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Resumen

Salmonella Infantis es un serovar emergente como agente de salmonelosis a nivel mundial,
siendo uno de los principales aislados desde fuentes alimentarias/animales. Se caracteriza por la
presencia de un plasmidio conjugativo que confiere resistencia a multiples fa&rmacos antimicrobianos,
metales pesados, y que mejora los fenotipos asociados a la virulencia bacteriana, descrito tanto en cepas
aisladas desde animales como desde humanos. Este plasmidio pESI (plasmidio de S. Infantis emergente)
se describi6 en el 2014 en Israel y desde entonces se ha reportado en muchos paises de Europay América.
En Chile, S. Infantis también ha tenido un aumento progresivo, por lo tanto, es posible que este agente
se convierta en el més prevalente en un futuro cercano, sin embargo, aln cuando hay antecedentes que
sugieren la presencia de pESI en cepas chilenas (Tesis C. Romero, 2019-2020), no ha sido posible
demostrar su funcionalidad conjugativa.

Por esta razon, el objetivo de este estudio fue evaluar la presencia del plasmidio pESI
conjugativo en cepas de S. Infantis aisladas desde muestras de planteles avicolas en Chile. Para esto, se
detectd la presencia de genes caracteristicos del plasmidio mediante PCR convencional, se realizaron
experimentos de conjugacion entre las cepas donantes de S. Infantis con la cepa receptora E. coli y
también se hizo extraccién plasmidial de las cepas parentales y conjugantes con el fin de comparar los
perfiles obtenidos.

Finalmente, se confirmé la presencia de los genes repB, merA, fyuA, tra-C y pilL en 29 de las 30
cepas estudiadas, las cuales presentan una amplia variedad de perfiles de resistencia antimicrobiana
fenotipico y genotipico. Complementando la caracterizacion de los genes de resistencia a antibidticos se
detectd el gen fosA3, lo que permitioé distinguir 8 patrones genéticos, de los cuales el perfil mas prevalente
incluye tetA, aadAl, sull, dfrA14, floR, bla crx-m-6s5, y f0SA3. Por ultimo, se logré obtener conjugantes de
E.coli con una de las 5 cepas de S. Infantis ensayadas, que adquirié las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de pESI descritas en la cepa parental. Estos resultados confirman la hip6tesis que las cepas
de S. Infantis aisladas desde muestras de planteles avicolas en Chile presentan el plasmidio pESI con la

capacidad funcional de conjugacion in vitro.



Introduccion

Salmonella spp. es un género que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, consecuentemente
son bacterias Gram negativo y se caracterizan por ser bacilos, anaerobios facultativos, intracelulares
facultativos, con flagelo, resistentes a diversas condiciones ambientales y de distribucién ubicua. [1,2]

El géenero Salmonella presenta 2 especies: S. bongori y S. enterica, esta Gltima se clasifica en 6
subespecies: enterica (1), salamae (I1), arizonae (111a), diarizonae (111b), houtenae (IV) e indica (VI). A
su vez, en conjunto presentan mas de 2600 serovares [2], que se diferencian por los tipos de hospederos
que pueden infectar y por las manifestaciones clinicas que producen. La subespecie enterica incluye la
mayoria de los serovares de importancia clinica, que son asociados a brotes transmitidos por alimentos,
al tener la capacidad de infectar humanos y animales, y se destacan por la alta prevalencia en granjas
avicolas y porcinas. [2,3]

Los serovares de Salmonella spp. se pueden catalogar como: Salmonella tifoidea y no tifoidea.
S.Typhi es el principal representante de la primera categoria y se caracteriza por infectar especificamente
a humanos causando la fiebre tifoidea, la cual puede presentarse con fiebre, cefalea, dolor abdominal,
entre otros sintomas, que aparecen 10-14 dias después de infectarse [2,4]. La segunda categoria la
conforman los serovares que poseen una extensa variedad de hospederos (cerdos, ganado, aves, reptiles,
entre otros) y en general pueden generar una infeccion gastrointestinal en el ser humano y cuadros

asintomaticos en aves [4], entre ellos S.Enteritidis y S.Typhimurium.

Relacion del cuadro clinico y el mecanismo de transmision

El cuadro clinico clasico generado por Salmonellas no tifoideas (SNT) en personas
inmunocompetentes se caracteriza por fiebre, dolor abdominal, diarrea, nauseas y vomitos, que pueden
ser de aparicion aguda (6-72 horas post infeccion con el agente) y durar hasta 1 semana. Por lo general,
la infeccidn es autolimitada, de manera que no hay necesidad de usar tratamientos antimicrobianos. Sin
embargo, estos mismos patdgenos pueden generar un cuadro mas complejo en pacientes

inmunodeprimidos, nifios (< 3 meses), ancianos y embarazadas, evolucionando a un cuadro sistémico



gue puede llegar a una septicemia, situacién en que si se requiere del uso de antibi6ticos para su
tratamiento [2,5]. Este tratamiento es empirico en adultos, por esto se usa fluoroquinolonas,
cefalosporinas de tercera generacion o ampicilina, sin embargo, esto varia si se hacen pruebas de
susceptibilidad de la cepa, se identifica el serovar y si las condiciones clinicas del paciente empeoran
[5,6]. Por otra parte, el Unico antibiotico recomendado para tratar nifios son las cefalosporinas de tercera
generacion. [7]

Este patogeno se transmite mediante el consumo de alimentos como huevos, carne de aves de
corral y porcino, ademas de productos lacteos contaminados, pero también se puede adquirir si se
consume vegetales contaminados con heces de origen animal [2]. Por lo tanto, al considerar la alta
prevalencia, la variedad de transmisibilidad y el cuadro clinico inespecifico, no es de extrafiar que la
salmonelosis sea la segunda infeccidn gastrointestinal transmitida por alimentos que mas se notifica en
humanos, después de la campilobacteriosis, y ademas cause brotes alimentarios incluso en paises

desarrollados de la Unién Europea y en EE. UU. [3, 8]

Epidemiologia mundial de Salmonella spp. no tifoidea y la importancia de S. Infantis

A pesar de la gran variedad de serovares de Salmonella, solo 10 son los principales responsables
de la mayoria de los casos de salmonelosis y la prevalencia de éstos varia por regién. Por ejemplo, de
acuerdo a la Union Europea, los principales serovares encontrados en infecciones en humanos y en
fuentes agricolas (pollos de engorde, bovinos, pavos, gallinas ponedoras y cerdos), aislados tanto de
animales como de alimentos, son: S. Enteritidis (48,7%), S. Typhimurium (12,4%), S. Typhimurium
monofésico (11,1%), y S. Infantis (2,5%) [3]. Pero en Rusia, aungue tiene una coincidencia en los
primeros serovares, en tercer lugar, tiene a S. Infantis como serovar mas frecuente.[9]

Otro panorama se describe en EEUU; en el afio 2016, de acuerdo a datos reportados por CDC
de casos clinicos, en primer lugar esta S. Enteritidis, pero en segundo lugar esta S. Newport y en sexto
lugar se encuentra S. Infantis, el cual ha tenido un aumento paulatino en su frecuencia desde hace un par

de afios [10]. Una realidad diferente ocurre en Israel, donde entre los afios 2008 al 2015 hubo un aumento



exponencial del serovar S. Infantis, que se mantiene a la fecha, convirtiéndolo en el mas aislado tanto en
infecciones humanas como desde ambientes animales [11]. Por lo general, esta tendencia al aumento de
S. Infantis como serovar emergente ha existido no solo en los paises descritos, sino también en Alemania
[12], Suecia [13], India [14], ademés de Francia e Italia. [3]

En conclusion, se puede decir que S. Infantis se considera un serovar emergente a nivel mundial,
siendo uno de los principales aislados desde fuentes alimentarias/animales y ademés desde cuadros de

salmonelosis en seres humanos.

Epidemiologia de Salmonella spp. no tifoidea (SNT) y el serovar S. Infantis en Chile

El Instituto de Salud Publica (ISP) hace vigilancia epidemioldgica de Salmonella spp.,
determinando la especie, subespecie y serovar, ya que éste es un patégeno que se encuentra en el
reglamento de Notificacion de Enfermedades Transmisibles de Declaracion Obligatoria D.S.
N°158/2004. Para el afio 2019, se publicé que el 20% de los brotes ETA fueron especificamente
diagnosticados, y la mitad de éstos fueron salmonelosis, indicando que esta infeccién es la mas
prevalente en Chile [15]. Por otra parte, respecto a la prevalencia de los serovares entre los afios 2014 -
2018, los primeros lugares no varian respecto a otros paises mencionados, pero cabe destacar que S.
Infantis ha tenido un aumento progresivo desde el 2014 alcanzando un 4,1% (419/10.104) de las muestras
aisladas, siendo el tercer serovar mas frecuente de SNT [2]. Mas aun, al analizar los datos del 2018, S.
Enteritidis tuvo un aumento del 14,9% (1037 a 1219 casos) respecto al afio anterior, pero S. Infantis
aumentd en un 56,5% (74 a 107 casos) en el mismo periodo de tiempo, lo que evidencia un aumento de

progresion rapida, que requiere una vigilancia activa de éste. [2]

Plasmidio emergente de S. Infantis (pESI)

Como se ha descrito, S. Infantis es un serovar emergente de importancia mundial y nacional.
Entre los elementos que estan influenciando este aumento en la frecuencia, se ha descrito un factor clave
que guarda relacion directa con la multirresistencia antimicrobiana descrita en este agente. Precisamente,

desde el 2008 hasta el 2014 existié una rapida aparicion clonal de este serovar en Israel, por este
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antecedente, los estudios en un comienzo sugerian la presencia de un plasmidio conjugativo, capaz de
mejorar la supervivencia y la resistencia del serovar. Para el 2014, se le caracterizé y dio nombre a este
elemento genético mavil: pESI, que significa plasmidio de S. Infantis emergente. [16]

Desde entonces, este plasmidio ha sido descrito en cepas aisladas en Rusia, Alemania, Suecia,
Italia, Hungria, Japon, EE. UU., y Pert [9, 12, 13, 17- 21]. La mayoria de estos estudios se han realizado
en muestras provenientes de granjas avicolas o de animales, sin embargo, en Perd, Italiay EE. UU. se
utilizé ademas muestras de casos clinicos humanos. Por lo tanto, es un plasmidio que potencialmente
podria estar implicado en la aparicion de multirresistencia antimicrobiana, de manera que la presencia
de pESI en el ambiente clinico asistencial podria eventualmente dificultar el tratamiento antimicrobiano
que normalmente se utiliza. Este plasmidio, ademas de conferir resistencia a multiples farmacos
antimicrobianos, también se ha asociado con el aumento en la resistencia a metales pesados,
desinfectantes y en la virulencia bacteriana. Todas estas caracteristicas han sido asociadas y encontradas
en cepas aisladas tanto de animales como de humanos. [22,23]

pESI también se ha clasificado en base al grupo de incompatibilidad (Inc). Este término hace
referencia a la incapacidad de dos plasmidios de mantenerse juntos en la misma bacteria por compartir
mecanismos de replicacion, entonces, plasmidios de distintos grupos difieren en su rango de hospedero,
tamafio y mecanismo de transferencia [24,25]. Por lo general, esta caracteristica varia ampliamente a
través de los afios y paises donde se ha descrito el plasmidio (Anexo N°1).

Estructuralmente, se describe a pESI como un plasmidio de tipo quimérico formado por al menos
2 plasmidios ancestrales: replicon repl del grupo IncP y genes de transferibilidad conjugativa (ardA,
pilL, sogS, trbA) del grupo de incompatibilidad Incll [9,22]. Sin embargo, este elemento genético
evoluciond, generando un plasmidio de tipo mosaico al presentar también multiples inserciones de
unidades genéticas moviles en su columna vertebral [16], la cual estd compuesta por lo general de:

A. Genes que determinan el grupo de incompatibilidad (inc), que se identifica mediante la proteina
de iniciacién de replicacion plasmidial, a través del gen rep [25]; en pESI se ha descrito
principalmente a repl [9] y repB [12].
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Un operdn yersiniabactina que codifica un sistema de captacién de hierro dependiente de
sideroforos esencial para la virulencia de Yersinia pestis y Escherichia coli, entre otros (fyuA,
irpl, irp2, ybtA, ybtE, ybtP, ybtQ, ybtS, ybtT, ybtU, ybtX). [9,16]

Dos operones que codifican fimbrias de tipo chaperone-usher: uno que implica la formacién de
una fimbria similar a K88 y el otro es una fimbria no descrita, ambas relacionadas con el
tropismo celular y formacién de biopeliculas (familia faeF, faeG, faeH, fael, faeJ, etc). [9,16]

. Genes que codifican sistemas de toxina-antitoxina, que contribuyen al mantenimiento y
prevalencia del plasmidio (pemK/peml, ccdB/ccdA, vapC/vapB). [9,16]

Genes de mantenimiento y transferencia conjugativa (genes tra, genes pili, eaa, psiA, ykf F, etc).
[9,16]

Genes de resistencia antibidtica, transposones e integrones clase 1y 1l. [9, 26]

. Un operdn mer, que confiere un aumento en la tolerancia a mercurio (merR, merT, merP, merC,

merA) [9]

g Y
. ﬂ‘@\\ |l
a

7\
bla-CTX-M-65

pESI Composite Sequence
323,122 bp

Figura N° 1. Secuencia compuesta del plasmidio pESI.

Se representan genes presentes en 99% (verde), 95% (amarillo) y 90% (rojo) de cepas aisladas desde
muestras desde fuentes avicolas e infecciones humanas en EE.UU. desde 2016-2018, por McMillan, et
al, 2020. [20]
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La principal caracteristica que se mantiene entre los distintos pESI-like descritos es el gran
tamafio que presentan al considerarse un mega plasmidio = 300 Kpb. Genes del grupo A permiten
clasificar a los plasmidios pESI-like por el grupo de incompatibilidad inc. Por otra parte, los elementos
del grupo B-D son considerados elementos conservados que han sido descritos en la mayoria de los
plasmidios pESI-like en cepas de distintos origenes. La parte polimdrfica de este plasmidio es E, es decir,
gue siempre estan presentes en su estructura, pero hay variaciones en la secuencia de los genes [9]. Las
regiones correspondientes a los puntos F y G, en cambio, pueden estar presentes 0 no en el plasmidio
[9]. Por lo tanto, se infiere que ningin plasmidio pESI-like seria idéntico entre si.

Debido a que la parte variable de este plasmidio incluye genes involucrados en la resistencia
antimicrobiana, se han descrito multiples perfiles de resistencia fenotipica entre distintos pESI-like en
estudios de diferentes paises. Se ha descrito la presencia de genes de resistencia principalmente a
tetraciclina (tetA/tetR), trimetroprim (dfrAl4), betalactdmicos de espectro extendido (blaCTX-M),
sulfonamidas (sull), aminoglucésidos (aadA), ademas de otros antibioticos mas especificos e
infrecuentes como colistin. [9, 22]

En Chile, el estudio realizado por C. Romero en el afio 2019 en el Programa de Microbiologia y
Micologia, ICBM, analiz6 60 muestras de S. Infantis de planteles avicolas obtenidas por el Servicio
Agricola y Ganadero (SAG), describiendo los perfiles de resistencia antimicrobiana fenotipica y
genotipica, donde se destaca que el 100% de las cepas presenta multirresistencia a tetraciclina, acido
nalidixico y estreptomicina, a los que se suman otros antibidticos de manera variable. Este mismo
panorama sobre S. Infantis detalla Lapierre et al. en el 2020, pero las muestras usadas fueron obtenidas
desde carnes de pollo provenientes de distintos supermercados en Santiago de Chile [27]. Por otra parte,
el estudio de Pardo-Este et al. en el afio 2021, describe multirresistencia antimicrobiana fenotipica en
muestras de planteles avicolas [28]. Por lo tanto, en conjunto estos estudios permiten sugerir la presencia
de pESI en las cepas chilenas, pero no se ha confirmado adn.

En el laboratorio del Programa de Microbiologia y Micologia se continu6 el estudio de Romero
(2019), secuenciando 3 cepas que representaban los perfiles de resistencia méas frecuentes. Mediante
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analisis bioinformatico, se evidencio la presencia de pESI cuyo grupo de incompatibilidad es FIB (repB).

[29]

Transferencia horizontal genética por medio de plasmidios

PESI ha sido descrito como un plasmidio que se transfiere por medio de conjugacién, es decir,
gue posee sistemas genéticamente complejos, que permiten la transferencia horizontal de este elemento
genético por conjugacién. Para ello, los componentes esenciales son el origen de transferencia (oriT),
genes mob y genes mate-pair formation (MPF), en conjunto, estos Gltimos se denominan genes tra [30].
Para que comience la conjugacion debe unirse la proteina denominada relaxosoma codificada por genes
mob, con el oriT, y entonces se transfiere a través del sistema de secrecion tipo IV que involucra la
formacion de un poro y pili que permite finalmente el traspaso del plasmidio a otra bacteria [25]. Estos
genes involucrados en la formacion del relaxosoma y replicon son utilizados para la tipificacion de
plasmidios en grupos de incompatibilidad, por lo tanto, el grupo al que pertenece un plasmidio también
influye en su capacidad de conjugarse [30]. En el caso de pESI, como se ha mencionado, presenta genes
variables relacionados con este sistema (traC, pili V, S, etc). [21,31]

Se ha descrito que el traspaso de pESI in vitro a E. coli e in vivo a otros serovares de Salmonella
es de baja eficiencia y se ve afectado por multiples parametros ambientales [22,23]. Condiciones como
la alta osmolaridad, 1,4% de oxigeno en el medio, un pH de 5 a 7 y baja concentracion de sales biliares
(< 1%) mejoran la eficiencia de la conjugacion de pESI. Estas condiciones justamente coinciden con
aquéllas encontradas en animales de cuerpo caliente [23], sugiriendo que la transferencia de este
plasmidio tendria el ambiente perfecto en el hospedero humano ademas de otros animales de cuerpo
caliente. También hay evidencia que ciertas condiciones del ambiente son necesarias e influyen
fuertemente en la activacion y efectividad de este sistema para la conjugacién, que también dependen
fuertemente del grupo de incompatibilidad presente en el plasmidio. [30,32,33]

En el laboratorio del Programa de Microbiologia y Micologia hasta la fecha no ha sido posible

realizar exitosamente una conjugacién in vitro desde cepas de S. Infantis a otras bacterias intra e
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interespecie (E. coli, por ejemplo), y por lo tanto solo existe el antecedente tedrico de la capacidad
conjugativa de pESI en las cepas descritas en Chile. Considerando lo descrito, es de suma importancia
el comprender las propiedades de transferencia de los plasmidios clinicamente relevantes, como es pESI,
ya que asi se podra entender el posible papel de este mecanismo en la propagacion del fenotipo de
multirresistencia a los antibiéticos entre patdgenos de la misma especie o con bacterias que forman parte

de la microbiota humana.
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Hipdtesis

Las cepas de Salmonella Infantis aisladas desde muestras de planteles avicolas en Chile presentan el

plasmidio pESI con la capacidad funcional de conjugacion in vitro

Objetivo General

Evaluar la presencia del plasmidio pESI conjugativo en cepas de Salmonella Infantis aisladas desde

muestras de planteles avicolas en Chile.

Objetivos Especificos:

e Determinar la presencia de genes especificos del plasmidio pESI en las cepas aisladas desde
muestras de planteles avicolas 2016-2019 en Chile

e Evaluar la capacidad de conjugacién del plasmidio pESI

16



Materiales y métodos

Caracteristicas de poblacién estudiada

La poblacién bacteriana utilizada en este estudio se obtuvo a partir de las cepas de Salmonella
Infantis provistas por el Servicio Agricola y Ganadero de Chile (SAG), provenientes de planteles
avicolas de la Region Metropolitana y VI Region. Se seleccionaron 30 cepas que son representativas de
los principales patrones de resistencia antimicrobiana fenotipica, de acuerdo con lo descrito en la Tabla

N°1 basado en el trabajo de tesis de Romero, C (2019).[26]

Tabla N° 1: Caracteristicas de las cepas de Salmonella Infantis seleccionadas para el estudio

pd
o

. . Fldlx|lo|l 2| & ||k |22 x
w | < I w|=|wW|=z
CEPA ANO | REGION wis c|7) & 5 E é 612|608

. Infantis - 26 | 2018 | VI regi6n |
. Infantis - 38 | 2018 | VI regi6n

. Infantis - 51 | 2017 | VI regi6n |
. Infantis - 71| 2018 RM

. Infantis - 28 | 2017 RM |
. Infantis - 67 | 2017 | VI region
. Infantis - 27 | 2018 RM

. Infantis - 29 | 2017 RM

. Infantis - 36 | 2017 RM

. Infantis - 76 | 2018 | VI region
. Infantis - 34 | 2018 RM

. Infantis - 68 | 2018 | VI region
13| S. Infantis- 1 | 2018 RM
14 | S. Infantis - 8 | 2018 RM |
15| S. Infantis - 9 | 2018 RM
16 | S. Infantis - 13 | 2018 RM
17 | S. Infantis - 33 | 2017 RM
18 | S. Infantis - 41 | 2016 | VI region
19| S. Infantis - 2 | 2018 RM
20 | S. Infantis - 42| 2018 | VI regidn
21 | S. Infantis - 70 | 2018 | VI regién
22 | S. Infantis - 49| 2017 | VI regién
23 | S. Infantis - 19 | 2018 | VI regidn
24 | S. Infantis - 37 | 2018 | VI regién
25 | S. Infantis - 64 | 2018 | VI regidn
26 | S. Infantis - 7 | 2018 RM
27 | S. Infantis - 44 | 2018 RM
28 | S. Infantis - 48 | 2018 RM |
29 | S. Infantis - 72 | 2018 | VI regidn |
30 | S. Infantis - 23| 2018 | Inglaterra

PR Resistente 1 Resistencia intermedia 88 Sensible
TET: Tetraciclina, NAL: Acido nalidixico, STR: Estreptomicina, FFC: Florfenicol, CHL: Cloranfenicol, TMP: Trimetoprim,
SXT: Sulfametoxazol-Trimetoprim, CEF: Cefalotina, AMP: Ampicilina, GEN: Gentamicina y ENR: Enrofloxacino

O Oo|NOOOA~WIN|F-

NN nmim
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Se us6 la cepa E. coli UC231 como receptora de conjugacién, que presenta resistencia a azida
de sodio (NaNs), donada gentilmente por el Dr. Gerardo Gonzélez, Universidad de Concepcién. Todas
las cepas se cultivaron en placas de agar Luria (AL) suplementadas con uno de los antibioticos al que
fueran resistentes y en placas SS y McConkey, con el fin de visualizar la mayor cantidad de

caracteristicas fenotipicas para diferenciarlas en los futuros experimentos de conjugacion.

Determinacion de genes caracteristicos de pESI
Para la identificacion de alguno de los genes caracteristicos de pESI, descritos anteriormente, se
realizd PCR convencional, utilizando partidores para 9 genes (Tabla N°2), los cuales identifican:
e repB: gen que codifica la proteina de iniciacion de replicacion plasmidial en plasmidios del
grupo de incompatibilidad FIB.[34]
e merA: gen representante del operon de resistencia a mercurio
e fyuA: gen representante del operdn para sider6foro yersiniabactina
e traC-2: gen que codifica la ATPasa requerida para la formacidn del pili de secrecion tipo IV en
plasmidios F (VirB4). [35]
e pilL: gen que codifica la lipoproteina de membrana externa implicada en la biosintesis del
pili.[36]
e fosA3: gen que confiere resistencia a fosfomicina
e floR: gen que confiere resistencia a floranfenicol y cloranfenicol
e bla crx-m grupo 9: gen que confiere resistencia a cefalosporinas de tercera generacion [37]

e dfrAl4: gen que confiere resistencia a trimetoprim
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Tabla N° 2: Partidores usados para la determinacién de genes caracteristicos de pESI y genes de
resistencia antimicrobiana presentes en pESI

Clasificacion Gen Partidor Secuencia (5°— 3°) Tamano Referencia
general producto
Grupo de repBF | CAGTAGCCCTCATGCGACTC
incompatibilid repB 451 pb Este estudio
2d EIB repBR | GGCTCCGCCTTAATCTCAAC
i merAF |CAGTGGAAGTCCAGTACGGAG
Operén mer merA 526 pb [16]
merAR | CTGGGCAGAAACGACAAGAC
Operon parael fyuAF | CCGCATACAGTGACCTGACC
sideroforo fyuA 400 pb Este estudio
yersiniabactina fyuAR | CCGACCGGACCAGAGTAGAG
Genes {raC-2 traC-2F | AGAATGCCGGACTGGTTCTG 642 ob Este estudi
i raC- ste estudio
'”Voéﬂcgfdos traC-2R | TCATGTTGCCTCCATCCACC P
mantenimiento pilL F AACCACTATCTCGCCAGCAG
y transferencia pilL 316 pb [17]

pilL R CCATATGACCATCCAGTGCG

fosA3 F GCCGTCAGGGTCGAGAAA
fosA3 282 pb [38]
fosA3 R GCGTCAAGCCTGGCATTT

flLRF | CCTATCGCCGGAGCATTGAT
floR 463 pb [26]
Genes de flLRF | TGAAGGTGAGGAATGACGGC

rooeE8 | lacney | DlacousF | CAAGCCTGCCGATCTGGT

grupo 9 | blacrxmoR | GATTCTCGCCGCTGAAGC

conjugativa

559 pb [39]

dfrA14 F | TTAACCCAGGATGAGAACCT
dfrAl4 510 pb [26]
dfrA14R | CGATTGCATAGCTTTGTTAA

Para la realizacion del PCR convencional se utilizé como templado el DNA bacteriano obtenido
de lisado celular, para lo cual se homogenizo colonias de las cepas de interés en 500 pL de agua mili Q
estéril, luego se calenté a 100°C en un termoblock o incubadora en seco por aproximadamente 15
minutos, se centrifugd por 10 minutos a 13.000 rpm a 4°C y finalmente el sobrenadante se traspaso a
otro tubo eppendorf estéril. Los lisados se almacenaron a -20°C antes de su uso.

Los protocolos que se utilizaron para las reacciones de PCR se describen en la Tabla N°3:
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Tabla N° 3: Protocolos de PCR

1 REACCION DE PCR
merA, fyuA, traC-2, pilL,
Partidor fosA3, floR, blactx-m-9, repB
dfrAl4
Lisado Bacteriano 2 uL 2 uL
MgCl; 25 mM 0,75 pL 0,75 pL
dNTPs 10 uM 0,09 pL 0,09 pL
Partidor rrsH (0,5 uM) F 1uL 1uL
Partidor rrsH (0,5 uM) R 1uL 1uL
Partidor respectivo (1 uM) F 2 uL 3,5 uL
Partidor respectivo (1 uyM) R 2 uL 3,5 uL
Buffer PCR 5x ®Promega 3 L 3L
Go Taqg Polimerasa ®Promega 0,0 75 pL 0,0 75 uL
H,0 Ultrapura para PCR 3,085 uL 0,085 uL
Total 15 uL 15 uL

Para cada reaccion se incluyeron los partidores para amplificar simultaneamente el fragmento

de interés y un fragmento de 1530 pb del gen rrsH que codifica el RNA 16S como control interno (F

5’AAG GAG GTG ATC CAG CCG 3’y R 5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC 3’). El protocolo de

amplificacion utilizado se describe en la Tabla N°4:

Tabla N° 4: Protocolo de amplificacion utilizado

merA, fyuA, traC-2, pilL,
fosA3, repB, dfrAl4 floR y blacrxw
ETAPA T° Tiempo T° Tiempo
DESNATURALIZACION 95°C 2 minutos 95°C 2 minutos
30 CICLOS
DESNATURALIZACION 95°C 30 segundos 95°C 30 segundos
ALINEAMIENTO 55°C 30 segundos 60°C 30 segundos
EXTENSION 72°C 1 minuto 72°C 1 minuto
72°C 5 minutos 72°C 5 minutos
FINALIZACION 12°C 00 12°C 00
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Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% en TAE
0,5X, durante 45 - 50 minutos a 100V. En estos geles se cargd el total del producto de PCR, usando
como control de tamafio molecular el Ladder Quick-Load® 100 bp DNA Ladder de New England
Biolabs y se uso el colorante fluorescente GelRed Safeview plus® de Fermelo Biotec (Diluido 1/10.000)

para intercalar el amplificado y asi visualizar los resultados en un transiluminador UV.

Ensayos de conjugacién bacteriana

Obtencion de una cepa Salmonella receptora de conjugacion.

Con el fin de obtener una cepa de Salmonella receptora de conjugacion se transformd la
Salmonella Infantis cepa 23 (sensible a los todos antibidticos estudiados) con el plasmidio pUC18K, que
confiere resistencia ampicilina y kanamicina. Se obtuvo el plasmidio desde E. coli/pUC18K a través de
la extraccion mediante kit E.Z.N.A.® Plasmid DNA mini kit 1l se visualiz6 mediante una electroforesis
en gel de agarosa 0,8% en TAE 0,5X que se corrié por 45 minutos a 100V.

Para realizar la transformacion, se cultivé un indculo de 3 mL LB de la cepa S. Infantis 23
overnight (on.) a 37°C, al dia siguiente se hizo un subcultivo al 1 % (30 mL LB + 300 pL del caldo on.)
y se incub6 a 37°C en agitacion hasta alcanzar una densidad Optica de 0,4 a 0,5. El cultivo se puso en
hielo y se lavd 3 veces con agua mili Q estéril, fria, centrifugando cada vez a 7.500 rpm a 4°C por 20
minutos. Se hizo un cuarto lavado con glicerol 10% estéril frio y se resuspendid en 50 L de la misma
solucion. A esta suspension se le agregd 7 uL del plasmidio pUC18K, se transfiri6 a una cubeta
(separacion de 1 mm) y se transformé usando el electroporador 2510 Eppendorf ®. Se dio un pulso de
1.800V por 1,2 milisegundos y se recuperé el contenido con 1 mL de LB por 1 horaa 37°C con agitacién.

Luego se sembré en placas de AL suplementadas con kanamicina 50 pg/mL, dejandolas a 37°C on.

Determinacion de concentracion inhibitoria minima (CIM)
Con el fin de conocer las concentraciones adecuadas de antibidticos de seleccion para las

conjugaciones, se determino la CIM mediante diluciones en caldo usando azida de sodio, kanamicina y
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cloranfenicol. Para esto, se prepararon 3 mL de caldo Luria sembrados con las donantes (S. Infantis cepas
23,26,28,34,41,48) y las receptoras (E. coli UC231 y S. Infantis 23/pUC18Kk) que se dejaron on. a 37°C
con agitacion. Al dia siguiente, a partir de soluciones stock de los antibi6ticos se prepararon soluciones
de Azida de sodio 300 pg/mL, kanamicina 50 pg/mL y cloranfenicol 50 pg/mL con las cuales se
prepararon diluciones en base 2 en volumen final de 2,5 mL. Se sembraron 10 pL de cada cepa en los
distintos antibidticos y se incubaron a 37°C on. Al dia siguiente, la interpretacion se hizo de manera
visual para distinguir el ultimo tubo con la menor concentracion que registrd inhibicion del crecimiento

bacteriano.

Experimentos de conjugacion de pESI

Se hicieron conjugaciones usando 5 cepas de S. Infantis como donantes, cada una de las cuales
representa un patron de resistencia antimicrobiana fenotipica (cepas 26, 28, 34, 41y 48); por otra parte,
se usaron E. coli UC231 y S. Infantis 23/pUC18k como receptoras, que presentan resistencia a azida de
sodio y kanamicina respectivamente como marcador de seleccion. Para estos experimentos se usaron 3
protocolos principalmente:

A. El primer protocolo corresponde a lo descrito por Miranda et al, 2016 [40], donde las bacterias
se crecieron hasta fase logaritmica y la conjugacion se hizo en caldo Luria en proporcién 1:1 de
donante y receptora. A este protocolo se le hicieron una serie de variaciones mencionadas en el
Anexo N°2.

B. Elsegundo protocolo fue descrito por Aviv et al, 2014 [16], que se diferencia del anterior en que
las bacterias se crecieron hasta fase estacionaria y la conjugacion se realizd en placas de agar
Luria. Las variaciones estudiadas se detallan en el Anexo N°3.

C. El tercer protocolo de conjugacion fue descrito por Aviv et al, 2016 [23], que se diferencia del
anterior por el crecimiento de las bacterias conjugantes en microaerobiosis. Las variaciones de

este protocolo se describen en el Anexo N°4.
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De todas estas variaciones, el protocolo que permitié obtener conjugantes comenzdé con la
preparacién de indculos de las donantes con el respectivo antibiético y las cepas receptoras en 5 mL de
caldo Luria, a 37°C on. Al dia siguiente, se centrifugd el cultivo y se resuspendio el pellet en la misma
cantidad de caldo Luria sin antibiético. Se mezcld en un tubo 400 pL de la cepa donante + 4 mL de la
cepa receptora. Luego se incub6 en condiciones de microaerobiosis, obtenida mediante el uso de una
jarra con vela (“Candle jar”) incubada a 37°C por 18 - 22 horas. Terminado este tiempo, se sembré la
transconjugacion en placas de seleccion de la siguiente manera: una placa se dividio en 8 secciones donde
se sembro la cepa donante, receptora 'y 10 pL de la conjugacion en duplicado de una dilucién seriada en
base 10 (10 a 10%); en otra placa se sembré 150 pL de la conjugacién concentrada y se expandié con

rastrillo. Ambas placas se incubaron a 37°C on.

Identificacion de conjugantes

Aquellas colonias que crecieron en las placas de seleccion se traspasaron en el mismo medio de
seleccidn. Luego, se prepararon lisados bacterianos que se utilizaron como templado para las reacciones
de PCR convencional. Para diferenciar las cepas donantes de las cepas receptoras, se estudid la presencia
del gen invA (F: 5 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 3 y R 5
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC) [41], que es especifico para el género Salmonella, usando el
protocolo descrito anteriormente para el grupo de genes que incluye repB. Una vez comprobada esta

diferencia, se detectaron mediante PCR los genes de pESI en las conjugantes.

Extraccion de plasmidios de alto peso molecular

Para aislar el plasmidio pESI se realizaron 2 protocolos de lisis alcalina, de los cuales uno fue
descrito y modificado por Silva et al en el 2017 [42] y el otro se describe con mas detalle ya que permitié
visualizar estos plasmidios.

Se incub6 10 - 15 mL LB inoculados con las cepas correspondientes a 37°C on con agitacion.
Luego se centrifugd a 7500 rpm a 4°C por 10 minutos, se elimind el sobrenadante y el pellet se

resuspendid con 350 pl de solucion de lisis (Tris-HCI 25 mM, pH 8, EDTA 10 mM y glucosa 50 mM),
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se agregd 2 L de RNAsa (20 mg/mL) y se dej6 en hielo por 10 -15 minutos. Se agregaron 700 L de la
solucion desnaturante (NaOH 0,2 M y SDS 1%), se homogeneizé por inversién y se incubé en hielo por
15 minutos. Se agregaron 450 uL de acetato de sodio 3 M pH 5,2, se homogeneiz6 por inversién y se
dejo en hielo por 20 minutos. A continuacién, se centrifugd por 10 minutos a 13.000 rpm a 4°C. Se
recuperd 800 - 900 pL de sobrenadante que se transfirié a otro tubo donde se agreg6 800 L de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y se homogeneizo por agitacion vigorosa. Se centrifugo por 10
minutos a 13.000 rpm a 4°C, de esto se recuperd la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo. Para precipitar
el DNA, se agreg6 60% de isopropanol, se homogeneizd y dej6 a temperatura ambiente por 15 minutos,
luego se centrifugd por 10 minutos a 13.000 rpm a 4°C. El pellet de DNA formado se lavo con etanol
70% y se centrifugd por 10 minutos a 13.000 rpm a 4°C. Se dejé evaporar el etanol restante, se
resuspendié el pellet en 20-50 pL de solucion TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM) dependiendo
del rendimiento de la extraccion y se almacen6 a -20°C.

La extraccion plasmidial se visualizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% en TAE
0,5X con colorante fluorescente GelRed Safeview plus® (Diluido 1/10.000) y se corrié por 85 minutos

a 80Vv.
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Resultados

Deteccion de genes caracteristicos de pESI en cepas de S. Infantis

Para determinar la presencia del plasmidio pESI en cepas de S. Infantis, se tomd una muestra
representativa de las cepas que se estudiaron previamente. Se inici6 este estudio con 30 cepas que
presentan 13 patrones diferentes de resistencia antimicrobiana fenotipica, descritos en la Tabla N°1. De
éstos, el 73,3 % de las cepas son del afio 2018 (22/30), 23,3 % son del 2017 (7/30) y 3,3% es del 2016
(1/30). En cuanto al origen de estas cepas: 15 se aislaron en la Regién Metropolitana (RM), 14 en la VI
region y 1 proviene de Inglaterra.

Se determind la presencia de genes caracteristicos del plasmidio pESI mediante la técnica de
PCR convencional. Previamente, se habia detectado la presencia de genes de resistencia asociados a
PESI [26]. Para complementar este estudio, en el presente trabajo se incluyé la deteccion de repB, merA,
fyuA, traC-2 y pilL. Todos estos genes se detectaron en un 96,7% (29/30) de las cepas analizadas. Solo
una cepa no presentd estos genes y corresponde a la cepa 23, proveniente de Inglaterra y que tiene como

caracteristica ser pansensible a los antibiéticos estudiados por Romero (2019).

Deteccion del gen de resistencia antimicrobiana fosA3

De las 30 cepas, se conocia el patron genotipico de multirresistencia antimicrobiana incluyendo
los genes aadAl, sull, tetA, floR, dfrA14 y bla crx-m grupo 9 (Romero C, 2019). En el presente estudio
se determind un séptimo gen de resistencia antimicrobiana fosA3, para el cual no se tiene informacion
fenotipica, detectandose en un 37% (11/30) de las cepas.

Esta informacién permitid clasificar las cepas en base al huevo patrén genotipico (Tabla N° 5).
Se observan 8 patrones de resistencia antimicrobiana genotipica diferentes, de los cuales el que presenta
mayor frecuencia se caracteriza por la presencia de tetA, aadAl, floR, dfrAl4, sull, bla crxm grupo 9,
fosA3, en 7/30 cepas (23,3%), en tanto, el segundo patron se compone de tetA, aadAl, floR, dfrA14, sull

y esté en 6/30 (20%).
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Tabla N° 5: Patrones de resistencia antimicrobiana genotipica

N° CEPA tetA | aadAl | floR | dfrAl4 | sull | bla ctx-m grupo 9 | fosA3| %

1 | S. Infantis — 27

2 |S. Infantis — 28*

3 | S. Infantis — 29
4 |S. Infantis — 41* 2?’3

5 | S. Infantis — 51 (7/30)

6 | S. Infantis — 67

7 | S. Infantis— 71

8 |S. Infantis — 26*

9 | S. Infantis — 36 13,3
10| S. Infantis — 38 (4/30)
11| S. Infantis — 76
12| S. Infantis —2 10
13| S. Infantis — 33
14 | S. Infantis — 34* (3/30)
15| S. Infantis — 49 6,7
16| S. Infantis — 68 2/30
17| S. Infantis—1
18| S. Infantis -8
19| S. Infantis—9 20
20 | S. Infantis — 13 (6/30)
21| S. Infantis — 42
22 | S. Infantis — 70
23| S. Infantis — 19 3.3

1/30
24 | S. Infantis — 37 6,7
25| S. Infantis — 64 (2/30)
26 | S. Infantis—7
27 | S. Infantis — 44 13,3
28 | S. Infantis — 48* (4/30)
29 | S. Infantis — 72
. 3,3
30| S. Infantis — 23 (1/30)

. Presencia del gen . Ausencia del gen

Las cepas marcadas con (*) son aquéllas seleccionadas para los experimentos de conjugacién

Extraccion de plasmidio de alto peso molecular de pESI
Con el fin de confirmar la presencia del plasmidio pESI, cuyo tamafio es mayor a 300.000 pb,

se hicieron extracciones de plasmidio, sin embargo, de los numerosos intentos en ninguno se logréd
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visualizar bandas representativas de plasmidios en las 5 cepas que se usaron a continuacién como
donantes en los experimentos de conjugacién, aun cuando en las cepas control se lograba ver plasmidios

de alto peso molecular, como se puede ver en la Figura N°2.

2300

900
6000-

Figura N° 2. Ausencia de la visualizacion de pESI desde la extraccion de plasmidial desde donantes S.
Infantis cepas 28,34,41, y 48
DNAg: DNA genomico; (*): DNA de plasmidios de alto peso molecular

Carril 1: Ladder DNA 4 hind III; carriles 2- 5: cepas donantes S. Infantis cepas: 28,34,41 y 48
respectivamente; carril 6: cepa transformada S. Infantis 23/pUC18K; carriles 7- 8: Shigella sonnei
a0187 y a0214 respectivamente; carril 9: cepa Shigella flexneri 2457. Los altimos 3 carriles fueron
usados como control de extraccién.

Para determinar si la ausencia de bandas en las muestras obtenidas era producto de la ausencia
real del plasmidio pESI en las extracciones o era efecto de la baja eficiencia del ensayo, se hizo la
determinacion del gen representativo traC-2 usando las extracciones plasmidiales (Figura N°2) como
templado para PCR. El resultado indicé la presencia del gen en todas las cepas donantes y fue negativo
para las muestras de Shigella, sugiriendo que pESI estaria presente en la extraccién, aunque no se pueda

visualizar.

Ensayos de conjugacion bacteriana
Para los experimentos de conjugacion se seleccionaron las 5 cepas mencionadas anteriormente

S. Infantis cepas 26, 28, 34, 41 y 48, que representan distintos patrones de resistencia antimicrobiana
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fenotipica y genotipica, dentro de las cuales se incluy6 las 3 cepas secuenciadas previamente (S. Infantis
cepa 28, 34 y 48). El proposito inicial de estos ensayos contemplaba la transferencia del plasmidio hacia
dos cepas receptoras, una E. coli y otra Salmonella spp. Por esta razén, fue necesario obtener una cepa
de Salmonella con una resistencia antimicrobiana distinta que permitiera diferenciarla de la donante.

La receptora Salmonella spp. se obtuvo mediante transformacion de la cepa 23 (pansensible a
los antibioticos probados) con el plasmidio pUC18K que confiere resistencia a kanamicina y ampicilina.
Se selecciono la cepa transformante y se confirmé la adquisicion del fenotipo de resistencia y del

plasmidio mediante extraccion y visualizacion en gel de agarosa (Figura N° 3).

Figura N° 3. Confirmacion de la transformacion mediante la extraccion de pUC18k en las cepas
seleccionadas
Carril 1: Ladder 1kb; carriles 2-5: 4 colonias resultantes de la transformacion; carril 6: Control

positivo para el plasmidio pUC18k

Para determinar las condiciones de seleccién para las conjugaciones, se determiné la CIM en las
cepas donantes y receptoras para azida de sodio, kanamicina y cloranfenicol. Este ensayo permitid
observar que todas las cepas donantes son sensibles a azida de sodio a concentraciones mayores a 100
pg/mL, solo las cepas 34 y 48 son sensibles a 50 pg/mL o mas de kanamicina y la Unica cepa sensible a
concentraciones mayores a 50 pug/mL de cloranfenicol fue la cepa 48.

Se realizaron numerosos ensayos de conjugacion usando los protocolos descritos en los Anexos
N° 2, 3y 4. En la mayoria de estos experimentos, tanto la donante como la receptora crecieron en las

placas de seleccion, o pasadas las 48 horas de incubacién no habia crecimiento. Por otro lado, en aquellas
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conjugaciones donde se usé como receptora E. coli UC231, las cepas que crecieron en la placa de
seleccion no correspondieron a E. coli conjugantes, sino a mutantes espontaneas de las cepas de S.
Infantis donantes. Esto se evidenci6 mediante PCR convencional, usando invA como marcador
especifico de Salmonella spp., donde todas las posibles conjugantes que se esperaba fueran E. coli,

amplificaron el marcador especifico de Salmonella (Figura N° 4).
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Figura N° 4. Descarte de conjugantes en ensayos entre S. Infantis cepa 26 y E. coli UC231 por la
presencia del gen invA

Carril 1: Ladder 100 pb; carril 2: Cepa donante (S. Infantis cepa 26); carril 3: Cepa receptora (E. coli
UC231); carriles 4-7: Posibles conjugantes; carril 8: Control negativo (sin templado).

Obtencion de conjugantes E. coli

Mediante el protocolo descrito en detalle en materiales y métodos fue posible obtener
conjugantes entre Salmonella y E. coli. Especificamente, usando como donante a S. Infantis cepa 28 y
como receptora E. coli UC231 e incubando en ambiente microaerofilico durante el tiempo de
conjugacion, se logré obtener conjugantes en placas de seleccion de AL suplementadas con TET 10

pg/mL y N3Na 150 pg/mL (Figura N°5).
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Figura N° 5. Seleccion de colonias conjugantes S. Infantis 28/E.coli UC231 en placas (TET 10ug/mL y
NsNa 150 pg/mL) donde se obtuvieron exitosamente conjugantes.

(A)Imagen de primera placa de seleccién sembrada como se describe (B) Imagen de segunda placa de
seleccion como se describe.

Se traspasaron colonias crecidas en las placas de seleccion a otras placas suplementadas con
antibidticos y desde éstas se aislaron 5 colonias conjugantes: C12, C13, C17, C18 y C21. Se confirmo
gue estas cepas no eran Salmonella por la ausencia de producto de amplificacion del gen invA mediante
PCR convencional (Figura N° 6), y en paralelo se confirmd mediante MALDI TOF que estas colonias

eran E. coli conjugantes.
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Figura N° 6. Ausencia del amplificado de invA en conjugantes E. coli
Carril 1: Ladder de 100pb; carril 2: Cepa donante (S. Infantis cepa 28); carril 3: Cepa receptora (E.
coli UC231); carriles 4-8: Conjugantes C12, C13, C17, C18, y C21 respectivamente; carril 9: Control
negativo (sin templado).

Para confirmar la presencia del plasmidio pESI en las cepas conjugantes, se detecté mediante

PCR convencional la presencia de 4 genes caracteristicos de pESI (repB, traC-2, fyuA y merA) y la
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presencia de 4 genes de resistencia antimicrobiana codificados en pESI: fosA3, floR, bla crx-m-9 y dfrAl4
usando lisado bacteriano de estas cepas. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla N°6, que
evidencia la identidad del patron de genes de pESI detectado entre las cepas de E. coli conjugantes
respecto al patrén esperado para la cepa parental de S. Infantis cepa 28.

Tabla N° 6: Resumen de resultados obtenidos por PCR convencional para confirmacion de la presencia
de genes en las conjugantes 12,13,17,18 y 21.

Género pESI Genes de resistencia
- invA  repB traC-2 fyuA merA fosA3 floR blactxmoe dfrAld

Donante:
S.Infantis28 " ooyt ¥ ¥

Receptor:
E. coli UC231 i ) ) i ) ) i i
Conjugante 12 - + + + + + + + +
Conjugante 13 - + + + + + + + +
Conjugante 17 - + + + + + + + +
Conjugante 18 - + + + + + + + +
Conjugante 21 - + + + + + + + +

A estas cepas conjugantes también se les hizo extraccion de plasmidio de alto peso molecular
con el fin de ver si era posible visualizar el plasmidio en cepas de otro género. Efectivamente, a diferencia
de las extracciones anteriores, se pudo ver un plasmidio que se repite en el mismo lugar en 4/5 de las

conjugantes (12,13,17, y 18) (Figura N°7).

23000 -

9000 .
6000 -

Figura N° 7. Presencia de plasmidio de mismo peso molecular en 4/5 conjugantes
DNAg: DNA gendmico ; (*): DNA plasmidial de mismo peso molecular
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Carril 1: Ladder DNA A hind III; Carril 2: Donante (S. Infantis cepa 28); Carril 3: Receptora E. coli
UC231; Carriles 4 - 8: Conjugantes 12,13,17,18 y 21 respectivamente; Carril 9: S. Infantis 23/pUC18k;
Carril 10: Shigella sonnei 214.

Ademas, se hizo PCR convencional para los partidores traC-2 e invA a estas extracciones
plasmidiales (Figura N° 8). Asi, se detecto la presencia del gen traC y la ausencia de invA en las muestras

de plasmidio de las conjugantes, confirmando lo detectado en los lisados bacterianos de las conjugantes

y la presencia de ambos marcadores en la cepa donante.

9 10 11 12 13 14 15 16 17

.......... wen. e wn_wwn von w66 (1530 pb)

1000
gﬂ ........ L b L — PR traC-2 (642 pb)

500
invA (284 pb)

Figura N° 8: Deteccion de presencia del amplificado de traC y ausencia de invA en la extraccion de

las conjugantes
Carril 1: Ladder de 100pb; carril 2-8: amplificacion del gen traC-2; carril 9-17 amplificacién del gen

invA. Carriles 2 y 9: donante (S. Infantis cepa 28); Carril 3y 10: receptora (E. coli UC231); carriles 4
y 11: Conjugante 12; carriles 5y 12: conjugante 13; carriles 6 y 13: conjugante 17; carriles 7 y 14:
conjugante 18; carriles 8 y 15: conjugante 21; carril 16: Control negativo de la reaccion; carril 17:
Control negativo de invA — lisado de Shigella sonnei a0214.
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Discusién

S. Infantis es un serovar emergente de trascendencia mundial y nacional, principalmente debido
al progresivo aumento en la deteccidn de cepas con multirresistencia antimicrobiana. Esta caracteristica
se asocio a la presencia del megaplasmidio denominado pESI que se detectd inicialmente en Israel [16]
y que desde entonces se ha aislado y caracterizado mundialmente. En Chile, los principales estudios
describen el mismo panorama en cepas aisladas desde planteles avicolas [28] y carnes de pollo [27]. Sin
embargo, aun cuando se sugiere la presencia de este megaplasmidio, a la fecha no se ha demostrado su
capacidad de conjugacion.

El objetivo del presente estudio, que era determinar la presencia de este plasmidio conjugativo,
se origind a partir de los resultados obtenidos inicialmente por Romero, 2019, que también apuntaban a
la circulacion de este plasmidio en cepas de S. Infantis aisladas en planteles avicolas. Por esta razon, se
pudo secuenciar tres cepas representativas de distintos patrones genotipicos de multirresistencia a
antibidticos (S. Infantis cepas 28, 34 y 48). El analisis bioinformatico de estas secuencias permitio
reconstituir el plasmidio y caracterizar el perfil pMLST [43], que fue idéntico para las tres cepas incll
(ardA, trbA, sogS y pilL). Este perfil de genes ha sido ampliamente relacionado con pESI [9].

Para caracterizar el resto de las cepas no secuenciadas consideradas en el presente estudio, se
analizé un grupo de genes especificos del plasmidio, entre ellos el grupo de incompatibilidad FIB
mediante la amplificacion del gen repB, detectado en las 29 cepas chilenas estudiadas. Este grupo ha
sido descrito en Alemania [12], Inglaterra y Wales [44], Turquia [45], y EE. UU. [46]. Esta caracteristica
en pESI parece haber cambiado con el tiempo, ya que en los estudios iniciales era mas comin encontrar
que pertenecia al grupo de incompatibilidad IncP o Incll (Anexo N°1). Este dato es de importancia
principalmente debido a que esta clasificacion repercute fuertemente en las caracteristicas de replicacion
y transferencia de los plasmidios [25].

También se caracteriz6 la presencia de genes asociados a la virulencia bacteriana descritos en

pESI, incluyendo merA como representante de operén de tolerancia a mercurio y fyuA que forma parte
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del oper6n de yersiniabactina. Ademas, se incluyd en el estudio los genes traC y pilL, que son parte
esencial en la formacion del pili de secrecion tipo 1V, ambos regulados positivamente por condiciones
ambientales, especificamente por ambientes de microaerobiosis y temperaturas fisioldgicas [23]. Estos
cuatro genes (merA, fyuA, traC y pill) permiten determinar de manera global los componentes
caracteristicos de pESI y se detectaron en las 29 cepas chilenas estudiadas. Este resultado, junto a la
deteccion del gen repB permiten confirmar la presencia del plasmidio pESI en Chile.

El principal componente de variabilidad entre estas cepas son los perfiles de resistencia
antimicrobiana fenotipico y genotipico. El patron de resistencia genotipico mas prevalente de acuerdo
con los resultados obtenidos en esta tesis incluye los genes tetA, aadAl, floR, dfrAl4, sull, bla CTX-M-
9, fosA3, que se describid en un 23% de las cepas estudiadas. Este perfil no es exclusivo de Chile, ya que
el mismo patrén ha sido descrito en Inglaterra y Wales [44] y en EE. UU [46], lo que sugiere la
diseminacion intercontinental de este plasmidio y de las cepas que lo portan. En relacién con la
multirresistencia, se pudo detectar 8 patrones genotipicos distintos, de los cuales el perfil constituido
solo por tetA, aadAl y sull estuvo presente en un 13% de las cepas, sin embargo, en conjunto con otros
determinantes genéticos se encontrd en las 29 cepas chilenas. Por lo tanto, la diversidad de pESI dado
por la resistencia antimicrobiana probablemente seguird modificandose en el tiempo, considerando que
estos determinantes de resistencia estan asociados a integrones y secuencias de insercién, que favorecen
su movilidad.

Mediante el andlisis bioinformatico con ResFinder de las cepas secuenciadas se detectaron 2
genes de resistencia, bla crx-m-s5 ¥ f0sA3, que no habian sido detectados previamente en el laboratorio.
Los partidores usados por Romero (2019) eran especificos para cefalosporinasas de tercera generacion
bla crx-w del grupo 9, formado por al menos 20 genes distintos, dentro de los cuales se incluye a
bla crx-m-65 [37]. Entonces, este andlisis informatico permite confirmar la presencia del gen bla crx-m-6s.
Esto es relevante debido a que bla crx-m-5 ha sido detectado y asociado a pESI en Alemania [47], EE.
UU [20], entre otros [9]. Mas aun, McMillan et al. (2020) realizaron un estudio comparativo de las
caracteristicas de resistencia antimicrobiana entre los plasmidios descritos en Salmonella 34ntérica,
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describiendo que el gen bla crx-w-65 S0lo ha sido detectado en pESI de S. Infantis, confirmando la alta
especificidad de esta asociacion [30].

Mediante la integracion de la informacion obtenida por la secuenciacion y la deteccién de los
genes caracteristicos de pESI por PCR convencional, se logré confirmar la composicion del plasmidio
PESI presente en S. Infantis cepa 28 (Figura N°9), que es la cepa representante del grupo con mas genes

de resistencia asociados al plasmidio.

Genes detectados en este
estudio

Genes detectados por
Romero (2019)

[ frud |

pESI Cepa 28
318.385 bp

—{aadAl)
S
/ S
/ \ merA|
(traC-2! | Cada flecha representa un
- NODO que compone al
pilL! plasmidio

Figura N° 9: Composicion de pESI de S. Infantis cepa 28 mediante SnapGene ® software

Una segunda parte del trabajo de tesis se enfoco en la evaluacion de la capacidad conjugativa
del plasmidio pESI. Para ello, se analizd desde 3 perspectivas: la primera es la determinacion de genes
involucrados en la mantencion y transferencia conjugativa, por este motivo se detectd los genes pilL y
traC-2, que han sido descritos como elementos clave [9,23]. La presencia de ambos genes sugiere que

las cepas estudiadas tienen la capacidad genética de conjugacion.
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La segunda perspectiva tiene relacién con verificar el traspaso in vitro del plasmidio hacia otras

cepas mediante conjugacidn, seleccionando la adquisicion de caracteristicas fenotipicas, especificamente

de resistencia antimicrobiana. Luego de humerosos ensayos, se logré obtener conjugantes de E. coli que

portan el plasmidio pESI a partir de la cepa donante 28, sin embargo, hubo 3 variables fundamentales

que se modificaron para lograr finalmente este objetivo:

La proporcion de donante y receptora usada, ya que dentro de los experimentos descritos en otros
estudios para la conjugacién de pESI, todos usaban la proporcion 1:1 [17, 23, 46]. Por esta razon,
se usO esta proporcién en los primeros protocolos. Pero se cambi6 a 1:10, que permitié obtener
conjugantes, siguiendo el protocolo descrito por Wiesner et al, 2013, que lo utiliz6 para un plasmidio
de baja frecuencia conjugativa. [48]

La concentracion de los marcadores de seleccion que suplementaban las placas. Tedricamente, la
cepa E. coli UC231 crecia en concentraciones de hasta 300 pg/mL de azida de sodio, sin embargo,
al usar estas concentraciones el crecimiento era lento, demorando hasta 48 horas para ver colonias,
y si se disminuia a 100 pg/mL permitia el crecimiento de mutantes espontaneas de la cepa donante.
En este contexto, se tiene el antecedente que por lo general la frecuencia de conjugacién pESI por
donante de 1077~ [23], lo cual no difiere mucho de la frecuencia de aparicién de una mutacion
espontanea que, por ejemplo, en E. coli se ha descrito una tasa de 0,15 x 10 -3 mutaciones por
genoma por generacion en genes de resistencia a rifampicina [49].

Disponibilidad de O, durante la conjugacion; éste fue el cambio clave para la obtencién de
conjugantes ya que, aunque la conjugacién era posible en aerobiosis, de acuerdo con Aviv et al
(2016), la frecuencia aumentaba si se hacia en condiciones de microaerobiosis. [23]

Finalmente, la tercera manera de evaluar la capacidad de conjugacién es visualizar pESI en las

extracciones de plasmidio de las conjugantes obtenidas. Para que esto tenga sentido es necesario también

extraer a pESI desde S. Infantis, las donantes. Sin embargo, no fue posible visualizar pESI a pesar de

detectar uno de los genes caracteristicos (traC-2) desde las extracciones. Ante esto, se abren dos

posibilidades: la primera, que las condiciones del gel para visualizar los resultados no eran las adecuadas
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a pesar de que se hicieron modificaciones del buffer de corrida, concentracion de agarosa, tiempo de
corrida y el voltaje. La otra opcidn es que el plasmidio se haya integrado al DNA cromosomal, respecto
a esto se ha descrito que plasmidios conjugativos de alto peso molecular puede imponer un costo
energético y modificaciones metabdlicas en la bacteria [50], por esta razon ciertos plasmidios pueden
evolucionar y convertirse en un elemento integrativo y conjugativo (ICE) los cuales tienen la capacidad
de integrarse al DNA cromosomal [51]. Si asi fuera, no seria posible visualizar el plasmidio como una
banda distinta en el gel, sin embargo, esto no ha sido descrito en otros estudios de pESI.

En este contexto, atin cuando la extraccion plasmidial desde las conjugantes permitié visualizar
una banda comun, que podria corresponder a pESI, esto no se pudo confirmar. Las muestras de estas
extracciones generaron un producto amplificado al usar los partidores de un gen caracteristico de pESI
(traC) y no se obtuvo amplificado para el gen invA. Sin embargo, esto no difiere de lo obtenido en la
extraccion plasmidial de las cepas donantes donde no fue posible visualizar una banda en el gel. Ante
esta situacion, la mejor opcién para poder identificar la banda comun entre las conjugantes del gel de la
figura N° 7 seria la realizacion de PCR directamente desde el DNA presente en la banda del gel.
Considerando las limitaciones de tiempo, no fue posible hacerlo en este estudio.

Resumiendo los resultados obtenidos en esta investigacion, se confirma la presencia de pESI en
las cepas chilenas estudiadas y este plasmidio tiene lo elementos genéticos necesario para conjugarse lo
cual se prob6 mediante la obtencion in vitro de conjugantes E.coli con las caracteristicas fenotipicas y

genotipicas de pESI.
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Conclusiones

La aparicion progresiva de la multirresistencia antimicrobiana en Salmonella Infantis a nivel
mundial y nacional especialmente en planteles avicolas y fuentes animales, se asocia al megaplasmidio
conjugativo pESI.

En el presente estudio, se puede confirmar que este elemento genético se encuentra circulando
en las cepas chilenas aisladas en el periodo 2016 — 2018, ya que presentan los genes caracteristicos de
los diversos componentes comunes presentes en pESI (repB, merA, fyuA, traC-2, pilL).

La variabilidad de las cepas chilenas de S. Infantis se asocia a los perfiles de resistencia
antimicrobiana genotipica, sugiriendo que por lo menos hay 8 pESI estructuralmente diferentes.

Este plasmidio posee la capacidad conjugativa en cepas chilenas, debido a que presenta los genes
clave para la formacién de la maquinaria genéticamente compleja involucrada en la conjugacion.

Finalmente, se logro obtener conjugantes en E.coli a las que se les confirmé la adquisicion de
las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de la cepa parental.

Este estudio caracteriza cepas de S. Infantis multirresistentes a antibidticos que circulan en
planteles avicolas. Estos antecedentes permiten hacer un llamado de alerta sobre el futuro de la aparicion
de estas cepas en ambientes clinicos diseminadas por los alimentos contaminados. La vigilancia de estos

nuevos aislados podria cambiar lo que ya conocemos de pESI en Chile.
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AnNexos

Anexo N° 1: Tabla resumen de los grupos de incompatibilidad descrito en las investigaciones y estudios
hasta la fecha sobre las caracteristicas y demas implicados en el plasmidio pESI en S. Infantis

Pais Afo Grupo de incompatibilidad Referencia
ltalia 2011 - 2013 PESI es el resultado de Ialrr]e(z:(;ombmauon entre Inclly [17]
Israel 2014 PESI es un plzf1§m|do quimérico que |mpl,|,ca la [16]
combinacion entre Inclly IncP - /o
“La region de transferencia es similar a la del plasmido
Israel 2016 Inc I R64” [23]
Suecia 2017 Inc Fll 'y Incll, entre otros. [13]
Rusia 2020 Incl 11 [9]
%s;?ggss 2020 Genes involucrados en Incl 1 con el replicon de Inc P [20]
Alemania 2020 Inclly IncF en dlversa_s cepas de S. Infarltls aisladas de [12]
muestras obtenidas de centros avicolas.
Europa 2020 IncP replicon de origen con genes de Incll [22]
Chile 2020 IncFIB [29]
Hungria 2021 Incl y elementos de IncX [18]
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Anexo N° 2: Variaciones del primer protocolo de conjugacion tratado en este estudio

DONANTE/RECEPTOR SUBCULTIVO CONJUGACION
N° A Tiempoy Proporcion . Tiempoy SELECCION
Donante Receptor Dilucién temperatura (D:R) Medio temperatura
0 S. Infantis E. coli 1/20 ihic:;?:?éer? 11 LB 6 horas a Agar Luria
cepa 28 uC231 937°C ’ 37°C N3(300 pug/mL) y TET (10 pg/mL pg/mL)
S Infantis S. Infantis 4 horas en 18 horas a Agar Luria
2 é:e 228 cepa 1/20 agitacion 1:1 LB 37°C (o.n) TET (10 pg/mL pg/mL) y KAN (50 pg/mL
P 23/pUC18k 37°C ' ug/mL)
. . 4 horas en Agar Luria
3 S. Infantis = 8ol 1/20 agitacion 1:1 LB e hooras a1 N3 (200 pg/mL pg/mLy TET (10 pg/mL
cepa 28 UC231 N 37°C
37°C pg/mL)
. . 4 horas en Agar Luria
g | S Infantis | E. coli 120 | agitacion 11 Lg | 18horasa | s 900 ugiml ug/mL)y TET (10 pg/mL
cepa 34 ucCz231 o 37°C
37°C pg/mL)
. . 1 hora en Agar SS
5 | > Infants = E. coll 110 | agitacion 11 LB | “horasa | N3 (200 ug/ml pg/mL) y TET (10 pg/mL
cepa 34 UC231 N 37°C
37°C pug/mL)
S Infantis S. Infantis 1 horaen 6 horas a Agar Luria
6 .ce 234 cepa 1/10 agitacion 11 LB 37°C TET (10 pg/mL pg/mL) y KAN (50 pg/mL
P 23/pUC18k 37°C ug/mL)
S, Infantis S. Infantis 1 hora en 5 horas a Agar Luria
7 .ce 248 cepa 1/10 agitacion 1:1 LB 37°C TET (10 pg/mL pg/mL) y KAN (50 pg/mL
P 23/pUC18k 37°C ug/mL)
. S. Infantis 1 horaen Agar Luria
8 S'Cénga’s‘zs cepa 1/10 agitacion 1:1 g | ° g‘;racs a KAN (50 pg/mL pg/mL) y CM (50
P 23/pUC18k 37°C ug/mL)
5 S. Infantis E. coli Se lavé y dejo incubar en 11 LB 5 horas a Agar SS
cepa 34 UC231 agitacion por 1 hora ) 37°C CM (50 pg/mL) y N3 (100 pg/mL)
10 S. Infantis E. coli Se lavé y dejo incubar en 11 LB 5 horas a Agar SS
cepa 26 UC231 agitacion por 1 hora ' 37°C CM (50 pg/mL) y N3 (100 pg/mL)

(LB): Caldo Luria, (0on.): overnight, (N3): Azida de Sodio (NaNs), (KAN): Kanamicina, (TET): Tetraciclina, (CM): Cloranfenicol
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Anexo N° 3: Variaciones del segundo protocolo de conjugacion tratado en este estudio

DONANTE/RECEPTOR CONJUGACION '
N Donante Receptor Pr(zg(?%ién Medio te:—ri;?rz(zuyra SELECCION
1 S. Infantis cepa 28 E. coli UC231 1:10 AL on.a37°C N3(150 ug/rﬁﬁ?l;/I:IPEri'? (10 pg/mL)
2 S. Infantis cepa 26 E. coli UC231 1:10 AL | on.a3TC | \aien QE;;'—T‘E?‘ S
3 S. Infantis cepa 41 E. coli UC231 1:10 AL on.a37°C N3(150 ug/rﬁﬁ?g/l:lyéi'? (10 pg/mL)

A.L: Agar Luria, (D:R): (donante:receptor), (on.): overnight, (N3): Azida de Sodio (NaNs), (TET): Tetraciclina

Anexo N° 4: Variaciones del tercer protocolo de conjugacion tratado en este estudio

CONJUGACION

N° DONANTE RECEPTOR Prczgc.)g;)ién Medio Disponibilidad de Oz te‘lr;]igrenrgct)uyra SELECCION
S. Infantis . . Agar . o o Agar Luria

1 Cepa 34 E. coli UC231 1:10 L uria Microaerobiosis | on.a37°C N3(150 pg/mL) y TET (10 pg/mL)
S. Infantis . ) Caldo . . R Agar Luria

2 Cepa 34 E. coli UC231 1:10 Luria Microaerobiosis | on.a37°C N3(150 pg/mL) y TET (10 pg/mL)
S. Infantis . . Agar . o o Agar Luria

3 Cepa 26 E. coli UC231 1:10 Luria Microaerobiosis | on.a37°C N3(150 pg/mL) y TET (10 pg/mL)
S. Infantis . ) Caldo . . R Agar Luria

4 Cepa 28 E. coli UC231 1:10 Luria Microaerobiosis | on.a37°C N3(150 pg/mL) y TET (10ug/mL)

A.L: Agar Luria, (D:R): (donante:receptor), (on.): overnight, (N3): Azida de Sodio (NaNs), (TET): Tetraciclina
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