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INTRODUCCION

Las bacterias pertenecientes al género Salmonella son unas de las principales causas de
infecciones alimentarias a nivel mundial. La mayoria de los aislamientos de Salmonella
enterica son causantes de gastroenteritis, mientras que otras mas invasivas, son capaces de
provocar infecciones sistémicas. Una alternativa antibiética muy utilizada son las
Cefalosporinas de Tercera Generacion (CTG) (Frere y col., 1992). Sin embargo, la produccién
de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y en menor medida las de tipo AmpC
plasmidica (AmpCp), son el principal mecanismo de resistencia a las CTG en enterobacterias.
Ademas, en los Ultimos anos, se ha observado, en este género de bacterias, sensibilidad
disminuida a quinolonas y un incremento en el nimero de tratamientos fallidos en estos casos.
Es por ello que, la Organizacién Mundial de la Salud recomienda la vigilancia en la resistencia
a fluoroquinolonas y CTG de S. enterica no Typhi.

En la actualidad, se encuentran cefotaximasas pertenecientes a diferentes grupos en todo el
mundo, lo que demuestra la gran velocidad con que se han expandido desde su aparicion.
Esto, podria reflejar la diseminacién tanto de multiples clones como de elementos génicos
mdviles. En consecuencia, la vigilancia epidemiologica de los mecanismos de resistencia en
nuestra region, permitira optimizar los esquemas terapéuticos empleados para estas
infecciones, aplicar medidas de contencion adecuadas y proponer alternativas para controlar
Su propagacion.

En el presente trabajo, se desarrolla el analisis del genoma completo de Salmonella enterica
serovar Typhimurium mediante herramientas bioinforméaticas. Del mismo, se obtuvo
informacién sobre su secuencia, sobre los genes que codifican proteinas involucradas en
mecanismos de resistencia a CTG y se logro identificar una relacion entre diferentes genes
de resistencia a CTG y elementos genéticos circundantes, los cuales determinan la posibilidad
de intercambiar diferentes bloques genéticos y favorecer la diseminacién de este tipo de
marcadores de resistencia (Cantdén y Coque, 2006; Carattoli, 2011; Woodford y col., 2011).

OBJETIVOS

Caracterizar mediante plataformas bioinformaticas el genoma completo de un aislamiento de
Salmonella enterica serovar Typhimurium portador de BLEE del tipo CTX-M-14, aislada en la
provincia de Santa Fe, en el afio 2014.

Para ello se propuso; (1) Obtener las secuencias nucleotidicas completas del genoma de
Salmonella enterica serovar Typhimurium portadora de CTX-M-14; (2) Llevar a cabo la

Titulo del proyecto: Avances en el conocimiento de las plataformas de resistencia méviles en
enterobacterias y de la epidemiologia molecular de Staphylococcus aureus de importancia clinica.
Instrumento: CAI+D/2016

Afo de convocatoria: 2016

Organismo financiador: Universidad Nacional del Litoral

Director/a: Prof. Dra. Emilce Méndez.

| Faderecdy UNIVERSIDAD
delLitoral NACIONAL oet LITORAL




[ ]
Encuentro

I de Jovenes
Investigadores

anotacién de las secuencias correspondientes a su genoma; (3) Evaluar la existencia de
distintos mecanismos de resistencia a antibiéticos como también plataformas involucradas en
la diseminacion de estos mecanismos; y (4) Comparar secuencias plasmidicas obtenidas con
secuencias similares alojadas en bases de datos.

METODOLOGIA

Secuenciacion. Se realiz6 la secuenciacion genémica completa de un aislamiento clinico
correspondiente a la especie S. enterica serovar Typhimurium utilizando la tecnologia Next-
Generation Sequencing (NGS) y la metodologia MiSeq de lllumina (San Diego, USA). La
misma fue aislada en la provincia de Santa Fe a partir de un estudio previo llevado a cabo en
el laboratorio de Microbiologia General de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas de
la UNL. La secuenciacién se llevoé a cabo por un servicio especializado, generando como
resultado secuencias nucleotidicas crudas.

Ensamblado y anotaciéon. Para realizar el ensamblado de estas secuencias se utilizé la
plataforma BaseSpace® de lllumina, segun las recomendaciones de Edwards y Holt (2013).
La anotacion de los ensamblados se llevé a cabo utilizando la plataforma Rapid Annotation
using Subsystem Technology (RAST) (http:/rast.nmpdr.org/).

Determinacion de mecanismos de resistencia. Se realizé para cada ensamblado la
busqueda de secuencias codificantes de mecanismos de resistencia a antibiéticos mediante
la plataforma online Resfinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/).

Busqueda y caracterizacion de plataformas involucradas en la transferencia de genes.
Para investigar la presencia de grupos de incompatibilidad y sistemas toxina-antitoxina (T-A)
se utilizaron los softwares Plasmidfinder (https:/cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) y
TADB versién 2.0 (https://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/TADB2/ ), respectivamente. Esta Gltima es
una base de datos de loci bacterianos de T-A de tipo Il que realiza la busqueda de
coincidencias en la secuencia de entrada con la herramienta WU-BLAST 2.0. La
determinacién de integrones, secuencias de insercion y transposones se realizd con las
plataformas web ISfinder (https://isfinder.biotoul.fr/) y RAST. Asimismo, la utilizaciéon de la
plataforma Bacterial Analysis Pipeline de GoSeqlt ApS en lllumina permitié un analisis integral
de todos los elementos involucrados en la transferencia de genes, en particular, de
mecanismos de resistencia.

Comparacion con secuencias en base de datos. La comparacién a nivel de secuencia entre
los plasmidos obtenido y presentes en la base de datos se realizd con el servidor online
BLAST.

RESULTADOS

Se obtuvo la secuencia nucleotidica del genoma completo del aislamiento de Salmonella
enterica serovar Typhimurium portadora de CTX-M-14. La misma resulté en 8 librerias con
secuencias crudas cortas de una longitud maxima de 75 pares de bases (pb) con 1,31GB de
lecturas, que corresponde a 22.754.632 lecturas.

La calidad del ensamblado obtenido en la plataforma SPAdes Assembly de lllumina, se evalué
segun los criterios de Narzisi y Mishra (2011), teniendo en cuenta los parametros
especificados en Tabla 1:

Tabla 1. Parametros del ensamblado.

Parametros |
Tamaiio (pb) 5.121.450
n° de conting \ 140
N50 200.971
Cobertura 150,52
# N'S POR 100 Kbp 0,00
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La anotacion en la plataforma RAST identifico la secuencia cargada como proveniente de
Salmonella enterica. El software reconocié automaticamente 5.319 secuencias codificantes
de las cuales, aproximadamente el 24% corresponden a proteinas hipotéticas. De las
secuencias codificantes identificadas solo el 37% es clasificado en subsistemas, lo cual facilita
la busqueda de genes especificos.

Utilizando la base de datos ResFinder se detectaron los genes de resistencia a antibiéticos
presentes en los diferentes contigs (Tabla 2) y mediante la plataforma PlasmidFinder se
reconocieron los grupos de incompatibilidad dentro de las secuencias de entrada (Tabla 3).
Un analisis complementario, en la plataforma Bacterial Analysis Pipeline de GoSeqlt ApS en
lllumina, confirmé los resultados hallados en las etapas anteriores. A continuacién, se detallan
los resultados obtenidos:

Tabla 2. Resultados obtenidos en la bisqueda de genes de resistencia.

Gen % de Longitud Posicion en Fenotipo N2 de
identidad contig (N° de acceso
contig)
qnrB19 100 645/645 | 921-1565 (57) Resistencia a quinolonas HM146784
blactx-m-14 \ 100 876/876 1114-1989 (63) Resistencia a 3-lactamicos = AF252622

Tabla 3. Detalle de la blisqueda de grupos de incompatibilidad.

Grupo de % de Longitud Posicion en contig (N° de N2 de
incompatibilidad identidad contig) acceso
Incl1 100 142/142 ' 16702 a 16843 (16) AP005147
IncFII(S) 100 - 262/262 | 29426 a 29687 (17) - CP000858
IncFIB(S) 100 643/643 | 46730 a 47372 (17) FN432031

La aplicacion Bacterial Analysis Pipeline realiz6 la busqueda de secuenciotipos multilocus
(MLST) para todas las especies que, segun hitp://pubmlst.org/data/, tienen un esquema
MLST. Para este caso, el aislamiento present6 el secuenciotipo ST19. Adicionalmente, realizé
la busqueda de pMLST identificando los secuenciotipos plasmidicos S1:A-:B17 para IncF y
ST-80 para Incl1.

En la plataforma TADB se pudo identificar por el uso de la herramienta WU-BLAST2, un
sistema T-A en las posiciones 49.814 a 50.032 (antitoxina) y 50.034 a 50.336 (toxina) del
contig 17, el cual mostré homologia con secuencias plasmidicas. Estas secuencias proteicas
presentaron el 100% de homologia con las proteinas CcdA 'y CcdB presentes en la base de
datos de TADB, y que corresponden al sistema T-A ccdAB.

A través de la plataforma ISFinder y RAST se identificaron y ubicaron secuencias de insercion
y transposones. La secuencia de trabajo demostrd la presencia de genes que codifican la
transposasa Tn 1525 asociada a secuencia de insercién IS75. En la misma regién génica se
presentaron secuencias correspondientes a IS903B e ISEcp1 involucradas en la movilizacion
de genes CTX-M (Poirel y col., 2005; Bennett., 2008). Estos elementos génicos se encuentran
flanqueando al gen codificante de CTX-M-14.

Por ultimo, se realiz6 una busqueda en base de datos, de secuencias con alta homologia en
los contigs portadores de los mecanismos de resistencia hallados, utilizando la plataforma
BLAST. Como se observa en la Tabla 4, se obtuvieron alineamientos coincidentes con
secuencias de plasmidos conocidas. Estos plasmidos fueron secuenciados de aislamientos
de diversas especies bacterianas de diferentes géneros de Enterobacterales localizados en
diferentes partes del mundo.
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Tabla 4. Informacién de 7 secuencias plasmidicas que presentan 100% de identidad y 100% de
cobertura con CTX-M-14 y las IS que la flanquean presentes en la secuencia estudiada (contig 63).
Estas secuencias corresponden a plasmidos secuenciados presentes en la base de datos.

Organismo Hospedador  Ubicacion Geografica  Afo ] N2 de acceso
Escherichia coli Homo sapiens | Bolivia 2014 | LM651376.1
Klebsiella michiganensis  Homo sapiens  China 2014 ] CP024641.1
Klebsiella pneumoniae Homo sapiens Taiwan 2014 | CP030132.1
Klebsiella pneumoniae Homo saplens | >\ados Linidos da 2018 | CP028996.1
Ameérica

Escherichia coli ‘ Homo sapiens | Francia 2018 | LT985224.1
Salmafaiid enlarics Subsp. Homo sapiens  Uruguay 2019 | MN241904.1
Enterica serovar typhimurium
SHTER SR ey, Homo sapiens | China 2018 | MH522424 1
Enterica serovar typhimurium

CONCLUSIONES

Las secuencias crudas se ensamblaron obteniendo buenos valores en los parametros de
calidad. Sin embargo, no fue posible la obtencién de secuencias de plasmidos completos.

El aislamiento se caracteriz6 como Salmonella enterica no typhi y se identific6 con el
secuenciotipo ST19.

El andlisis de secuencia demostr6 que el gen blactxm-14 S€ encuentra alojado en un plasmido,
y esta flanqueado por IS de la familia 5 de secuencias de insercién, lo que demuestra su
capacidad de movilizacion y diseminacion.

Se detectd el gen qnrB19 en una secuencia plasmidica incompleta, y en este caso no se
encontraron elementos responsables de su diseminacion.

Los grupos de incompatibilidad, los sistemas T-A y los elementos de transferencia y
conjugacion de plasmidos detectados no se pudieron relacionar con los marcadores de
resistencia encontrados.

La secuencia que contiene al gen blactx-w14 Se ha encontrado en varios plasmidos con
diferentes caracteristicas y en diversas locaciones geograficas. Cabe destacar que la
secuencia de insercién que flanquea al gen también aparece en estos plasmidos, lo que
permite suponer que es la responsable de la propagacion de este marcador de resistencia.
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