por el LNRS utilizadas como

control de Salmonella Paratyphi B variedad Java (dT+).

Unicamente se secuenciaron 3 de los productos amplificados y se
comprobd efectivamente que en el nucledtido 215 del gen STM2745
comenzaba la delecion, que a continuacién habia una secuencia de 183 pb
correspondiente a Yersinia pseudotuberculosis, tras la cual continuaban 396 pb
de la zona no codificante entre hin e iroB (Fig. 28). Posteriormente se realizo
una PCR con las 6 cepas de Salmonella Paratyphi B variedad Java (LNRS), con
el objetivo de comprobar la proximidad entre el gen fljB y el gen iroB en el
genoma en cepas de S. Paratyphi B Java aisladas en Espafia. Todas fueron
amplificadas mediante los iniciadores utilizados y la secuenciacion confirmo la
posicion de estos dos genes, proximos entre si tal y como se describe en el
genoma de Salmonella Typhimurium LT2 y no en el genoma disponible de
Salmonella Paratyphi B (dT-) del NCBI (no se pudo realizar comparacion con
la variedad Java al no haber genomas disponibles secuenciados en las bases de
datos).
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4, Salmonella enterica subespecie enterica variante monofésica
4,5,12:d:-. Coleccién n°4

4.1. Electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE)

El analisis del PFGE mostré 4 perfiles diferentes entre los 19 aislados de
esta coleccion (Fig. 29). Entre los diferentes perfiles no se obtuvo ninguno con
menos de 14 bandas ni mas de 16. No se contabilizaron mas de 3 bandas de
diferencia entre los perfiles por lo que se agruparon todas las cepas dentro del
mismo pulsotipo (A). Los 4 subtipos Al, A2, A3 y A4, obtenidos estaban

formados por 16, 1, 1 y 1 aislado respectivamente con un valor de SID de 0,3.

Dice (Opto. SN (Tl 154 1.556) (H>0.0% Ss/0.00%) |0.0%- 100.0%] , .
PFGE-Xbal PFGE-Xbal Niimero Tipos

§.% 3 8 § FEYET 79§ 19§31 F 3§ 7§37 17 cepa Serotipo pRGE
v' ]

04580007  4,12:d- Al
. 07268008 4,12d- Al

S 2277/08 4.12:d- Al

1 2279/08  4,12:d- Al

2262/08 4,12 Al

3476007  4,12:d- Al

i 3477/07 4,12 Al

4437110 412 Al

4875/09 4,12 Al

4881/09 4,12 Al

4882009  4,12:d- Al

488309 4,12 Al

488409 4,12 Al

48808/09 4,121 Al

_~°| 4890/08 4,121 Al

= 5431/08 4,12 Al

Li* 0725/09  4,12:d- A2

o 0515007  4,12:d- A3
560308 4,12 A4

Figura 29. Dendograma elaborado mediante el coeficiente de Dice y el agrupamiento
por UPGMA.



Resultados 145

4.2. Caracterizacion de la delecion del gen fljB

4.2.1. PCRs para la deteccién de los genes fljA, fliB, hin, iroB e iroC

Se realizaron 5 PCRs en los aislados que configuran la coleccion
n°4 para comprobar la ausencia o presencia de los genes fljA, fljB, hin,
iroB e iroC. En todos ellos se obtuvo amplificacion para los genes iroB
e iroC. Sin embargo no se obtuvo amplificacion de los genes fljA, fljB y

hin en ninguna de las 19 cepas objeto de estudio.

4.2.2. Mapeo de genes

Dado que la formula antigénica y el perfil de PFGE sugeria la
posibilidad de que esta variante monofasica derivara del serotipo
Salmonella Schwarzengrund, se disefiaron 8 parejas de iniciadores para
confirmar la presencia o ausencia de 9 genes descritos en Salmonella
Schwanzengrund (CP001127.1) entre los genes SesA A2901 vy
SesA_A2914 con el fin de determinar el inicio y final de la delecion de
los genes implicados en la sintesis del flagelo de segunda fase. De este
modo se confirm6 la presencia de los genes comprendidos entre
SesA_A2901 y SesA_A2904 y la ausencia de los genes desde
SesA_A2905 a SesA_A2913 (hin).

Mediante Long-PCR se intentd, sin éxito, obtener una

amplificacion entre los genes SesA_A2904 y SesA_A2914.
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4.2.3. Secuenciacién inversa

Se utilizé esta técnica en dos de los aislados objeto de estudio.
Ambos mostraron idéntico resultado. Partiendo del gen iroB
(SesA_A2915), se obtuvo un fragmento de entre 5.000 y 6.000 pb cuya
secuenciacion reveld lo siguiente: aparecen los genes iroC
(SesA_A2916), iroB (SesA_A2915) y SesA_A2914, y a continuacion
396 pb de la zona intergénica iroB - hin (SesA_A2913). Después,
aparece un fragmento no identificado de 153 pb, seguido de otro
fragmento de 400 pb con homologia a una secuencia de Enterobacter
aerogenes (n° acceso CP002824), dentro del cual 90 pb y 82 pb
pertenecen a los extremos adyacentes y no codificantes de una proteina
no caracterizada de 228 pb. Posteriormente, aparece una secuencia de
1.982 pb no identificada, seguida de un nuevo fragmento de 620 pb de
una zona correspondiente al genoma de Enterobacter aerogenes, dénde
596 pb corresponden al extremo final de la secuencia de insercion 1S30
y 24 pb a la zona no codificante del extremo 5’ de la IS30 (longitud total
998 pb) (Fig. 30).

4.2.4. Long-PCR vy secuenciacion

Con el objetivo de comprobar los datos obtenidos en la técnica
de PCR inversa sobre el final de la delecion del flagelo de segunda fase
y poder determinar el inicio de la delecion, se amplificé el fragmento
entre el gen SesA A2902 y el gen SesA 2915 (iroB). Los datos
confirmaron la disposicion de las secuencias y/o fragmentos hallados y

descritos en el apartado anterior e incluso se pudo determinar el inicio
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de la delecion. En este caso se obtuvo la secuencia de insercion 1S30 al
completo (1.022 pb: 998 pb de la IS30 y 24 pb de la zona no codificante
contigua). Tras el primer nucle6tido de la secuencia de inserciéon 1S30
aparece el gen SesA_A2902 de Salmonella Schwanzengrund (Fig. 30).
Del mismo modo se pudo confirmar que los genes SesA A2903 y
SesA_A2904 a pesar de encontrarse presentes en el genoma de los
aislados de la coleccion n® 4 no se encontraban en la zona implicada en
la delecion del flagelo de 22 fase, hallandose posiblemente en otra

region.
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Las mutaciones esponténeas, la seleccion y el aislamiento son elementos
clave en la evolucidn biolégica (Arber, 1991). El desarrollo en las funciones de
un gen es el resultado de procesos de reordenamiento del ADN y de
alteraciones en las secuencias nucleotidicas, provocadas por sustituciones de
nucledtidos, pequefias deleciones, inserciones y duplicaciones, a menudo
provocadas por la trasposicion de elementos genéticos moviles (Arber, 1990 y
1991). Como pilar fundamental de la evolucion, el organismo capaz de cambiar
y adaptarse de forma mas eficiente a su entorno es el que obtendra ventajas

evolutivas y favorecera la supervivencia de su propia especie.

En la actualidad, en el esquema vigente de Kauffman y White,
publicado en 2007, se recogen un total de 2.579 serotipos de Salmonella, entre
los que se describen mas de 350 serotipos monofasicos como Typhi, Dublin o
incluso aflagelados como Gallinarum (Grimont y Weill, 2007). Por otro lado
existen variantes originadas a partir de los més de 2.500 serotipos que no se
recogen en el esquema de Kauffman y White pero se describen en varias
publicaciones en todo el mundo (Barco y col. 2014, Prendergast y col. 2013,
Mandilara y col. 2013, Gallati y col. 2013, Bugarel y col. 2012, Wasyl y col.
2012, Hopkins y col. 2012, Hernandez y col. 2012, Gossner y col. 2012,
Laorden y col. 2010, Hauser y col. 2010). En relacién a la ventaja evolutiva que
esta mutacion les pueda suponer, estas variantes pueden desaparecer, o por el
contrario pueden estabilizarse y ocupar o compartir el nicho de su antecesora.
Este ultimo es el caso de las variantes descritas en las colecciones uno y dos de
la presente tesis doctoral, cuyos aislados se encuentran entre los mas frecuentes
en diversos paises (EFSA, 2010).
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En el afio 1997 se aislé en Espafia por primera vez la cepa monoféasica
de Salmonella enterica con formula antigénica 4,5,12:i:-, pasando a ser el
cuarto serotipo mas frecuentemente aislado en nuestro pais en 1998 (Echeita y
col., 1999). Debido a este incremento, se llevaron a cabo diversos estudios con
el fin de establecer su posible origen (Echeita y col. 1999, Echeita y col. 2001,
Garaizar y col. 2002, Guerra y col. 2000). En el estudio realizado por Echeita
y col. en 2001, se demostro la relacion entre Salmonella Typhimurium y el
nuevo serotipo atipico de Salmonella. En dicho trabajo se investigaron dos
secuencias especificas de Salmonella Typhimurium fagotipo DT104 y fagotipo
U302, las cuales fueron detectadas en Salmonella enterica 4,5,12:i:-,
demostrando el vinculo evolutivo entre ambos serotipos (Echeita y col. 2001).
La caracteristica principal de esta variante es la delecion del operon responsable
de la sintesis del flagelo de segunda fase lo que las convierte en cepas

monofasicas y explica la ausencia de reaccion en la formula antigénica.

Otra de las caracteristicas de la variante monofésica surgida en el afio
1997 fue la multirresistencia antibidtica a ampicilina, cloranfenicol,
sulfonamida, gentamicina, estreptomicina, tetraciclina y sulfametoxazole-
trimetoprim (R-ACSuUGSTSXT), y que en més del 55% de los casos pertenecian
al fagotipo U302 (de la Torre, 2006, Usera y col., 2001). Cabe hacer notar la
resistencia de estas cepas frente a gentamicina, resistencia poco frecuente entre
las cepas de origen humano recibidas en el LNRS (Echeita y col., 2005). En
2004 (Guerra y col.,, 2004) se realizd6 un estudio para determinar los
mecanismos moleculares de las resistencias a antimicrobianos de cepas de
Salmonella Typhimurium multirresistentes entre las que se encontraba la

variante monofasica que compone la coleccion n°l. Comprobaron que los
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determinantes de resistencia que posee esta variante se encuentran en diferentes
plasmidos de resistencia a antibioticos. En el trabajo detectaron un plasmido
hibrido de 200 kb (pUO-St-VR3) con genes que confieren resistencia a
antimicrobianos como dfrAl12 para resistencia a trimetoprim y aadA2 para
estreptomicina y que sélo se habia descrito en esta variante monofésica
emergente. También concluyen que los perfiles de multirresistencia y la
localizacion de los determinantes de virulencia en el cromosoma o en plasmidos
permite realizar agrupamientos entre las cepas que pertenecen a diferentes
lineas evolutivas y dichos agrupamientos muestran una estrecha relacion con
los agrupamientos realizados mediante PFGE. Sefialan incluso que en la década
de los 90, se detectd un linaje de S. Typhimurium DT104, con un perfil de
tetrarresistencia R-ACSuUST ampliamente extendido. Los cinco determinantes
de resistencia (pentarresistencia) formaban parte de la isla de patogenicidad SGI
del cromosoma de Salmonella, que contiene dos integrones de clase 1 (Guerra 'y
col., 2004). Como se ha visto en las cepas monofasicas de la coleccion n® 1 con
fagotipo U302, incluyen las resistencias a gentamicina y sulfametoxazol-
trimetoprim, la Gltima localizada en el nuevo plasmido descrito y detectado
Unicamente en la variante monofasica. En este linaje clonal, los determinantes
de resistencia se encuentran en plasmidos, que también llevan integrones de
clase 1. Este dato indica por un lado el posible origen evolutivo de la variante
monofasica 4,5,12:i:- en Salmonella Typhimurium y por otro lado nos permite
apoyar el origen comun de todos los aislados de la coleccion n°l a pesar de la
pérdida de alguna de las resistencias en 13 de los aislados. Los plasmidos
confieren caracteristicas afiadidas a la bacteria que los posee pero no son

imprescindibles en su supervivencia o replicacion, por lo que durante la
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replicacion de la bacteria pueden perderse a causa de la presion selectiva o los
genes que contienen pueden acumular con mayor facilidad mutaciones o
deleciones. De este modo tras detectar que de los 60 aislados de Salmonella
enterica 4,5,12:i:;- U302 analizados 47 muestren el perfil de resistencia
caracteristico de esta variante y de los otros 13 aislados 9 difieren Unicamente
en la perdida de una sola resistencia, nos permite apoyar la homogeneidad de
este grupo y apoyar la teoria planteada por Guerra sobre un origen cercano y
comun entre estos aislados sefialandolos como miembros de una misma linea

evolutiva y clonal.

La identificacion de diferentes tipos de organismos dentro de una
especie se denomina tipificacion (Sabat y col.,, 2013). Los métodos de
tipificacion que discriminan entre diferentes aislados bacterianos de la misma
especie, son herramientas epidemiologicas esenciales para la prevencion y
control de la infeccién. Los métodos tradicionales de tipificacion basados en el
fenotipo, como el serotipo, biotipo, fagotipo o antibiograma, han sido muy
utilizados durante muchos afios. Sin embargo, metodos mas recientes han
examinado la relacion que existe entre los aislados a un nivel molecular, lo cual,
ha revolucionado nuestra habilidad para diferenciar entre los tipos y subtipos
bacterianos. Significativamente, el desarrollo de nuevos métodos moleculares
nos ha provisto de nuevas herramientas para la vigilancia y deteccion de brotes
(Sabat y col., 2013). La eleccion de un método de tipificacion molecular
apropiado depende de la cuestion que se desee resolver y del contexto
epidemioldgico en el que el método sera empleado. Lo ideal seria que cada
método pudiera discriminar entre cepas estrechamente relacionadas, para

mostrar la transmision, lo cual es de gran importancia para disefiar estrategias
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para prevenir la expansion del microorganismo. Sin embargo, algunos de los
métodos actuales no cumplen todos los requisitos, en todas las situaciones.
Cuando la tipificacion se aplica para una vigilancia continua, el método elegido
ha de ofrecer unos resultados que sean estables a lo largo de los afios, para la
implementacion de medidas eficientes para el control de la infeccion. Incluso,
un buen método de tipificacion que se utilice en trabajos internacionales,
deberia producir resultados que puedan ser facilmente transferidos a una base
de datos y puedan ser también accesibles mediante plataformas o webs via
internet, y la nomenclatura del método deberia ser estandarizada
internacionalmente (Sabat y col., 2013).

Hasta la fecha, el método de tipificacion molecular mejor considerado
para la tipificacion de Salmonella es la electroforesis de gel en campo pulsante
(PFGE), la cual sigue siendo considerada como la técnica Gold standard, a
pesar de la aparicion de una gran variedad de métodos alternativos (van
Belkum, 2006). Durante muchos afios, el PFGE se ha utilizado con gran éxito
en numerosas investigaciones epidemiologicas. El gran éxito de esta técnica
radica en su excelente poder de discriminacion y en su elevada concordancia
epidemioldgica (Sabat y col., 2013). Aunque este poder de discriminacién
depende del serotipo, en Salmonella Typhimurium es elevado y adecuado para
caracterizar y estudiar la diversidad de los aislados en la coleccion n°1.
Siguiendo las directrices de PulseNet de no considerar bandas menores de 33
kb, la macrorrestriccion del ADN de los 60 aislados generé un dnico tipo (A).
Dentro de dicho tipo se determinaron 19 subtipos diferentes, para los que se
calculo un indice de discriminacion de Simpson de 0,89. Entre los perfiles

obtenidos, la region superior del gel apenas mostro diferencias, por lo que la
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asignacion de diferentes perfiles se obtuvo como resultado de las diferencias en
la region inferior del gel con fragmentos de peso molecular menores de 190 kb.
La clasificacion de los 60 aislados dentro del mismo tipo A, junto con el hecho
de que el 46,7% estén agrupados en dos grandes subtipos, y las pocas
variaciones que presentan en 10 afios, incluso habiendo sido aislados en
diferentes regiones de todo el pais, nos indica claramente la elevada clonalidad

de las cepas monoféasicas de Salmonella enterica 4,5,12:i:- fagotipo U302.

Los genomas bacterianos poseen numerosas regiones con repeticiones
nucleotidicas en zonas codificantes y no codificantes del ADN. Cuando estas
repeticiones estadn adyacentes una de otra y el numero de veces en las que se
repiten varia entre los aislados, a estas regiones del genoma se las denomina
loci de repeticion en tdndem de namero variable (VNTR) (Sabat y col., 2013).
En los ultimos afios, varios grupos de investigacion han desarrollado una nueva
técnica de tipificacion denominada MLVA (Lindstedt y col. 2003, van Belkum
2006, Laarson y col. 2009). EI MLVA determina el nimero de VNTRs
existentes en diferentes locis en un genoma bacteriano. Este nuevo método de
tipificacion, se ha desarrollado para casi todas las especies bacterianas de
importancia clinica y se puede realizar con el apoyo o sin el apoyo de la
secuenciacion, aungue estd comprobado que la secuenciacidon aumenta
considerablemente la resolucién de la técnica (van Belkum, 2006). Mediante la
secuenciacion de ADN de un locus especifico se pueden establecer las
mutaciones en las unidades de repeticion (van Belkum, 2006). En numerosos
trabajos en los que se describe esta técnica (van Belkum 1997 a-b, Laarson y
col. 2009, Sabat y col. 2013), los autores realizan una comparacion exhaustiva
del PFGE frente al MLVA. En dichos estudios el MLVA se presenta como una
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técnica menos laboriosa y mas especifica para el estudio epidemioldgico de
diversos microorganismos, como en el caso de Salmonella Typhimurium
DT104 (Lindstedt y col. 2003 y 2004, Torpdahl y col. 2007). En el trabajo
publicado por Lindstedt y col., 2004, se consiguié una mayor discriminacion
entre cepas pertenecientes al fagotipo DT104 que mediante la técnica del
PFGE. Aungue no existe ningun protocolo de MLVA descrito para la variante
monofasica 4,5,12:i:-, basandonos en las conclusiones obtenidas en el articulo
anteriormente mencionado y en los resultados obtenidos por Echeita y col.
(2001), en los que se demuestra la estrecha relacion entre Salmonella enterica
4,5,12:i:- y Salmonella Typhimurium fagotipos DT104 y U302, consideramos
conveniente realizar esta técnica para comprobar si entre las cepas del serotipo
atipico se obtenia una mayor diferenciacion y por lo tanto una mayor
especificidad en su caracterizacion que mediante el PFGE. Se decidi6 seguir el
protocolo de MLVA para Salmonella Typhimurium descrito por Lindstedt y
col. en 2004. Se aplico el método descrito por el grupo danés en los 60 aislados
monofésicos, y en las cepas de otros serotipos utilizadas como control. Los
resultados confirmaron la ausencia del plasmido pSLT en todos los aislados de
la coleccidn n°1, ya que no se obtuvo amplificacion con el iniciador STTR 10pl.
En el analisis de los datos correspondientes al VNTR STTR 3, se siguieron las
recomendaciones de Laarson y col., 2009, en cuyo trabajo detectaron que los
iniciadores disefiados para este loci amplificaban dos VNTRs préximos entre si
(dato no descrito por Lindstedt y col. 2004). Todos los aislados mostraron el
mismo numero de repeticiones, cuatro del primer VNTR vy diez repeticiones en
el segundo VNTR. En el caso del STTR 9 todos los aislados ofrecieron el

mismo fragmento, indicativo de la escasa diversidad. En el STTR 5, 21 aislados
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y 19 aislados mostraron un fragmento del mismo tamafio. Conjuntamente
suponen el 67% de toda la coleccion, lo que refuerza la hipotesis de la
clonalidad de esta coleccion. El loci STTR 6 es el que mostré mayor diversidad.
Por tanto de las cinco variables que constituyen el método, tres son idénticas
para todos los aislados, existiendo variaciones tnicamente en los VNTRs 5 y 6.
Finalmente, se obtuvieron 32 perfiles con un valor de SID de 0,97. Estos
resultados son similares a los observados por otros grupos con los cuales
coincidimos en que los datos del MLVA son mas discriminativos que los de
PFGE y que podrian alternarse en la genotipificacion de las bacterias (van
Belkum y col. 1998, Lindstedt y col. 2003, Laarson y col. 2009, Wuyts y col.
2013, Boland y col. 2014). Los datos de PFGE y MLVA demuestran la

homogeneidad de los aislados de la coleccion n° 1.

Recientemente se ha publicado un trabajo realizado con mas de 1.400
cepas de Salmonella, en el que se ha comprobado la viabilidad del MLVA
(Wuyts y col., 2013). En dicho estudio, observaron que en el ensayo de
reproducibilidad y estabilidad de los VNTRs, de los cinco VNTRs utilizados en
la técnica del MLVA el STTR6 fue el més variable y mostré diferente namero
de repeticiones en la misma cepa, la cual habia sido sometida a diferentes pases
en un periodo determinado de tiempo. No obstante, el STTR6 no fue el Unico
VNTR que mostrd variacion en las repeticiones, puesto que en este ensayo, en
diferentes cepas, se observo que todos los VNTRs variaban en el nimero de
repeticiones, excepto el STTR3. Por ello, a pesar de que el MLVA ofrece un
poder de discriminacién mayor que el PFGE o ATB, los autores del estudio
destacan que ademas de la capacidad de discriminacion de un método de

subtipificacion, la estabilidad de los marcadores evaluados debe tenerse en
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cuenta. Wuyts advierte que por otra parte, como algunos de los loci del MLVA
mostraron ser inestables, la interpretacion de estos marcadores genéticos para la
subtipificacion debe hacerse con cautela y que estos experimentos de pases
sefialan que no podemos descartar la posibilidad de que los aislamientos con
perfiles de MLVA diferentes pero estrechamente relacionados no sean clonales.

Basandonos en los datos obtenidos, podemos confirmar que los aislados
analizados de Salmonella enterica 4,5,12:i:- fagotipo U302 son mas
homogéneos que los grupos aislados en otros paises (Soyer y col. 2009),
apoyando la hipdtesis de su origen en un Unico clon. Por tanto la caracterizacion
llevada a cabo mediante el antibiograma (ATB), PFGE y MLVA de estos
aislados nos sefiala el origen comin en una cepa o clon el cual con el transcurso
de los afios y en una amplia distribucion geografica, habria evolucionado,
adquiriendo pequefias modificaciones en su genoma, suficientes para poder
diferenciar genéticamente los aislados de esta coleccion y poder clasificarlos en
55 cepas altamente relacionadas cuya caracteristica principal sigue siendo el
perfil de multirresistencia (R-ACSuUGSTSXT), el fagotipo U302, el patron de
PFGE tipo A, con delecion del plasmido pSLT y patron de MLVA con al
menos los alelos 3y 410 para los VNTRs 9 y 3 respectivamente.

En el afio 2002 nuestro grupo de investigacion caracterizé varias cepas
de este serotipo mediante la tecnologia de las micromatrices de ADN
(microarray), frente al genoma de Salmonella Typhimurium LT2 (Garaizar y
col, 2002). En el estudio se utilizaron cuatro aislados del Centro Nacional de
Microbiologia (CNM), pertenecientes al serotipo emergente 4,5,12:i:-. Los

cuatro mostraron los mismos resultados, se observd una delecion parcial del
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pldsmido pSLT y varias deleciones de cinco grupos de genes cromosomicos
entre las que se encontraba la seccion genética responsable de la sintesis del
flagelo de segunda fase. Ademas, en este trabajo las zonas flanqueantes a la
delecion del operon fljAB, fueron amplificadas mediante PCR y posteriormente
secuenciadas. Dichas secuencias supusieron la base para el presente trabajo ya
que se comprobd que en el fragmento de 16 genes delecionados se habia
insertado la secuencia de insercion 1S26. Las secuencias de insercion como la
IS26, son secuencias de ADN con la capacidad de escindirse y migrar entre
células o entre moléculas de ADN. No confieren caracteres fenotipicos a la
bacteria y entre las secuencias de insercion hay muchas variaciones de
estructura, pero normalmente se caracterizan por tener en los extremos
repeticiones invertidas. Muchas secuencias de insercion tienen genes que
codifican una transposasa y su propia regulacion. Al ser fragmentos moviles del
genoma, pueden provocar deleciones, duplicaciones, inversiones, etc, en
definitiva, variaciones en el genoma de considerable importancia para la
transferencia horizontal de genes entre los microorganismos. La secuencia de
insercion 1S26 se encuentra en numerosas bacterias, pero en Salmonella
Typhimurium fagotipo U302 existe un plasmido denominado pU302L de 84,5
kb en el que se encuentran cinco copias de esta secuencia de insercion (Chen y
col., 2007). Es por ello que se llevo a cabo la técnica descrita por Barton y col.,
(1995), PFGE-S1, para la obtencion de plasmidos de gran tamafio. La técnica se
llevo a cabo con 11 aislados de la coleccién n° 1, los cuales se seleccionaron
por presentar diferentes deleciones de los genes proximos al gen fljB. Los
resultados obtenidos mostraron que en los 11 aislados ensayados se encontraba

un plésmido de gran tamafio, siendo el menor de 125kb y el mayor hallado de
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180kb. Posteriormente se comprobd mediante hibridacion con una sonda
especificamente fabricada para la deteccion de la secuencia 1S26, que en todos
los plasmidos de gran tamafio detectados en los aislados, se encontraba la
secuencia 1S26, lo que podria implicar un evento de transposicion replicativa
(Turlan y Chandler 1995). Cabe destacar que en el transcurso del analisis de las
secuencias obtenidas en la caracterizacion de la delecion, se detecto en los
aislados monofasicos una secuencia corta de 14 pb (5-AAG XCG CTX TGA
AT-3") en los restos del gen STM 2758. Esta secuencia es adyacente al inicio de
la delecion (desde el nucledtido 85 al 99 del gen STM 2758). Estos 14
nucledtidos dan comienzo a la secuencia de insercion 1S26 en todas las
deleciones descritas, de la coleccion n® 1. Curiosamente, en el plasmido
pU302L descrito por Chen y col., flanqueando el final de la 32 copia de 1S26, se
detecto la secuencia complementaria a estos 14 nucle6tidos (con 3 mismatches),
sin embargo esta secuencia homologa también se detect6 en otros plasmidos de
Typhimurium como el R46 o pSTMDT12_L. La presencia en esta secuencia
corta podria explicar la insercion conservada en los cuatro tipos al inicio de la
insercion de la 1S26 y el motivo de que se encuentre en esta region y en la
misma posicion en todos los tipos de delecion. Sin embargo, el anélisis de las
secuencias de nucleotidos posteriores a la delecion no mostré ninguna
homologia con el otro extremo de la 1S26, lo que sugiere que los
reordenamientos pueden estar asociados con el evento de transposicion inicial o
representan una recombinacion con otros elementos 1S26. De acuerdo con
Cooper y col. y Schneider y col., estos eventos genéticos diferentes
(transposiciones y recombinaciones) podrian tener lugar simultdneamente o

sucesivamente. ElI mecanismo por el cual esta region es una zona diana para la
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delecion sigue siendo desconocido. Sin embargo, es posible que esta zona del
flagelo de segunda fase sea de por si un punto caliente para la sucesion de

deleciones via secuencias de insercion tipo 1S26.

Concluimos por tanto que el plasmido hallado en las cepas de
Salmonella enterica 4,5,12:i:- de la coleccién n° 1, podia tratarse del plasmido
pU302L, sin embargo dada la amplia distribucion de la secuencia 1S26 en
Salmonella Typhimurium, la confirmacion requiere de un estudio en mayor
profundidad del plasmido detectado. En este aspecto es muy significativa la
conclusion del trabajo doctoral de Patricia Garcia Fernandez, en el cual
proponen como antecesor mas probable cepas con el plasmido pUO-STmRV1
que contiene 10 copias de la secuencia 1S26, y que dicho plasmido habia sido
previamente descrito por su grupo de investigacion (Guerra y col., 2004) como
responsable de la multirresistencia de este tipo de aislamientos. No obstante no
se ha podido confirmar que la secuencia homologa de 14 nucledtidos detectada
en los plasmidos mencionados en este trabajo aparezca también en el plasmido
pUO-STmRV1,

La secuencia de insercion 1S26, es una secuencia de 820 pb de longitud
y ha sustituido en su totalidad a los genes delecionados en todos los aislados de
la variante 4,5,12:i:;- del fagotipo U302. Estos resultados se comprobaron
mediante la amplificacion de los 2 fragmentos correspondientes a ambos
extremos de la delecion. El primer fragmento transcurre desde el gen STM2758
en el que comienza la delecion hasta el centro de la secuencia de insercion 1S26.
Este fragmento es de 705 pb en todos los aislados monofasicos de la coleccion

n°l, por lo que estos iniciadores (4512F y 4512R) pueden ser de gran utilidad



Discusion 163

para la deteccion réapida de esta variante monofasica (Alvarez y col. 2004). El
segundo fragmento, es de mayor tamarfio y variable, comenzando en el centro de
la secuencia de insercion 1S26 hasta el final de la delecion, la cual varia 'y en la
que se obtuvo hasta un total de 4 variantes (1.AfljAB1, 1.AfljAB2, 1.AfljAB3 y
1.AfljAB4). Los dos primeros tipos diferian Unicamente en el tamafio de la
delecion, con una diferencia de 232 pb delecionadas de mas en el gen iroB,
donde el tipo 1.AfljAB1 (52 aislados) y el tipo 1.AfljAB2 (5 aislados)
englobaban al 95% de la coleccion. El tercer tipo (1.AfljAB3), mostré una
delecion algo mayor, con el gen iroB completamente delecionado y el iroC
parcialmente (236 pb) (2 aislados). Sin embargo, la caracterizacion del 4 tipo
necesitd de un mayor numero de amplificaciones para hallar el final de la
delecion en el gen STM 2814, clasificando la ultima cepa en el tipo 1.AfljAB4.
En resumen, los cuatro tipos de delecion descritos fueron ocasionados por una
secuencia de insercion 1S26, la cual se insert6 en el nucledtido 99 del gen STM
2758 y concluyé en 4 puntos diferentes comprendidos entre el gen iroB (STM
2773) y el gen emrA (STM 2814). Las secuencias estan disponibles en el
servicio del NCBI, GenBank (N° acceso GQ402163.1, GQ402164.1,
GU939595.1 y HM595411).

Debido a la diversidad resultante con esta segunda pareja de iniciadores
(1S26-3F, 2774-2R), nos hace proponerlos como excelentes marcadores para la
diferenciacion de cepas de este serotipo, pero no para la deteccién rapida como

sucede en el caso de la primera pareja de iniciadores.
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En el género Salmonella, existe un mecanismo Unico regulado a nivel
molecular, que permite la alternancia en la expresion de dos genes flagelares,
fljC y fljB. La expresion del gen fljB impide la expresion del flagelo codificado
por el gen fljC. Los dos antigenos flagelares histéricamente, fueron
denominados “fases” y a las cepas que presentaban ambos tipos de flagelos se
las denomino bifasicas. En anteriores trabajos (Burnens y col. 1996, Garaizar y
col. 2002), se han formulado dos teorias que explicarian el origen de este
serotipo, entre las cuales, las cepas monofasicas de Salmonella podrian ser el
ancestro de las bifésicas o por otro lado, podrian ser un mutante de las bifasicas
que han perdido la habilidad para expresar el segundo antigeno flagelar. Con los
resultados obtenidos podemos confirmar que la delecién de varios genes del
operon fljAB es el resultado de la insercion de la secuencia 1S26. Por lo tanto,
apoyando la hipétesis planteada, concluimos que este evento se produjo en una
cepa, naturalmente bifasica, de Salmonella Typhimurium fagotipo U302 con
plasmido pU302L y con perfil de multirresistencia R-ACSSuT, la cual
evoluciono, permitiendo una reubicacion de la secuencia de insercion 1S26. Sin
embargo, serian necesarios mas estudios para determinar si la delecién
1.AfljABL1 podria ser el origen de los otros 3 tipos o, por el contrario, si los

cuatro eventos genéticos surgieron de forma independiente.

La emergencia de la variante monofasica 4,5,12:i:- de Salmonella
enterica, demostro su éxito evolutivo al convertirse rapidamente en uno de los
serotipos mas prevalentes en humanos en numerosos paises (EFSA, 2010). En
Espafia, tras la aparicion y rapida expansion en 1998 de las cepas caracterizadas
en la coleccién n® 1 y su posterior disminucion en 2006, comenzo la emergencia

de otra variante monofasica la cual presentaba varias diferencias con la variante
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anteriormente descrita. Desde el afio 2000, se han publicado diversos articulos,
en los que se caracterizaba una variante monofasica con perfil de
tetrarresistencia (R-ASSuT), cuya formula antigénica (4,[5],12:i:-) podia variar
en la presencia del antigeno somaético O5, y cuyo fagotipo no era U302 si no
variable (104b, 18, 7, 193, 195, 138...). Esta variante presenta mayor
distribucion geogréafica que el Ilamado clon espafiol tal como se recoge en la
opinidn cientifica redactada por la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA, 2010), donde ademés se sefiala la existencia de diferentes lineas
evolutivas y que la pérdida del flagelo de segunda fase, no impidié la
emergencia y difusion mundial de Salmonella Typhimurium 4,5,12:i:-, pero sin
embargo no diferenciaron entre la variante multirresistente (coleccion n® 1) y la

variante tetrarresistente (coleccion n° 2).

El flagelo (antigeno H), situado en la superficie de Salmonella
Typhimurium ha sido caracterizado como factor de virulencia que ayuda a la
bacteria a desplazarse y adherirse a las células huésped (Lockman y Curtis
1990). Sin embargo, Lockman y Curtis concluyen que inserciones
independientes de la transposasa Tnl10, localizadas en diferentes genes
relacionados con la sintesis y movilidad del flagelo, no han afectado a la
virulencia de Salmonella Typhimurium en ratones, sugiriendo por tanto que la
movilidad puede ser irrelevante como factor de virulencia para este patdégeno

intracelular facultativo e invasivo.

En 2010, Hopkins y col., observaron un incremento en los aislados de
cepas monofasicas de S. Typhimurium 4,[5],12:i:- con resistencia a ampicilina,

estreptomicina, sulfonamida y tetraciclina (R-ASSuT). Este mismo aumento fue
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observado en otros paises europeos incluido Espafia, por lo que se decidid
llevar a cabo un estudio con una seleccion de 13 aislados monofésicos de
Salmonella enterica 4[5]12:i:- con los fagotipos mas comunes detectados en el
LNRS: 18, 104b, 193, 195, 138 y 7. Al final del estudio, se ampli6 la coleccién
hasta un total de 215 aislados, para estudiar mediante los iniciadores especificos
disefiados una muestra mayor y tener una idea de la prevalencia de la delecién

detectada en la poblacién de aislados monofasicos tetrarresistentes.

En esta coleccion se comenzd con los 13 aislados mencionados
anteriormente, a los que se les aplicaron las mismas técnicas de PFGE y MLVA
descritas en la coleccion n°1. En el caso del PFGE las diferencias entre perfiles
mostraron mas de 4 bandas de diferencia por lo que se constituyeron un total de
3 pulsotipos diferentes (A, B y C), dentro de los cuales se agruparon los
diferentes subtipos hallados, contabilizando un total de 10 perfiles diferentes,
para los que se calculé un SID de 0,97. En el caso del MLVA se obtuvieron un
total de 11 patrones numéricos diferentes. En esta ocasion el MLVA mostré una
amplia variedad de repeticiones en los 5 VNTRs que constituyen la técnica.
Cabe destacar que en el 23% de los aislados se obtuvo amplificacién en el
VNTR 10 pl, el cual esta localizado en el plasmido pSLT que no habia sido
detectado en la coleccidn n°1, dejando patente una vez mas la diferencia entre
ambas colecciones y por ende ambas variantes. Respecto al resto de
repeticiones las diferencias entre ambas colecciones fueron muy significativas
mostrando una mayor heterogeneidad entre los aislados, en comparacién con las
cepas de la coleccion n°l. Por tanto en este caso los datos obtenidos del MLVA
fueron de gran utilidad en la diferenciacion de ambas colecciones y

caracterizacion de este segundo grupo. Con las técnicas llevadas a cabo en la
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caracterizacion de esta segunda coleccion, hemos podido comprobar que las
cepas monofasicas con perfil de tetrarresistencia, muestran mayor variabilidad
en los perfiles de ATB, PFGE y MLVA. Si bien es cierto, en esta segunda
coleccion el criterio de seleccion de los aislados se basé Unicamente en el perfil
de tetrarresistencia y no en pertenecer todos al mismo fagotipo, como en la
primera coleccion cuyos criterios fueron la multirresistencia y el fagotipo U302.
En esta segunda coleccion de entre los 13 aislados se detectaron 11 perfiles
diferentes de PFGE y entre las dos parejas de aislados que mostraron el mismo
PFGE s6lo una de las parejas mostré el mismo patron de MLVA. Por tanto
podemos confirmar que entre estos 13 primeros aislados de la coleccion n°2 se
contabilizaron 12 cepas genéticamente diferenciables, dato que sefiala la
heterogeneidad de las cepas tetrarresistentes en nuestro pais. Los datos
recogidos a continuacion ofrecieron informacion complementaria a esta

caracterizacion.

En el estudio de los eventos genéticos implicados en la delecion del gen
fljB, se realiz6 un mapa de presencia/ausencia de esta zona, entre los genes
STM2692 y STM2775. De esta forma se agruparon los 13 aislados en 5 tipos de
deleciones y dentro de los cuales incluso se detectaron variantes. A
continuacion mediante 5 parejas de iniciadores especificas para cada tipo de
delecion, se pudo determinar el inicio y final de 4 de los 5 tipos de deleciones, y
del mismo modo se observd que en cada delecion habia diferentes inserciones.
En 2009, en un estudio publicado por Soyer y col. se presentaba una delecion
muy similar a la detectada en nuestra coleccién y a la que hemos denominado
2.AflJAB1. En ambos trabajos la delecion afecta a 77 genes previos al gen hin.

En nuestro caso el fragmento insertado en su lugar es de 5.654 pb, en
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comparacion con el inserto descrito por Soyer de 7 kb. Este fragmento de 5.654
nucleotidos coincide con dos fragmentos descritos en la cepa 08-1736 de
Salmonella Typhimurium procedente de Estados Unidos y cuyo genoma
completo ha sido publicado recientemente. El estudio y comparacién del inserto
mostr6 que la primera parte coincidente con la cepa 08-1736 codificaba 5
proteinas de los profagos Gyfsi-2 y Fels-2, y entre ellas una proteina
denominada UmuC, descritas por Soyer y col. La segunda parte del inserto que
coincidia con la cepa 08-1736, correspondia a una ADN invertasa relacionada
con la sintesis de un proteina de la cola (tail protein). En el trabajo de Soyer y
col., denominan a la primera seccion “regiéon STM1053-1997”. Sin embargo
detectamos pequerias diferencias entre ambos grupos, en primer lugar en cuanto
a la longitud total del inserto, y en segundo lugar a las secuencias identificadas
en el inserto, puesto que en las cepas americanas Soyer sefiala la delecion
parcial del gen STM2704 en el comienzo de la “region STM1053-1997” y en
nuestra coleccion el gen STM2704 estaba al completo, sin ninguna delecion y
adyacentes al mismo, se detectaron secuencias parciales de los genes STM2703,
STM2705 y STM2706. Basandonos en las diferencias y similitudes halladas en
estos 4 aislados clasificados en 3 cepas mediante ATB, PFGE, MLVA, PCR y
secuenciacion, llegamos a la conclusion que los aislados con este tipo de
delecion detectados en Espafia, podrian pertenecer a la misma linea evolutiva
que las cepas americanas descritas por Soyer. En este caso el proceso de
insercion y delecion se habria originado del mismo modo, para posteriormente
sufrir divergencias evolutivas con el transcurso de los afios acumulando
cambios por reordenamientos o deleciones en el inserto detectado y

conservando el inicio y final de la delecion.
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En el estudio de Soyer y col. de 2009, concluyen que las cepas
monofésicas 4,[5],12:i:- representan multiples clones con distribuciones
geograficas distintas que surgieron a través de eventos independientes. Nuestros
datos apoyan esta hipotesis y amplian la informacion proporcionada por Soyer
sobre las cepas monofésicas espafiolas, puesto que en nuestro caso hemos
podido confirmar que las cepas de la 12 coleccidn pertenecen a un mismo clon,
y posteriormente entre las cepas de la coleccion 2, las cepas del primer tipo (2.
AflJAB1) pertenecerian a la misma linea evolutiva que las cepas de Estados
Unidos, constituyendo por tanto la 22 linea evolutiva entre cepas monofésicas

tetrarresistentes de Salmonella Typhimurium.

En el transcurso de esta tesis doctoral, la delecion denominada
2.AflJAB2 pudo ser caracterizada gracias a la secuenciacion del genoma
completo de tres de los aislados que presentaban este tipo de delecién. En
contraste con los métodos convencionales de caracterizacion molecular, la
secuenciacion del genoma completo (whole genome sequencing, WGS) tiene el
potencial para comparar diferentes genomas con una resolucion de un solo
nucleotido (Sabat y col., 2013). Esto permitiria una caracterizacion precisa de
los eventos de transmision y de brotes, e incluso como ha sucedido en este
trabajo, la confirmacion de los datos obtenidos mediante PCR. Pese a que
mediante PCR no se obtuvo amplificacion del gen hin en 2 de los aislados de
este tipo 2.AfljAB2, gracias a la secuenciacion del genoma completo se
comprobd que se encontraba presente, pero estaba truncado al presentar en el
centro varias inserciones de la secuencia 1S26. Por otro lado el tercer aislado
secuenciado (1536/08) por PCR convencional no mostré delecion ninguna y en

la secuenciacion de su genoma se confirmaron estos resultados. Por un lado,
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podemos confirmar que estas inserciones en el gen hin han afectado a su
amplificacion mediante PCR y también han influido en la expresion del flagelo
de segunda fase codificado por el gen fljB. Al no codificarse la recombinasa del
gen hin no se cataliza la inversion del promotor del operon fljBA y se
obstaculiza la codificacion del gen fljB y del gen fljA, y por lo tanto no se
codifica el represor del gen fliC, facilitando la expresion del flagelo de primera
fase. El analisis de las secuencias obtenidas mostré también que aunque la 1S26
estaba presente en la zona intergénica hin-iroB (a 344 pb del gen iroB), el
namero de copias era distinto entre ellos. Asi en el primer aislado esta fue la
Unica 1S26 detectada, en el segundo aislado se detectaron al menos dos 1S26
delecionando los ultimos 33 nucledtidos del gen hin, y en el tercero se
detectaron al menos 3 secuencias 1S26, dos de ellas en el centro del gen hiny la
ultima en la zona intergénica. En el primer aislado secuenciado (1536/08), se
detectaron todos los genes del operon fljBA y ninguno presentaba ninguna
modificacion en su secuencia, donde la Unica variacion detectada fue la
insercion de la 1S26 en la zona intergénica hin-iroB. En este caso, los resultados
obtenidos no han ofrecido ninguna explicacion del fenotipo monofésico. La
Unica anomalia detectada fue la insercion en la zona intergénica posterior al gen
hin, por lo que posteriores estudios en los que se indujera una modificacion
mediante la insercion de un fragmento en esta zona, revelaria si realmente esta
zona no codificante puede afectar a la expresion del flagelo de segunda fase que
en este trabajo concluimos representa una zona caliente para eventos de

transposicion o de diferentes inserciones.

En relacion a este punto, en un trabajo publicado recientemente por

Boland y col. (2014), se presenta un estudio de 253 cepas serotipadas como
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4,[5]:i:-, con delecién del flagelo de segunda fase. Sin embargo se les aplico
una PCR para comprobar la delecién del gen fljB y en 59 de las cepas (23,3%)
la amplificacion fue positiva, demostrando la presencia del gen. En dicho
trabajo no secuenciaron el resto de genes implicados en el operon fljAB, por lo
gue no pudieron detectar como en nuestro caso las inserciones de 1S26 en el
operon fljAB, las cuales han influido en la falta de expresion del flagelo de
segunda fase. Sin embargo, en el estudio concluyen que la presencia del gen
fljB es mayor en muestras procedentes de animales (43%) que en muestras
procedentes de humanos (5%). Teniendo en cuenta que nuestras cepas proceden
de aislamientos clinicos puede explicar el motivo por el que se hayan detectado
entre las 4 colecciones de este trabajo Unicamente 3 cepas monofasicas con

presencia del gen fljB.

Vistas las diferencias genéticas entre los tres aislados, podemos
determinar que cada uno de ellos constituye una cepa genéticamente
diferenciable puesto que presentan perfiles de PFGE con més de cuatro
fragmentos de diferencia y un patron de MLVA diferente en tres de los cinco
marcadores que configuran la técnica. Sin embargo dada la semejanza detectada
en la ausencia de reaccion en la formula antigénica del flagelo de segunda fase,
y vistos los resultados muy similares detectados durante el estudio, podemos
concluir que estas tres cepas estan estrechamente relacionadas y podrian tener

un origen comudn mas cercano que al resto de cepas de las colecciones 1y 2.

Los aislados con la delecion 2.Afl[JAB3 presentaban una ausencia de 14
genes previos al gen iroB. En esta delecion la delecion finalizaba en el mismo

punto pero comenzaba en dos zonas diferentes (2.AflJAB3-A, 2.AfljAB3-B), en
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ambos casos la delecién fue originada por la insercién de una copia de 1S26. En
un estudio publicado en 2012 por Lucarelli y col., describen una delecion de
tamano similar en la que sin embargo detectaron la presencia de dos copias de
IS26 en cepas similares, tetrarresistentes y monofasicas. En el estudio
concluyen que las secuencias de insercion como la 1S26, realizan la insercién en
diferentes lugares del genoma por duplicado, insertandose dos secuencias
idénticas pero algo distanciadas. Por el contrario en la delecion 2.Afl[jAB3
unicamente hemos detectado una 1S26, por lo que o bien se insertaron dos y una
se escindié posteriormente, o el proceso implica la insercion de una primera
IS26 y favorece que pueda insertarse en esa zona una segunda 1S26 o incluso
mas copias como ha sucedido en la delecion 2.Afl[JAB2 con hasta 3 copias.
Mediante los iniciadores disefiados para la caracterizacion de este tipo de
delecion, se detectaron un total de 28 aislados de los 215 testados en la
coleccion n® 2. De este modo pudimos comprobar que la delecion 2.AfljAB3-B
es mas comun en nuestro pais que la variante A, presentandose en 26 de los 28
aislados. Dados los resultados de ATB, PFGE, MLVA vy tipo de delecién los 3
aislados caracterizados, supondrian una cepa cada uno, que compartirian un

ancestro comun.

La principal caracteristica de la delecion tipo 2.AfljAB4 es la presencia
de una IS1 parcialmente delecionada, a causa de una insercion posterior de una
copia completa de 1S26. Este tipo de delecion solo fue detectada en uno de los
215 aislados analizados, lo cual apunta a la baja prevalencia de este tipo en
nuestro pais. La hipdtesis planteada para explicar la baja prevalencia, es la
necesidad de que sucedan dos eventos genéticos independientes, espaciados en

el tiempo. En primer lugar se insertaria la 1S1, y posteriormente la insercion de
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la 1S26 delecionaria parcialmente la IS1. Si estos sucesos hubieran ocurrido
recientemente, esta variante no habria tenido suficiente tiempo para extenderse,
pero si por el contrario estos cambios hubieran sucedido en conjunto con otros
cambios no detectados en este trabajo, pero que hubieran supuesto una
desventaja evolutiva para esta cepa, explicaria el motivo de la baja prevalencia

en este caso.

Finalmente, la delecion tipo 2.AfljAB5 fue detectada en un total de 12
aislados de 215. La principal caracteristica de este tipo es la presencia de un
fragmento de 7.663 pb entre los genes STM 2761 e iroB con 3 tipos de
secuencias de insercién, dos genes implicados en la resistencia a tetraciclina y 3
genes que codifican 3 proteinas cuya funcion no ha sido determinada. En un
trabajo publicado por Chalmers y col. en 2000, se secuenci0 y caracterizo el
transposén Tnl0 de 9.147 pb que comprenden nueve ORFs con homologia a
varias secuencias en las bases de datos. De los nueve, tres eran desconocidos y
fueron designados como jemA, jemB, y jemC presentes en este inserto de tipo
2.AfljJAB5. Dada la composicion genética similar descrita en el plasmido de
Salmonella Typhimurium pSRC27-H y en el genoma de una cepa de
Salmonella Typhimurium (cepa T000240), nos planteamos la posibilidad de
que la secuencia de insercion IS1 se habria insertado arrastrando consigo los
genes que aparecen en la cepa T000240. Posteriormente la secuencia 1S10,
posiblemente localizada en el plasmido pSRC27-H, habria reconocido la
secuencia de los genes tetA, tetR y jemC insertdndose tras la secuencia y
delecionando parcialmente la proteina no determinada descrita en la cepa
T000240, he incluyendo consigo los genes jemB y jemA vy la propia secuencia

IS10. La secuencia de insercion 1S26 se habria insertado en Gltimo lugar en esta



174 Discusion Lorena Laorden Muioz

zona caliente del genoma, delecionando parcialmente la secuencia 1S10. El
hecho de que en las deleciones 2.AfljAB3, 2.AfljAB4 y 2.AflJAB5 se halla
insertado la secuencia 1S26 en el mismo nucledtido en la region intergénica
entre hin e iroB, y muy préximo a la zona donde se ha insertado en la delecion
2.AfljJAB2, indica una zona caliente o punto diana en el genoma para este tipo
de eventos genéticos. Mediante los iniciadores empleados para detectar este
ultimo tipo de delecion, se detectaron un total de 12 aislados de los afios 2008 y
2010, a pesar de que el gran numero de inserciones que componen el inserto,

sugieren una propagacion clonal de este tipo.

En definitiva, los aislados caracterizados en esta coleccién, nos permite
plantear la existencia de una primera linea clonal de Salmonella enterica
4,5,12:i:- fagotipo U302 y perfil de multirresistencia, una segunda linea de
Salmonella enterica 4[5]12:i:-, PNR y perfil de resistencia R-ASuST, pulsotipo
C y con una delecién de 77 genes previos al gen hin, y cuyo origen compartiria
con cepas de Estados Unidos, y cuatro lineas mas, una linea por cada una de las
otras cuatro deleciones caracterizadas en la segunda coleccién. Estas ultimas
cuatro estarian mas estrechamente relacionadas entre ellas en comparacion con
las dos primeras lineas descritas, puesto que presentan varios resultados
similares entre ellas, muestra de un origen en comun, pero unos tipos de
delecion muy especificos y diferenciables entre los cuatro tipos, resultado de

una evolucion divergente.

A lo largo de los afios, han sido muy cuestionados los modelos que
explican el origen o génesis de los transposones en relacion a las secuencias

invertidas de los elementos IS, asi como las implicaciones evolutivas de estos
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mecanismos (lida y col., 1981). En un estudio publicado por Halling y Kleckner
en 1982, se comentaba que el transposdn Tn10 se insertaba en varios lugares en
el cromosoma bacteriano, pero preferentemente se insertaba en concretos
hotspots (puntos calientes). En el actual trabajo presentamos evidencias sobre la
capacidad de las secuencias de insercion para delecionar diversos genes de la
zona del segundo antigeno flagelar y para producir reordenamientos e
inserciones de genes, como por ejemplo los implicados en la resistencia a
antimicrobianos (como en el caso de la tetraciclina en el tipo 5). Estas
inserciones han dado origen a la evolucion de cepas de Salmonella
Typhimurium, obteniendo un amplio abanico de cepas monofésicas con
diferentes genes insertados en el genoma que comdnmente se localizan en

plasmidos de Salmonella Typhimurium.

En el trabajo presentado se refleja el importante papel que juegan las
secuencias de insercion en la evolucion bacteriana, la cual en este caso en
particular no ha supuesto una desventaja evolutiva ya que se ha detectado un
considerable incremento de casos en los que esta bacteria ha sido aislada en
pacientes de diferentes paises de todo el mundo. No obstante, sigue sin estar
claro el papel que la secuencia de insercion 1S26 parece jugar en este tipo de
cepas, puesto que parece reconocer un punto concreto en las cepas monofasicas
con fagotipo U302 (Laorden y col., 2010) en el gen STM 2758, pero incluso
como se ha observado en los datos obtenidos en la coleccion n°2, también
reconoce otro punto especifico en la region intergénica entre hin e iroB. Esto
plantea la existencia de al menos dos puntos calientes en el operon fljBA, donde
a lo largo de los afios esta zona concreta del genoma de Salmonella

Typhimurium ha sido objeto de inserciones, deleciones y reorganizaciones
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genéticas. Por otro lado cepas con similares caracteristicas han sido detectadas
y publicadas en trabajos de numerosos paises, pero no se ha determinado el
motivo de la delecion, por lo que podrian haberse originado por los mismos
motivos descritos en esta Tesis doctoral o por otros motivos incrementando el
abanico de posibilidades de inserciones y transposiciones en esta zona. Por todo
ello, podria ser de gran interés un estudio de la frecuencia de estos eventos para

un posterior estudio de este punto diana en Salmonella.

Por consiguiente, sugerimos que las secuencias de insercién han
provocado la emergencia de cepas monofasicas de Salmonella Typhimurium,
pero no han sido el origen principal de las cepas monoféasicas de Salmonella
Typhimurium de Estados Unidos, al no detectar en este ultimo ninguna IS en el
fragmento insertado. Posteriores estudios serian de utilidad para poder
determinar el mecanismo de insercion de este tipo de secuencias y en particular

de la secuencia de insercion 1S26.

Por otro lado y como se ha comentado anteriormente, las mutaciones
como herramienta clave para la evolucion, pueden ocasionar cambios en ciertas
poblaciones dando lugar a nuevas variantes, pero al no ofrecerle una ventaja ni
desventaja evolutiva, no se haya dado un elevado incremento y por ello no
haberse detectado aun. Tal es el caso de otras dos variantes monofésicas
estudiadas en este trabajo de tesis doctoral, en el cual se incluyen dos
colecciones de variantes monofésicas que aunque no son muy prevalentes en
nuestro pais si se aislan en casos de salmonelosis humanas, por lo que
decidimos estudiarlos con mayor detenimiento tratando de caracterizar el

motivo de la delecion del flagelo de segunda fase para detectar mecanismos
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comunes con las colecciones anteriores y comprobar su posible origen

evolutivo.

Salmonella Paratyphi B se agrupa junto con S. Paratyphi A y C dentro
de las salmonellas paratifoideas, las cuales causan fiebre paratifoidea. Su
deteccion y posterior informacion de casos es de obligado cumplimiento dada
su patogenicidad. Dentro de Salmonella Paratyphi B existe una variedad
conocida como variedad Java que se diferencia entre otras caracteristicas por
poseer la capacidad para metabolizar el d-tartrato (dT +) y por ser menos
virulenta para los humanos que la variante que no metaboliza el d-tartrato (dT-).
Aunque la mayor parte de los casos de salmonelosis producidas por esta
variedad son cuadros gastrointestinales, se han informado casos de infeccién
invasiva en humanos (Denny y col., 2007). S. Paratyphi B (dT+) es un
organismo complejo con un amplio rango de lineas clonales genéticamente
distintas (Denny y col., 2007). En los ultimos afios, se han caracterizado dos
lineas clonales con resistencia a antimicrobianos los cuales se han distribuido
ampliamente. Uno de ellos, se detecta frecuentemente en explotaciones de aves
de corral en los Paises Bajos, y entre los afios 2000-2004 fue una de las causas
principales de infecciones en humanos en varios paises europeos a causa de las
exportaciones procedentes de este pais (Denny y col., 2007). La segunda linea
clonal, caracterizada por la posesion de la isla gendmica de Salmonella SGI1, se
ha distribuido ampliamente en todo el mundo. Estas cepas generalmente
presentan  resistencia a ampicilina, cloranfenicol,  estreptomicina,
espectinomicina, sulfonamida y tetraciclina y suelen asociarse con acuarios y
peces tropicales en acuarios particulares (Denny y col., 2007). En los ultimos

afios se han publicado varios trabajos informando sobre un aumento de casos de
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salmonelosis por S. Paratyphi B (dT+), especialmente en nifios, como
consecuencia del contacto con diversas mascotas entre las cuales se encuentran
peces tropicales o tortugas (Musto y col. 2006, Harris y col. 2009, Hernandez y
col. 2012). Cabe destacar que las tortugas fueron prohibidas para la venta por la
FDA en 1975 para reducir la salmonelosis asociada a tortugas (Harris y col.,
2009), sin embargo entre 2001-2006, el numero de tortugas utilizadas como
mascotas aumentd un 86% en Estados Unidos. Posteriormente, en 2007, el
CDC informé sobre un brote multiestatal de salmonelosis, causado por la
variedad Java asociado con tortugas compradas en tiendas de mascotas. En los
ultimos afios, en las granjas de cria para eliminar a Salmonella de las tortugas y
estanques, se ha abusado de los antibioticos, llegando a originar cepas de
Salmonella Paratyphi B multirresistentes (CDC, 2008). EI CDC ha dado
recomendaciones para prevenir el contagio de Salmonella a partir de reptiles sin
mucho éxito, por lo que la prohibicidn en la venta y distribucion de tortugas
parece ser la manera mas efectiva de prevenir este contagio. Sin embargo, en
nuestro pais no se refleja en la legislacion vigente ninguna prohibicion en la
comercializacion de este tipo de mascotas. En el transcurso de esta tesis, el
CNM detecté un aumento en el ndmero de aislados con férmula antigénica
4,512:b:- que presentaba perfiles de PFGE intercambiables con aquellos
descritos en S. Paratyphi B (dT+) por lo que decidimos incluir esta nueva
variante monofésica en esta tesis doctoral partiendo como hipotesis que el
origen de esta variante radicaba en Salmonella Paratyphi B (dT+).

Se seleccionaron un total de 39 aislados con formula antigénica
4,5,12:b:-, procedentes de diferentes regiones entre los afios 2006 — 2010. Con

el fin de determinar su perfil de resistencia a antimicrobianos, se ensayaron
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frente a ampicilina, cloranfenicol, sulfonamida, gentamicina, ciprofloxacino,
kanamicina, estreptomicina, cefalosporina, acido nalidixico, ceftriaxona,
tetraciclina y sulfametoxazol-trimetoprim, siendo sensibles a todos ellos. Por lo
tanto, en base a los datos publicados por Denny y col., sobre dos lineas clonales
de Paratyphi B (dT+), nos hizo platearnos la posibilidad que esta variante
monofésica pudiera emerger de una tercera linea clonal de Paratyphi B (dT+)
sin resistencias a antimicrobianos. Segun el esquema de Kauffmann y White,
cepas con formula antigénica 4,5,12:b:- podrian pertenecer al serotipo Paratyphi
B, pero también a Abony (4,[5],12,[27]:b:e,n,x 0 incluso a la subespecie Il
(1,4,[5],12,[27]:b:[e,n,x]). Para confirmar o descartar este Gltimo serotipo como
ancestro de nuestra variante, se llevo a cabo un andlisis comparativo de la
secuencia del gen phoE (McQuiston y col., 2008). Los resultados confirmaron
que todos los aislados pertenecian a la subespecie | de Salmonella enterica. En
segundo lugar, como técnica de referencia para la tipificacion de Salmonella, se
aplico el PFGE en los 39 aislados de la colecciéon n° 3, con el fin de analizar y
poder encontrar semejanzas con Paratyphi B (dT+) en los patrones de bandas.
Cabe destacar que 30 de los 39 aislados (88,3%) presentaron el mismo
pulsotipo de un total de cinco detectados en la coleccion, demostrando la alta
homogeneidad de esta coleccion. Comparando los resultados de PFGE con la
base de datos de pulsotipos del CNM y de PulseNet Europa, se pudo apreciar
las similitudes entre los perfiles de Salmonella Paratyphi B dt(+) y la variante
monofasica 4,[5],12:b-, apoyando la hipotesis sobre su relacion evolutiva y
descartando los serotipos Abony y Il 4,12:b:- como posibles antecesores. Con el
objetivo de obtener una mejor caracterizacion y poder asegurar con mayor

fiabilidad el origen del ancestro de esta variante monofasica con antigeno b,
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procedimos a amplificar mediante PCR un gen relacionado con el metabolismo
del tartrato. El andlisis de los resultados de amplificacion confirmé que 38 de
los 39 aislados poseian el gen, al ofrecer el fragmento del tamafio esperado,
apoyando su pertenencia a la variedad Java y sefialando que el origen del
aislado que mostro resultados negativos en este método podria ser Salmonella
Paratyphi B dT(-), formando parte por tanto de otra linea evolutiva diferente a
las 3 anteriores mencionadas de Salmonella Paratyphi B dT(+). Resumiendo los
datos obtenidos, la nueva variante monofasica se caracterizaba por la férmula
antigénica 4,5,12:b:-, por ser sensible a los antimicrobianos, poseer la capacidad
de metabolizar el tartrato, y pertenecer a las subespecie | de Salmonella
enterica. Teniendo en cuenta estos datos, entre los 39 aislados se observan
cinco grupos de cepas diferenciables principalmente por el PFGE, y
concretamente en el primer pulsotipo con 30 de los 39 aislados, se podrian
diferenciar genéticamente tres cepas pero que estarian estrechamente
relacionadas. Entre los otros cuatro pulsotipos se diferenciarian hasta un total de
siete cepas diferentes entre los nueve aislados restantes entre los cuales tres
cepas estarian estrechamente relacionadas al pertenecer al mismo pulsotipo D y
donde una de las cepas no perteneceria a la variedad Java.

Para completar la caracterizacion de esta variante, habia que esclarecer
el motivo de la delecion del gen fljB. Por ello, se comprob6é mediante PCR la
delecion de los genes fljA, fljB y hin y la presencia de iroB e iroC. La
caracterizacion del origen de la delecion del gen fljB en esta variante supuso un
nuevo reto al no existir un genoma completamente secuenciado de S. Paratyphi
B dT(+). La utilizacién del genoma de S. Paratyphi B dT(-) como referencia,

arrojo resultados negativos. No obstante, estos resultados negativos fueron de
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utilidad para demostrar una vez mas que el origen de los aislados monofasicos

estaria proximo a una cepa de Salmonella Paratyphi B dT(+) y no de dT(-).

Como solucion se empled la técnica de PCR inversa utilizando como
gen de origen de replicacion el gen iroB, puesto que mediante PCR habiamos
podido determinar su presencia en el genoma de esta variante monofésica y
porque de anteriores trabajos habiamos podido comprobar la proximidad entre
el fljB y el iroB. Al ser una técnica muy laboriosa se decidio aplicar en uno de
los 39 aislados objeto de estudio, perteneciente al perfil de PFGE mas comun
(Al). El fragmento obtenido mediante PCR inversa mostro el inicio de la
delecion en el gen STM2745 (parcialmente delecionado) y el final en la zona
intergénica hin-iroB, concretamente a 396 pb del gen iroB. Al detectar
unicamente en el centro de la delecion la insercion de un fragmento de 183 pb
parte de un gen (api8l) descrito en Yersinia pseudotuberculosis (YAPI), que
codifica una transposasa y que coincide en parte con una IS1351 e 1S200 de
Salmonella Enteritidis, concluimos que los genes situados entre el STM2745 e
iroB (STM2773) habian sido completamente escindidos aunque se desconoce si
por accion de una transposasa cuyo origen podria estar en Yersinia
pseudotuberculosis, 0o por otro mecanismo 0 evento genético el cual no ha
dejado indicios que nos permitan esclarecer esta situacion. El hecho de hallar la
zona intergénica entre hin e iroB en estas cepas, y una vez comprobada la
proximidad entre iroB e iroC, podemos confirmar que esta zona del genoma de
esta variante monoféasica es diferente a la analizada en el genoma de Salmonella
Paratyphi B dT(-) disponible en la base de datos del NCBI, por lo que apoya la

hipdtesis de su origen evolutivo en Salmonella Paratyphi B dT(+).
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Finalmente y para comprobar si los 39 aislados de la coleccién n°® 3
poseian la misma delecion, procedimos a amplificar mediante PCR ambos
extremos de la delecion. Para ello se disefid una pareja de iniciadores
especificamente colocados en los genes STM2744 e iroB, mostrando
amplificacion en 30 de los 39 aislados. Como cabia esperar los 30 positivos
pertenecian al pulsotipo mayoritario, perfil A, lo que nos llevo a concluir que el
ancestro de los otros 9 aislados no seria la misma cepa cuyo origen comun
comparten los 30 aislados positivos. En el caso de los 9 aislados, la delecién
sucederia por otras causas que no pudieron ser determinadas en el presente
trabajo. Visto el interés que confieren este tipo de cepas seria necesario un
posterior estudio para caracterizar estas deleciones y se puedan detectar mas
indicios sobre el motivo de la delecién, o sobre los eventos genéticos
implicados en el mismo, o que apoyen su relacidn con Salmonella Paratyphi B
dT(+).

Curiosamente, y como dato a destacar en el presente trabajo, de entre los
9 aislados que ofrecieron perfiles de PFGE diferentes al del Pulsotipo A y que
no ofrecieron amplificacion con los iniciadores disefiados segun la delecion
encontrada en el tipo mayoritario, 8 de los aislados en el procedimiento de
serologia fueron los unicos autoaglutinables donde 3 de ellos presentaron
idéntico PFGE por lo que pertenecerian a la misma cepa, otros 3 aislados al
presentar un PFGE diferenciable en una o dos bandas serian una cepa cada una
pero estrechamente relacionadas y las otras 2 cepas al mostrar unos patrones de
PFGE diferenciables y pertenecer a otro pulsotipo serian cepas alejadas del
resto y por tanto de pertenecer al mismo ancestro comun. El aislado no

autoaglutinable es la cepa que no metaboliza el tartrato y que podria provenir de
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Salmonella Paratyphi dT(-) por lo que no es de extrafiar que mostrara un PFGE
y delecion diferenciable del resto. Por lo tanto la mayoria de las cepas cuya
delecion no ha podido determinarse en este trabajo son cepas que presentaron
notables diferencias en el resto de procesos de caracterizacion de esta nueva
variante monofésica y dejando abierta la posibilidad de realizar un trabajo
futuro para la determinacion del evento genético implicado en la delecion de

cada una de las siete cepas.

Como se ha mencionado anteriormente, existen variantes monofésicas,
que en un determinado momento han experimentado tal éxito evolutivo que han
propiciado un aumento del nimero de casos de salmonelosis en humanos. Tal
es el caso de las dos primeras variantes estudiadas en este trabajo de tesis
doctoral. Por otro lado, existen variantes que no han emergido de manera tan
explosiva, que se aislan de manera poco frecuente a lo largo de los afos, pero
que su estudio y caracterizacion puede ser de gran interés cientifico. La ultima
variante monoféasica caracterizada (coleccion n°® 4) con férmula antigénica
4,12:d:- comenzd a detectarse en el afio 2007 tanto en muestras de origen
humano como en muestras de origen porcino. Desde entonces el LNRS recibe
un numero limitado cada afio. Segun el esquema de Kauffmann y White, cepas
con antigeno somatico 4,12 y a su vez con el antigeno flagelar de 1?2 fase d,
podian pertenecer a varios serotipos de la subespecie | de Salmonella enterica,
como Stanley (4,[5,]12,[27]:b:1,2), Eppendorf (4,12,[27].d:1,5), Sarajane
(4,[5]12,[27]:d:e,n,x), Duisburg (4,12,[27]:d:e,n,z15), Chennai (4,12:d:z3s5),
Brezany (4,12,27:d:1,6), Schwarzengrund (4,12,27:d:1,7), Mons
(4,12,27:d:1,w), Ayinde (4,12,27:d:z6) y Il 4,12:d:e,n,x. La deteccién del

antigeno 27 no se realiza de manera rutinaria en los laboratorios de referencia
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dado su elevado coste, por lo que desconociamos si los aislados de la coleccién
n°® 4 podrian tener también el antigeno 27 en su formula. Por ello no
descartamos estos otros cuatros serotipos en la busqueda del origen de esta

nueva variante monofasica.

En un principio se seleccionaron 19 aislados con la formula antigénica
4,12:d:-, remitidas al LNRS entre los afios 2007 — 2010. En la caracterizacion
de esta nueva variante el idéntico perfil de ATB mostrado en todos los aislados
de la coleccién y el hecho de que mediante PFGE los 27 aislados se agruparan
en un mismo pulsotipo, nos indica la gran homogeneidad existente entre ellos,
siendo cepas genéticamente diferenciables entre si, pero estrechamente
relacionadas. Entre los 27 aislados se contabilizan cuatro cepas genéticamente
diferenciables, las cuales sélo se diferencian por una Unica banda en el patrén
de restriccion. Por otro lado, los datos del PFGE arrojaron una hipotesis sobre
el origen de esta nueva variante, al asemejarse los patrones de PFGE al serotipo
de Salmonella Schwarzengrund. Dado también los datos epidemioldgicos de
nuestro pais, este serotipo se encuentra entre uno de los detectados en
aislamientos de pacientes en Espafia, a diferencia de otros serotipos que podrian
encajar en la formula antigénica. Apoyando una vez mas que el origen de la

nueva variante podria ser Salmonella Schwarzengrund.

Tras la experiencia previamente obtenida en la caracterizacion de
variantes monofasicas, conociamos la importancia de los resultados que el
analisis de la delecion del segundo antigeno flagelar arrojaba en la
determinacion del origen evolutivo de las cepas. Por ello se confirmé mediante
PCR la delecion de los genes fljA (SesA 2911), fljB (SesA 2912) y hin
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(SesA_2913) y la presencia de iroB (SesA 2915) e iroC (SesA 2916). Con el
objetivo de comprobar la relacion de esta variante con Salmonella
Schwarzengrund se trato de amplificar los genes de S. Schwarzengrund previos
al fljB. Los resultados mostraron la presencia de los genes SesA 2901, 2902,
2903, 2904 y SesA 2914, y la ausencia de los genes comprendidos entre
SesA 2905 y SesA_2910. Estos datos reforzaron la hipétesis sobre el origen de
esta variante monofasica, puesto que algunos genes como SesA 2901, 2902,
2903 y 2904 se hallan unica y exclusivamente en Salmonella Schwarzengrund,
por lo que la deteccion de los mismos confirmaba la cercania entre la nueva
variante y el serotipo mencionado. Los datos indicaban que la delecidn podria
comenzar tras el gen SesA 2904 vy finalizar en el gen SesA_2914. Por ello se
intentd mediante Long-PCR amplificar ambos extremos de los dos genes
mencionados, para obtener una secuencia que aclarara la delecion de 9 genes
del operon fljBA. Sin embargo tras infructuosos intentos, se procedio a emplear
la técnica de secuenciacion inversa partiendo del gen detectado iroB
(SesA_2915). Mediante esta metodologia se obtuvo un fragmento de 5 kb
insertado en la zona delecionada y en cuya secuenciacion se identificaron dos
zonas descritas en Enterobacter aerogenes y otras dos aun hoy en dia no
identificadas y de las que no se pudo determinar su origen. La segunda de las
zonas identificadas desvel0 la presencia, una vez mas, de una secuencia de
insercion denominada 1S30. Pese a que el fragmento de 5 kb secuenciado no
mostro el inicio de la delecion, si mostré el final concretamente en la region
intergénica de hin (SesA 2913) y SesA 2914, muy similar a la region
intergénica de hin e iroB. Por lo tanto esas 396 pb de esta region, sefialan de

nuevo el mismo punto caliente donde finalizaban las deleciones descritas en la
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coleccion n° 2, por lo tanto este resultado nos conmina una vez mas a sefialar
esta zona del operon fljBA como punto diana para la sucesion de deleciones en
diferentes serotipos de Salmonella enterica, posiblemente por secuencias de
insercion. Finalmente el inicio de la delecion pudo ser determinado mediante
otra Long-PCR entre los genes SesA_2902 y SesA_ 2915 (iroB). El fragmento
de 6.000 pb obtenido revelo que la delecion comenzaba tras el gen SesA 2902,
causada por una IS30 detectada al completo y confirmando la ausencia en esta
zona de los genes SesA_2903 y SesA 2904, que probablemente a causa de la
IS30 habrian podido ser reubicados en otra region, puesto que su presencia en el

genoma de las cepas monofasicas habia sido confirmado previamente.

Una vez mas la delecion de los genes implicados en la sintesis del
segundo antigeno flagelar ha sido causada por la insercion de una 1S30, la cual
al integrarse en el genoma ha delecionado 9 genes y a su vez ha translocado
otros dos genes més. Por otro lado, las dos secuencias desconocidas de 1.982 pb
y 153 pb no nos han permitido obtener mas datos sobre su origen o el
mecanismo por el que aparecen en el inserto junto a la 1S30 y a la proteina de
Enterobacter aerogenes con funcion no determinada. En este punto nos
planteamos dos hipoétesis; en primer lugar que una IS30 procedente de
Enterobacter aerogenes, junto con la proteina del mismo genoma, se habria
insertado en un microorganismo no identificado aun, a quien pertenecerian estas
dos secuencias desconocidas y posteriormente insertarse en las cepas de
Salmonella Schwarzengrund en este punto caliente del operdn fljBA causando la
delecion, o por otro lado, que ambos eventos genéticos procedan de
microorganismos no relacionados y se hayan insertado de forma independiente

a causa de otro mecanismo de transposicion que posteriormente se escindiera
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sin dejar mas indicios. No obstante, lo que si podemos plantear como
conclusion final en esta coleccion, es que las cepas detectadas en el CNM con
formula antigénica 4,12:d:-, sin resistencias a antimicrobianos, provienen de
Salmonella Schwarzengrund. Si bien es cierto que no existe una extensa
bibliografia sobre Salmonella Schwarzengrund, en los Gltimos afios, varios
trabajos han informado sobre un aumento en el ndmero de casos de
salmonelosis originados por este serotipo (Chen y col. 2010, Aarestrup y col.
2007). Este aumento podria haber facilitado la evolucion y dispersién a lo largo
de todo el mundo de cepas de este serotipo y del mismo modo, de cepas cuyo
ancestro se encuentra en este serotipo pero que tras sufrir diversos cambios han

evolucionado en estas variantes monofasicas.

Finalmente, en el transcurso de la presente tesis doctoral, figura como
conclusion resefiable la elevada tasa de mutacién en la zona del flagelo de
segunda fase, hecho que favorece la obtencién de un amplio abanico de
variantes originadas a partir de una Unica insercion. Por ello es muy probable
que a lo largo de los afios se hayan originado un sinfin de variantes, las cuales
no han sido detectadas aun o por el contrario la mutacion que las ha originado
haya supuesto una gran desventaja evolutiva provocando su desaparicién. Si
bien es cierto, las variantes monofasicas que no han sido detectadas ain o
incluso puede que no lleguen a detectarse 0 a caracterizarse nunca, sea a causa
de no emerger y presentar un incremento importante en el nimero de aislados.
Al margen de este hecho, en conclusion a este trabajo se ha demostrado que las
primeras dos colecciones de cepas proceden de Salmonella Typhimurium, pero
que los diferentes elementos de transposicion han originado una dispersion y

divergencia de las mismas, mostrando dos lineas claramente diferenciables pero
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que podriamos considerarlas como un clon en el caso de las cepas espafiolas
con fagotipo U302, multirresistencia, pulsotipo A y delecién originada en el
mismo punto por una sola 1S26 y una segunda linea evolutiva con las cepas
tetrarresistentes, pulsotipo C y con la delecion americana de 77 genes. Por otro
lado mostramos una tercera via que agrupa el resto de cepas de la segunda
coleccidn con diversos tipos de deleciones pero caracteristicas de ATB, PFGE y
MLVA mas similares entre si que respecto a las otras dos lineas, y que a su vez
han sido detectadas practicamente en todo Europa y otros paises del resto del
mundo. También se ha podido demaostrar el origen de las cepas de las otras dos
colecciones y determinado en gran parte el mecanismo por el que se delecion6
el flagelo de segunda fase. En el caso de las cepas procedentes de Salmonella
Paratyphi B dT(+) se diferencian claramente los aislados homogéneos
caracterizados por la cepa con pulsotipo A y cuya delecion se ha determinado
en este trabajo, de las otras siete cepas de la coleccion la causa de la delecion
deberia ser analizada con mayor detenimiento en un futuro trabajo. Por otro
lado las cuatro cepas caracterizadas como cepas monofasicas de Salmonella
Schwarzengrund y que engloban a los 27 aislados de la coleccion cuatro han
presentado una homologia incluso mayor que la detectada en las cepas que
hemos considerado como clon espafiol de la primera coleccién. Por ello esta
ultima variante podria llegar a considerarse como un clon de cepas monoféasicas
4,12,27:d-.

Por otro lado, la capacidad que tienen las secuencias de insercion para
producir deleciones, duplicaciones y transposiciones habia sido estudiada y
publicada anteriormente, pero sin embargo en este trabajo se ha observado la

relevancia de los efectos producidos por las IS provocando la aparicion de
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nuevos microorganismos y de cémo pueden llegar a provocar deleciones de
miles de nucledtidos y sin embargo en ocasiones como la presentada en esta

tesis, no suponer una desventaja evolutiva a la bacteria que lo padece.

En la bibliografia, referente a los flagelos de Salmonella, hay diferentes
posturas que se presentan a favor o en contra de la teoria que apoya la
capacidad de Salmonella para alternar la expresion de sus antigenos flagelares y
poder evadir la respuesta inmune del huésped. Tras este trabajo mi postura se
inclina a favor de no considerar este mecanismo de cambio de fase en la
expresion de los antigenos flagelares como una ventaja para la evasion de los
mecanismos de defensa del huésped tras comprobar que estas cuatro variantes
monofasicas no han sufrido desventaja evolutiva alguna por no poder realizar
un cambio de fase de sus antigenos flagelares y que han sido aisladas de

NUMerosos pacientes con cuadro de gastroenteritis.
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1. Laaparicién de variantes monofasicas de Salmonella enterica es un proceso
continuo y dindmico, tal y como han mostrado las colecciones analizadas
originadas a partir de diferentes serotipos y a causa de diferentes eventos

genéticos.

2. Las cepas monofasicas de Salmonella Typhimurium pertenecen a dos lineas
multirresistentes circulantes en Europa caracterizadas cémo clon espafiol y
clon europeo. Se identifica una tercera linea de cepas monofésicas de
Salmonella Typhimurium circulantes en Estados Unidos, detectadas

también en nuestro pais.

3. Mediante aplicacion de diferentes técnicas moleculares se confirmo que los
aislados 4,5,12:b:- son una variante monofasica genéticamente relacionada
con aislamientos bifasicos de Paratyphi B dt (+), serotipo que constituye su

antecesor mas probable.

4. Mediante aplicacion de diferentes técnicas moleculares se confirmé que los
aislados 4,12:d:- son una variante monofésica genéticamente relacionada
con aislamientos bifasicos de Schwarzengrund, serotipo que constituye su

antecesor mas probable.

5. El mecanismo mas frecuentemente implicado en la generacion de las

diferentes variantes monofasicas son las secuencias de insercion.

6. La zona de sintesis del flagelo de segunda fase y en concreto la zona
intergénica de fljB e iroB, supone un punto caliente para las inserciones de
secuencias de insercion o transposones afectando a la capacidad de sintesis

de la flagelina de segunda fase en cepas de Salmonella enterica.
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7. Sin embargo, esta deficiencia, no ha supuesto una desventaja evolutiva para
este tipo de variantes, dada su capacidad para adaptarse y sobrevivir en sus

nichos de origen, llegando en ocasiones a desplazar a su ancestro bifésico.

8. La caracterizacion molecular del fenotipo monofasico permite el disefio de
iniciadores especificos que resultan excelentes marcadores epidemiologicos

para la deteccién y control de dichas poblaciones monoféasicas.
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We analyzed a collection of 60 Safmonella enterica 4,5,12:i:- phage type U302 multidrug-resistant monophasic
variant strains, isolated in Spain between 2000 and 2007, Most strains showed resistance to ampicillin (A),
chloramphenicol (C), sulfamethoxazole (Su), gentamicin (G), streptomycin (8), tetracycline (T), and co-
trimoxazole (SxT) (an ACSuGSTSxT resistance paittern), Only one pulsed-field gzel electrophoresis (PFGE)
type was detected, with 19 subtvpes (Simpson's index of diversity [S1D] = 0.89), Multiple-locus variable-
number tandem-repeat analysis (MLVA) showed more variability, with 32 profiles (SID = 0.97), but only
showed diversity at the STTRS and STTR6 loci. PCR and sequencing demonstrated all strains contained the
same allantein-glvoxylate pathway deletion. Four tvpes of deletions were detected in the fli4B operon, all
starting at the same position, at the STM2758 gene, and followed by an 1826 insertion. Furthermore, a
representative set of strains of the four deletion types harborved plasmids with 1526, We propose that a
Salmonella enterica serolype Typhimurium U302 multidrug-resistant (ACSuGSTSxT) strain, defective for the
allantoin-glvexylate pathway and containing 1526 at plasmid pU302L, could be the ancestor of the variant in

Spain.

In 1997 the Spanish National Safmonelia Reference Labo-
ratory (SNSRL} detected that a Salmorelle enterica subsp.
enterica multidrug-resistant strain had emerged with an atypi-
cal antigenic formula (4,5,12:0:-) and phage type U302 (7).
Several studies found this stram to be a monophasic variant of
8. enterica serovar Typhimurium (7, 8). Compared to the §.
Typhimurium LT2 strain, the monophasic variant contaimed
five major deletions in the allantoin-glyoxylate operon, the
flidB operon, and three prophages. Fels-1, Fels-2, and
Gifsy-1 (9). Similar Salmorelle monophasic strains have n-
creasingly been detected in human clinical cases and food-
related sources around the world (4, 17), The aim of this
research is to determine the molecular characterization and
genetic evolution of a representative collection of isolates of
this Spanish monophasic Salmonelia variant,

MATERIALS AND METHODS

To detennine the genctic evolution of this phasic variant, we studicd 60
strains of Selmonelly enterioa 4,5.12:1:- phage tvype U302, voluntarily submitted to
the SNSRL over an &-year period (2004 to 2007), and the first food isolate from
1998 (Fig. 1) Five 3 Typhimurivm strains, inchuding the T2 strain {Spanish
Culture Cell Type CECTT22) and an 5. exterica serovar Enteritidis strain, were
used 45 controls.

The phage type was defined according to Ancemon et al {2). The suscepti
bilities to 13 antimirobial agents were determined by the disk ditfusion method
according 1o the 2007 guidelines of the Clinical and Laboratory Standards Tn-
stitwle (CLSL htp:fwww cliong). Pubed-ield gel electrophoresis (PFGE)

* Corresponding author, Mailing address: Department of Immunal-
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of the Basque Country, Paseo de la Universidad 7, 01006 Vitoria-
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was performed following the PubeNet International protocol (hitps S
pulsenetinternationalorg/prowocolplze.asp ) using the Xbal msiriction enzyme.
Dice index and UPGMA were used to obtain a dendrogram (Fig. 1) Multiple-
tocus variable-number tandem-repeat analysis (MLVA) was carried out by fol-
terwing the protwes] deseribed for 2 Typhimurinm (12, 13). Simpson’s index of
diversity (SID) was used to caleulate the discrimination of techniques (11). PCR
and sequencing were used 1o study the allantoin glyoxylate and %48 operon
deletions. The allantoin-glvoxylate operon deletion was sumidied using previously
deseribed primees (9). Two contiguos PCRs were designed to delincate the
AL operon deketions. The first PCR amplified the region from the STMI757
gene to the 1824 insertion sequence (1), The second PCR amplified the region
from 1826 (311G CAA ATA GI'C GGT GGT GA-37) o the fol gene
(3000 AGG GOA TCA CCATAA TA 3} or from 1824 (5-CGC OTG GTA
AGC AGA GTT TT-3") 1w the STM2815 gene (5-CAC COC GAA AGA GGT
GAT AA 3 PFGE 81 muclease and hybridization assays were performed to
detect whether the monophasic strains contained large plasmids with 1526 (3).

RESULTS AND DISCUSSION

The Salmonella enterica 4,5,12:1:- U302 strains analvzed in
this study had very similar antibiotic resistance profiles, which
indicates the homogeneity of this group. Although there was
some variation compared 1o the typical “Spanish clone,” the
main pattern was still resistance to ampicillin (A), chloram-
phenicol (C), sulfamethoxazole (Su), gentamicin (G), strepto-
myein (8), tetracycline (T), and co-trimoxazole (SxT) (ACSu
GSTSsT) (Fig. 1). The PFGE-Xbal profiles showed 12 to 15
bands, with no more than 4 band differences. The 60 Sulmo-
nella 4,5,12:0- U302 strains all had the same PEGE tvpe, A,
and 19 different subtypes (Al to A19) were detected (Fig. 1),
with a S11) value of (L8Y. Over the 8 years these strains were
isolated from all over the country, only a few changes accumu-
lated, which demonstrates the high clonality of these strains in
Spain, a finding which 1s consistent with previous reports (10,
17). MLV A showed 32 profiles, although only the STTRS and

1senb Ag €102 '0g 1eqwanop uo jBlo'wisewoly.dyy woiy papeojumo
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MLVA profiles AAlla-Gly AfljAB
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resistance

Isolation
Serotype Phage type

q

2002 Human 45,1 U302 ACSuGSTSxT  3-12-11-NA-410
2003  Human 4,51 U302 ACSuGSTSxT
2002 Human 4.5, 3oz ACSuGSTSxT
2007  Human 4,5, U302 SuST
2002 Pig 45, U302 ACSuGSTSxT
2001 Human 4,5, U302 SuGST
2000 Human 4.5, U302 ACSuGSTSxT
00 Human 4,5, U302 ASuGSTSxT
2000 Human 45, 3oz ACSuGSTSxT
1998 Pig 4,5, 32 ACSuGSTSxT
2000 Unknown 4.5, U302 ACSuGSTSxT  3-1
2003  Human 4,5, u3oz ACSuGSTSxT  3-1
2002 Human 4,5, U302 ACSuGSNaTSxT 3-1
2004 Human 4,5, U302 ACSuGSTSxT  3-1:
2001  Human 45, u3oz ACSuGSTSxT  3-1
2007 Human 4.5, U302 ACSuST 3-1
2003  Human 4,5, U302 ACSuGSTSxT  3-1:
2001  Human 45, U302 ACSuGSTSxT  3-1
2003  Human 4.5, U302 ACSuGSTSxT  3-1
2001  Human 4,5, U302 ACSuGSTSxT  3-1
2000 Pig 45, u3oz ACSuGSTSxT  3-1
2002  Human 4,5, U302 ACSuGSTSxT  3-1
2001 Pig 4,5, U302 ACSuGSTSxT  3-1
2003  Human 45, U302 ACSuGSTSxT  3-1:
2001 Human 4,5, 30z ACSuGSTSxT  3-1
2003  Human 45, U302 ACSuGST 3-1
2003 Human 45, uzo2 ACSuGSTSxT  3-13-
2007 Pig 4,5, U3z CSuGSNa 3-14-14-NA-410
2001 Human 45, U302 ACSuGSTSxT  3-14-21-NA-410
2003  Human 45, U302 ACSuGSTSxT  3-14-22-NA-410
2002 Human 4,5, U302 ACSuGSSxT 3-14-16-NA-410
2000 Unknown 4, U302 ACSuGSTSxT  3-13-13-NA-410
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2006 Human ; U302 ACSUGSTSaT  3-14-16-NA-410
2002 Human 4,5, w02 ASUGSTSXT NA-410
2006 Human 45 U302 SuGST -NA-410
2003 Human 45, w302 ACSUGSTSxT  3-14-16-NA-410
2002 Human 45 U302 ACSUGSTSRT  3-16-17-NA-410
2005 Human 4.5, U302 ACSUGSTSxT  3-13-13-NA-410
2000  Pig 43, U302 ACSUGSTS:T 3
2002 Human 45 U302 ACSUGSTS:T 3
2004 Human 4.5 U302 ACSUGST 3
2002 Human 45, w02 ASUGSTSXT  3-
2004 Human 4,5 U302 ACSUGSTSxT  3-1.
2000 Human 4,5 U302 ACSUGSTSxT  3-1:
2005 Human 45, U302 ACSUGKST ~ 3-15-17-NA-410
2006 Human® 4,5, U302 ACSUGSTSaT  3-14-NA-NA-410
2005 Human* 4.5, U302 ACSUGSTSAT  3-13-15-NA-410
2001 Human 45, U3z ACSUGSTSxT ~ 3-15-22-NA-410
2001 Human 4,3, U3z ACSUGSTSAT  3-12-16-NA-410
Human 45, U302 ACSuGSTSxT  3-12-18-NA-410
2005 Human 4.5, U302 ACSUGSTSxT ~ 3-15-14-NA-410
2003  Human 4.5, U302 ACSuGSTSxT  3-13-14-NA-410
20038 Human 4,5 U302 ACSUGSTSAT  3-14-16-NA-410
2000 Human 45, U302 ACSUGSTSxT  3-14-17-NA-410
Human 43, U302 ACSUGSTSxT  3-14-12-NA-410
2000 Human 4,5, U302 ACSUGSTSaT  3-15-14-NA-410
2002 Pig 45, U302 ASUGSTSxT  3-13-15-NA-410
2003  Human 45, U3z ACSuGSTSxT ~ 3-12-27-NA-410
20038 Human 4,5 U302 ACSUGSTSAT  3-12-17-NA-410
2004 Human 4, U302 ACSUGSTSxT  3-13-14-NA-410
2002 Enteritidis AGKCef 3-13-18-NANA
2003 Typhimurium U302 ACSuST 3-15-16-16-311
2004 Typhimurium U302 ACSuST 4-13-15-29-NA
2006 Typhimurium PNR ACSuKST 2-13-NA-NA-311
2007 Typhimurium  104b SusT 3-14-NA-NA-NA

Typhimurium - - 4-13-13-10-310

FIG. 1. Results of PFGE typing, characteristics of the strains used in this study, and type assignment by different typing methods. PFGE
dendrogram, types, and profiles obtained with Xbal restriction enzyme following the PulseNet International protocol using Dice and UPGMA
(optimization, 0.50%:; tolerance, 1.5%). Strain numbers from Salmonelia laboratory of Faculty of Pharmacy, UPV/EHU, Vitoria-Gasteiz, Spain.
CNMS3IC, strain code of Microbiology National Centre (CNM, Majadahonda, Madrid); LT2, Salmenella T2 strain obtained from the Spanish
Type Culture Collection (CECT no. 722); *, human blood source; other human isolates were obtained from stools. Antibiotic resistance: A,
ampicillin; C, chloramphenicol; Su, sulfamethoxazole; G, gentamicin; K, kanamycin; S, streptomycin; Cef, cephalothin; Na, nalidixic acid; T,
tetracycline; SxT, cotrimoxazole, MLVA profiles are composed of five numbers indicating repeat unit for each locus, with the following order:
STTRY-STTRS-STTR6-STTR10-STTR3 (11). Deletion type assigned by PCR and sequencing of allantoine-glyoxylate (AAlla-Gly) operon or fljAB

(AfliAB) operon deletions.

STTR6 loci presented variability (6 and 16 allele numbers,
respectively) (Fig. 1), with a SID value of 0.97. These results
are consistent with observations by others that the MLVA
method is more discriminative than PFGE and a possible al-
ternative to PFGE for genotyping highly clonal groups of bac-
teria (12, 13). Based on PFGE and MLVA techniques, the
Spanish Salmonella enterica 4,5,12:i:- phage type U302 strains
studied are more homogeneous than groups isolated in other
countries (17), supporting a clonal origin.

Two of the major deletions previously detected in the Span-
ish monophasic strains, in the allantoin-glyoxylate and fliAB
operons (9), were studied by PCR and sequencing. We con-
firmed the deletion of the allantoin-glyoxylate operon in all

Salmonella 4,5,12:1:- strains and in the two S. Typhimurium
U302 strains. Sequencing revealed that the deletion always
spanned the STMO0517 and STM0529 genes (GenBank acces-
sion no. EU265823.1, EU265824.1, and EU265825.1). A sim-
ilar deletion in this gene region was described by Reen et al.
(15) for §. Typhimurium.

In the present study, we detected variations in the fliAB
operon deleted gene region (Fig. 2). The start of the deletion
was well conserved in all 60 Salmonella monophasic strains
studied. This deletion affected 93.6% of the STM2758 gene
and began at the same nucleotide in all cases (Fig. 2). The
end of the deletion showed more variability. We identified
four different deletion types: AfliABI, AfliAB2, AfliAB3, and
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FIG. 2. Structure of the different fli4B operon deletion types and the insertion of IS26 detected in Spanish S. enterica serovar [4,5,12:i:-]
monophasic variant strains observed by PCR and sequencing, compared with the Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 genome (GenBank

accession no. AE006468.1).

AfliAB4 (Fig. 2). AfliABI was the most common deletion, ending
at nucleotide 639 of the iroB gene (STM2773); this sequence is
available from GenBank (accession no. GQ402163.1). The
AfliAB2 deletion ended at nucleotide 871 of the roB gene (ac-
cession no. GQ402164.1); the AfliAB3 deletion ended at nu-
cleotide 235 of the iroC gene (STM2774) (accession no.
GU939595.1); and AfliAB4 was a larger deletion, which ended
at nucleotide 543 of the emrA gene (STM2814) (accession no.
HM595411) (Fig. 2). No amplification occurred with the con-
trol strains.

Previous studies revealed 1S26 was inserted in the fliAB
operon deleted region (9); this finding was confirmed here.
Other authors (6) have shown similar mutations in the rbs
operon of Escherichia coli, with the end point of the deletion
always precisely located at the end of IS/50 and with different
extents of the deletion. In our study, all the deletion types of
the genes were replaced by an inverted 1S26 sequence. 1526 is
a member of a family of transposable elements with a possibly
wide host range and of considerable importance for horizontal
gene transfer between microorganisms (14). IS26 has been
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described for many bacteria, including the 8. Typhimurinm
1302 G8430 strain, which harbors a large plasmid (pU302L)
with 5 copies of this insertion sequence (5, 14). To detect
whether the monophasic strains in our study contained large
plasmids with 1526, a selection of 13 strains with different
AfliAB deletion types were assaved by PFGE-51 and hybrid-
ization. The result was positive in all strains. IS26 was present
in the chromosomally deleted region and i the large plasmid,
which could involve a replicative transposition event (18). Fur-
thermore, when analyzing the start and end of the deleted
regions, we detected a short sequence of 14 nucleotides (5'-
AAG ACG CTC TGA AT-3") in the sequence, left-adjacent to
the conserved fragment of the STM2758 gene in the chromo-
some, upstream from the start of all Affj4B-type deletions.
Interestingly, we detected the complementaty inverted se-
quence of these 14 nucleotides flanking the end of the third
copy of 1826 on the pU302L plasmid (14). The homology in
this short sequence could explain the upstream conserved in-
sertion of 1826 in this region at the same position in all the
deletion types. Analysis of nucleotide sequences downstream
of the different deletions detected no homology with the end of
inverted 1826, suggesting rearrangements are associated with
the initial transposition event or represent recombination with
other 1826s transposed downstream. In agreement with the
findings of Cooper et al. (6} and Schneider et al. (16), these
different genetic events (transpositions and recombinations)
could take place simultaneously or successively. The mecha-
nism and the drive to continue deleting in this region are
unknown. However, it is possible for the deletions to be related
to each other as a nested series.

Based on the results obtained by PFGE, MLVA, PCR, and
sequencing, the Safmoneila monophasic strains of this study
seem to have maintained great homogeneity over the vears, A
recent study carried out with some Salmonedla 4,5,12:1:- 1solates
from the United States and Spain concluded that this strain
most likely represents multiple clones with distmet geograph-
ical distributions that emerged through independent deletion
events (17). Our data support this hypothesis and expands the
information given by Soyer et al. (17} about Spanish monopha-
sic strains, as we studied a larger number of strains and se-
quenced the fragments flanking the f{i4B deletions. From our
data, there 18 not a clear link between the location of the
strains, source, or year of isolation and the different profiles of
resistance, [Ij4AB deletion type, and PFGE or MLVA patterns;
vet, considering we analvzed only a representative collection of
strains of the Spanish clone, we cannot reject these relation-
ships.

In summarv, we hypothesize that a Salmonelia enterica
serotype Typhimurium, phage type U302, multidrug-resis-
tant (ACSuGSTSxT) strain, defective for the allantom-
glyoxylate pathway and harboring the plasmid pU302L, could
be the ancestor of the monophasic variant sirains assaved in
this report. However, more studies are necessary to ascertain if
the Afi4BI deletion type could be the origin of the other
variations or, to the contrary, if the four genetic defects arose
independently.
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