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RESUMEN 

 
En México, el grupo de la Dra. Mussaret Zaidi y colaboradores inició en el año 2000 un programa 

de vigilancia epidemiológica que incluye cuatro Estados de México, cuyo objetivo era conocer 

cuáles son los enteropatógenos predominantes en la población mexicana y cuáles son los 

alimentos cárnicos en su transmisión.  En este estudio analizamos 114 aislamientos de Salmonella 

enterica serovar Typhimurium procedentes del programa de vigilancia, recuperados de muestras 

de humanos sanos y enfermos, así como de muestras de carnes crudas e intestinos de cerdo, de 

res y de pollo, mediante electroforesis de campos pulsados (PFGE) y Multilocus Sequence Typing 

(MLST). Se determinó la presencia del plásmido de virulencia (pSTV) característico de este 

serotipo, la presencia del gen plasmídico blaCMY-2 que codifica para la resistencia a ceftriaxona 

(CRO) y la presencia de integrones que portan genes de resistencia a diferentes antibióticos. Como 

resultado encontramos que nuestra población se subdividió en cuatro genotipos y dos de ellos 

fueron los predominantes: el tipo de secuencia ST 19 (ST 19) y el ST 213. El ST 19 se considera 

como el linaje ancestral de los genotipos STs213, 302 y 429 y en nuestra población se asocia a 

humanos y porta el pSTV típico de este serovar. El ST 213  se ha reportado sólo en México, está 

asociado a animales y porta el gen de blaCMY-2. No encontramos cepas que portaran los dos 

plásmidos. Adicionalmente observamos que el emergente ST 213 está reemplazando al ST 19 en la 

población. Posteriormente determinamos que el gen blaCMY-2 lo porta un plásmido de 

multirresistencia IncA/C (pA/C) que se encuentra únicamente en el nuevo linaje ST 213. Al analizar 

los pA/Cs descubrimos dos tipos divergentes de plásmidos: el tipo I, el cual es el más abundante y 

disperso con una composición genética similar a los pA/C reportados en las bases de datos 

públicas, mientras que el tipo II es de menor tamaño y solo comparte un 30% aproximadamente 

con los pA/C secuenciados. Concluimos que estos plásmidos se originaron de un ancestro común 

pero que han divergido por inserciones o deleciones de fragmentos de ADN. Al evaluar varios de 

estos pA/C en conjugación, sólo la cepa YU39 fue capaz de auto-transferir el pA/C pero a muy 

bajas frecuencias (10-8). El pA/C no es un plásmido conjugativo, pero se moviliza mediante co-

integración con el plásmido pX1. Aunque la movilización entre plásmidos es un mecanismo común 

de transferencia horizontal, hasta la fecha no se ha reportado que el IncA/C sea de tipo 

movilizable por co-integración. Finalmente encontramos que tanto el ST 19 como el ST 213 

pueden adquirir y mantener establemente el pSTV y el pA/C, por lo que el hecho de no encontrar 

los dos plásmidos en una misma cepa en nuestra población pudiera ser por limitantes en los 

mecanismos de la transferencia horizontal. 
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ABSTRACT 

In México, Dr. Mussaret  Zaidi and collaborators have developed an epidemiological surveillance 

program in the year 2000 which included four Mexican Sates, with the purpose of identifying the 

enteropathogens prevalent in humans disease and contaminating raw meat from food-animals, 

including beef, pork and chicken. We analyzed 114 Typhimurium isolates recovered in the 

surveillance program by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and multi-locus sequence typing 

(MLST). The presence of the Salmonella virulence plasmid (pSTV) involved in pathogenesis and the 

presence of the plasmidic blaCMY-2 gene that confers ceftriaxone (CRO) resistance was also 

evaluated. We found four genotypes in our population, two being predominant: sequence type 19 

(ST 19) and ST 213. ST 19 was supported as the founder genotype of STs 213, 302 and 429. This 

genotype was statistically associated with human isolates and carried the pSTV plasmid. ST 213 

has been reported only in Mexico, and was associated with the food-animal isolates and with the 

plasmidic blaCMY-2. No strains carrying both plasmids were found in our population. A temporal 

pattern in which the derived ST213 is replacing the founder ST19 in the four geographic regions 

was observed. The blaCMY-2 gene is carried by a multidrug-resistance plasmid of the IncA/C 

incompatibility group and this pA/C was associated with the emergent ST 213. The pA/C was 

composed by two types of plasmids:  type I are the most abundant and widespread, and type II are 

smaller and only share around 30% of their genetic composition with other reported IncA/C. We 

conclude that type I and II plasmids originated from a common ancestor and that the insertion and 

deletion of DNA stretches have shaped their evolutionary histories. Only the pA/C from strain 

YU39 was able to conjugate albeit at a very low frequency (10-8). Thus this pA/C is a non-

conjugative plasmid that can be mobilized by the formation of chimeras with an IncX1 plasmid. 

Although plasmid mobilization is a common mechanism of horizontal transfer between plasmids 

with different Inc groups, no reports about mobilization of IncA/C are available. Finally, we found 

that ST 19 and ST 213 can acquire and stably maintain both plasmids, thus the fact that no strains 

carrying both plasmids were recovered in our population could be due to the restriction in the 

mechanisms of horizontal transfer. 
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1 Introducción 

1.1 Salmonella 

El género Salmonella está conformado por bacilos Gram-negativos, anaerobios facultativos 

y móviles, que miden de 2-3 x 0.4-0.6 μ (McClelland et al., 2001). Actualmente la clasificación 

taxonómica de Salmonella se basa en la similitud del ADN que se encuentra entre las especies y 

sólo dos se reconocen dentro del género: Salmonella enterica y Salmonella bongori. S. enterica 

adicionalmente se subdivide en seis subespecies. Se han descrito más de 2500 serotipos para las 

dos especies de Salmonella y aproximadamente 1500 hacen parte de la subespecie I (Salmonella 

enterica subsp. enterica), la cual causa el 99% de las enfermedades en el humano (Silva & Wiesner, 

2009). En la actualidad, los procesos de secuenciación masiva nos han permitido conocer el 

tamaño aproximado del genoma a nivel de género, que se definen en términos de genoma-central 

y pan-genoma. El genoma-central está compuesto por todos los genes que son comunes en todas 

las cepas de Salmonella secuenciadas, mientras que el pan-genoma está conformado por todos los 

genes encontrados en cualquiera de las cepas de Salmonella secuenciadas. En Salmonella, 

Jacobsen y colaboradores recientemente analizaron 35 genomas y determinaron que el genoma-

central de esta especie está compuesto por 2.800 familias de genes (copias del mismo gen 

identificado en diferentes genomas) mientras que el pan-genoma está conformado por 10.000 

familias de genes aproximadamente (Jacobsen et al., 2011).  

 

1.1.1 Salmonelosis 

La salmonelosis es la enfermedad que ocasionan las bacterias del género Salmonella spp. 

Causan un espectro de enfermedades en humanos y animales, que incluyen fiebre tifoidea y 

gastroenteritis muchas veces acompañada de síntomas como diarrea, fiebre y calambres 

abdominales, los cuales pueden durar por una semana. La infección se adquiere al consumir 

alimentos o agua contaminada con materia fecal de animales o de humanos colonizados por esta 

bacteria (WHO, 2005). Esta enfermedad se encuentra dentro del grupo de enfermedades 

transmitidas por alimentos; su distribución es global y afecta principalmente a niños menores de 

cinco años y adultos mayores. Los reportes indican que ocurren millones de casos de salmonelosis 

aguda anualmente y se estima al menos mueren 1,000 personas al año por esta causa (WHO, 

2005). Por estas razones la salmonelosis es un problema mundial de salud pública y su manejo 

representa un costo elevado para los países tanto desarrollados como en vía de desarrollo, debido 

al aumento en la incidencia, prevalencia y multirresistencia de Salmonella, lo cual la convierte en 

un agente bacteriano de difícil tratamiento. 

 

1.1.2 Patogénesis de Salmonella. 

La mayoría de las infecciones por Salmonella enterica en humanos resultan en gastroenteritis y 

son causadas principalmente por los serovares Typhimurium o Enteritidis. Typhimurium produce 

en animales como ratones y vacas una enfermedad sistémica muy similar a la fiebre tifoidea en 

humano. El agente etiológico de la fiebre tifoidea la cual es una enfermedad sistémica exclusiva de 

los humanos, es el serovar Typhi. La fiebre tifoidea es responsable de 21 millones de nuevas 

infecciones por año y de la muerte de aproximadamente 600.000 personas en el mundo, lo que la 
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convierte en un importante problema de salud pública en los países en desarrollo (Crump et al., 

2004). Debido a que Typhi sólo infecta a los humanos, el modelo de infección sistémica por 

Typhimurium en los ratones ha sido ampliamente aplicado para entender la patogénesis e 

inmunidad. Es por eso que el proceso de invasión y colonización celular se encuentra descrito 

principalmente para Typhimurium. Brevemente, la infección sistémica inicia después de que las 

bacterias han resistido el ambiente ácido del estomago, cuando colonizan el intestino delgado, 

invadiendo principalmente las células M localizadas en las placas de Peyer en el íleo distal. Para 

facilitar la internalización de la bacteria, Salmonella induce la ondulación de la membrana de la 

célula M formando vacuolas, llamadas SCV (Salmonella-containing vacuole). Dentro de estas 

vacuolas, Salmonella es capaz de replicarse y posteriormente producir apoptosis en un periodo de 

18 a 24 horas. Después de esto, Salmonella pasa al torrente sanguíneo diseminándose al bazo, el 

hígado, la medula ósea, la vesícula biliar y las placas de Peyer, produciendo infección sistémica 

(Zhang et al., 2003). En todo este proceso invasivo, Salmonella utiliza los genes de virulencia, 

contenidos en las islas de patogenicidad I y II (SPI-I, SPI-II), entre otros, los cuales comprenden dos 

diferentes sistemas de secreción tipo III (T3SS), que se encargan de transferir múltiples efectores y 

proteínas al citoplasma de la célula hospedera (Hensel, 2004). Además, Typhimurium cuenta con 

genes accesorios que favorecen su patogenicidad, como lo es el plásmido de virulencia (pSTV), que 

contiene los genes spvB y spvC que confieren virulencia en el ratón (Matsui et al., 2001). La 

ausencia de alguno de estos elementos, resulta en un fenotipo atenuado de invasión en el ratón. 

 

1.1.3 Salmonelosis en México 

Paniagua y colaboradores (Paniagua et al., 2007), determinaron que Salmonella es el 

principal enteropatógeno bacteriano recuperado en las muestras fecales de niños con síntomas de 

diarrea en México D.F. Las serovariedades que se recuperaron con mayor frecuencia fueron el 

Ohio con un 28% y el Typhimurium con un 16,3%. Zaidi y colaboradores (Zaidi et al., 2008), 

mediante la implementación de un sistema de vigilancia a través de la cadena alimenticia en 

cuatro Estados de México; reportaron que la prevalencia de Salmonella spp, es más alta en los 

intestinos y carne de cerdo, que en los intestinos y carne de res o de pollo. Los cuatro Estados se 

escogieron en base a la división que el Sistema Federal Sanitario aplica en el país. De esta forma, 

cada uno de los Estados representa a cada una de las 4 grandes regiones: Sonora (Región I, 

Noroeste), San Luis Potosí (Región II, Golfo-central), Michoacán (Región III, Pacifico-central), y 

Yucatán (Región V, sureste) (Zaidi et al., 2008). En este programa también se recuperaron 

muestras de Salmonella en niños con cuadros invasivos, en niños con diarrea y en niños 

asintomáticos (Zaidi et al., 2008). La implementación de este sistema en México, mostró que 

Salmonella es un problema de salud de alto riesgo y que la carne de animal lista para el consumo 

humano es la principal fuente de salmonelosis en México. Esta problemática se presenta con 

mayor frecuencia en los Estados que de acuerdo al estudio tienen los niveles socioeconómicos 

más bajos como lo son Yucatán y San Luis Potosí (Zaidi et al., 2008).  
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1.1.4 Salmonella Typhimurium 

Salmonella Typhimurium es el principal causante de salmonelosis tanto en países 

desarrollados como en vías de desarrollo. El Sistema Nacional de Vigilancia de Estados Unidos 

reporta que Typhimurium fue el serovar predominante durante el 2003 con 6,631 (19.7%) 

aislamientos (CDC, 2005). En Europa la red de vigilancia Enter-net, reporta este serovar como el 

segundo prevalente desde 1998 hasta 2003, con 18,937 aislamientos para el último año, después 

de Enteritidis (Fisher & Enter-Net, 2004). En México, entre el 2004 al 2006, Typhimurium fue el 

segundo serovar recuperado en muestras de niños con diarrea en la ciudad de México (Paniagua 

et al., 2007). En el sistema de vigilancia implementado por el grupo de la Doctora Zaidi, 

Typhimurium fue el principal serovar recuperado de pacientes enfermos (22.2%), incluyendo 

cuadros de bacteremia y meningitis; así como de carne de cerdo (10.2%) (Zaidi et al., 2008). 

La importancia clínica y epidemiológica de este serovar reside en su asociación con la 

multirresistencia a diferentes familias de antibióticos, entre los cuales se encuentran aquellos que 

son frecuentemente usados para tratar a los pacientes con salmonelosis aguda, lo que genera 

fallas terapéuticas que pueden llevar a la muerte. La multirresistencia en este serovar, 

inicialmente se asoció con el fagotipo DT104 desde finales de la década de 1980. Inicialmente se 

reportó en el Reino Unido y rápidamente se diseminó a nivel global, causando enfermedad tanto 

en animales para consumo, como en humanos. Estas cepas tienen un fenotipo pentarresistente 

definido como la resistencia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y 

tetraciclinas, y cuyos genes responsables se encuentran codificados en la isla genómica I (SGI1) 

integrada en el cromosoma (Threlfall, 2002). Posteriormente, con el uso de herramientas de 

tipificación molecular se demostró que la dispersión de estas cepas junto con su resistencia es de 

tipo clonal (Davis et al., 2002, Davis et al., 1999).  

Sin embargo, en las últimas décadas se ha descubierto que la presencia de plásmidos 

grandes que generan la misma pentarresistencia representa un problema adicional en este 

serovar, ya que estos no solo se dispersan más rápido en la población, sino que además adquieren 

los genes de resistencia contra los antibióticos de última generación como las cefalosporinas de 

tercera generación, lo que los convierte en un problema importante de salud pública muy difícil de 

erradicar (Chu & Chiu, 2006).  

 

1.2 Importancia clínica de la resistencia a antibióticos 

Las enfermedades gastrointestinales ocasionadas por los enteropatógenos trasmitidos a 

través de alimentos mayoritariamente son auto-limitadas; esto es, se resuelven por sí solas y no 

necesitan tratarse con antibióticos. Sin embargo, los tratamientos son necesarios cuando los 

pacientes presentan cuadros febriles por varios días y cuando existe sospecha de una infección 

sistémica.  

Actualmente, el número de aislamientos resistentes a los antibióticos utilizados para el 

tratamiento de enfermedades gastrointestinales se ha incrementado notablemente. Serovares de 

Salmonella no-Typhi, como por ejemplo Typhimurium, Enteritidis y Cholerasuis, junto con 

Campylobacter, son las bacterias más comunes que causan cuadros de diarrea aguda en países 

industrializados. Estas bacterias portan o pueden adquirir fácilmente, genes de resistencia para la 
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mayoría de los antibióticos. Cuando los antibióticos se emplean continuamente en la cadena de 

producción de alimentos para el consumo humano, se seleccionan las bacterias que portan estos 

genes de resistencia y posteriormente son transmitidas al humano (Molbak, 2005).  

En Salmonella, durante la última década, el número de reportes de aislamientos 

resistentes a los antibióticos de elección para cuadros invasivos en adultos (fluoroquinolonas) y en 

niños (cefalosporinas de tercera generación) se ha incrementado. Estos aislamientos tienen su 

origen en alimentos contaminados con bacterias multirresistentes, lo que representa un problema 

para los clínicos ya que se reducen las opciones de tratamiento y se generan fallas terapéuticas 

(Carattoli et al., 2002, Chiu et al., 2006, Fey et al., 2000, Fluit, 2005, Gupta et al., 2003, Nakaya et 

al., 2003). 

Adicionalmente, es importante resaltar que los aislamientos de Salmonella 

multirresistentes incrementan su capacidad de generar enfermedades invasivas, hospitalización y 

muerte, a través de diversos mecanismos, como el de combinar elementos de virulencia con genes 

de resistencia, los cuales influyen en la regulación de la virulencia y aumentan su capacidad de 

prevalecer y de dejar descendientes (Fluit, 2005, Guerra et al., 2004, Molbak, 2005). 

 

1.2.1 Resistencia a cefalosporinas de tercera generación 

La resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido (ESCs) se ha encontrado en 

diferentes serovares de Salmonella y los genes responsables se encuentran en plásmidos que se 

diseminan rápidamente entre organismos entéricos (Su et al., 2004). En el 2004, las salmonellas 

resistentes a ESCs se reportaron en 43 países, y los genes principalmente implicados, son del tipo 

CTX-M y del tipo CMY. Dentro de estas últimas, la enzima CMY-2 codificada por el gen blaCMY-2 se 

ha reportado en 32 serovares de Salmonella distribuidos en varios países en los cuatro continentes 

(Arlet et al., 2006). 

El gen blaCMY-2, fue reportado inicialmente en un aislamiento de Klebsiella pneumonie, 

recuperado de un paciente en Grecia en 1990. Esta proteína presenta un porcentaje de similitud 

del 95,8% con la proteína cromosomal AmpC de Citrobacter freundii, por lo que se determinó que 

este gen se movilizó del cromosoma a los plásmidos, y posteriormente estos plásmidos fueron 

adquiridos por K. pneumoniae y Escherichia coli (Bauernfeind et al., 1996). El primer reporte clínico 

del gen blaCMY-2  plasmídico en Salmonella fue en el serovar Senftenberg en 1997, en Argelia (Koeck 

et al., 1997). Posteriormente, en 1999 en EEUU, se reportó la primera cepa Heidelberg 

multirresistente con este gen (Horton et al., 1999). En Typhimurium, el primer reporte fue en el 

2000 y se demostró por PFGE su transmisión directa a partir de ganado (Fey et al., 2000). En 

animales, el primer reporte de diferentes serovares de Salmonella resistentes a cefalosporinas tipo 

blaCMY-2  fue en el 2000, junto con algunos aislamientos clínicos. El análisis por PFGE indicó que la 

diseminación de ESCs, no se debía a una cepa epidémica sino que sino que ocurría a través de 

fenómenos de transferencia horizontal (Winokur et al., 2000). A partir de estas fechas, el reporte 

de aislamientos de diferentes serovares de Salmonella, además de otros enteropatógenos que 

portan plásmidos con el gen blaCMY-2, se ha incrementado en varios países. Es así como se han 

reportado plásmidos desde 10 kilobases (Kb), recuperados en menor frecuencia, hasta plásmidos 

de 170 Kb, los cuales son más comunes (Dunne et al., 2000, Winokur et al., 2000). 
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Sin embargo, entender la epidemiología del plásmido que porta el gen blaCMY-2  no ha sido 

fácil, debido a su diversidad, su promiscuidad y a su variabilidad con respecto a la forma de 

diseminación. Al inicio de este estudio se conocía que la diseminación del plásmido que portaba 

este gen era de manera clonal en aislamientos de Typhimurium recuperados en Rumania y 

Taiwán, en aislamientos de Newport recuperados en EEUU, y en algunos aislamientos de E. coli en 

España (Daniels et al., 2007, Giles et al., 2004, Li et al., 2005, Miriagou et al., 2002, Rankin et al., 

2002). De la misma manera, se reportó la diseminación intercontinental de un clon de Bredeney 

recuperado en Canadá en 2002 con un aislamiento recuperado en Inglaterra y Gales en 2004, los 

cuales presentaron el mismo patrón de PFGE (Allen & Poppe, 2002, Liebana et al., 2004). 

En los estudios anteriormente mencionados y en aquellos en donde no se observó relación clonal, 

adicionalmente se analizó la transferencia del plásmido, el cual, en algunos trabajos se conjugó 

exitosamente a cepas de E. coli y Salmonella (Allen & Poppe, 2002, Dunne et al., 2000, Fey et al., 

2000, Giles et al., 2004, Li et al., 2005, Liebana et al., 2004, Navarro et al., 2001, Poppe et al., 2005, 

Yan et al., 2003), mientras que en otros sólo se logró su transferencia por electroporación, 

indicando que el plásmido no conserva el mismo mecanismo de dispersión en las diferentes 

bacterias (Kruger et al., 2004, Liebana et al., 2004, Miriagou et al., 2002, Winokur et al., 2000, 

Winokur et al., 2001). Todos estos resultados nos muestran que el gen blaCMY-2 plasmídico se está 

dispersando tanto de manera clonal, como en el caso del serovar Newport, así como por 

transferencia horizontal entre diferentes especies. Estos dos mecanismos de diseminación 

favorecen la amplia distribución observada en los enteropatógenos (Daniels et al., 2007). 

 
1.3 Epidemiología molecular 

El análisis fenotípico y genotípico de aislamientos de diferentes fuentes, permite 

determinar si tienen el mismo o diferente origen, y conocer la manera en que se están 

dispersando. Es por eso que los serovares de Salmonella adicionalmente se subdividen para 

identificar líneas clonales e identificar las relaciones entre ellas. Dentro de la fenotipificación 

encontramos técnicas como la serotipificación y la susceptibilidad a antibióticos, las cuales 

permiten subdividir los aislamientos, sin embargo, estas técnicas no logran discriminar 

aislamientos altamente relacionados. Para esto se utilizan métodos como la fagotipificación, en la 

cual se evalúa la susceptibilidad a la lisis de las bacterias por un determinado tipo de fago y de esta 

manera se agrupan en fagotipos definitivos (DTs) (Kropinski et al., 2007) 

Para complementar estas técnicas, se utilizan métodos moleculares como la electroforesis en gel 

de campos pulsados (PFGE) y la tipificación por secuencias multi-locus (MLST). Las dos técnicas se 

basan en el análisis del ADN genómico. La primera consiste en digerir el ADN total con enzimas de 

restricción y comparar los aislamientos de acuerdo al número de bandas que se originan en una 

electroforesis. La segunda consiste en el análisis de secuencias parciales de siete genes 

conservados, en donde para cada gen, cada secuencia diferente se identifica como un alelo y los 

alelos identificados generan un perfil alélico que se define como tipo de secuencia o “sequence 

type” (ST) para cada aislamiento (Maiden et al., 1998, Swaminathan et al., 2001). 

Salmonella se caracteriza por presentar una gran variedad de factores de virulencia y 

recientemente de resistencia. Algunos se encuentran distribuidos ampliamente en varias de las 

subespecies, mientras otros se asocian a uno o pocos serovares. Los genes de virulencia codifican 
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para factores que modifican la fisiología celular del hospedero o protegen a la bacteria de los 

sistemas de defensa del mismo. Estos genes se han identificado como grupos en el cromosoma 

bacteriano, los cuales se han denominado como “islas de patogenicidad” o en elementos 

genéticos transmisibles como fagos o plásmidos, dentro del cual el más estudiado para Salmonella 

es el plásmido de virulencia (Fierer, 2001). 

Cuando un patógeno se disemina clonalmente, los determinantes intrínsecos de virulencia 

y de resistencia a diferentes agentes son segregados a las siguientes generaciones. 

Adicionalmente, las bacterias pueden adquirir nuevas secuencias de ADN por transferencia 

horizontal a través de elementos móviles como transposones, integrones y plásmidos, los cuales 

pueden insertarse en el cromosoma ó en los plásmidos nativos de las bacterias, o mantenerse 

como nuevos plásmidos. Estos, pueden conferir a las bacterias ventajas adaptativas que aseguran 

su supervivencia. De esta manera el nuevo ADN se estabiliza y es heredado a las siguientes 

generaciones. La diseminación de resistencia a antibióticos en cepas patógenas puede deberse a 

una de estas estrategias o a las dos alternativas simultáneamente. 

 

1.3.1 Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) 

En esta técnica se toma el ADN total de la bacteria y es digerido con enzimas de restricción 

de corte poco frecuente, lo cual resulta en fragmentos de diferentes tamaños que migran a lo 

largo de un gel, por impulsos eléctricos (Salyers & Whitt, 2002). 

El principio de la separación por PFGE es el siguiente: se aplican dos impulsos eléctricos. Cuando el 

primer impulso eléctrico se aplica al gel, la molécula de ADN se alarga en la dirección del impulso y 

empieza a migrar en el gel. Luego ese pulso se apaga y se activa un segundo pulso eléctrico en un 

ángulo diferente al anterior. El ADN debe cambiar su conformación y reorientarse para comenzar a 

migrar en la dirección del segundo pulso. La diferencia de tamaños afecta este proceso tomando 

más tiempo en las moléculas grandes que en las pequeñas (Birren & Lai, 1993). 

El termino original de PFGE lo acuñaron Schwartz y Cantor en 1984 para cualquier gel que corriera 

usando pulsos eléctricos múltiples alternados; sin embargo varios aparatos se han derivado del 

original y los nombres también han cambiado.  

 

1.3.2 MLST 

Dentro de estas metodologías, la tipificación por secuencia de multilocus (Multilocus 

Sequence Typing-MLST) es una de las más ampliamente utilizadas en diferentes enteropatógenos 

(Enright & Spratt, 1999). Los estudios de MLST en Salmonella, basados en su reproducibilidad y 

rapidez, se han encaminado hacia la evaluación de la técnica como una herramienta útil para la 

investigación de brotes (Kotetishvili et al., 2002), en programas de vigilancia epidemiológica 

(Torpdahl et al., 2005) y para investigar la capacidad de discriminación en aislamientos de 

Typhimurium procedentes de una misma fuente (Fakhr et al., 2005). Actualmente, existe un sitio 

Web disponible en Internet para acceder a la base de datos de los tipos de ST descritos para 

Salmonella (http://www.ucc.ie). En él se utilizan siete genes que codifican para diferentes 

enzimas; aroC codifica para la corismato sintasa, forma el intermediario aromático corismato, 

precursor para la síntesis de amino ácidos como fenilalanina, tirosina y triptofano; dnaN que 
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codifica para la subunidad  de la ADN polimerasa III; hemD que codifica para la uroporfirinógeno 

III sintasa, involucrada en la transferencia de electrones; hisD que codifica para la histidinol 

hidrogenasa, de la vía de biosíntesis de histidina; purE  que codifica para la 5 fosforibosil-N-

carboxiaminoimidazol - NCAIR, para la biosíntesis de adenosín mono fosfato (AMP) y guanosín 

mono fosfato (GMP); sucA el cual codifica para la subunidad E1 de la enzima 2-alfacetoglutarato 

deshidrogenasa, que participa en la formación de succinil-CoA; y thrA que codifica para la 

aspartocinasa-homoserina deshidrogenasa I, para la biosíntesis de treonina. Este banco de datos 

en la red, contiene una secuencia base para cada gen, la cual se identifica con el número 1. Las 

diferentes sustituciones de nucleótidos encontradas para cada gen se denominan como alelos y se 

numeran de acuerdo al orden en el que se van reportando. Las diferentes combinaciones de los 

alelos generan el respectivo tipo de secuencia (ST).  

En la fecha en que iniciamos este estudio, se habían identificado 203 ST para Salmonella 

spp que incluían 43 serovares de aislamientos clínicos, de alimentos y de animales. Para el serovar 

Typhimurium, se habían registrado 39 aislamientos con 10 ST diferentes, en donde el ST 19 fue el 

predominante, seguido por el ST 128 con 6 aislamientos tanto en muestras clínicas como de 

animales. Los restantes ST tenían de 1 a 3 aislamientos.  

Gracias a la gran aceptación de esta metodología en la tipificación de Salmonella, el 

crecimiento de esta base de datos ha sido considerable en los últimos años. Los resultados 

obtenidos por Achtman y colaboradores, demostraron que los STs correlacionan muy bien con los 

serovares y que el MLST es una herramienta valiosa para la identificación de linajes y para 

observar la diversidad de los serovares más comunes. Es por eso que ellos proponen reemplazar la 

serotipificación de Salmonella con el uso del MLST y retirar el concepto de serovar por otro que 

esté basado en la genética de poblaciones (Achtman, 2012).  

 

1.4 Elementos accesorios del genoma 

1.4.1 Plásmidos 

Los plásmidos son elementos de ADN extra-cromosomal que pueden constituir hasta el 

30% del genoma de una bacteria. Generalmente tienen forma circular y se replican de manera 

independiente al cromosoma. El término de plásmido fue acuñado en 1952 por el genetista Joshua 

Lederberg, quien además fue el primero en describir el proceso de conjugación bacteriana (ver 

más adelante). Los plásmidos se encuentran ampliamente distribuidos en los tres dominios de la 

vida. Estos contienen un módulo con genes que les permiten mantenerse, propagarse y 

transferirse, los cuales conforman el esqueleto del plásmido. Adicionalmente portan módulos de 

elementos accesorios, que incluyen genes que confieren beneficios para la célula hospedante, 

como los de resistencia a antibióticos, genes de virulencia, genes para desintoxicación por metales 

pesados ó genes que permiten utilizar nuevas fuentes de carbono. Los plásmidos también aportan 

variación genética y actúan como sustrato para recombinación, por lo que son elementos 

importantes para el flujo genético (Sorensen et al., 2005, Norman et al., 2009). 
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1.4.2 Clasificación de plásmidos 

Con el tiempo se han implementado varios sistemas para poder clasificar, separar y 

analizar los plásmidos. Morfológicamente, los plásmidos se pueden dividir de acuerdo a su tamaño 

en plásmidos de bajo o de alto peso molecular. Los plásmidos de bajo peso molecular son 

elementos de 10 Kb o menos, que generalmente se encuentran en multicopia. Por lo general, sólo 

contienen los genes involucrados en su replicación y unos pocos presentan uno o dos genes de 

resistencia a antibiótico u otros agentes químico-tóxicos. Los plásmidos de alto peso molecular 

pueden ir desde 30 Kb hasta cientos de miles de pares de bases, y se encuentran en una o pocas 

copias por bacteria y su replicación en la mayoría de los casos esta acoplada a la replicación del 

cromosoma bacteriano. Su gran tamaño, entre otras cosas, se debe a la presencia de los genes 

involucrados en su auto-transferencia o conjugación. Se han propuesto varios esquemas para 

clasificar estos plásmidos. El más antiguo y más ampliamente utilizado, consiste en la clasificación 

de acuerdo a su grupo de incompatibilidad (Inc) el cual está determinado por el origen de 

replicación (ver más adelante). 

 Inicialmente, esta clasificación se realizaba hibridando con las sondas marcadas 

radioactivamente de cada uno de los grupos Inc, haciéndola una técnica tardada y costosa 

(Couturier et al., 1988). Recientemente, Carattoli y colaboradores (Carattoli et al., 2005), 

utilizando como moldes las secuencias de las sondas utilizadas por Couturier, desarrollaron una 

PCR múltiple para identificar de manera más eficiente los grupos Inc de los plásmidos presentes en 

los enteropatógenos. Esta metodología resultó tan exitosa, que ya se implementa como técnica de 

genotipicación de aislamientos en los programas de vigilancia, debido a que la identificación y 

clasificación de plásmidos es muy importante en los patógenos porque estos portan algunos genes 

de resistencia y de virulencia. Su comparación se utiliza como marcador genético para entender la 

dispersión de algunas cepas. También es muy útil para conocer la forma en que los plásmidos se 

diseminan y el rango de hospederos en el que se pueden encontrar (Couturier et al., 1988).  

Para el segundo esquema de clasificación se utiliza la secuencia de la proteína relaxasa, 

codificada en el mismo plásmido, y se basa en la división de plásmidos transferibles ya sean del 

tipo conjugativo o movilizable (que se transfieren sólo utilizando la maquinaria de conjugación de 

un plásmido conjugativo). El análisis filogenético de las secuencias de las proteínas relaxasas 

disponibles en las bases de datos, permitió separar los plásmidos en seis familias MOB. Este 

esquema se propuso recientemente como una alternativa a la clasificación por grupo Inc, pero su 

aplicación todavía es muy limitada (Garcillan-Barcia et al., 2009).  

 

1.4.3 Incompatibilidad entre plásmidos 

La incompatibilidad entre dos plásmidos es definida como su incapacidad para co-existir 

establemente en una misma célula o para mantenerse en la población a través de muchas 

generaciones. La forma más común de realizar una prueba de incompatibilidad consiste en 

introducir un plásmido A por transformación o conjugación en una célula, en la cual reside un 

plásmido B pre-establecido. La selección (que puede ser con antibiótico) se realiza para el 

plásmido entrante A y después, en las colonias se evalúa la presencia del plásmido B. Si el 

plásmido B no es encontrado en la célula después del experimento, entonces estos dos plásmidos 
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se declaran incompatibles. Si por el contrario, las colonias evaluadas contienen los dos plásmidos, 

entonces se dice que son compatibles. En ocasiones se observan los dos plásmidos en sólo una 

fracción de la población, por lo que es necesario en estos casos realizar una prueba de estabilidad 

o prueba de segregación. Ésta consiste en sub-cultivar por varias generaciones, sin ningún tipo de 

selección la célula que contiene los dos plásmidos. Al final se evalúa nuevamente la presencia de 

los dos plásmidos y se determina si uno de los dos es menos estable.  

Los principales genes responsables del fenómeno de incompatibilidad, son aquellos que 

están involucrados en los procesos de replicación, mantenimiento y partición del plásmido, como 

los genes rep/ori y par, así como los que codifican para las moléculas de ARN que se encargan de 

controlar el proceso de replicación (genes cop). Cuando dos plásmidos utilizan el mismo 

mecanismo de replicación o de segregación, compiten por las mismas moléculas y los mismos 

sitios de unión en la membrana, lo que finalmente resulta en la eliminación de uno de los 

plásmidos en la población (Novick, 1987). Adicionalmente, existe el fenómeno de exclusión que 

también genera incompatibilidad entre plásmidos de una misma familia, el cual además está 

involucrado en no permitir la transferencia de una molécula de ADN durante la conjugación. 

 

1.5 Plásmidos en Salmonella 

1.5.1 Plásmido de virulencia 

De los aproximadamente 2500 serovares de Salmonella, el plásmido de virulencia (pSV) 

está presente sólo en ocho serovares (no-tifoideos) de la subespecie I enterica, cuyo tamaño varía 

entre 50 a 285 Kb. Estos plásmidos tienen como característica común la presencia del operón spv 

que está compuesto por cinco genes spvRABCD. Sin embargo, no todas las subespecies de 

Salmonella portan este operón en un plásmido. Boyd y colaboradores encontraron que las 

subespecies I, II, IIIa, IV y VII tienen una copia cromosomal del operón spv y sugieren que la 

presencia de este confiere alguna ventaja selectiva [Boyd, 1998 #85]. 

El pSV está asociado a infecciones extra-intestinales y la presencia del operón spv le confiere el 

fenotipo virulento en el ratón, desempeñando un papel importante en el proceso de invasión 

celular en la célula huésped (Guiney & Fierer, 2011). Este operón spv está regulado tanto por las 

condiciones ambientales como por las del crecimiento de la bacteria (Chu & Chiu, 2006). 

Mutaciones en los cinco genes han demostrado que sólo tres son esenciales para el fenotipo 

virulento en el ratón, el spvR y los genes spvBC. El primero de ellos, el gen spvR es el regulador 

transcripcional positivo del operón, el spvB codifica para una mono ADP-ribosil transferasa, la cual 

regula la conversión de G-actina a F-actina, desestabilizando el citoesqueleto de la célula (Lesnick 

et al., 2001) y el spvC codifica para una fosfotreonina-liasa que inhibe la respuesta proinflamatoria 

localizada en el órgano infectado, facilitando el crecimiento bacteriano (Mazurkiewicz et al., 2008). 

Del pSV, se han analizado otros genes que favorecen el proceso de invasión como el rck y el rsk 

que se requieren para modular la respuesta inmune, ya que generan resistencia al complemento y 

el traT que codifica para una proteína de exclusión de superficie que evita la transferencia lateral 

(Chu & Chiu, 2006). Otros genes importantes y únicos presentes en los pSV, son los operones pef y 

fae que codifican para la formación de fimbrias (Rotger & Casadesus, 1999). Aunque los pSV 

comparten características comunes y se pueden intercambiar entre serovares sin afectar la 
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virulencia de la cepa, se ha visto que son naturalmente específicos para cada serovar. Los análisis 

de secuencias de estos plásmidos han revelado que su esqueleto está altamente conservado y 

sugiere que provienen de un ancestro común que ha divergido en dos grupos. El primer grupo 

comprende los pSV de los serovares Dublin y Gallinarum mientras que el segundo grupo está 

compuesto por los pSV de los serovares Typhimurium, Enteritidis, Cholerasuis y probablemente 

Abortusovis. Aparentemente, la mayor diferencia entre los dos grupos es la presencia del operón 

pef y la presencia de dos orígenes de replicación en el segundo grupo (Figura 1) (Chu et al., 2008). 

De todos estos plásmidos, el único conjugativo es el pSV de Typhimurium (Rychlik et al., 2006). 

  El plásmido de virulencia de Typhimurium (pSTV) es un elemento característico de este 

serovar con un tamaño promedio de 90-100 Kb (McClelland et al., 2001). Aunque es predominante 

en la población (el 90% de los aislamientos de Typhimurium lo poseen) existen líneas clonales que 

no lo contienen (Olsen et al., 2004). Pertenece al grupo IncFIIA y posee un segundo origen de 

replicación no funcional (IncFIB). Es un elemento altamente conservado en aislamientos clínicos de 

este serovar (Chu et al., 1999). Se ha reportado que el pSTV tiene la capacidad de auto-transferirse 

(Ahmer et al., 1999). El papel del pSTV en la virulencia para el modelo del ratón está muy bien 

documentado. Se sabe que la presencia de este plásmido potencia la habilidad de Typhimurium 

para crecer dentro de células del retículo endotelial y producir enfermedad mortal sistémica 

(Guiney & Fierer, 2011). Sin embargo, la asociación de la presencia del pSTV con los casos de 

bacteremia en humanos aún no es clara. En estos casos lo que se determina es cuantos 

aislamientos recuperados de sangre, llevan el pSTV y así se establece la asociación. Existen 

reportes, en donde la presencia de este plásmido en aislamientos de Typhimurium y Enteritidis 

está asociado a casos de enfermedad sistémica, contrario a lo reportado posteriormente en otro 

estudio para aislamientos clínicos de Typhimurium, en donde el pSTV no se identificó en todas las 

cepas (Chiu et al., 2000, Chiu et al., 1999). Estos resultados siguen sin contestar la pregunta acerca 

del papel que juega este plásmido en la patogénesis en humanos.  
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Figura 1. Evolución del plásmido de virulencia (pSV) en Salmonella. El ancestro original consistía de un 

replicón IncFIIA el cual portaba los genes del operón spv, traT y los genes para la conjugación. Este plásmido 

se fusionó con un plásmido del grupo IncFIB que llevaba los genes rck, pef y srgAB. Los genes de conjugación 

se mantuvieron solo para el pSV de Typhimurium mientras que para los otros pSV se degeneraron hasta 

eliminarse completamente. Adaptado de (Rychlik et al., 2006). 

 

1.5.2 Plásmidos de resistencia a antibióticos 

La resistencia a antibióticos está frecuentemente asociada a elementos móviles como 

transposones e integrones. Los transposones son estructura genéticas que saltan de un lugar a 

otro del genoma, gracias a la enzima transposasa codificada por ellos mismos. Los integrones son 

elementos genéticos que capturan y expresan genes mayoritariamente de resistencia (Fluit, 2005, 

Levin & Bergstrom, 2000, Ochman et al., 2000). Los integrones se pueden insertar dentro de un 

transposón, y el transposón dentro de un plásmido conjugativo el cual es el que, en última 

instancia, disemina la resistencia a otras bacterias (Figura 2) (Norman et al., 2009). 

Además del pSV, Salmonella puede portar más plásmidos de diferentes tamaños. El 

análisis de aislamientos de Salmonella recuperados desde la llamada era pre-antibióticos (de 1917 

a 1950), mostró la presencia de plásmidos de alto peso molecular de 200 Kb o más que 

pertenecen a los grupos de incompatibilidad IncI1, IncX e IncFII y que se caracterizan por portar 

genes de resistencia a antibióticos (Jones & Stanley, 1992). Actualmente, estos plásmidos todavía 

se recuperan en aislamientos clínicos junto con plásmidos de otros grupos como IncH1, IncN, IncP 

y los elementos emergentes IncL/M e IncA/C (Rychlik et al., 2006, Welch et al., 2007).  
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Figura 2. Representación de la modularidad del 

genoma accesorio de las bacterias. 

Se ilustra la inserción de un casete móvil que contiene 

un gen (generalmente de resistencia a antibióticos) en 

un integrón, el cuál puede integrarse en un transposón 

(generalmente conteniendo resistencias a antibióticos y 

otras sustancias tóxicas, como desinfectantes o metales 

pesados), el cual a su vez se inserta en un plásmido 

conjugativo (que puede contener otras resistencias y 

factores de virulencia). Finalmente este plásmido se 

disemina por transferencia lateral entre las poblaciones 

bacterianas. Adaptada de Norman y colaboradores 

(Norman et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.3 Evolución de los plásmidos que confieren multirresistencia en Salmonella 

Al inicio de los 1970s, en aislamientos europeos se describieron plásmidos del grupo IncFI 

que codificaban para múltiples resistencias a antibióticos. En la década de los 1980s, la resistencia 

a gentamicina en Typhimurium estaba codificada por plásmidos conjugativos del grupo IncI. En la 

década de los 1990s, apareció la resistencia a beta-lactámicos, codificada en los plásmidos de los 

grupos IncQ, IncP, IncF, IncH1 e IncN. A finales de los 1990s y principios del 2000 emergió la 

resistencia a ESCs en plásmidos del grupo IncL/M. Finalmente, del año 2000 hasta la fecha, el 

mayor problema de multirresistencia está dado por la presencia de plásmidos IncA/C los cuales no 

sólo confieren resistencia a ESCs junto con cuatro o cinco familias de antibióticos (Carattoli, 2003), 

sino que además a partir del 2010 se reportó la adquisición del gen blaNDM-1, que confiere 

resistencia a metalo-betalactamasas, antibióticos de última generación (Sekizuka et al., 2011). 

 

1.5.4 IncA/C 

El grupo de incompatibilidad IncA/C está constituido por plásmidos con un amplio rango 

de hospederos (Llanes et al., 1996). Actualmente, este grupo es uno de los principales dispersores 

de multirresistencia en enteropatógenos, debido a que portan además de genes de resistencia a 

tetraciclina, cloranfenicol, estreptomicina y sulfas, el gen blaCMY-2 y la resistencia a amonios 

cuaternarios. CMY-2 confiere resistencia al antibiótico ceftriaxona (CRO) que se usa como última 

alternativa en las infecciones sistémicas por Salmonella no-tifoideas. En el ámbito veterinario se 
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utiliza su homologo ceftiofur. En la última década, los epidemiólogos han enfocado sus esfuerzos 

en conocer el modelo de evolución y dispersión de este nuevo elemento (Call et al., 2010, Fricke et 

al., 2009, Welch et al., 2007, Fernandez-Alarcon et al., 2011).Durante los primeros análisis de este 

plásmido (antes de conocer su grupo de incompatibilidad), se observó que los perfiles de 

restricción de los plásmidos con el gen blaCMY-2 eran variables, por lo que se estandarizó una 

metodología para poder clasificarlos. Para esto se hibridaron los perfiles de restricción con el gen 

blaCMY-2 y se clasificaron los plásmidos en cuatro tipos denominados A, B, C y D (Carattoli et al., 

2002, Giles et al., 2004). 

Posteriormente, Carattoli y colaboradores. encontraron que los plásmidos CMY-2 de 

EEUU, clasificados anteriormente como tipo A por restricción, correspondían al grupo IncA/C y que 

los plásmidos tipo B al grupo IncI1 (Carattoli et al., 2006). 

Los estudios recientes han comparado la secuencia del plásmido ancestral para este grupo 

pRA1, con varios plásmidos pA/C recuperados en diferentes enterobacterias. El análisis de siete 

secuencias de plásmidos, mostró que losp A/C comparten un esqueleto común, incluyendo el 

origen de replicación y los genes involucrados en la conjugación (Fricke et al., 2009, Welch et al., 

2007). Sin embargo, en los plásmidos recientes se observa la inserción en sitios conservados, de 

varios segmentos que corresponden a los genes de resistencia y que se han adquirido por 

transferencia lateral. Esto sugiere un modelo evolutivo en donde cada plásmido pA/C divergió de 

un ancestro común a través de un proceso específico de integración de estos elementos, uno a la 

vez (Fricke et al., 2009). Por otro lado, el modelo de dispersión para los pA/C es más complejo. 

Aunque los plásmidos poseen los genes necesarios para la conjugación desde su ancestro pRA1, 

Fricke y colaboradores, demostraron que el pRA1 tiene la capacidad de auto-transferirse a cepas 

de E. coli con una frecuencia de 10-3, pero que esta propiedad desaparece en los plásmidos pA/C 

recientes, a medida que incrementa su tamaño (Fricke et al., 2009). Sin embargo, esta 

característica no es constante en los pA/C recuperados de diferentes hospederos, ya que algunos 

pueden conjugar con diferentes frecuencias (entre 10-2 a 10-7) y otros no lo pueden hacer (Fricke 

et al., 2009, Poole et al., 2009, Welch et al., 2007). Mediante los análisis de secuencias de los 

plásmidos, se postuló que la ausencia de conjugación era resultado de la inserción del gen blaCMY-2 

en una de las regiones involucradas en la conjugación. Poole y colaboradores, evaluaron la 

capacidad conjugativa de plásmidos pA/C recuperados en Salmonella enterica con o sin la 

presencia del gen blaCMY-2, y concluyeron que los plásmidos pA/C con este gen sólo se conjugaban 

en presencia de otro plásmido con diferente grupo de incompatibilidad, con frecuencias variables 

de 10-2 a 10-5, mientras que los plásmidos pA/C sin este gen fueron conjugativos por sí solos a 

frecuencias similares (Poole et al., 2009).  

 

1.5.5 Caracterización del gen blaCMY-2 

Con el fin de conocer la estructura que rodea el gen blaCMY-2, y determinar si se encuentra 

flanqueado por integrones, se secuenciaron las regiones que rodean los plásmidos clasificados 

inicialmente como tipo A, B, C y D (Carattoli et al., 2002), además de otros plásmidos portadores 

de blaCMY-2 recuperados en Taiwán (Kang et al., 2006). Como resultado, se observó que los genes 

que rodean al blaCMY-2 se encuentran conservados en los diferentes plásmidos. Los genes corriente 
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arriba del blaCMY-2 comparten >96% de identidad con los genes adyacentes a AmpC del cromosoma 

de Citrobacter freundii y el gen corriente abajo es una secuencia de inserción de tipo ISEcp1 

(también conocida como TnpA), descrita anteriormente en plásmidos que portan beta-lactamasas 

tipo CTX-M (Canton & Coque, 2006). Esta secuencia actúa como promotor, aumentando los 

niveles de expresión de estas enzimas (Canton & Coque, 2006, Giles et al., 2004). Lo que estos 

resultados indican, es que el gen blaCMY-2 se está translocando junto con los genes cromosomales 

adyacentes como un elemento completo o región CMY.  

 

1.5.6 IncX1 

Los plásmidos pertenecientes al grupo de incompatibilidad IncX, se consideran de amplio 

rango de hospedero y se encuentran altamente diseminados en enterobacterias. El plásmido R6K 

se reconoce como el arquetipo por ser el primer plásmido identificado de este grupo en E. coli en 

1970. Posteriormente en la década de los 1990s, se observó que los plásmidos IncX se 

encontraban presentes en los aislamientos recuperados desde la era pre antibióticos, confirmando 

que son elementos accesorios del genoma que siempre han estado presentes (Jones & Stanley, 

1992). La comparación de los plásmidos encontrados en estos aislamientos versus el R6K, permitió 

separarlos en dos subgrupos en donde el R6K es el único representante del subgrupo IncX2, 

mientras que el resto de los plásmidos se clasificaron como subgrupo IncX1. Sin embargo, a pesar 

de las diferencias en su esqueleto siguen siendo incompatibles entre ellos (Jones et al., 1993). 

Se ha documentado recientemente la reaparición de plásmidos del grupo IncX1 en varios 

enteropatógenos, los cuales además de portar genes de resistencia a antibióticos (Norman et al., 

2008), pueden llevar operones que confieren otros tipos de ventajas adaptativas como la 

formación de biopelículas (Ong et al., 2009, Ong et al., 2008), o en algunos casos confieren 

ventajas específicas para el huésped como la conversión de fagotipos en el serovar Enteritidis 

(Brown et al., 1999). El análisis de la secuencia de estos plásmidos, mostró que los pX1 son 

elementos altamente conjugativos (con frecuencias de 10-3), de amplio rango de hospederos, con 

facilidad para adquirir grandes operones de genes y que adicionalmente en su genoma portan 

varios grupos de genes que le confieren estabilidad, asegurando su permanencia en las 

poblaciones bacterianas. Es por esta razón que Hansen y colaboradores, escogieron el plásmido X1 

como un vector por excelencia y, basándose en los genes conservados de los plásmidos 

secuenciados hasta la fecha, sintetizaron de novo un plásmido llamado pX1.0 que tiene la 

capacidad de auto-replicarse, conjugarse y mantenerse en la población al igual que los plásmidos 

de campo, con la ganancia de que el usuario lo puede manipular para agregar o quitar secuencias 

a su antojo (Hansen et al., 2011).  

Adicionalmente, se ha reportado la co-integración de plásmidos pX1 con el plásmido de 

virulencia  del serovar Dublin (pSDV), generando un nuevo tipo de pSDV con dos orígenes de 

replicación (Chu et al., 2008). Esta característica de co-integración también se ha observado entre 

dos plásmidos X1, el R485 y el pOLA52, lo que indica que este tipo de eventos son frecuentes para 

este grupo (Norman et al., 2008).  
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1.5.7 Plásmidos de bajo peso molecular en Salmonella, el caso de la familia ColE1-like. 

Los plásmidos de bajo peso molecular se encuentran frecuentemente en 

Enterobacteriaceae, pero se han estudiado poco. Para Salmonella, se ha estimado que sólo el 10% 

de los aislamientos portan estos plásmidos pequeños y están constituidos por genes que codifican 

para una amplia variedad de funciones biológicas como, por ejemplo, sistemas de restricción-

modificación, genes que codifican para transcriptasas inversas, para antígeno-O y genes de 

resistencia a antibióticos (Rychlik et al., 2006). De estos, la mayoría pertenecen a la familia ColE1, 

los cuales son ampliamente utilizados en el campo de la biología molecular como vectores de 

clonación por su fácil manipulación, tamaño pequeño y gran número de copias. Esta familia se 

agrupa dentro de los plásmidos movilizables, es decir, que no poseen la maquinaria necesaria para 

la conjugación, pero sí utilizan la de los plásmidos conjugativos para su exitosa dispersión (Figura 

3). Adicionalmente, su gran número de copias permite la segregación a las células hijas 

asegurando su permanencia. Los plásmidos de alto peso molecular de los grupos IncI1, IncFII e 

IncF movilizan eficientemente a los plásmidos ColE1, aunque se ha reportado una menor eficiencia 

de movilización con plásmidos de otros nueve grupos incluyendo el IncA/C e IncX2 (Selvaratnam & 

Gealt, 1993, Warren et al., 1979). Los plásmidos ColE1 cuentan para su movilización con cuatro 

genes (mobA, mobB, mobC, mobD) los cuales conforman el relaxosoma. MobA codifica para la 

relaxasa, que cumple la misma función que en los plásmidos conjugativos, cortar el ADN en el sitio 

nick dentro del oriT. Se ha planteado que MobE y MobC pueden estar involucradas en el 

ensamblado del relaxosoma o en dirigir éste hacia el transferosoma (ver siguiente sección), 

mientras que MobD codifica para una proteína que ejerce exclusión de entrada para otros 

plásmidos y también juega un papel en transferencia (Yamada et al., 1995). 

A pesar de que en Salmonella la prevalencia de los plásmidos ColE1 se ha estudiado poco 

se cuenta con secuencias de algunos de estos plásmidos encontrados en diferentes serovares, los 

cuales son casi idénticos entre ellos. La única diferencia es la presencia de genes de resistencia. 

Recientemente, Chen y colaboradores (Chen et al., 2010), demostraron que la presencia de 

plásmidos ColE1 con resistencia a kanamicina en diferentes serovares de Salmonella enterica es 

más común de lo que se creía, al encontrarlo en 30 aislamientos de 102 analizados. Curiosamente, 

observaron que el 63% de estos plásmidos coexistían con un plásmido del grupo A/C en el serovar 

Newport para el cual es predominante (Lindsey et al., 2009), mientras que en Typhimurium sólo se 

observó la presencia del replicón ColE1. 

 

1.6 Conjugación 

La conjugación es uno de los tres mecanismos de transferencia lateral utilizados por las 

bacterias para adquirir material genético foráneo, además de funcionar como un mecanismo 

alterno para asegurar la presencia del plásmido en las células hijas que no lo adquirieron en el 

momento de la división celular. 

Este proceso requiere de un contacto célula-célula, conocido como pareja de 

apareamiento, y está mediado por la formación de un pilus sexual. Se definió desde su 

descubrimiento como sexo bacteriano y después de cinco décadas de estudio, se tiene una idea 
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bastante aproximada acerca de cómo funciona el proceso de conjugación y de la naturaleza del 

poro conjugativo a través del cual pasa el ADN plasmídico. Sin embargo, todavía hay huecos de 

conocimiento en el proceso de conjugación. 

La conjugación es un proceso universalmente conservado en procariotas, ampliamente 

estudiado en bacterias Gram-negativas y recientemente en bacterias Gram-positivas y arqueas. En 

bacterias Gram-negativas, la conjugación requiere de tres elementos indispensables de ADN-

proteínas, las cuales se codifican en los mismos plásmidos: el transferosoma (T4SS) consiste en un 

sistema de secreción tipo IV, el cual atraviesa la membrana celular bacteriana y se encarga de 

ensamblar y retraer el pilus, identificar una potencial célula receptora, etiquetar el ADN del 

plásmido y finalmente transferir una sola hebra por el poro a la célula receptora en dirección 5´-3´. 

Todo este proceso es conocido como formación del poro conjugativo y solo es posible cuando se 

ha dado el contacto célula-célula. El relaxosoma, es un complejo de núcleo-proteínas involucrado 

en el procesamiento del ADN y en la entrega de éste al transferosoma. Este complejo contiene la 

proteína relaxasa, encargada de cortar el ADN en el sitio nick del oriT, y generar la hebra de 

cadena sencilla para empezar su transferencia, además de la presencia de proteínas auxiliares que 

se unen alrededor de esta región y sirven como ayudantes de la relaxasa. El tercer elemento y una 

de las proteínas más importantes en este proceso, es la proteína acopladora (T4CP) la cual conecta 

el relaxosoma al transferosoma y se cree que está involucrada también en la formación del poro.  

Sin embargo, existen barreras que interfieren con la transferencia y establecimiento del 

plásmido en la célula receptora. La primera barrera se conoce como la exclusión de superficie (SFX) 

la cual impide la formación de parejas de apareamiento estables. La segunda barrera se conoce 

como la exclusión de entrada (EEX) que, como su nombre lo indica, impide la entrada del ADN 

plasmídico a través del poro conjugativo, sin importar si ocurrió la formación exitosa de las parejas 

de apareamiento (Figura 3). Los dos genes que codifican para las proteínas responsables de estas 

barreras, se encuentran principalmente en plásmidos conjugativos, siendo los más estudiados los 

genes traT y traS del plásmido F. En el proceso de conjugación, si tanto la célula donadora como la 

receptora portan un plásmido tipo F, la presencia de las proteínas TraT y TraS en la membrana 

externa e interna de la célula receptora, respectivamente, impiden el reconocimiento por parte 

del pilus de la cepa donadora lo cual no permite el contacto célula-célula, indispensable para 

iniciar la conjugación. Este fenómeno de exclusión es otra forma de incompatibilidad plasmídica 

(Figura 3) (Garcillan-Barcia & de la Cruz, 2008). 

Una vez que el plásmido entrante ha logrado sobrepasar estas dos barreras, tiene que 

contender con los sistemas de restricción-modificación (R-M) de cada bacteria, que se definen 

como el sistema inmune de los procariotas. Este sistema utiliza dos enzimas que realizan funciones 

diferentes en la célula hospedera: la endonucleasa que reconoce la secuencia foránea de ADN a la 

cual degrada en su totalidad; y una metiltransferasa que protege al ADN nativo mediante 

metilación de las adeninas o citosinas, impidiendo su reconocimiento por parte de la 

endonucleasa y por lo tanto su degradación. Sin embargo, algunos plásmidos y fagos tienen la 

habilidad de adaptarse a estos sistemas de R-M y así escapar a los procesos de degradación, lo que 

les permite establecerse y prevalecer en la célula hospedera (Tock & Dryden, 2005).  

Cuando todas estas barreras han sido superadas, el ADN plasmídico en la célula receptora 

debe duplicarse para convertirse en ADN de doble cadena y así retomar su conformación nativa 
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circular y, lo más importante, ser replicativo y estable para poder segregarse a las siguientes 

generaciones y de esta forma fijarse en la población (Figura 3) (de la Cruz et al., 2010). 

 
 
Figura 3. Diagrama de los complejos ADN-proteína involucrados en los principales pasos de la conjugación 

y movilización de plásmidos en bacterias Gram-negativas, así como diferentes barreras para la 

conjugación. A. Vista esquemática de la composición genética de plásmidos transferibles. Los plásmidos 

conjugativos codifican los cuatro módulos importantes: el origen de transferencia oriT (en negro), el 

relaxosoma que codifica la relaxasa R (en rojo), la proteína acopladora T4CP (en azul) y el transferosoma 

T4SS (en amarillo). Los plásmidos movilizables codifican sus genes MOB que incluyen oriT y relaxasa R y 

adicionalmente pueden codificar o no T4CP, pero necesitan el T4SS de un plásmido conjugativo co-residente 

para poder ser movilizados. B. Esquema de las principales interacciones y barreras en el proceso de 

conjugación. Primer paso: la relaxasa corta el ADN en el oriT. La hebra de ADN que contiene la relaxasa 

unida covalentemente a su extremo 5´, es desplazada por un proceso de replicación simultaneo del ADN 

plasmídico. Segundo paso: la relaxasa interactúa con la T4CP y luego con algunos componentes del T4SS, 

para finalmente ser transportada a la célula receptora. Tercer paso: el complejo ADN plásmidico-relaxasa-

T4CP debe traspasar las barreras de exclusión de superficie (SFX) y exclusión de entrada (EEX). Cuarto paso: 

el ADN plasmídico entrante sobrevive o se adapta a los sistemas de restricción-modificación (R-M) de la 

célula hospedera. Quinto paso: superadas las tres barreras anteriores, el plásmido debe comenzar su 

proceso de duplicación y re-circularización para poder mantenerse en la descendencia. Adaptado de (Frost 

& Koraimann, 2010, Smillie et al., 2010). 
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2  Antecedentes: el establecimiento de un programa de vigilancia de enteropatógenos en 

México. 

En México, el grupo de la Dra. Mussaret Zaidi (Zaidi et al., 2006) inició en el año 2000 un 

programa de vigilancia epidemiológica que incluye cuatro Estados de México: Yucatán, Michoacán, 

San Luís Potosí y Sonora y cuyo objetivo es conocer cuáles son los enteropatógenos 

predominantes en la población mexicana y cuáles son los alimentos cárnicos involucrados en su 

transmisión. Uno de los enteropatógenos principalmente encontrados es Salmonella, y el serovar 

Typhimurium es el que se recupera con mayor frecuencia en las muestras de humanos con 

diferentes cuadros clínicos (asintomáticos, diarrea y cuadros invasivos que en algunos casos 

ocasionaron la muerte); así como en las muestras recuperadas de carnes crudas e intestinos de 

res, cerdo y pollo (Zaidi et al., 2007, Zaidi et al., 2006). Anteriormente, en los aislamientos 

procedentes del Estado de Yucatán, se confirmó por PFGE la rápida diseminación de un clon de 

Typhimurium multirresistente (MDR) a más de cinco antibióticos, tanto en alimentos como en 

humanos, que porta el gen plasmídico de resistencia blaCMY-2, el cual confiere resistencia a 

ceftriaxona (CRO). Este clon es el causante de la mayoría de casos de gastroenteritis y de los 

cuadros invasivos en los niños en Yucatán (Zaidi et al., 2007). 

  

3 Identificación de los genotipos predominantes en México y su asociación con 

determinantes de virulencia y resistencia. Primera parte de este estudio. 

En la parte inicial de este estudio, se analizaron 114 aislamientos de Typhimurium 

recuperados en el programa de vigilancia durante el 2000 al 2005, procedentes de los cuatro 

Estados de México, de los cuales 62 eran de muestras de humanos (incluyendo pacientes 

asintomáticos, con diarrea y enfermedad sistémica) y los 52 restantes de muestras de carnes 

crudas e intestinos de res, cerdo y pollo. Estos aislamientos se analizaron por PFGE y MLST y 

paralelamente se evaluaron algunos genes accesorios de virulencia y resistencia a antibióticos. Se 

determinó la presencia del plásmido de virulencia (pSTV) característico de este serovar 

(McClelland et al., 2001), la presencia del gen plasmídico blaCMY-2 que codifica para la resistencia a 

CRO (Bauernfeind et al., 1996) y la presencia de integrones que portan genes de resistencia a 

diferentes antibióticos, incluidos los de la isla genómica característica de Salmonella (SGI1) (Boyd 

et al., 2001).  

Nosotros encontramos cuatro genotipos o tipos de secuencia (ST). El ST 19, descrito a nivel 

internacional, el ST 302 descrito en México y Zimbawe y los nuevos ST 213 y 429, reportados hasta 

la fecha sólo en México. El ST predominante en los cuatro Estados fue el ST 213, con 63 

aislamientos (62%), que se recuperó principalmente en el Estado de Yucatán a partir del 2002; 

seguido del ST 19 encontrado en 35 aislamientos (34%), mayoritariamente durante los primeros 

años de la vigilancia, y finalmente el ST 302 que se encontró en sólo 4 de los aislamientos (4%) 

procedentes de Sonora del 2002 al 2004 (Wiesner et al., 2009). Adicionalmente, observamos que 

el ST 213 fue estadísticamente más prevalente en las muestras de carnes mientras que el ST 19 fue 

predominante en las muestras recuperadas de humanos. Además observamos un patrón temporal 

en el cual el ST 213 está reemplazando al ST 19 ancestral en los cuatro Estados.  
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La distribución de los genes accesorios no fue aleatoria entre los diferentes genotipos, 

mostrando fuertes asociaciones: 1) El pSTV se encontró principalmente en el ST 19. 2) El plásmido 

con el gen blaCMY-2 (pCMY-2) se encontró exclusivamente en el ST 213. 3) El integrón más 

abundante IP-1 (dfrA12-orfF- aadA2), se descubrió solamente en el ST 213. 4) La isla genómica 

SGI1 se localizó en un subgrupo del ST 19 que porta el pSTV. Los datos obtenidos por PFGE 

correlacionaron con los datos mencionados anteriormente y permitió observar divisiones 

genéticas en nuestra población (Wiesner et al., 2009). 

La resistencia a CRO en enteropatógenos es un problema serio de salud pública, ya que es 

el antibiótico de última elección para el tratamiento de la enfermedad diarreica aguda y de la 

infección sistémica. En la última década, han sido materia de estudio la aparición y la rápida 

dispersión de plásmidos que portan genes que codifican para estas resistencias (Welch et al., 

2007). Es importante caracterizar estos elementos para conocer sus mecanismos de evolución y de 

dispersión. 

 

4 El genotipo ST 213 de Salmonella Typhimurium está asociado a dos tipos de plásmidos 

IncA/C. Segunda parte de este estudio.  

Mediante la aplicación de metodologías como la tipificación de replicones mediante PCR 

(PCR-replicon Typing) (Carattoli et al., 2005) e hibridaciones, en la segunda parte de este trabajo 

logramos determinar que el pCMY-2 asociado al ST 213 en nuestra población, pertenece al grupo 

de incompatibilidad IncA/C (pA/C). Los aislamientos ST 213 sensibles a CRO también portan 

plásmidos pA/C. Como resultado de la caracterización de estos plásmidos mediante patrones de 

restricción y amplificación de siete genes conservados en el esqueleto, observamos que, aunque 

por secuencia son 100% idénticos al plásmido de referencia pSN254 recuperado en Salmonella 

Newport (Welch et al., 2007), nuestra población pA/C está conformada por dos tipos. El tipo I 

(pA/C CMY+) se caracteriza por la presencia de la región CMY, mientras que el tipo II (pA/C CMY-) 

carece de la región CMY y de cuatro de los otros marcadores estudiados (Wiesner et al., 2011). El 

análisis de la región CMY en los plásmidos pA/C CMY+, mostró una región altamente conservada 

de 13 Kb, insertada entre los genes traV-traC del esqueleto del plásmido. Adicionalmente, ésta 

región presentó sintenia con algunos plásmidos A/C secuenciados de referencia (Fricke et al., 

2009). El mapeo de la región CMY en los pA/C CMY+, mostró que está compuesta por la secuencia 

de inserción ISEcp1, seguida por el gen blaCMY-2 y tres genes conservados que son homólogos a los 

genes adyacentes AmpC de C. freundii. El resto de la región está compuesta por genes del 

esqueleto del pA/C que se encuentran en otros plásmidos secuenciados (Wiesner et al., 2011). 

Adicionalmente, probamos la capacidad conjugativa de 17 pA/C, con o sin CMY. La única cepa 

positiva para conjugación fue la YUHS 05-78 (YU39), que tiene un plásmido pA/C CMY+, aunque a 

muy bajas frecuencias (10-7 a 10-9).  

Todos los resultados de la primera y de la segunda parte de este estudio, se muestran en 

detalle en las dos publicaciones adjuntas al final de esta sección. 
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4.1 Adaptación a hospederos 

 Salmonella Typhimurium se considera como un serovar de amplio rango de hospedero, ya 

que causa enfermedad en numerosas especies incluidos humanos, el ganado, las aves de corral, 

los roedores y las aves silvestres. Sin embargo, se han descrito para este serovar genotipos que 

están altamente adaptados a un hospedero específico. Estos se consideran de limitado rango de 

hospedero, como los que se encuentran únicamente en las aves silvestres o en los patos (Rabsch 

et al., 2002a, Rabsch et al., 2002b). Por otro lado, los genotipos asociados con animales de granja 

se consideran de amplio rango de hospedero, porque tienen la capacidad de circular entre varias 

especies de mamíferos, pero curiosamente no circulan en las aves (Rabsch et al., 2002a). El grado 

de adaptación de cada genotipo a su hospedero implica diferencias en su capacidad de virulencia. 

Se ha propuesto que cuando un patógeno llega a un nuevo hospedero causa altos porcentajes de 

mortalidad, debido a que no se encuentra bien adaptado. Como consecuencia, la muerte del 

hospedero destruye su hábitat, y reduce tanto su capacidad de transmisión como su 

descendencia. De acuerdo a esta teoría, estos patógenos con el tiempo evolucionan en formas 

menos virulentas, que se reflejará en una mejor adaptación al hospedero al no matarlo (Baumler 

et al., 1998). 

Las asociaciones observadas en la población analizada de Typhimurium en México 

sugieren que el ST 19 es un genotipo más adaptado al hospedero humano, mientras el ST 213 está 

mejor adaptado a los animales (Wiesner et al., 2009). Tomando en cuenta la relación bacteria-

hospedero, es muy probable que cuando el ST 213 entra en contacto con el humano a través de la 

cadena alimenticia por un inadecuado manejo de las carnes en los rastros, genere algunos cuadros 

de infección sistémica por este cambio de hospedero, como lo pudimos observar en algunos casos 

de nuestra población de estudio (Wiesner et al., 2009). Por otro lado, si consideramos que el ST 19 

es un genotipo más adaptado a los humanos, cuando se cambia de hospedero y se inocula en otra 

especie animal (como por ejemplo en el ratón) genera cuadros invasivos que conllevan a la muerte 

del animal (Gulig & Curtiss, 1987). 

A la fecha, el papel exacto del pSTV en virulencia no es totalmente claro. Sin embargo este 

plásmido, que es un elemento accesorio de Typhimurium, se ha estudiado debido a su papel en la 

virulencia para el modelo del ratón, en el cual asemeja la infección causada por Typhi en humanos. 

Los estudios acerca de la función de este plásmido y específicamente del operón spv, han 

demostrado que la presencia del pSTV incrementa la tasa de crecimiento celular bacteriana dentro 

de macrófagos de ratón en las primeras semanas de la infección sistémica y finalmente llevan a la 

muerte del animal (Gulig et al., 1993, Gulig et al., 1998). Cepas curadas del pSTV muestran 

atenuación de la virulencia en el ratón, por lo que se afirma que este plásmido es necesario para 

los procesos de invasión y de ahí su nombre de plásmido de virulencia.   

Sin embargo, esta afirmación no es absoluta con respecto a su papel en la bacteremia 

(infección sistémica) en humanos. Para tratar de relacionar al pSTV con la bacteremia en humanos, 

se han analizado cepas de Typhimurium recuperadas de pacientes con gastroenteritis (materia 

fecal) y enfermedad sistémica (sangre) y se ha evaluado la presencia del pSTV. Los resultados son 

controversiales al respecto: Chiu y colaboradores., indican que este plásmido no está asociado en 

particular con ninguno de los dos cuadros (Chiu et al., 2000, Chiu et al., 1999), mientras que Fierer, 
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J. y Guiney, D.G. afirman que la presencia de este plásmido no es importante en los cuadros de 

gastroenteritis pero que sí contribuye en la infección sistémica (Fierer et al., 1992, Guiney & 

Fierer, 2011). Las desventajas de estos estudios es que se realizan sobre muestras epidemiológicas 

recuperadas de humanos y están sesgados por la población analizada o por las muestras 

disponibles. En nuestro estudio, analizamos muestras recuperadas tanto de humanos como de 

animales y encontramos que el pSTV si se encuentra significativamente asociado a los humanos, 

aunque no en los casos de infección sistémica, por lo que nuestros resultados apoyan la hipótesis 

de que no es necesario para causar bacteremia en humanos.  

Por otro lado, las cepas ST 213 no portan el pSTV, como ya se ha reportado en otros 

genotipos de Typhimurium (Olsen et al., 2004). El genotipo ST 213 se encontró estadísticamente 

asociado a animales aunque se recuperó también de humanos. Dentro de nuestra población de 

estudio, se recuperó este genotipo en cinco muestras de infección sistémica en niños. Estas cepas 

están fuertemente atenuadas en su virulencia hacia el ratón (Wiesner y Bustamante, datos no 

publicados). Estos resultados en conjunto, siguen apoyando la hipótesis de que el pSTV es 

necesario para la virulencia en el ratón pero no para causar bacteremia en humanos. Esto es 

congruente con la hipótesis de que las cepas ST 213 se han adaptado a hospedarse en los animales 

de granja, lo cual se refleja en el hecho de que no son virulentas en el ratón.  

El ST 213 porta el pA/C. Es probable que la ausencia de pSTV facilite la adquisición del 

pA/C, el cual confiere resistencia a once antibióticos diferentes, lo que es una ventaja adaptativa, 

pero desconocemos si en este plásmido se encuentran determinantes de patogenicidad. Si estas 

cepas se están seleccionando continuamente en la producción de carnes por los antibióticos 

suministrados a los animales en las granjas, entonces se favorece su transmisión al humano, en el 

cual puede causar cuadros de enfermedad sistémica, convirtiéndose en un patógeno difícil de 

erradicar debido a su multirresistencia (Wiesner et al., 2011, Zaidi et al., 2007). Es importante 

resaltar que en nuestra población de Typhimurium no encontramos una cepa que portara los dos 

plásmidos, resultado que llamó nuestra atención desde un inicio. Nosotros creemos que la 

presencia de los plásmidos pA/C y pSTV en estos genotipos, podría tener un papel relevante en la 

adaptación al hospedero anteriormente mencionada. Pero primero, teniendo en cuenta la 

asociación especifica entre el ST 19 con el pSTV y entre el ST 213 con el pA/C, debemos evaluar la 

relación entre plásmido-genotipo para que posteriormente se pueda evaluar la relación genotipo- 

hospedero. Es por esto que inicialmente decidimos evaluar si el ST 19 y el ST 213 podían adquirir y 

mantener los dos plásmidos y si éstos podían auto-transferirse entre los genotipos.  
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5 Artículos.  

5.1 Association of virulence plasmid and antibiotic resistance determinants with 

chromosomal multilocus genotypes in Mexican Salmonella enterica serovar Typhimurium 

strains. 
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Abstract 

Background: Bacterial genomes are mosaic structures composed of genes present in every strain 
of the same species (core genome), and genes present in some but not all strains of a species 
(accessory genome), The aim of this study was to compare the genetic diversity of core and 
accessory genes of a Sa/monella enter;ca subspecies entenca serovar Typhimurium (Typhimurium) 
population isolated from food-animal and human sources in four regions of Mex ico. Multilocus 
sequence typing (MLST) and macrorestriction fingerprints by pulsed-field gel electrophoresis 
(PFGE) were used to address the core genetic variation, and genes involved in pathogenesis and 
antibiotic resistance were selected to evaluate the accessory genome. 

Results: We found a low genetic diversity for both housekeeping and accessory genes. Sequence 
type 19 (ST I9) was supported as the founder genotype of STs 213, 302 and 429. We found a 
temporal pattern in which the derived ST2 1 3 is replacing the founder STI9 in the four geographic 
regions analyzed and a geographic trend in the number of resistance determinants. The distribution 
of the accessory genes was not random among chromosomal genotypes. We detected strong 
associations among the different accessory genes and the multilocus chromosomal genotypes (STs). 
Fi rst , the Sa/monella virulence plasmid (pSTV) was found mostly in ST 19 isolates. Second, the 
plasmid-borne betalactamase cmy-2 was found only in ST2 13 isolates. Third, the most abundant 
integron, IP- I (d(rA /2, arfF and oodA2) , was found only in ST2 13 isolates. Fourth , the Salmonella 
genomic island (SGII) was found mainly in a subgroup of ST 19 isolates carrying pSTV. The mapping 
of accessory genes and multilocus genotypes on the dendrogram derived from macrorestiction 
fingerprints allowed the establishment of genetic subgroups within the population. 

Conclus ion: Despite the low levels of genetic diversity of core and accessory genes, the non
random distribution of the accessory genes across chromosomal backgrounds allowed us to 
discover genetic subgroups within the population. This study provides information about the 
importance of the accessory genome in generating genetic variability within a bacterial population. 
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Background 
Bacterial geno mes are mosaic structures composed of 
genes present in every strain of the same species (core 
genome), and genes presen t in some but no t all isolates of 
a species (accessory genome) [1 -3 [. Genomic and popula
tion studi es have shown that core and accessory genes 
often di splay distincl evolutio na ry histories, ma inly due 
to the d ifferen tial degree of mobility and seleoive pres
sures to which each category is subjected. [t is accepted 
that the evo lutio nary histo ries of accessory genes are more 
complex than those of housekeeping genes [3,4[ . There
fore, it is desirable lO study core and accessory genes to 
better understand lhe popu[ation structure o f a bacterial 
species [3.5 1. 

5almonel/1I enterica is co nsidered by population geneticists 
as the paradigm of a clo na l bacterial species, that d isplays 
low [evels of reco mbinatio n and has ma inly evolved by 
poinl mutations 16-8 1. Salmonel/a enterica is su bd ivided in 
seven subspecies, th e strai ns responsible for a lmost all the 
5almonel/a infections in humans a nd warm -b looded ani
mals belong to subspecies ellterica. SlIlmoneIla enteri"l sub
species ellterica has more than 1,500 descri bed serovars 
191 . To discrimi nate clones with in serovars, m acrorestric
¡ion a nalysis by pulsed-field electrophoresis {PFCE} and 
phage-typi ng are frequently used as subtypi ng lechniques. 
More recently, mul til ocus sequence typing (MLSr) has 
beco me an impo rtant tool fo r th e st udy of S(¡fmonella 
strai ns [10-131. 

5almonel/a e/lterica subspecies ellterica serovar Typhimu
rium (Typhimurium) is considered a broad host range 
serovar, usually associated with gaslroenteritis in a broad 
range of phylogenetically unrelated hosl species 114-1 6 1. 
The aim of this study was 10 compare th e genet ic diversity 
of core and accesso ry genes of a set of Typhi muri um iso
la tes sa mpl ed from food-a nim al and human sources in 
fou r geographic regions of Mexico. MLSr a nd macror
estriction PFCE fingerp rints were used 10 address the core 
genetic va ria tio n. To evaluate the distribution and genetic 
variation of the accessory geno me, genes involved in 
path ogenes is and antibiotic resistance were selected. Sche
matic representations of the molecu lar markers assessed 
in this study are presen led in Figures l and 2, and a brief 
description of them is presented below. 

MLSr is based on allelic d ifferences in the nucleotide 
sequences of housekeeping genes among bacteria l strains 
of a given species (Figure lA) 15,171. Macrorestriclion 
analysis uses endo nucl eases that cut DNA at rare restric
lion sites, generati ng large fragments that are resolved by 
PFCE (Figu re l A). This melhodo logy exhibits moslly 
chromosomal va riation, bUI large plasm ids can also be 
observed within Ihe fingerpri nt [1 81. 

http://www.biomedcentral .com/1471·2180/9/131 

For Ihe accessory geno me, we determined Ihe presence of 
theTyphimuriu m virul ence plasmid (pSTV). Th is plasm id 
has been extensively Slud ied in regard to its role in inva
siveness in ¡he murine mo del [19-23 1; its importance in 
human systemic infecti ons is sti ll controvers ial [24-27 [. 
Three genetic markers were used lo determine the pres
ence of pSIV: spvC, rel, and traT, thal are genes invo lved in 
resistance to serum and survival in macrophages (Figure 
lB) [19,28[. 

The a ntibiotic res istance de terminants stud ied were those 
co ntained in integrons, and lhe presence of the plasmid
born e cmy-2 gene (Figure 1 C), conferring resistance lo 
extended spectrum cephalosporins. The cmy-2 gene is of 
majo r public health relevance since it confers res istance to 
ceftriaxone, the d rug of choice for treatment of children 
with invasive 5(¡fmonel/a infect ions. [n a previous study, 
we reponed lhe rapid disseminalio n of th is res ista nce in 
Typhimurium from Yucatán, Mexico, a nd its associatio n 
with syslemic infeclions in children 129 1. Most cmy-2 
genes have been [oca ted in large plasmids (> 100 kb), and 
were not found as an in tegro n-bo rn cassette 130,31 1. 

The integron is a reco mbi natio n and expression system 
Ihal captures genes as part of a genetic elemen t called a 
gene cassette (Figure 2A). Class I inlegrons are found 
eXlensively in clin ical isolates, and most of ¡he known 
anli biotic resistance gene cassettes belong lo this class 132-
35 1. They are frequent ly located on plasmids and trans
posons, which fu rther enhances the spread of th e gene 
casse ttes 132 1. 

Class I integrons have been delected in differe nt Salmo
nella serovars in many cou ntries 136·411. Among ¡he most 
studi ed cases are the chro moso ma lly loca led in¡egrons 
present in the so-called Salmone//a geno mic island I 

(SCll) (Figure 2B). SCII is a 43 kb inlegra tive- mobil iza
ble chromosoma l element on which antibiolic resistance 
genes are clustered, fl anked by two class I integrons 
[4 2,43 [. The first cassette carries the aadA2 gene, which 
co nfers resista nce to streptomydn and spectinomyci n, 
and th e second cassette contains pse- I , which confers 
resistance to ampicillin. In between them are floR, lelR and 
lelC genes, conferring resistance 10 chloramphenicol-flor
fenico l and telracycJine. A cryplic retron phage e lement is 
found as Ihe last element ofSC11 in Typhimurium strai ns 
[43,44 [. 

[n the present work, analysis of Ihe whole set o f genelic 
markers targeti ng both housekeeping and accessory genes 
allowed us lO determ ine genetic subgroups withi n the 
Mexica n Typh imu rium population. 
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Schematic representation of the molecular markers used to study core and plasmid accessory genes of Typh
imurium from Mexico. A) The chromosomal variation was addressed by multilocus sequence typing using partial sequences 
of the seven housekeeping genes [53] , denoted by boxes on the chromosome of strain L T2 [GenBank:AE006468] [46] , and by 
macrorestriction analysis using the rarely cutting enzyme Xbol resolved by pulsed-field electrophoresis, represented by lines 
crossing the chromosome at several points. B) The presence of the Typhimurium virulence plasmid (pSTV) [Gen
Bank:AE006471] was determined by PCR amplification of three genes involved in virulence spvC, re/< and troT [19,28], and by 
Southern hybridisation on plasmid profiles using spvC as probe. C) The presence of the plasmid-borne cmy-2 gene, conferring 
resistance to extended spectrum cephalosporins [GenBank:NC 011079] [30,31], was determined by PCR and by Southern 
hybridisation on plasmid profiles. The chloramphenicol determinant floR was also assessed, since it has been reported that both 
resistances are often encoded by the same plasmid [48]. 

Results 
Distribution. genetic relatedness and antimicrobial 
resistance o( MLST genotypes 
The multilocus genotype for 114 Typhimurium iso lates 
sampled from food-ani mal and human sources in four 
regions of Mexico, was determined. The seven-Iocus 
scheme recommended in lhe Salmonella MLsr dat abase 
[4S [ was applied to 66 isolates, in order to compare th e 
diversity of ou r isolates with those reponed in th e data
base. The partial sequences of seven housekeeping genes 
revealed a low level of genetic va ria ti on; among the 3,336 
nt on ly fou r substitutions were detected, yielding four 
multilocus genotypes or sequence types (sr) (Table 1). 
ThllS, three novel alleles were identifled: pI/rEZO, which 
consisled of a synonymous subslitution, pI/rE 1 10, which 
contained one synonymous and one non-synonymolls 
sllbst itlltion, as com pared with the pI/rES allele present in 
most of the Typhimurium strains reponed; and slIcA 144 
which consisted of a synonymous sllbst it ution, as com
pared with the predomi nant SI/cA9 a llele. Sf19 is the pre
dominant Typhimurium genotype in the MLST database 
(227 out of 391 Typhimurium entries) and has a world
wide distribut ion (24 countries, representing a ll conti
nents). Sfs 213 and 429 have been reponed only in 
Mexico, while ST302 has been reponed in Mexico and 
Zimbabwe [45[. Despite lhe limitations of an analysis 

based on only four subst itutions, an eBURSf analysis of 
clonal relatedness among the different Sfs was consistent 
wit h Ihe notion of Sf19 as the founder genotype of Ihe 
clonal complex, with the other three Sfs linked 10 Sf l 9 as 
single-locus va riants [see Additiona l fil e 1 [. For Ihe 
remaini ng 48 iso lates we applied a three-gene scheme (see 
Methods) that all owed us to discriminate among Sfs 
(Table 1). The most abundant genotypes, Sf213 and 
ST19, were found in Ihe four geographic regions and in 
a lmost all the sampled yea rs (Table 1). These genotypes 
presented a differential distribUl ion among th e sou rces o f 
isola tion (Tab le 2). Inlerest ingly, Sf213 was more preva
lent in food-animals Ihan in humans, where STl9 was 
predominanl (59% vs 2Z%; p '" 0.00 1, O R '" 3.9). 

We found a temporal pattern in which Ihe derived ST213 
is replacing the founder Sfl9 in Ihe fom geographic 
regions (Figure 3). ST19 was predominant in Yuca tán and 
San Lui s Potosí in th e flrst period (2000-2001). During 
Ihe second period (2002-2003), Sf213 was Ihe mosl 
abunda nt genolype in Yucatán, Michoacán and San Lu is 
Potosí; only in Sonora Sfl9 was Ihe most abundant gen
otype. However, by the end of the ti me period stud ied 
(2004 -2005), ST213 was Ihe predominanl genolype in al] 
four slates (Figure 3). 
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Figure 2 
Schematic representation ofthe molecular markers used to study the integrons of Typhimurium from Mexico. 
A) Diagrammatic representation of the basic features of a elass I integron [68] . The positions of the primers [see Additional 
file 3] used to amplify the different regions are shown by arrows. A elass I integron consist of two conserved segments (S'-CS 
and 3'-CS) separated by a variable region that may contain an array of one or more gene cassettes. The 5'-CS ineludes the gene 
for the integrase (intll), the promoters for the expression of the integrase (p¡nJ and the gene cassettes (P J, and an adjacent attl 
recombination site, where the cassettes are integrated. Gene cassettes consist of a single promoter-Iess gene and a recombina
t ion site known as a 59-base element (59· be or auC), which is recognized by the site-specific recombinase (intll). The 3'-CS 
ineludes qacf.,11 and sull genes, determining resistance to quaternary ammonium compounds and to sulphonamide, respec· 
t ively. The structure of the integron profiles found here, IP- I, IP-2, IP-3 and IP-4, are shown with their corresponding gene cas
settes. B) Diagram of the regions of the Salmonel/a genome island I (SGII) [43,44] that were studied. The positions of the 
primers [see Additional file 3] used to amplify the different regions are shown by arrows. The insertion ofthe island in the 
chromosome was detected by amplification of the right and left junctions; from the antibiotic resistance eluster the twO inte· 
gron.born gene cassettes (aadA2 and pse-I), floR and tetG were amplified. 

We found a strong associat ion between STs and anti mi
crobial resistan ce. ST213 isola tes presented higher per
centages of resistance (> 50%) than ST19 isolates, lhe on ly 
exception was ciprof1oxacin for which all the iso lates were 
susceptible (Table 3). Al! the isolates resistant to ceftriax
one belonged to ST213. while a ll the isolates from STs 19, 
302 and 429 were cefu iaxone suscept ible. The grou p of 
iso lates resistant to ceftriaxone (n = 36) was associated 

wit h ve!)' high percentages (> 95%) of resistance to ampi
ci llin , chloramphenicol, slllf1soxazole. streptomyci n and 
tetracyc1ine, here after referred to as the pentaresistant 
phenotype. 

The resistance patterns varied across geographic locations. 
Yucatán was the state with the higher level of mllhidrug 
resistance, with an average of seven resistances per isola te; 
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Table 1: Allelic profiles and sequence types (STs) assigned in the Solmanella MLST database for the Mexican Typhimurium strains. 

Multilocus allelic profile' No of isolatesb 

sr aroe dnoN hemD hisD purE ,," <hcA 5even'" Threeb Total 5tates< Years 

" 10 12 S 24 17 41 YU. MI. 5l. 50 2000--2005 
213d 10 12 70" J7 31 68 YU. MI. SL. 50 2001 - 2005 
302d 10 12 110" O so 2002- 2004 

"9' 10 12 144d O MI 2003 

• Allele and 5T numbers were those assigned in me Salmonella MLST database [45]. 
b Number of strains analyzed using me seven-Iocus or t.he mree-Iocus scheme (see methods for details). 
< YU. Yucatán; MI. Michoacán; SL. San Luis Potosi; 50. Sonora. 
d Novel alleles and sequence types (5T) obtained in mis work study. 

while Sonora presented lhe lowest levels of resistance with 
an average of fo ur. Michoacán and San Luis presented 
intermediate values, both with an average of six. Further
more, the ST2 13 ceftriaxone resistanl isolales disp layed a 
differellli al geogra phic patlern , ranging from 97% of the 
ST213 isolales in Yucatá n to 0% in Sonora, with interme
diate levels in Michoacán and San Luis POlosí (Figure 3). 

Distribution ond ossociotions of pCMY-2 
Isola les resistant 10 ceftriaxone were subjected to PCR 
ana lysis to detect lhe presence of th e bltlo.,w'2 gene (Figu re 
l e ). AII 36 isola tes resistanl to cefl riaxo ne were posil ive, 
whereas lhe 12 sensilive isola tes tested were negative Isee 
Add itiona l file 21. Sequencing (564 bp) of cmy-2 for 16 
isolales revea led thal a ll carried an identical allele, sug
gesti ng a common origino The BLAST searches showed 
thal lhis allele was iden tical to most of the 100 hits target
ing the EnterobaCleriaceae (EseIJeric/Jia, $t¡{mollelltl , Kleb
sielltl, PrOleUS and Cifrobtleler). 

To determine lhe location oftheemy-2 gene, p lasmid pro
files for 25 isolates were hybrid ized with Ihe correspond
ing radioactive probe. [n all th e isolates positive for emy-2 
Ihe probe hybrid ized with a plasmid of aboul 200 kb, 
hereafter referred to as pCMY-2; whi le the nega tive iso
lates did nOI yield a signal. The slfength of the associal ion 
between pCMY-2 and chromosomal genotype was con
fi rmed (p == 0.00 1, OR == 93 ), since alll he isola tes harbour
ingpCMY-2 were ST213 (Table 3 and Additional file 2). 

Table 2: Distribution of human and animal strains of STs 19 and 
213 harbouring pSTV or pCMY-2. 

Source 

Human 
Animal 

Total 

STI 9 

30 (73) 
II (27) 

Number of strains (%) 

ST2 13 

28 (41) 
40 (59) .. 

pSTV 

25 (76) 
8 (24) 

33 

pCMY-2 

23 (64) 
13 (36) 

36 

Distribution, genetic diversity ond ossociotions of pSTV 
The presence of pS1V was firs t assessed by PCR amplifica
tion of spvc. Only 30% of the iso lates were positive fo r 
spvC Isee Additional fi le 21. To confirm the presence or 
absence of lhe pSJV we amplified re/.: and lraT for aH 33 
spvC posilive isolates, and for 19 spvC negalive isola les. AII 
spvC positive isolates amplified fraT and rell. with lhe 
exception of two isolales that d id nOI amplify rc/, (slhs02-
20 and slres03-40; see Ad ditional file 2); whil e the spvC 
negalive isolales did nOI produce amplificat ions with 
eithe r reh or traT. 

To evaluate the genetic diversity of pSIV we determined 
the nucleotide sequences of spvC fo r 16 represen lative iso
lates Isee Additional file 21. AII spvC sequences (513 bp) 
were identical to each other, displaying only one nucle
otide SUbSlilution wilh respect lO the sequence o f strain 
LT2 ICenBank:AEQQ647J I 1461. We furlher determined 
lhe sequences of IraT and reh for 11 and 9 iso lates, respec· 
ti vely. The IraT (450 bp) and rc/! (429 bp) sequences were 
also identical to each other and to the sequence of strain 
LT2. These results show pSTV with a low level of genetic 
diversity d istribu ted in the four geographic regions and 
recovered during the five sampled yea rs. 

We confi rmed Ihe presence of pSTV and determined its 
approxima le size by Southern blol hybridiza tion of plas
mid profi les for 10 isolates. All lhe isolates Ih al where pos
itive for th e ampliflcalion of spvC, reh and {raT hybrid ized 
with a plasmid of th e same size of that of the pSIV o f 
strain LT2 (about 94 kb) 1461, and all the negal ive con
lrols produced no signa l with Ihe spvC probe. However, 
one o f the isolales Ihal did not amplify rc/! hybrid ized 
wilh a larger plasmid of about 120 kb, indicating Ihal Ihis 
pSTV is different, probably due to Ihe insertion of mobil e 
elements, such as transposons, as previously reponed 
[19,47 [. 

pSTV was present in 29 Sf19 isolates (68%), th e fou r 
ST302 isolales (100%) and only one ST213 iso late (1 %; 
yuhs03-80; Figure 4 and Additional fi le 2). This flnding 
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• ST1 9 D ST2 13 [B ST213 (cmy-2+) lIIIll ST302 D ST429 

Figure 3 
Distribution o( the percentage o( Typhimurium STs according to the time p eriod and geographic loca tion. 

ind ica tes that pSTV was not randomly distributed among 
iso lates, since 60% of the isola tes were Sf2 13, and 
showed a significant assodation betwee n Sf19, and pSlV 
(p :o 0.00 1, OR :o 144). Human isolates harboured pSlV 
significan lly more tha n food-an imal isolates (43% vs. 
16%, p :o 0.002, OR '" 4. 1), demonstrat ing a signi fica nt 
assodation with the human host. Many of these iso lates 
were isolated from humans with diarrhea or asympto
matic infection; only o ll e of the six iso lates from systemic 
infections had pSTV Isee Addit ional fi le 21, indica ting that 
its presence does not Ilecessarily cause extra- intest inal 
infections. 

Detection and associations of integrons 
AH 11 4 iso lates were assessed for the presence of integrons 
using primers targeting the es regions (Figure 2 and Addi
tional fil e 3), wh ich amplify the cassettes insened in inte-

grO IlS. A hi gh proportion (66%) of lhe iso lates produced 
an amplification product Isee Additional fi le 21. The most 
abundant one (42% of the isolates) was of about 2,000 
bp, and was des ignated as in tegron profile 1 (IP-I ). The 
nucleotide sequence of this integron for 12 iso lates 
showed that it was composed of an array of three cassettes 
co ntain ing the genes dfrA/2, orfF and aodA2 (Figure 2A). 
The sequences (1 ,8 16 bp) were almost identical tú each 
other (only one subst itut ion) and to most of the 
sequences retrieved after BLAST searches from GenBank 
(see details in the Discussion seclion) . An inlegron o f 
about 1,650 bp was present in six isolates and designaled 
as inlegron profile 2 (IP-2) (Figu re 2A). Nucleot ide 
sequendng showed Ihal il was composed of two cassettes 
co nta ining the genes cifrA 17 and (/tldAS. The sequences 
(1 ,573 bp) of Ihe six iso la les were idenlical to each olher 
and 10 mOSI of the GenBa nk sequences (see delails in tb e 

Table 3: Percentage of antimicrobial resistant strains for the two main Typhimurium STs. 

Antímítrobíal resístance 

AMF" CH L SSS STR TET GM KM NAL SXT CIPO CRO 

ST 19 61 " 75 80 75 7 10 10 22 O 
STlI 3(any_l)C 68 (97) 90 (94) 98 (97) 97 (97) 97 (100) 59 (SS) 37 (33) 72 (6 1) 82 (92) 53 (100) 

• AMP:ampícillín. CHL: chloramphenícol, 555: sulfisoxazole, STR: streptomycín, TET: tetracyclíne, GM: gentamícín, KM: kanamycín, NAL: nalídíxic 
acíd. SXT: tímethoprím-sulfametoxazole. CIP: ciprofloxacín. CRO: ceftríaxone. 
b AII the straín were sensítíve to CIP accordíng wíth CLSI (78], íneludíng twelve straíns wíth low-Ievel resístance (see Addítíonal file 2]. 
e The number ín parenthesís ís the percentage correspondíng to ST2 13 straíns posítive for cmy-l. 
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Discussion seclio n) . Two isolates produced amplificalion 
bands of about 1,300 and 1,000 bp; sequence determi na
tion showed that they harboured oxa-2 and orfD, and 
aadA12 cassettes, and were designated as IP-3 and IP-4, 
respectively (Figure 2A and Additio nal file 2). BLAST 
searches showed that lhe sequence of IP-3 (oxtl-2 and 
orfD) was identicallo an integro n of AeromO/U/s Ilytlroplli/a 
from Ta iwan [GenBank:PQS I9Q78 1, and Ihe sequence of 
IP-4 (aadA 12 ) was identi cal to an integron of Yersinia ellte
rocoli lica from Spain IGen Bank:AY94049 11 (Figure 2A). 

The second most abunda nt integron profi le (16% of Ihe 
isolates) was conformed by IWO amplifi cal ion bands of 
aboul 1,000 and 1,200 bp. Th is is typically lhe profile 
recovered from lhe SGII , and lherefore was des ignated as 
IP-SGII (Figure 21J and Additional file 2). Sequence deter
minalion for three isolat es showed Ihal the 1,000 bp cas
sette contained aadA2 and that the 1,200 bp cassette 
coded for pse- l , which a re lhe most commonly found inte
grons in th e SGI!. AH the isolales were posil ive for Ihe 
ampl ification of pse- I and aadA2 using primers spedfic for 
these genes (Figure 2B and Additional fil e 3). To confirm 
the insertion of the complete SGII in the chro mosome, 
we perform ed PCR assays lO amplify lhe lefl and righl 
junctions. All the isolates (n '" 19) harbouring lhe IP-SGI 
amplified the left junct ion, the righ l juncli on, and were 
positive for lhe ampli fication of the cryptic retronphage 
on lhe righ t junction [see Additiona l fil e 2]. Iso lates har
bouring o ther integrons did not amplify any of lhe junc
tions of the SGII . To funher characlerize the SGI I, we 
amplified Ihe lelC and floR genes that are in between Ihe 
two inlegrons. Only lhe iso lates harbou ring the IP-SGII 
produced stro ng amplifi calio n products wirh lelG, and all 
were posirive for floR; however, oth er chlo ramfenicol 
resislalll iso lates also amplified floR. AH Ihe cmy-2 positive 
iso lales (n = 36) were positive for floR, which is in agree
menl with the repoTl by Doubl el et al. (2004) that both 
res islances are oflen found in lhe same plasmid [11 ,48]. 
Thus, most of the floR posilive iso la les harboured SG II or 
pCMY-2, however, other chloramfenicol resistant iso lates 
were posilive for floR Some of the iso lales harbouring 11'-
2 showed wea k amplifi cali on bands with tetC o r floR 
primers, probably due to the presence of related bUl d iver
gent genes conferring resistance to letracycl ine and chlo
ramfenicol [see Add il ional fil e 21. Two signifi ca nl 
assodat ions amo ng inlegrons and lhe olher mo lecular 
ma rkers are worthy of mention. Firsl, all [1'-1 were card ed 
by ST213 isolates (p '" 0.00 1, OR '" 21 1), either cmy-2 pos
¡Iive or negative. Seco nd, all th e isolates with SGII were 
STl9 and carri ed pSIV (p = 0.00 1, OR '" 119), the on ly 
excepl io n was one isola te lhat did nOl carry pSlV 
(yuhsOO- 14 1; Figure 4 and Additi onal file 2). 

'1'0 determine th e loca tio n of the in tegrons, we perform ed 
Southern hybridization experimenls using fragmen ts of 
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lhe imll and (/lu1A2 genes as probes on the plasmid pro
fi les of eight rep resentative iso lates. Three ofthe five iso
lates harboring 11'-1 hybrid ized with a plasmid of about 
100 kb, lhe rema in ing two [P- I isolates hybridized wilh a 
plasmid o f about ISO kb. The iso late harboring [1'-2 
hybrid ized with a plasrnid of about 150 kb, IP-3 with a 
plas mid of about 35 kb, and 11'-4 wilh a plasmid of aboul 
100 kb. 

Detectlon o( ¡ntll and qacE.ó. 1 
To furth er characterize Ihe 5' and 3' CSs of integrons we 
amplified intf1 an d f/acE.dj (Figure 2A). AH isolates di s
playing IP-2, IP-SGII, IP-3 and [P-4 showed strongampli
fi calion bands fo r imlI and f/acE.dI, which indicales lhal 
they have 5' and 3 ' CSs lypical of class 1 inlegrons. All th e 
isola tes with 11'-1 amplified a mong band with im ll , but 
only four iso lates amplifi ed strong bands for f/tlcELll. Most 
ofthe iso lates with [1'-1 (76%) did not am plify f/acE.dl or 
produced very weak bands (16% ) [see Addit iona l file 2 [. 
This result suggests that most o f lhese inlegrons co ntain 
an unusual 3' CS, as recent ly repo rled for thi s integron in 
Sa /mOlleI/a and Sltlplz y/ococcus [40,49-5 1 [. Twenty iso lates 
that did not amplify lhe cassette region using the CS-F and 
CS- R prirners were selecled lO lest lhe amplification o f 
iml1 and f/acE.d1. Most of (hese isolales did nOl produce 
amplifications, or produced very weak bands; only four 
isola tes presenled an inlense inlll bando 

Macro-restriction PFGf dendrogram and assoc/otlon 
amang molecular markers 
111e PFGE fi ngerprints were clustered using the UPGMA 
algorithm. The dend rogram was divided in five clusters 
using a cut-off value of 78% simila rity (Figure 4). Cluster 
[ grouped all Ihe ST213 iso lates and four STI9 isolales. 
Using the information provided by Ibe accessOl)' genes, 
this cluster can be further subd ivided in four main groups. 
Group la co nta ined only s r21 3 iso la les fro m three differ
ent Slales, many of which ca rried cmy-2 and 11'- 1. Groups 
lb and le co nt ained sr2 13 iso lates mostly wit hoUl cmy-2 
and STl9 iso lates withou t pSIV, and comprising fi ve of 
lhe six [1'-2. Croup [d \\las sim il ar to group la; il contained 
ST213 iso la les, most of which ha rboured "'ly-2 and IP- I. 
[t is di stingu ished from groups la and lb by th e lack of a 
large restriction fragment of about 665 kb . Cl uster 11 was 
formed by ST I9 isolales carrying both ps rv and SGII . 
Clusters [11 and [V grouped ST I9 isola tes and Ihe four 
ST302 stra ins, most o fthem carrying pSlV. Cluster IV con
lained lhe two STI9 isolates for which rc/< could not be 
amplified, and one of them carri ed the [P-4 integron. 
Final ly, clusler V was composed by SI'1 9 strai ns lacking 
pSlV. A few exceplions 10 these genera l pallerns were 
detected, such as a cluster I ST213 ¡solate harbouring pSlV 
(yuhs03-BO) or a STI9 isolale harbou ring pSlV and SG II 
in cluster I (sorapus02-4). The who le sel of genetic mark
ers targeting both housekeeping and accessory genes 
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Figure 4 (see previous poge) 
Dendrogram de picting the relationships of Mexican Typhimurium strains based on Xbal restriction patterns 
resolved by PFGE. The fingerprints were clust ered by the UPGMA algorithm using Dice coefficients with 1.5% band position 
tole rance. Detailed information about strains can be found in Additional fite 2. The strain column depicts the nomenclature 
used in the MLST database for the MEXSALM collection. Abbreviations for the state column: YU, Yucatán; MI, Michoacán; SL, 
San Luis Potosi; SO, Sonora. Abbreviations for the source column: HE. human enteric; HS, human systemic; HA: human asymp
tomatic; PM , pork meat; SI, swine intestine; BM, beef meat; CM, chicken meat; BI, beef intestine. The strains positive for the 
presence of pCMY.2 or pSTV are indicated by a plus symbol (+), the twO strains marked with a +' in the pSTV column are the 
strains for which rck could not be amplified. The nomenclature of integron profites (IPI - IP4) is explained in me texto The five 
main clusters (I-V) are highlighted by dotted rectangles, and the four subgroups (a, b, c and d) in cluster I are indicate d by oval 
boxes. Cophenetic values are shown for the clusters formed aboye 90% similarity. 

all owed us {O discover genetie subgroups within the iso
late sel. 

Discussion 
Low genetic diversity of core and occessory genes 
Both housekeeping a nd accessOly genes displayed 
extremely low levels of genetie diversity; even the third 
codon pos itions were invari able. The low genetie diversity 
and the clonal pattern of descent of accessory elements 
could be expla ined by several evolutio nary processes, 
such as rapid clonal expansion o f the popu lation, genetie 
drift, the existence of ba rri ers to genetie exchange amo ng 
subgroups within the populatio n, or a comb inatio n of 
these poss ibiliti es 14,5,8,52,53 ]. Most of the genelic diver
sity was provided by lhe presence/absence of accessory 
genes, including plasmids (pSTV and pCMY-2), integro ns 
(lP 1 10 4 and IP Sel ), and a chromosom ally inserted 
island (SC II) , rather than by nucl eot ide polymorphisms. 
This result is in agreement with the concl usions derived 
from S(l/mOl/el/a whole genome comparisons and m icroar
ray dala 153-56 1. 

Geographic distribution of multilocus genotypes and 
antimicrobiol resistonce 
80 th MLS T and PFCE ana lysis revealed the presence of 
widely d istribuled Typhimu rium clo nes thal were iso lated 
from human and food-animal sources, during d ifferent 
yea rs and from di verse geographie locat ions in Mexieo. 
Taken logether, our results indicate lhat: 1) lhere are effec· 
ti ve mechan isms for Ihe disseminati on of Sa/motlel/a 
Ih rough oUl lhe count /)' and, thus, the emire sample can 
be co nsidered a si ngle popu lation; 2) lhe isolates found in 
food-ani ma ls and humans are related; and 3) the d o nes 
causing di sease in humans do not differ from those ci rcu
laling in hea llhy humans or animal s. The obsetvatio n lhal 
isolales from human and food-animal sources come fram 
Ihe same genetic pool is in agreement with our previous 
reports [29,57 ], and wi lh studies fram other parts of the 
wo rld 110,131, supponing lhe hYPolhesis o f Sa/molle//a 
transmiss ion th raugh the food cha in. The facl that the iso
lales causing disease (enteric or in vas ive ) in humans are 
no t distincI d o nes fram those ca rried by healthy humans 

and animals, suggest diffe rences in the bacterial inocu
lum, immune status of the host and modes of transmis
sion. Furth ermore, there may be differences in virul ence 
determin ants affecting lhe pathogen ic capabilities, thal 
cann ot be distinguished by lhe methodologies applied in 
this study. 

We fo und th at lhe derived $T213 is replaci ng lhe founder 
ST1 9. Cenotype replacement has been previously 
repo rted fo r Sl¡/mOlle/la, as well as olher bacteria l species 
and vi rus. For example, lhe replacemenl ofTyphimurium 
DT204 by Ihe globa lly disseminated DT1 04 has been 
reviewed elsewhere 158,59 1. The comparison o f historie 
(1 988- 1995) and contempora ry (1 999-200 1) serava r 
Newport isolates showed lhal they belonged 10 cl early 
separated PFG E clusters 160 ]. Shifts in th e clo nal preva
lence of melhi ci llin resista nl Stapllylococcus aureus have 
bee n documented in hospitals from Spain and Po rtugal 
] 6 1 ,62 ]. These resu lls sho\V that shorts periods of time are 
enough to obselVe drastic changes in genotype circu la
li on, as repon ed in the presenl study. The geograph ie dif
ferences in lhe number o f resistance determinants in 
ST2 13, in pan icular, the extended-spectru m cepha
lospo rin resistan ce in iso lates fro m Yucalán (97%) as 
compared wi th iso lates fram Sonora (0%), could be 
reflecling regional differences in Ihe use of antib iotics in 
animal production. In this study we found strong associ a
ti ons amo ng antim ierobia l delermina nts. Fo r examp le, all 
the cmy-2 positive iso lates ca rri ed Ir- I, were posi live for 
floR and presented the pentaresistant phenolype. This 
fi nd ing is in tine with several sllldies that repon the spread 
of large transferable plasmids carrying multiple resistance 
determin ants [18,28-30,34,36,48,63,64 1. The pentaresisl
ant p henolype was also d isp layed by isolales harbouring 
the chromoso mally inserted SGll , which demonstrales 
thal Ihe same resistance phenotype can have a com plelely 
d ifferent genelie background, as report ed by oth ers 
[ 18,65[. 

Because of the recent dissemination of cmy-2 pos ilive 
Typhi muriu m isolates in Mexieo [29 [, Ihe genotypie cha r
acteriza lion o f our isolales is of publ ie health relevance 
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and provides useful information that can be used to 
improve Ihe imegrated food chain sutveill ance syslem 
Ihat is being establ ished in Ihis developing country 157 ]. 

Oistributlon of pSTV among hosts and chromosomal 
genotypes 
Whelher Ihe pS"IV is necessary 10 produce syslemic in fec
tíons in humans has been subject ofintense debate. So rne 
aUlhors claim thatthere is lack of evidence of an associa
lion between the carriage of pSIV and human bacteremia 
[24 1. Olher aUlh ors suggest that spv genes promole the di s
seminalion ofTyphimuriu m from Ihe intesline 126]. In a 
recem repo n, I-I eithoff et al. (2008) fou nd Ihat al! lhe 
Typhimurium stra ins isolated from humans with bactere
mia or an imals possessed pS"IV, whil e 34% of the strains 
isolaled from human gastroen terilis lacked pS"IV 1661. 
These results are in contrast with the data obtai ned in Ihe 
present study. Unexpecledly, we found that less than half 
of all human strains harboured p51V, and on ly one of Ihe 
six isolales recovered from patients wi lh syslemic infec
tion had pS"IV, supponing Ihe view thal pS"IV is nOI essen
tía l for human systemic infeclions. On the other hand, 
pSTV was signi ficamly associaled wilh human isolates 
(Table 2), indicaling that lhe ST19-pS1V genotypes are 
adapted 10 the human host, whil e ST213 genotypes are 
adapted 10 bOlh animal and human hOSIS. In conclus io n, 
our data suppons lhe notion that psrv has a role in hosl 
adaplalion 114], however, are nOI consislent with Ihe view 
that psrv is associated wilh systemic in feclio n in humans. 

There are some reports describing lhe differentia l d istribu
tion of pSTV with in Typhimurium genotypes. Olsen el al. 
(2004) performed plasmid uansfer experimems wilh Ihe 
aim of demonslrating Ihal different Typhimurium geno
types differed in Iheir abilily 10 oblain and express p51V 
[211 . Ou and IJaron (1991) obsetved th at the introductio n 
of a plasm id fram a highl y virulent slrain did nOI increase 
virulence in all strain s, particul arly in those th at were 
moderalely viru lent with Ihei r own plas mids, or did not 
contain a pSlV 1221. These reports high light Ihe impor
tance of the geno mic background in the inleraction wilh 
Ihe p51V. In the present study we found a slalistical asso
ciation between genom ic background and the presence of 
pSTV. This fi nding is also consislent with Ihe PFCE den
drogram, in which subgroups are strongly associated with 
the presence or absence of pSTV. 

\Ve found that almost alllhe isolales harbouring the p51V 
were 51'19 (85%), whil e all th e isolates harbou ring pCMY-
2 were S1'213. Since 51'2 13 is a recen tl y derived genotype 
from ST19, and ST213 isola les did not harbour pSTV, it is 
appea ling to speculate Ihat S1'213 arose as a derived clone 
lacking pSlV (which is a id iosyncra lic plasmid of Salmo
lIeI/tI), and Ihal thi s condition allowed th e acqu isition of 
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pCMY-2 (which is a broad host range plasmid of Entero
bacleriaceae) . 

Distribution of pCMY-2 among chromosomal genotypes 
Since Ihe presence of pCMY-2 in Salmoflella is very recent 
compared to other Enterobacteriaceae, its differen li al dis
tribution within genolypes of a single Stllmollell(j serova r is 
scarcely documenled. The association of the Am pC phe
nOlype wilh a subgraup of genOlypes has been docu
menled main ly for Newport. Cupla el al. (2003) found 
Ihal Ihe isola les wilh Ihis phenolype presented highly 
relaled PFGE reslriClion pattern s Ihal differed from Ihose 
of the susceplible isolales [63 ]. l-I arbOllle el al. (2006) 
found lhat all lhe Newpon iso lates wi th lhe multidrug 
resistant AmpC phenotype were grouped in a si ngle PFCE 
cluster, and belonged to only IWO of Ihe 1251's present in 
lhe sample 11 31. Zhao et al. (2007) found that lhe cepha
losporin resisl'lnt Newport isolates presenled relaled 
PFGE fingerprin ls and differed fro m those of susceptible 
isolales. Simila r findings were reponed for serovar Dublin 
14 11 . On Ihe other hand, Alcaine et al. (2005) studied 
Typhimurium, Agona and Schwarzengrund isola tes from 
dairy fanns, and did nOI find particular STs associaled 
with th e presence of c//I y-2, concluding that c//Iy-2 posit ive 
isolales evolved independenlly by horizonta l gene trans
fer 1111 . Our da ta strongly suggesl Ihat in Ihe Mexican 
Typhimurium population pCMY-2 is associated with 
mul lidrug resistance and is harboured on ly by $1'2 13 gen
otypes. 

Integrons as source of strain diversity 
[n this work we found four Iypes of integrons encom pass
ing ni ne different genes ({j(uIA2, {j(u1A5, (j(u1A 12, dfrA/2, 
dfrA 17, oxa-2, pse-l, orfD, and orfF). Seven of them were 
genes encoding anti microbia l res islance determinants 
well known to be associated with integro tls in the Entero
baclariaceae [32,671, and two were open read ing frames 
with unknown fu ncti on but also previously reported as 
gene cassettes [32 ]. To a large eXlent, the presence of inle
grons and plasmids defined Ihe di stinclive fealures of lhe 
main genetic subgroups, and provided slrain diversity to 
an otherwise almosl uniform popu lation. These elements 
are known 10 be an integral part ofthe mobile or floa li ng 
geno me, and represent a fundamenta l resource for bacte
rial evol ution 168-70]. 

111e IwO integrons designaled in Ihis sludy as IP- I and [P-
2 have been fo und in several Sa/mollella serovars (e . g. 
Ana tu m, Branderup, Brikama, Enteri tidi s, Mbandaka, Ris
sen, Sa intpaul and Typhi murium), and in olher Entero
bacleriaceae, such as E. co/i 137-4 1]. In a recent sludy these 
integrons were detected in three SwPIzY/OCOCCIIS species iso
lated in China 15 11 , provid ing evidence of the successful 
spread of Ihis in legrons around Ihe world and across bac
lerial phyla. BlASl' sea rches showed Ihe presence of Ihe 
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dfrA J 1, orfF and aadAl integron in 47 isolates proceeding 
from Proteobacteria (Enterobacteriales, Pseudomonad
ales, Aeromonadales and Vibrionales) and Fi rmicutes 
(Baci lla les an d Lactobaci lla les). The majority of the nuele
otide sequences from these isolates were identi cal, sug
gesting that this integran has been recently acquired by a 
broad range ofbacteria l spedes. In many ofthese cases lhe 
location of the integron in plasmids has been docu
mented, in agreement with the resu hs found in lhe 
present slUdy, which may account for its widespread dis
tribution. 

In contrast 10 prior evidence of horizonta l transfer of 
dfrA12, orfF and aadA2 across bacterial lineages, in the 
present study we found that the distribution of this inte
gra n was not random across chromosomal backgrounds, 
since these were found on ly in ST2 13 isolales. A similar 
sit uation was observed for Sell , for which a rather narrow 
distribution was observed (mai nly cluster II isolates), 
despite the proved mobi lity of Sell 142 1. Our resu lts pro
vide evidence for lhe clonal di ssemination of the island 
rather than lateral transfer among diverse genotypes. The 
assodat ion of pSTV with isolates harbouring Sell has 
been previously described 171,72]. Taken together, these 
resulls point out Ihal al lhough this Mexica n Typhimu
rium popula lion is exposed to a broad genelic pool of 
accessOly genes, lhere are assodalions and restriClions 
among genom ic backgrounds and the environ mental 
floating genome. 

Conclusion 
The analysis of core and accessory genes in Mexican Typh
imurium iso lates allowed us to identify genelic subgroups 
within lhe popu lation. We found suong statislica l assod
ations among chromosomal genOlypes and accessory 
genes. The general patlerns of assodation can be summa
rized as fo[]ows: 1) the isolates harbouring pSTV were 
ST19 or ST302, 2) alllh e isolates with Sell were ST19 and 
most carried pS1V, 3) a ll lhe isolales harbouring pCMY-2 
were ST21 3, and 4) all I P-I were carried by sr213 isolales. 
The low genelic diversity and the clona l patle rn of descent 
of accessory elements could be explained by a combina
tion of evolul ionary processes. This study provides infor
malion about lhe importance of the accessory geno me in 
generating genetic variability within a bacterial popula
tion . 

Methods 
Salmonella isolates and antimicrobial susceptibility 
testing 
This study used 1 14 Typhimurium isolates collected for a 
Mexican surveillance network comprised by fou r sta tes. 
The geograpbic locations of these states range from the 
southeastern to the nonhwestern part of Mexico. The 
more distant sta tes (Yucatán and Sonora) are about 2,000 
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km apart and lhe closest sta tes (Michoacán and San Luis 
PotosíJ, about 450 km aparto 

In all stales, food-an ima l production is a major economic 
activity, and most of the circulating reta il meat is locally 
produced. The sampling scheme was designed to fo []ow 
lhe food chain in a temporal fashion; details about the 
epidemiologic design can be found in Zaidi el al . (2008). 
Briefly, isolates from ill humans were obtained from 
patients at state rderral hospitals; isolates from asympto
matic humans were collected from lhe feces of kindergar
ten children; raw retail pork, beef and chicken were 
pu rchased at supermarkets, butcher shops and open mar
kets; and intestines were obta ined from food-animals at 
slaughter from municipal abattoirs [57,73 1. The internal 
review boards and ethics committees of all collaboraling 
hospitals in the survei llance network approved the proto
co l, 31ld written informed consen l was co llected from the 
guardia ns of all partidpanls to oblain feca l and/or blood 
samples, and use the clinica l and microbiologic informa
ti on for sden tifi c studies ]57]. 

We did not use a systematic rando miza tion method fo r 
seleCling strains for this sludy. Using a chan with a list of 
each isolale by eity of o rigin, strains were manually 
selecled by including at least one strain fro m animals, 
meat or humans from a total of 61 dties. The sample 
included 38 isolates from Yucatán, 22 from Michoacáll, 
32 fram San Luis Potosí and 22 from Sonora. Sixty-two 
¡solates were from human samples (45 with diarrhea, 1 1 

asymptomatic alld 6 with systemic infection). and 52 
from food-anima ls (18 from pork, 14 from beef, 6 from 
chicken meat, 10 from swine intestine, and 4 from cattle 
intestine) . lso lates collected during 2000 and 2001 were 
on ly available from Yucatán and San Lu is Potos í. Iso lates 
co ll ected from 2002 to 2005 were available for all four 
states (Table I and Figure 3). 

Isolates biochemically confirmed 10 be Salmonella were 
serotyped according to Ihe Kauffmann-White scheme 
with commerdal antisera, as described elsewhere ]73] . AII 
isolates were tested with the di sk diffusion method [74] 
for sllsceptib ility to ampid lli n, chloramphenicol, 
sll lfisoxazole, streptomyein, tetracycline, gentam idn, kan
amyein, nalidixic add, uimcthoprim-slllfamethoxazole, 
eiprotloxaein and ceftriaxone. The mini mum inhibitory 
concentrations (MICs) for eiprotloxadn and ceft riaxone 
were determined by agar dillltion according 10 Clinical 
and Laboratory Standards Institute guidelines [75[. For 
lhe interpretation of MIC results for dprofloxaein, high
level rcsistance was defined as a MIC value ~ 2 ~g¡mL; 
low-level res istance was defined as a MIC va lue ¿ 0.25 ~g¡ 
mI. and ~ I ~g/mL. 
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MLST cmolysis 
Geno mic ONA was extracted using th~ AquaPure 
Geno mic ONA Kits (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Ca l
ifo rnia, USA). PCR amplifications were performed with 
Taq ONA Polymerase ( Invitrogen, Brazi l), products were 
purified with a PCR purificatio n kit from Qiagen (Valen
cia, Ca lifornia, USA) according to the manufactu rer's rec
ommendation, and submitted for seq uencing at 
Macrogen (Seou], Somh Korea). 

MLSr was based on the panial sequences (",450 bp) of the 
fo llowing seven housekeeping genes: aroe dnaN, llemD, 
llísD, purE, sueA and fllrA, accord ing 10 the Slllmone/lll 
MLSr database [45 [. The primers fo r PCR and sequencing 
were previously described by Kidgell et al. ( 2002) [53 [. 
S~quences were edited and aligned using Clustal W as 
implemented in Bio Edit [76 1, and submitted to lhe MLST 
website for allele nu mber assignmen t. The different 
sequences at each locus were assigned 10 an exisling or 
novel allele, and each unique allelic profi le (or mult il ocus 
genotype) was assigned to a sequence type (sr). 

The clonal relatedness of the STs was delerm ined usi ng 
eBURSTv3 177 ]. This program discerns lhe most parsimo
nious patterns of descen l of isolates wilh in a clonal co m
plex from the predicled founde r. The primal)' founder is 
predicted on Ihe basis of parsimo ny, as the sr thal has Ihe 
la rgest number of si ngl e-Iocus va rianlS in the group or 
clonal complex. Clonal complexes are thought to emerge 
from lhe rise in frequency and subsequenl radial divers ifl 
ca lion of clonal found~rs 177 1. 

The MLST analysis for Ihe first 66 isolates analyzed 
showed that mostly pI/rE presen led polymorphisms 
among the seven genes assessed. Si nce this gene had lhe 
ability to discriminate the three mai n STs present in Ihe 
iso late sel, we decided to implemen t an econo mica l lhree
gene MLST for the rema ining 48 isolates of the sample, as 
suggested elsewhere 11 0-1 21. The genes selected were 
purE, l/¡rA and sueA; the latter two on lhe basis of their var
iabi lity among the Salmone//a 145 ]. Only lhe seven-gene 
MlSf data were Sllbmitted to lhe Salmone//a MLST data
base. 

PFGE macro-restriction analysis 
PFCE fi ngerprinls for the iso lates collected from 2002 to 
2005 were previollsly genera led for the sUlVe ill ance nel
work reported by Zaidi et al. (2008) 157 [. For iso lates col
lecled du ring 2000 and 200 1, the macro-restriction 
analysis was performed using the same cond itions, fo l
!owing the melhodo logy developed by the Centers for 
Disease Cont rol and Preventi on (USA) [7B]. The Xba l 
restriction patterns were clustered usi ng the lInweighted 
pair-grollp melhod with arit hmetic averages. The ana!yses 
were done with GelComparll using band malching and 

http://w..vw.biomedcentral.com/1471·2180/9/131 

Dice coefficients with a 1.5% band position tolerance. The 
consistency of the PFGE clusters was obta ined by calculat
ing cophenetic va lues as implemen ted in GelCom parl1. 
Th is method calculates the correlatio n between the den
drogram-derived simi larities and the matrix similarities. 

Detection of pSTV and pCMY-2 
Add itiona l fil e 3, li sts the primers and conditio ns fo r 
detection of pSlV by PCR amplification of spvc, reh and 
¡raT, and the presence of cmy-2. '1'0 determine the size of 
pSTV and pCMY-2, plasmid profiles were generated by a 
modificati on of the a lkaline Iysis procedure [79] . The 
plasmid profil e gels were transferred lo positively charged 
mem branes (Amersham Hybond"'-N+) and hybridised 
with spvC and emy-2 probes. Probes were derived from the 
PCR products and labelled radioactively with 32 p. Hybrid
izations were performed under high stringency condilions 
at 65-68 °C. 

Detection of integrons and SGI I 
The pri mers and cond itio ns used lo delect in legrons and 
SGIl are lisled in Additio nal fil e 3. Inlegro ns were 
detected using primers CS-F and CS-R, targeti ng the 5 ' and 
3' es, which ampli fy lhe inserted cassettes (Figure 2). 
These primers were also used for in legron sequence deler
mination. For sequencing of IP- !, which conla ins three 
gene cassettes (dfrA/2, orfF and (¡(ldA2), a third internal 
primer (STR-RI) largeting the region a(laA2 was used . The 
isolates displayi ng the lWO inlegrons lypical of SCIl were 
subject 10 amplification or lhe left, righl and retro nphage 
junctions, as well as for lhe antim icrobial resista nce genes 
lelC, floR, pse-/ and llaaA2. To further characterize lhe 5' 
and 3' es regions of integro ns, as well as lO search for iso
la les containing integrons without gene cassettes, the cl ass 
1 in tegrase (inO /) and qacEL11 genes were amp lifi ed. 

To determi ne th e locat ion of integrons for some repre
sentative iso lates, plasmid profiles were generated and 
transferred lo posil ively charged membranes. Probes were 
derived from the PCR prod ucts of ¡mI/ and (/(laA2 genes, 
and labelled radioactively with 32 P. l-I ybridizations were 
performed lInder high stringency conditions at 68 oc. 

Statistical Ana/ysis 
Sta listica! lesting of differences in proponions was con
ducled using lhe chi-square test with Yates' correction¡ p 
va lues < 0.05 were considered signifi can!. Strength o f 
association between nom inal variables was assessed by 
ca lcutating the odds ratio (O R) . 

Nucleotide accession numbers and database searches 
Only one representative sequence for each of the all eles 
found was submitted to Ihe CenBank database. The spvC, 
rell, rraT, (ladA2 and pse-J partia! sequences for strain 
sopus02- 4 were submitt~d un der accession num bers 
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[GenBa nk:F!460 230 [, [CenBank:FI46023 ! [, [CenBank: 
f1 460232 1, [GenBank:E!4602331 and [Gen
Bank:EI460234L respectively. The cmy-2 and lP-l (dfrA J 2, 
o,jF and aadA2 ) pania l sequences of strain yuhs04-3 1 
were sub mitted under access ion numbers ICen
Bank:EI4602351 and IGenBank:EI4602361, respectively. 
IP- l from strain sores04-45 was submilted under acces
sion num ber [CenBan k:E!460237 1. IP-2 (dj,AI7 and 
aadA5) partial sequence from stra in mirapus04-3- 1 was 
sub miUed under access io n nu mber ICen Bank: EI46Q2381. 
IP-3 (oxa -2 and orfD) from strai n so hs04-31 was submi l
ted under accession nu mber [GenBank:Ff460239 l. IP-4 
(alldAI2 ) from strai n slhs02-20 was submitted under 
accessio n num ber [Cen Ba nk:FI460240 1. The nucleolide 
sequences generaled in this wo rk were compared to publ ic 
databases usi ng Ihe BLAST algorithm at NCB I [80 1. 
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Additional material 

Additio nal file 1 
Figure S I - Clomd complex for /Ire four mulrilocl/5 gello /ypes fOlmd 
ill file Mcxicall T)'Pllimllrilllll fWpu llllioll. Repre5ell/tUioll of lile c/oll/d 
re/atellrless ofsrs. Figure S I - Clomd complex for lile four mlllliloclIS 
genol ypes foullfl in t/¡e MexiClIII Trphillmrilllll populatio/l . 11Ie 
eBURST di<lgralll :;/¡ow t/¡e gelletie rel<ltions/¡ips for 66 Typ/¡imurilllll 

Slmim /Ilised 011 ¡/re MLST dlll<l. ST /9 WM IIlIlIm/ligllolls/y (100% /100/

Slmp 5l1ppon) predicted liS /he fOlmder genol}1Je, lVill¡ STs 2/3, 302 IIlId 
429 relflled lIS si'lgle loclIs l'tlritml5 of S1'19. Tire siu of lile eire/es is pro
por/ioll/llro rile lIumver of isolflles belollgillg ro eflch STo 
Click here for fil e 
1 hup:f /www.biomedcentral.co mfconlentfsupplemenlal).f1 4 71-
2180-9-131-SI.pptl 

Additio nal file 2 
T(/vle S I - Comple/e lisl of s/mills (md results. l 1re comple/e Iisl of 
S/rtlillS, Sfllllplillg illformarioll l/lid reslll ts of Ihe genolypic l/lid pheuo
I]"pic e/u/rtICteriul/ io/l is presemcd. Tllble S I - Complete Iist of strtlins 
l/IId resllJts. Thecomplete Iisl of slrains, SIImplillg illfomlfltioll (lmJ rewJts 
of rllI: genot)."ie illld p/¡enot)."ie clrilrllC/eri:wtion is presented. 
Click here for file 
1 hnp: /fwww.biomedcentral.comfcontent/supplemenla l)./ 1471· 
2180-9- 131 -52.do<:l 

Additional file 3 
Tllb(e S2 - Primen used ill //¡is 5/lIlly. TIII: primer selfuences, lUup/iJi
mlioll sius, mmealillg tempera/liTes /l/Id refeTe/lces are listed. Table 
S2 - l'rimen l/sed ill //¡is st lldy. TI!e primer sequm!ces, IIlIlplificlllioll 
sizes, al/mmling remperlllllres al/d referel/ces are lis/ed. 
(]irk h!'r!'" fm fil e 
1 h ttp:ffwww.biomedcentral .co mfco nlentfsupplementaryf I471 -
2180-9-131-S3.docl 
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Slroin 

Human source 

YUHS 00-68 

YUIIS 00-87 

YUIIS 00-98 

YUHS 00-141 

YUIiS 00-204 

YUIiS 00-218 

YUIiS 01-375 

YUIIS 01_386 

YUHS 01-392 

YUIIS 01-400 

YUIIS 0 1-401 

YUHS 04-82 

YUIiS 02-75 

YUIiS 03_19 

YUIiS 03-25 

YUIIS 03_26 

YUHS 03-31 

YUIIS 03-34 

YUIIS 03-58A 

YUHS 03-59 

YUIiS 03-72 

YUIiS 03_80 

YUIiS 03-84 

YUIIS 04_15 

YUHS 04-23 

YUIIS 04-31 

YUIIS 04-36 

YUHS 04-39 

YUIiS 04-50 

YUIiS 04_62 

YUIiS 05-26 

YUIIS 05_75 

YUHS 05-78 

MIJIS03-14 

MIlIS 03-18 

MIHS03-26- 1 

MIliS02- 19 

MIHS OS_IIA 

SLIiS 01·77 

SLIIS 01_78 

SLHSOI-79 

pSTV ,\n limicrobl.1 pbenolype' 

Sou r<e S IMIO Yn r ST " PFGE !I¡"'C ,d "liT IP ;nlll '111~EJI SG II ' ulldAl psd I~IG floR AMP CJlL .~.~S STR TET GM KM NA L SXT eRO 

Oiarrhca Yuc.t;!.n 
2000 " 

v 

Diarmca Yucatán 
2000 " 

v 

Diarmca Yucatán 
2000 " 

v 

Diarrhca yuc.tán 2000 19a 

Diarmca Yucatán 
2000 " 

Oiarrh.a Yucatán 2000 19. 

Oiarrhca Yuc'1án 2001 19 

Diarrhea Yucatán 2001 19. JII 

Oiarrhca Yuc.1;!.n 2001 19a 111 

Diarmca Yucatán 2001 19 V 

Diarmca Yucatán 2001 19 V 

A,ymPlom.tic Yucatán 2004 19 111 

Sy'temic infe<:tion Yucatán 2002 213 

Oiarrh.a Yucatán 2003 213 

Asymptom'1ic Yuc'1án 2003 213 

A,ymptomatic Yucatán 2003 213 

Oiarrhca Yuc.tán 2003 213 

Diarrhca Yucatán 2003 213 

Diarmca Yucatán 2003 213 

Diarrhca Yuc.tán 2003 21) 

Diarmca Yucatán 2003 213 

Oiarrh.a Yucatán 2003 213 

Oiarrhca Yuc'1án 2003 213 

Diarrhea Yucatán 2004 213 

2004 21) 

Sy'temic infe<:tion Yucatán 2004 213 

Diarmca Yucatán 2004 213 

Diarrhca Yuc.tán 2004 21) 

Sy'temic infe<:tion Yucatán 2004 213 

Oiarrh.a Yucatán 2004 213 

Oiarrhca Yuc'1án 2005 213 

Sy't.mic inf,""t ion Yucatán 2005 213 

Sy.temÍ< inf",,!ion Yue.tán 2005 21) 

A,ymptolll3tic Micho.dn 2003 19 

Diarmca Micho.dn 2003 19 

A,ymPlom.tic MÍ<hoacán 2003 19 

Diarmca Michoacán 2002 213 

Oiarrh.a Mithoadn 2005 213 

Oiarrhca San Lui. POIO,i 2001 19a TlI 

Diarrhea San Lui, POIa,i 2001 19. JII 

Oiarrhca San Luis Potosi 2001 19a 111 

,m 
... -----, ,m 

,m 
,m 

• 

,m 
L _____ J ,m 

L-R_RR 

L-R-RR 

L-R-RR 

L-R-RR 

I.--R_RR 

O.I2/S· O.06IS 

0.25/5- 0.06IS 

0.25/5 0.06IS 

O.06IS- 0.03/S 

O.06IS- 0.03/S 

0.25/S O.OI 51S 

O.06IS- 0.031S 

0.1IS O.OJIS 

0.25/S- 0.03/S 

0.12/5 0.031S 

O.I2/S- 0.06IS 

O.I2/S- 0.03/S 

64/R+ O.06IS 

64/R+ LOIlL R 

1281R+ 0.031S 

32/R+ 0.031S 

64/R+ O.I2/S 

64/R+ 0.12/S 

32/R 0.031S 

32/R+ 0.03/S 

32/R+ O.06IS 

0.25IS- 0.12/S 

32/R+ O.I2/S 

1281R+ 0.031S 

128/R+ O.I2/S 

_ 0.12/S 

64/R+ 0.12/S 

64/R+ 0.03/S 

1281R+ 0.031S 

64/R+ 0.031S 

1281R+ O.I2/S 

64/R+ 0.06IS 

128/R+ O.I2/S 

0.25/5 0.031S 

0.25/S 0.031S 

O.I2/S 0.03/S 

32/R+ O.06IS 

O.I 21S_ 0.2SILlR 

O.I2/S- 0.06IS 

O.I2/S 0.06IS 

O.06IS 0.03/S 
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SUlS01·80 

SlllS02-20 

SLHS02·7 

SUlS02·g 

SLHS02·12 

SLHSOJ·10 

SI.IIS03·1 5 

SLHS 03 -9 

SlllS05·7 

S01/502·2 

S01/503·17 

SOIIS03·52 

5OI/S04·17 

SOI/S04·18 

SOI/S04-31 

SOl/S 04-42 

SOI/502·20 

SOl/S 02·68 

SOl/S 03· 1 

SOl/S 04-44 

SOl/S 04· 19 

A nimal sourcc 

YUPUSO]·15 

YUPUSOJ·18 

YUPUS03·32·1 

MIf'US02-31 

MII'US02·33 

MIPUS02-34 

MIPUS03·27 

),UPUS03-4]·1 

MIPUS04-4! 

MIItA¡'US04-3 -1 

MIRAPUS04_14 

MIPUS03-21 

SLPUS 02·84 

SLPUS 03-42 

SLPUS05-46 

SLPUS 03-2 

SLPUS03·27·1 

SLPUS 03·29 

SLRAPUS().I·2 

SLRAPUS().I-6 

StRAPUS 05·32 

Diarrhea 

DiarThea 

A'yn>p'ontatic 

A'yn'ploma!ic 

A'yn>p1omatioc 

Di:mhc. 

Diarrhea 

DiarThe. 

San Lui , Potosi 2001 190 111 

San Luis POlOsi 2002 19 V 

San Lui. Potosi 2002 19 "" 
San Luis Potosi 2002 19 

San Luis POIOsi 2002 213 

San Lui, Poto.í 2003 213 

San Lui. Poto,í 2003 213 

San Lui . POlOsí 2003 213 

Diarrhea San Lui, POlOsl 2005 19a L·R-RR 

Dianhc. Sonora 2002 19 V 

DiarThea Sonora 2003 19 L·R·RR 

Dianhc. Sonora 2003 19 IV 

DiarThe. 200-1 19 

Diarrh<. 200-1 19 

Diarme. 200-1 19 

Dianh .. 2004 19 

A.ympl<>mlltic SOno .... 2002 :lO! IJI 

SY"cmic inf«lion SOno .... 2002 :lO2 111 

A'yn>ptomatic SOno .... 2003 :lO2 111 

Dianhc. SOno .... 200-1 :lO2 IJI 

Diarrh<. 200-J 213 

Porlrncat Y""atan 2003 213a 

Porl mea' Yucatón 2003 213 

Porl"",at Yucatán 2003 213. 

Porlrncat Michoacá" 2002 213. 

Purlrncat Michoacátt 2002 213a 

Po,k"",at Michoacá" 2002 213. 

Porkrncat Michoacátt 2003 213 

Porl mea' Michoacátt 2003 213. 

Po'" meat Michoacátt 200-1 213a 

PO"'rncOl Michoacá" 200-J 213a 

Porkinteslinc Michoacátt 2004 19 

POrkintcS1;"C Michoacátt 2004 213. 

Po'" mea' Michoocátt 2003 429 

Porlrncat San Lui. Poto.1 2002 19. 

Po'" mea! San Luí. POlo,i 2003 190 

Po'" me.' San Lui. POIO,1 2005 190 

Po,k meal San Luis POlOsl 2003 213a 

Porkrncat San Lui. Potosi 2003 213a 

Po'" meat San Lui. Poto,í 2003 213 

Po"'intc.'inc San Lui. POlosi 200-1 213a 

Po'" int«,i"" San Lui s POlO,i 200-J 213a 

San Luí. Potosi 2005 213. 

"" 
"" • 

"" 
"" 

L·R_RR 

L·R·RR 

L·R_RR 

L·R_RR 

0.251S O. I21S 

O, 12!S- 0.06JS 

O,ll1S 0.031S 

O.06IS O.06IS 

O.BIS O.I21S 

J2IR+ 0.0615 

0.12!S· O.YLLR 

64/R+ 0.06JS 

0.06JS- 0.031S 

0,06JS 0.031S 

O,/I6IS LO/LLR 

0,06JS 0.031S 

O 25/S O.06IS 

0,25/S 0.06JS 

0.2S1S O.06IS 

O,ll1S 0.031S 

O,06IS 0.03/5 

0/161S 0.031S 

0,/161S 0.03lS 

0Q6fS· 0.03/S 

0.2S1S O.06IS 

b4IR+ 0.031S 

64/R+ 0.03/5 

64/R+ O. I21S 

O.llIS 0.03/S 

0,06JS O.I21S 

0./161S O. llIS 

O.06IS O.I21S 

0,06JS 0.1215 

0./161S O.06IS 

O,06IS 0.2S/LLR 

0.06JS- 0.06JS 

0,06JS 0.0615 

O.lllS 0.03/S 

0,06JS 0.0615 

O.BIS O.06IS 

O.llIS· O.06IS 

O./I6IS- 0.03lS 

b4/R+ O.06IS 

b4/R+ 0.11/ 5 

0,12!S O.I21S 

121R+ 0./161S 

O,/I6IS 0.03/S 
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SOPUS02·4 Por!< meal '"oo. 2002 " L-R-RR O.06/S- O.OI6.'S 

SORAPUS04-14-2 p",t inlCStine ,"oo. 2"'" 213. 0.25/S O""" 
SORAPUS04-21 Por!<inteslinc ,"oo. "'" 2D. 0.12fS 0.12fS 

SORAPUS 04_22 Por!< inlcslinc ,"oo. "'" m R R 0.2515 O, I2fS 

SORAPUS 04-2'1 Por!< inle;tinc ,"oo. 2004 213. O.25/S o."", 

SORAPUS05-21 Por\; intcstin( ,"oo. 2005 213. O.I 2/S OSlLLR 

YURES 03·7 Beefmeat Yucatán ,,'" m R 32/R+ 0,0315 

MIR ES02-35 Ik<:fmc.t Michoacá" 2002 213. O.I2/S 0,12/S 

MIRES 02_36 Beefme.t Michoadn ,,'" 2l3. R R o."",, 0,12fS 

MIRES03-12-2 Beefmcat Micho"d" 2003 213. ;VR· 0,03/S 

MIRES 04-4 Ik<:Fm".t Micho""án 2"'" 213 O""" O""" 
SLRES02-1OO-2 Ik<:fmcat San Luis Potosi 2002 " W L_R_RR 0.12/S- 0,03/S 

SLRES 02-89 Beefmeat San Luis Potosi ,,'" ", "" L_R_RR R 0.12fS 0,0315 

SLRES 03-40 Beefmc.t S.n Luis Potosi 2003 ", " O.25/S 0,03/S 

SLRES 04_23_2 Ik<:Fmc.t San Luis Potosi "'" ", L_R_RR R O""" 003/S 

SLRES02-108 Beefmcat San Luis Potosi 2"'2 2D. O.I2/S 0,12/s 

SLRES 03-55-2 Ik<:fmcat San Luis Potosi 2003 213. 0.25/S- 0,12/S 

SLRES05-138 Beefmeat San Luis Potosi 2"" 2l3. R 0.06/S- o."",, 

SLRARES04-S Beef imest ino: S.n Luis Potosi 2004 ", "" L-R-RR O.06/S 0,03/S 

SLRARES04-8 Beefintc;tinc S.n Luis Potosi "'" m 32/R+ o."'" 
SORES04-45 Ik<:Fm".t ,"oo. ''''" 213 0.06/S- IOILLR 

SORESOS-2 Beefmeat ,"oo. 2"" 213. R '''"'' O,SlLLR 

SORARES04-25 Ik<:fintcstino: ,"oo. ''''" 213. "' O.25/S 0.<WS 

SORARES05_1J IkeFintcstine ,"oo. 2"" 2IJ. R o."",, O,SlLLR 

YUPOLS03-31 Chicken meal Yucalán 2003 213. 64/R+ o."'" 
MII'OLS 04-1 1 Chick""m(al Micho""án ''''" ", O""" 012/S 

MlPOLS03-74 Chicken mea! Micho""án 2"'; 2D. 64/R+ O,SlLLR 

MlPOLS03_75 Chicken mea! Micho""án 2"'; m R R "',. O,SlLLR 

SLPOLSOI-134 Chicken meal S.n Luis Potosi 200 \ 213. 32/R+ 0,03/S 

SLPOLS 03-4 Chick"" meal San Luis Potosi 2003 213. O.I 2/S OSlLLR 

. The pentarcsistance phenotype is highl ighted in italics. In the CRO column, the rcsult ofPCR cmy-2 amplifications are denoted by + or - symbols. For CRO and CIP the interpretation 

ofMIC va lues (see Methods) are provided. 

b The strains for wh ich the three·locus scheme was appl ied are indicated by a "a" after the ST number. 

L· R·RR indicates positive results for the ampl ificat ion ofthe left, right and right with retronphage junctions of SGII _ 

+, -, w and nt symbols denote positi ve, negative, wcak and not testcd PCR amplifications products, respecti vely. 

The PCR products for which nucleotide sequen ces were determined are highlighted with light grey boxes or dark grey boxes for the sequences submitted to GenBank. 
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Additional file 3. Table S2  - Primers used in this study. 

 
Name Gene Sequence Size

a
 bp T

b
 
o
C Reference 

CMY-F cmy-2 ATA ACC ACC CAG TCA CGC 600 58 (M'Zali et al., 1997) 

CMY-R  CAG TAG CGA GAC TGC GCA    

SpvC-1 spvC ACT CCT TGC ACA ACC AAA TGC GGA 550 55 (Chiu & Ou, 1996) 

SpvC-2  TGT CTC TGC ATT TCG CCA TCA    

rck-F rck TCG TTC TGT CCT CAC TGC 500 50 (Guerra et al., 2002) 

rck-B  TCA TAG CCC AGA TCG ATG    

traT-F traT GAT GGT TAC ACT GGT CAG 500 56 (Guerra et al., 2002) 

traT-B  TCT GAG ATC TGT ACG TCG    

CS-F cassette GGC ATC CAA GCA GCA AG variable 55 (Levesque et al., 1995) 

CS-R  AAG CAG ACT TGA CCT GA    

Pse-F Pse-1 GGC AAT CAC ACT CGA TGA TGC GT 200 56 (Chiu et al., 2006) 

Pse-R  GGC TCA ATA CGG TCT AGA CGA GT    

STR-F1 aadA2 AGA CGC TCC GCG CTA TAG AAG T 250 58 (Chiu et al., 2006) 

STR-R1  CGG ACC TAC CAA GGC AAC GCT    

U7-L12 Left ACA CCT TGA GCA GGG CAA AG 600 60 (Boyd et al., 2001) 

LJ-R1 junction AGT TCT AAA GGT TCG TAG TCG    

104-RJ Right TGA CGA GCT GAA GCG AAT TG 600 60 (Boyd et al., 2001) 

C9-L2 junction AGC AAG TGT GCG TAA TTT GG    

104-D retron ACC AGG GCA AAA CTA CAC AG 5,000 60 (Boyd et al., 2001) 

FloR-F floR CTT TGG CTA TAC TGG CGA TG 300 58 (Chiu et al., 2006) 

FloR-R  GAT CAT TAC AAG CGC GAC AG    

TetG-F tetG AGC AGC CTC AAC CAT TGC CGA T 400 56 (Chiu et al., 2006) 

TetG-R  GGT GTT CCA CTG AAA ACG GTC CT    

Int1-F intI1 GCC TTG CTG TTC TTC TAC GG 500 56 (Ng et al., 1999) 

Int1-R  GAT GCC TGC TTG TTC TAC GG    

qacE1-F qacEΔ1 ATC GCA ATA GTT GGC GAA GT 250 56 (Sandvang et al., 1998) 

qacE1-R  CAA GCT TTT GCC CAT GAA GC    

 
a Approximate product amplification size. 
 
b Annealing temperature. 
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5.2 Salmonella Typhimurium ST213 is associated with two types of IncA/C plasmids carrying 

multiple resistance determinants. 
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Abstract 

Backg round: Salmonella Typhimurium ST213 was firsr detecred in the Mexican Typhimurium population in 2001. Ir 
is associated wi th a multi-drug resisrance phenotype and a plasmid-borne blaCMY_2 gene conferring resistance ro 
extended~spectrum cephalosporins. The object ive of the current study was to examine the associat ion between 
the ST213 genotype and bloCMY_2 plasmids. 

Results: The blaCMY_2 gene was carried by an IncNe plasmid. ST213 strains lacking the blaCMY_2 gene carried a 
different IncNe plasmid. peR analysis of seven DNA regions dist ributed throughout the plasmids showed that 
these IncNe plasmids were related, but the presence and absence of DNA st retches produced two divergent 
types I and 11. A class 1 integron (dfrA12, orfF and aadA2) was detected in most of the type I plasmids. Type I 
contained all the plasmids carrying the blaCMY_2 gene and a subset of plasmids lacking blaCMY_2. Type 11 included all 
of the remaining blaCMY_2-negative plasmids. A sequence comparison of rhe seven DNA regions showed thar both 
types were closely relared ro IncNe p lasmids found in Escherichia, Salmonel/a, Yersinia, Photobacterium, Vibrio and 
Aeromonas. Analysis of our Typhimurium strains showed that the region contain ing the blaCMY_2 gene is inserted 
between traA and traC as a single copy, like in the E. colí plasmid pAR060302. The floR allele w as identical to that 
of Newport pSN254, suggesting a mosaic pattern of ancest ry wi th p lasmids from other Safmonelfa serovars and E. 
eolí. Only one of the tested strains was able to conjugate the IneNe plasmid at very low frequeneies (10-7 to 10-'1. 
The laek of conjugat ion abi lity of our IneNe plasmids agrees w ith the clonal d issemination trend suggested by the 
ehromosomal baekgrounds and plasmid pattern associations 

Conclusio ns: The ecologieal suecess of the newly emerging Typhimurium ST213 genotype in Mexico may be 
related to the earriage of IneNe plasmids. We conclude that types I and 11 of IneNe plasmids originated from a 
eommon aneestor and that the insertion and deletion of DNA stretches have shaped their evolutionary histories. 

Background 
A substantial amount of the gen etic variation in bac teria 
is ca rried in plasmids [1]. Plasmids are part of the flex
ible genome, which is defined b y the high plasticity and 
modularity of its genet ic ele m ents and hig h rates of 
gen e acqui si tion and loss [2J. They a re typically com
posed of conserved backbone m o dules coding for repli
cat ion, maintenance a nd transfer functions as we ll as 
var iable accessory modules. The capture of genetic 

.. Correspondence: csilvamexl@lYahoo.com 
'Departamento de Microbiología Molecular, Instituto de Biotecnologia, 
Universidad Nacional Autónoma de MéxiCo, Cuemavaca, México 
Full list of author information is available at the end of the artide 

modules b y plasmid backbones can increase phenotypic 
divers ity and thereby increase the chances of responding 
to uncertain environmenta l changes or of exploiting an 
opportunity for transient niche expans ion (2,3]. Plasmids 
a re c1assified according to incompatibility (lnc) groups 
that are b ased on the inability of plasmids with t h e 
same replication or segregation m ech anisms to co~exi st 

in th e same ce ll [4J. lncA/C plasmids have attracted the 
attention of the research community due to their ab ility 
to acquire antimicrobial resistance traits and to mobilize 
them across geographica l and taxonomica l borders [5] . 
Recent compara ti ve s tudies have addressed the evolu 
tionary relationships among the ¡ncA /C plasmids from 

( ) BioMed Central 
0 2011 Wiesner et al; licensee- BIOMe<! Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons 
Attrlbution license {http://neativecommons.org/bcenseslbyl2.0I, which permits unrestncted use, dimibuuon, and reproductlOn in 
any medlum, provided the Oflglnal work is properly med 
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Sa/mo l1ella el1 lerica , Escltericltia coN, Yersi l1 ia pestis, 
Yersillia ruckeri, Vibrio ellO/era, PllotobacteriulII dalllse
/ae and Aeromollas salmol1icida 15- 10]. Over the las t 
decade, increasing atlention has been focused on plas
mids that harbour lhe antimic robial res istance gene 
blaCMY_2' which encodes an AmpC-type beta- lacta mase 
that hyd rolyzes third-gcneration cephalosporins ]11 - 13]. 
In Salmollella elllerica, blacMY'2 is frequently carried by 
IncA/C or Incl l plasmids [11 ,12, 14, 15]. 

In a previous study. we examined lhe genetic variation 
of a Salmonella elllerica serovar Typhim urium popula
tion isolated from human and food-anima l sources from 
four geog raphic regio ns in Mexico (16]. Multilocus 
sequence typing (MLST) and Xbal macro-restriction 
showed two predominant gcnotypcs, ST19 and ST213. 
ST l9 has been reported world wide and is the most 
abundant Typhimurium genotype in lhe MLST database 
117] . whi1e ST213 has on ly been reported in Mexico. 
Clonal complex analysis supporled STl 9 as lhe founder 
genotype, whi le ST2 13 was determ ined to be a derived 
genotype replacing ST I9. \'(fe found a non-random dis
tribution of virulence and an timicrobial res istance acces
sory genes ac ross chromosomal backg rounds, and 
several associations among co re and accesso ry genctic 
markers were detected. First, the Salmo1lella vi rulence 
plasmid (pSTV) was found in ST I9 strains, but not in 
ST213 strains. Second, the ptasmid-borne blacMY_2 gene 
was found only in ST213 strains. Third, the most abun
dant integron, the integro n profile one (lP- 1 j dfrA J 2, 
orfF and aadA2), was found only in ST2 13 st rains. 
Fou rth , the Salmollelfa genomic is land (SG Il ) was 
fou nd in a subgro up of ST I9 strains carry ing pSTV 
(16). The general picturc obta ined from that study was a 
population composed of two main genotypes marked by 
the presence of different accessory genes. 

The emergence of the multi -drug resistant (MDR) 
ST213 genotype associated with resistance l O ex panded 
spectrum cephalosporins is a public health threat in Mex
ico where this clone has rapidly disseminated throughout 
certain regions, causi ng severe and fa tal infect ions in 
infants (l8]. The objectivc of the current study was lo 
examine the association between tll e recently emerged 
genotype MDR ST213 and blacr.1Y.2 plasmids. ST213 iso
lates were analyzed by plasmid profiling, PCR replicon typ

ing 119]. plasmid Pstl restriction profiles [12,20], Southern 
hybridization, plasmid PCR screening and sequencing of 
regions scattered throughout the IncA/C plasm ids [81, and 
by their conjugation ab ilities. We found two divergent 
types of IncA/C plasmids: one composed of plasmids pos
sessing or lacking the bJaCMY _2 region and lhe other lack
ing blaCMY _2' We discuss our results in t he context of 
epidemiological findings in Mexico, and we present evolu
tionary hypotheses regarding the origin of the two genetic 
types of IncA/C plasmids. 

Page 2 of 11 

Results 
Plasmid profiling, peR replicon typing and p lasmid size 

The plasmid pro files of the 68 ST2 13 isolates showed 
that these strains carried a large numbcr of plasmids (one 
lo seven) in a wide range of sizes (3 to 160 kb) (Figure 1). 

PCR replicon typing was performed for incompatibility 
groups that had been reportcd to be associa ted with 
either pSTV or blacMY_2' such as IncF II , ¡'\cFIB, IncAI 
C, IncH I2 and IncJ l [14, 15,21,22]. AIl 36 isolates that 
ca rried blaCMY.2 were positive for the ¡ncA /C group and 
negative for lhe other Inc grou ps. Unexpectedly. among 

123456789 

160kb_ 
100 

6 kb 

• • 
• • • • 

• 

Figu re 1 Electrophoretlc plasmld proflles of representatlve 
stralns of the Typhlmurium ST213 genotype The diversity o( 
plasmid sizes exhibited by strains carryir.g or lacking bIQ'MY 2 is 
shown. lanes 1 aOO 9 show the E. coli reference plasmid 
pAR060302 [6). which was used as a 160-kb-size marker aOO as a 
po5i tive cootrol in the hybrJdIZ3tion e.perimenls. lane 5 shows Ihe 
plasmid prefile of E. coli strain E2348/69 used as otOO size marker 
(lOO and 6 kb) and as a negall'lE! cootrol in lhe hyblidizallOrl 
experime1lls. lanes 2 to 4 display lhe plasmJd profiles of bIa(~·2-
posilive stralns belonging 10 the IneNe plasmid type I (see Resuhs): 
YURES 03·7, YUHS OS·78 aOO YUHS 03·19, respectively. lanes 6 aOO 
7 show lhe plasmid prefiles of bIocMy ~-negalrve Slrains o( plasmid 
type 1: SlRES 02-Hl8 and MIPUS 03·27. respectively, aOO lane 8 l ,""'" <he "'. smid profile of a. representative slrain of plasmid type 
11: 5QAAPU5 04-29. The IneNe plasmlds are IndlCated by an asterlsk 
al the right side of the baOOs 
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the 32 ST2l 3 isolates lacking blacMY.2, 23 were posi tive 
for the IncA /C group. Additionally, the IncHI 2 and 
Inell groups were detected in three and two iso lates, 
respective ly. Thirteen blaCMy.rnegative and IncA/C
posi tive isolates were se lected to rcprcsent diffe rent 
sources. states and years of isolation for fUlther analysis, 
and compared thcm with the blaCMY.2-positive isolates 
(hereafter referred to as CMY - and CMY +, respectively). 

Alka line Iysis profiles and PFGE Sl -digestio n gels of 
plasmids from strains in our collection were hybridized 

with blacMY.2 and repA/C probes; al! of the CMY + iso
lates yielded signals in the sa me plasmids, co nfirming 
that blacMY.2 is carded in large IncA/C plasmids (100 to 
160 kb). In contrast. on ly the repA/C probe hybridized in 
the CMY· isolates. again targeting large plasmids (100 to 
160 kb) (Figure 2). Consistent with their low copy num
ber [9,12.151. the ¡ncA/C plasmids yielded faint bands in 
the ethidium bromide-staincd gels, especially those larger 
than 100 kb (Figure 1), but they were unambiguously 
detected in the hybridization experiments. 
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Figure 2 Dendrogram depkting the genetk relationships between the IncA/C plasmids based on Pstl fingerprlnts. The dendrogram was 
constructed with the UPGMA algorithm using Dice coefficients with a 1.0% band position tolerance. The two main groups (designated as types I 
and 11) are separated by a dotted line (similarity inde)( <50%), The flve clusters formed at similarity inde)( values >80% are indicated by the letters 
a la e. Cluster b containing Ihe blOCMV.rnegative Slrains within type I is highlighted wilh a doned be •. The donar column refers 10 
Typhimurium strains used as DNA soulces for the transformarion of E. coli TOPl O 01 DH5a. The Xool column indicates the cluster name in which 
Ihe donor strain was place<! in the previously published PFGE·Xool restriction dendrogram [16]. The CMY column denotes blacMv_rpositive (+) 

and bloCMy.rnegative (-) plasmids, The phenotype column describes the resistance phenotype of the donor strain and the resistar.ces transferred 
by the IneNe plasmids (underlined). The abbreviations for the antibiotic$ are described in Methods. The estímated plasmid sizes are indícate<! in 
terms of bp. The ne)(t ten columns display the results of ¡he PCR screening scheme (Additional file 1, Table 51, Figure 3. Figure 4 and Methods). 
Positive amplifications are designated by a plus symbol (+) and negative amplifications by a minus symbol {-l. In the case of the IP-l and floR 
columns. the + (-) code indicates that the Typhimurium donar Slrain was positive for the marker but that the E. {olí transformants were negative. 
' 1 kb" indícates an integron of around l ,oo:J bp amplified in pAR060302, as previously described by Call el a1. [61. nd, not determine<!. 
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Characterization of IncA/C plasmids based on the 
antibiotic resistance phenotype 
To isolate and characterize the IncA/C plasmids present 
in the Mexican ST213 genotype, E. coli TOPI0 or 
DH50. transformants were obtained using plasmid DNA 
isolated from 32 CMY+ and 13 CM y- strains. Ceftriax
one was used to select CMY + plasmids, a nd chloram
phellicol was used lo select CMY - plasmids beca use this 
resistance has been found lo be part of the IncA/C plas
mid backbone [5,6,8]. 

AH the transfo rmants ca rrying the IncA /C plasmids 
also displayed resistance to ampicillin, chloramphenicol, 
sulphonamides, st reptomycin and tetracycline. Resis
tance to gentamicin was conferred by most of the CMY 
+ plasmids, and trimethoprim-sulfamethoxazol resis
tance was mostly detected in the plasmids con taining 
the IP- I integron (dfrA12, orjF and aadA2; see below). 
Resislance to nei ther kanamycin nor nalidixic acid was 
transferred (Figure 2). These res ults indicate that the 
MDR phenotypes of ST213 strains can be explained lar
gely by the presence of I ncA/C plasmids. 

Pstl restriction fingerprints 
The plasmid pro files showed that all of the E. coli trans
formants carried one large plasmid of between lOO and 
160 kb. These transformants were analyzed by Pst l 
restriction fingerprinting [12,23]. Cluster analysis of the 
Pst l fingerpr ints showed two main plasmid types (simi
larity <50%), which we named type J and type 11 (Figu re 
2). All of the CMY + plasmids were conta ined in type I 
and were distributed into three clusters (a, e and d). 
The CM y- ptasmids were found in two distinct groups: 
one in type JI and the other in cluster b within type J, 
suggesting that the CMY- ptasmids originated from two 
divergent lncA /C plasmid types. To put our plasmids 
in to context, JncA/C CM Y+ reference plasmids from E. 
coli AR060302 [6] and New por t SN l1 [22] we re 
included. The restriction profiles of these plasmids were 
related to our ST213 type 1I plasmids, which in contrast 
were all CMY·. 

We compared the sampli ng information (see Methods) 
and our previously gene rated genomic DNA Xba J 
mac rorestriction patterns [16] wit h the plasmid Pst l 
restriction patterns. The observed distribution of lhe 
plasmids among genomic backgrounds was consisten t 
with a pattern of clona! spread. The most evident asso
ciation was between Xba l cluster lb and Pstl cluster ei 
these iso lates came from Sonora and were sampled in 
2004-2005 (Figure 2). 

PCR screening and nucleotide sequence analysis of the 
plasmids 
The E. coli tra nsformants were subjected to PCR screen
ing using primer pairs lhat detect seven regions (repA/ C, 

Page 4 of 11 

jloR, CMY region, R~7 , R~8 , mer and IP~ I ; Figure 3 and 
Additional file 1, Table SI ) distributed throughout the 
reported IncA /C plasmids [5-8, 10]. AH lhe plasmids 
were positive for the repA/C,jloR and mer regions (Fig
ure 2); onl y one plasmid did not contain the mer regio n 
(stra in YUHS 05-78). The R-7 segment was detected in 
al! the CMY + plasmids but in none of the CMY - plas 
mids. We analyzed the CMY regio n ass uming that lhe 
right junction would cons ist of an insertion of dsbC 
upstream of traC and that the leEt junction would con
sist of an insertion of tnpA downstream of traA (PCRs 
G and A, respectivelYi Figure 4). However, during the 
nucleotide sequen ce analys is, we realized that dsbC and 

Figure 3 Schematic representation indicating the relative 
positions of the molecular markers used to characterize IncA/C 
plasmids. $even regions distributed throughout the reported IncN 
C plasmids [5-8,10] were detected by PCR in the 45 5T213 
Typhimurium isolates. Ant imicrobial resistance determinants are 
indicated in red. The 2,589-bp repNC region ineludes the complete 
repA gene. which is involved in plasmid repl icat ion and 
incompatibility group determination. floR is a 1,05(}bp region 
spanning almost the complete floR gene eoding for 
chloramphenicol resistance. The insertion of the CMY island into the 
plasmid baekbone between trae and traA was evaluated by PCR D 
and PCR G for the right junction. and by PCR A and 8 for the left 
junction (see Additional file 1. Table 51. Figure 4 and Results). Two 
regions included in the IneNC plasmid PCR typing scheme 
proposed by Welch et al. [8] were analyzed. The 1,431-bp Region 7 
(R-?) includes the bet gene coding for a phage recombinat ion 
protein. Region 8 (R-8) is a DNA fragment of 1,600 bp that contains 
the dcm gene coding for a DNA methylase. The presence of the 
mercury res istance operon (mer). frequen tly associated with the 
Tn21 transposon [7.81. was evaluated by the amplification of a 
2, 185-bp region spanning ffOm merA to merr. The presence of IP-l 
(dfrAI2. orfF and aodA2! was assessed using primers targeting irs 
conserved sequences 
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A) 

Inverted repeat CMY element 
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Figure 4 Schematlc diagram of the CMY reglons of Newport and Typhlmurlum. Panel A shows a schematic diagram of ¡he CMY region of 
plasmid pSN254 present in Newport [8]. which is composed of an ¡nvened repeat CMY elemen! between ¡he treA and troC genes (unfi lled 
arrows indica te ¡he open readirrg frames, and the bloCMV_2 gene is in red). Panel B shows ¡he CMY region of the Typhimurium S1213 strain YUHS 
07-18 containing a single CMYelement. Truncated genes are indicated by a line crossing the open reading frame arrows. The PCR amplifkations 
designed 10 map the CMY re<Jion are indicaled by double arrowheads under Ihe diagrams (see Additional file 1, Table SI and Resulls). The PCRs 
used 10 screen the CMY Junctions are indicated by black double arrowheads. 

the hypothetical protein 0093 gene are part of the plas
mid core of other closely related IncA /C plasmids lack
ing the CMY island (sce bclow). Thus, PCR O was also 
used to detect the insertion of the CMY island at the 
right junction , dcmonstrating the insertion of bic, sugE 
and ó'entR upstream of the 0093 gene (Figure 4). To 
determine if the flanking region of traA is similar in the 
CMY+ and CM Y- plasmids, the left junction was 
assessed by PCR B (Figure 4). As expected, the CMY
plasmids did not amplify the CMY junctions, whereas 
most of the CMY + plasmids amplified the right and left 
junctions (Fig ure 2), illdicating that with o nl y one 
exception (strain MIPOL5 03-75) , the CMY island is 
inserted in the same position in these plasmids. The 
most variable regions of the ¡ncA/C plasmids were the 
R-8 segmen t and the IP- I integron (dfrA 12, orfF and 
aadA2). R-8 was present only in a small fraet ion of the 
CMY + plasmids, including all the plasmids that belong 
to cluster d. Most (25 out of 35) of the Saimonella 
strains that were positive for the IP-l integron trans
ferred this region along with their IncA/C plasmids. The 
exceptions were six CMY + plasmids and four CM Y
plasmids (Figure 2). The presenee of integrons has been 
rcported for othcr IncA/C plasmids [6,7,9]. 
Ten strai ns representing different geograp hic locations, 
years and sourees were ehosen and their regions ana
Iyzed in the PCR screening were sequenced (Additional 

fil e 2, Table 52). The sequences were identical for alI 
the plasmids (both CMY+ and CMY-); only the m er 
region showed a single nucleotide substitution (Addi 
tional file 2, Table 52). It was surprising that even inter
genic regions and third COdOtl positions wcre invariable. 
BLA5T searehes showed that our sequenees are identi 
cal (100% identity) to the IncA/C plasmids pAR060302 
(E. coli), peH4H (E. coli ), pAM04528 (New port) and 
p5N254 (Newport); are closely related (99-98%) to the 
IncA/C plas mids plPl202 (Yersinia pestis), pYRI (Yersi
nja ruckeri) , pP91278 (Photobacterjum damselae), pP99-
018 (P. damselae) and pMRVl50 (Vibrio cltolerae); and 
are related (88-89% identity) to pRAl (Aeromonas 
hydrophila) [5- 10]. The repA gene displays the repA/C2 

allele described fo r other IncA/C CMY+ plasmids [19]. 
Ca l! et al. [6 ] reported that one of the most variable 
parts of the IneA /C plasm ids is the floR gene; the floR 
allele found in the 5T213 isolates is identical to that of 
p5N254, which differs frotll that of pAR060302 by three 
non-synonymous substitutions. The traC-dsbC junction 
(PCR G) of the CMY island (Figure 4) was found in al! 
the plasm ids mentioned aboye and in the recent1 y 
described integrating conjugative element ICEPmiJpn 1 of 
Proteus mirabilis [GenBank:AB525688]. The finding that 
traC-dsbC is present in p1P 1202, pYRI, pP91278, pP99-
018, pMRV150 and pRAl, which lack the CMY island , 
revealed that this gene cluster is part of a conserved core 
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region of these closely re lated IncA /C plasmids. How
ever, this region did ttot match with any other plasmids 
in the database, and it was not amplified in the CM Y
plasmids of ST2 13 (F igure 2). The refore, lo assess the 
insertion of the ri ght CMY junction, a second marker 
was used: PCR O spanning from sugE to the hypothetical 
protein 0093 (Figure 4). The complete traVA -tupA right 
junction (PCR A and B) of the CMY island was identical 
to that of the E. coli and Newpo rt plasmids, but only 
traVA (PCR B) was present in the other CMY- IncA/C 
reference plasmids. This result indicates that this marker 
is the left CMY island junction. Interestingly, the ST2 13 
CMY- plasmids did not amplify the lraVA region, indi
cating that the region arou nd the CMY island is not pre
sen t in these plasmids. R-7 and R-8 were found to be 
present in all the IncA /C reference plasmids, with lhe 
only ex.ception being peH4H, which lacks R-7. The mer 
regio n was detected only in the E. coli pAR060302 and 
Newport plasmids; however, it was found to be related to 
other mer operons present in several plasmids such as 
pRMH760 (Klebsiella plleumoniae). 

Characterization of the CMY reg ion 
When we started this st udy, the only completely 
scquenced plasmid carryi ng blac MY _2 was tllat of the 
Newport strain [GenBank:NC_009140] [8]. PCR map
ping experiments were performed to compare the CMY 
region of our Typhimurium isolates with that of New
port pSN2S4 (Figure 4 and Additional file 1, Table SI). 

1 Z kb 

... ... 

... 

Typ. 11 

pAR060101 
SLHS 
02·11 

YUHS 
04·15 

Type I 

eN Y. 

MIRES MIPOLS 
03·12-2 03-15 .... 
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To determine if lhe blac MY .2 gene is present as an 
inverted repeat element as in pSN24S, we performed 
PCR H and 1, which we expected to produce bands of 
around 3.2 and 2.3 kb, respectively, based on the 
in sílico prediction. The Newport stra in SN 11 was used 
as a positive control for these amplifications. No bands 
were obtained with our Typhimurium isolates, co nsis
tent with the notion that our isolates possess only a si n
gle blacMY.2 gene. We des igned a set of primer pairs to 
amplify overlapping fragments cove ring the complete 
CMY region and to obtain the nucleotide sequence of 
one of our isolates, YU HS 07- 18, which is the most 
recent strain in our collection and which displays Xbal 
and Pst l fingerprints prevalent in the ST213 population. 
The 12,621 -bp sequence of YUHS07- 18 [GenBank: 
HQ203988] spanning from tra V to traC was found to 
be identica l to the corresponding regio n of pSN2S4 
[Ge nBank:NC_009140] [8], and it has the same CMY 
region configuration as the E. coh plasmid pAR060302 
[GenBanH)62 15B8J [6J. 

Southern blot hybridization of Pstl plasmid restriction 
fingerprints 
Representative ex.amples of Southern hybridizations of 
the Pstl fingerprints are shown in Figure 5. Hybridiza 
tion with the blac;my_2 probe demonstrated that all CMY 
+ plasm ids were of Giles type A [20], di sp laying two 
hybridization bands of about 12 and 0.6 kb. This type 
has been associated with plasmids that carry one copy 

Type 11 
~ 

eN y . 

lO 
YUHS YUHS SLRARES MIPUS MIPUS SO"' 
04·50 05·18 ... OH1 0)·21 04·19 

,." n" n" .ff .ff 

1"' 

Figure 5 Representative Pst1 electrophoretic patterns of ST213 IncA/C plasmids. The Psr1 restriction profiles of seven (MY+ strains and 
three CMY- strains belonging to types I and 1I are shown. The locations of the genetic markers on the restriction fragments as determined by 
Southern blol hybridization are indicated. Molecular weight markers are shown al the left side of ¡he figure. 



 

51 
 

Wiesner er al. 8Me Microbiology 2011, 11:9 

httpJ/www.biomedcentral.com/ 1471-2180/11/9 

of the CMY island, such as pAR060302 [6]. The repA/C 
probe hybridized with the larger band in all the strains, 
whieh should be abo ut 55 kb acco rding to an in silico 
Psl l restrietion of the complete sequence of pAR060302. 
This band also hybridized with the mer probe for most 
of the plasmids, in agreement with the j n si/jeo predic
tíon. However, sorne po lymorphisms were detec ted 
usi ng the mer probe (Figure 5). The floR probe pro 
duced a single band of 8 kb, with one exception (Figure 
5; MIPO LS 03-75, 7 kb). Finally, hybridiza tions were 
performed using the first two genes of IP- l (dfr12 and 
or.fFJi the aadA regio n was not included in the probe 
beca use th is gene has been assoc iated with other inte
grons often present in IncA/C plasm ids, such as that of 
tra nsposon Tn2 1 [7-9] . Most of the straills produced a 
hybridization band of 6 kb, bul there were polymorph
isms (Figure 5). 

Conjugative transfer of IneAlC plasmids 
Ten CMY+ and seven CMY- ST2 l3 isolates were evalu
atcd for conjugative transfe r of thcir A/C plasmids to 
E. eoli OH5a. Transconjugants were onl y obtained fo r 
the CMY+ strain YU HS 05-78 and at a ve ry low fre
quency 00.7 to 10-9), but they were positive for all nine 
PCR markers of the do nor plas mid, whieh lacked the 
mer regio n (F igure 2). However, no transconjugants 
were observed when an E. coli strain carrying the YUHS 
05-78 CMY+ plasmid was used as the donor. The high
es t efficiencies we re obtained wi th a do nor:recip ient 
ratio of 1:10 and an inc ubat ion for 18 hr on a so lid 
medium (see Methods) . Itl our hands, conjugatíon effi
ciencies fo r AR060302 and SN 11 stra ins were in the 
order of 10.5 and 10.6

, respectively. Nevertheless, these 
frequencies were lower t han those reported fo r these 
plasmids (i.e. 10,3) [6,22). 

Discussion 
Distribution of IncA/C plasmids within Typhimurium 
genotypes and across geographic regions 
\Ve fo und an association be tween the Typhimurium 
ST2 13 genotype and large IncA/C plasmids. These plas
mids accounted for most of the MOR phenotypes of the 
strains, and they might be related to the ecologica l suc
cess of this recently emerging clone in Mexico. In a pre
vious study, we re ported a t rend towards the 
replacement of the founder ST19 by the derived ST2 13 
in fo ur regio ns oE Mexico. \Ve suggested that the car
riage of blaCMY.2 by some of the ST213 strains could 
only partially explain their increased prevalence because 
half of the ST2 13 strains do not ha rbour blacMY.2' In 
the present study, we discovered that the CMY - strains 
also harbo ur large IncA/C plasmids with several resis
lance determinants. The lack of pSTV and the carriage 
of IncA /C plasmids are re marka ble fea tures o f the 
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ST213 genotype in the Mexican Typhimuri um popula
tíon. We specu late that ST213 arose as a clone lacking 
pSTV and that this condition allowed the acquisition of 
the large IncA /C plasmids. The success of this associa
tion could be due to antimicrob ial prcssu rc excrtcd by 
hu man clinical and ani mal-production practices on the 
Typhimurium population. 

We prev ious ly detected seve ral associations among 
chromosomal genotypes and accesso ry genes [16], sug
gest ing tha t t he population subgroups gene rated by 
these associations cou ld be explained by several evolu
tionary processes, such as barriers to genetic exchange, 
gcnetic dr ift or rece nl c10nal expansions within lhe 
Typhimurium popul ation. The present study reveals the 
tight association between the ST213 genotype and IncAI 
C plasmids. Associations between plasmid type and 
chromosomal genotype nave bcen rcported for othcr 
Salmonella serovars, such as Newport [24,25] and Typhí 
[26]. Oanie ls et a l. [251 desc ribed the rela tionship 
betwee n Newport and its plasmids as clonal based on 
the model proposed by Soma and Eguiarte [3], implying 
that strong co·evolution may be occurring between the 
plasmid alld the host, with very limited plasmid transfer 
among bacteria. 

The plasmid types appear to cluster geographically. AH 
the Yucatán isolates carry type I plasmids, while all the 
isolates from Sonora carry only type 11 plasmids. Isolates 
from Michoacán and San Luis Potosí harbou r plasmids 
from both types 1 (CMY+ and CMY·) and 11. These pat
terns demonstrate a distribution gradient of the IncA/C 
plasmids fro m the northern (Sonora) to the southem 
(Y ucatán) part of Mexico, with inte rmedia te levels in 
the middle part of Mexico (Michoacá n and San Lui s 
Potosí). This gradient is also related to the higher num
ber of resistan ces conferred by the type I plasmids than 
by the CM Y- type 11 plasmids (>6 vs. <6, res pectivelYi 
Figure 2). These trends provide in formation for under
standing the ecology and epidemiology of the emergent 
ST2 13 genotype in Mexico, and they inc rease our 
knowledge oE the evolution of MOR in Typhimurium. 

Mobility of the Snl 3 IncA/C plasmids 
The conjugation frequencies reported for IncA /C CMY + 
plasmids are highly variable. Welch et al. [8] reported a 
lack of transferability for the Newport IncA/C plasmids, 
while Poole et al. [221 observed conjugation frequencies 
betwee n 10.2 and 10-5, but only when other replicons 
were present and co-transferred. O n the other hand, 
most studies have reported that Typhim urium plasmids 
are non-conjugativc [23,271 or transfer at moderate fre
quencies (10.3 to 10-7

) [8 ]. In the present study, we 
found that only one of the IncA /C plasmids tested was 
able to conjugate, albeit at very low frequencies 00.7 

to lO·9 ) . The only distinctive featu re of this YUHS 05-78. 
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150 kb CMY + plasmid is its lack of the mer region. It 
has been suggested that the inability ol Salmonella 
CMY + plasmids to conjugate is due to the insertion of 
the CMY island into the lra opero n on the plasmid 
backbone [22]. However, the conjugative plasmid YUHS 
05-7S has the CMY island inserted in between traA and 
traC, and this is also true for almost all the other CMY 
+ plasmids. \Ve think that the reduced conjugative abil
ity of the IncA/C plasmids in Salmonella might be due 
to chromosomally encoded factors, such as the thickness 
of the ceU envelope, rather than to plasmid-encoded fea
tures, or it may depend on the presence of additional 
helper plasmids, as previously suggested [5,SJ. The pre
dominant lack of conjugation ability of our IncA/C plas
mids agrees with the clona l di sseminat ion trend 
detected between chromosoma l backgrounds and 
plasmid patterns, as revealed by Xhal and Psil digests 
(Figure 2), respectively. This study provides evidence of 
frequent rearrangements shaping the genetic composi
tion of the IncA/C plasmids harboured by ST213 
stra in s. It is possible that the IncA/C plasmids circulat
ing in Typhimurium were acquired from other Salmo
l1ella serotypes or other enteric bacteria such as E. coli. 
The higher plasmid diversity and conjugation frequen 
des of E. coN in comparison with SalmoneUa led Daniels 
et al. [25] to speculate that insertions and deletions that 
occur during promiscuous plasmid sharing among 
E. coli iso lates occasionally result in plasmids that are 
successful in Salmonella. It is possib le that this is the 
scenario in Mexico, where resistance lO ceftriaxone was 
detected in E. coli several years prior to that in Salmo
neLla (M. Zaidi, unpublished data). 

Evolutionary origin of the two IneA/e types 
The combined results of the PCR sc reening and the 
nucleotide sequence analys is suggest that the IncA /C 
plasmids from types 1 and 11 have a recent common ori
gin and are evolving by the insertion /deletion of DNA 
stretches rather than by point mutations, in agreement 
with the conclusions derived from other studies 
[5,6,S,IO). For example, in this study, insertion of the IP
I integron (dfrA12, orjF and aadA2) and deletion of the 
R-S segment were observed in most of the CMY + 
plasmids. 

The PCR markers and plasmid sizes of the IncA /C 
CMY + reference plasmids of E. coli AR060302 [6] and 
Newport SNll [22] corresponded with those of our 
Typhimurium I ncA /C CMY+ plasmids. However, their 
Pstl restriction proftles were related to type JI plasmids, 
which included most of our Typhimur ium IncA/C 
CMY- plasmids (Figure 2). As the CMY+ reference plas
mids and our type 11 plasmids were found to be similar, 
we spccu latc that the ST213 IncA/C CMY + plasmids 
diversificd from a type 1I anccstor by the insertion and 
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dcletion of DNA segmcn ts such as R-S and the IP-I 
integron, among others. Likewise, hybridization assays 
showed that this integron mapped to sorne of the bands 
that are absent in the type JI restriction profiles (Figure 
5). Despite the nucleotide ident ity of the sequenced 
regions of the CM y - plasmids, and as ide from IP- I, 
they share only three of the ten genetic markers (repA, 
floR and mero Figure 2 and Figure 3) that have been 
used to study the IncA/C plasmids, indicating that they 
belong to an IncA/C plasmid lineage that has not been 
thoroughly studied yet. The floR allele of the CMY + and 
CMY- plasmids was identical to that of pSN254, but the 
CMY region of the CMY+ plasmids was identical to the 
regio n of pAR060302, suggesting a mosaic pattern of 
ancestry with plasmids from other Sa/mOllella serovars 
and E. eoli. Moreover, the type II CMY - plasmids were 
found to be smaller (lOO vs. 150-160 kb; Figure 2), con
sistent with the notion that the CMY+ plasmids are the 
result of the inse rtion of DNA modules into a type II 
precursor plasmid. A formal alternative would be that a 
substantial loss of DNA fragments originally present in 
lhe CMY+ plasmids occurred, giv ing mise to ST213 
type II derivatives. In this respect, it would be necessary 
to obtain the full sequence of so me of our CMY + and 
CM Y- plasmids to identify their genetic compositions 
and to unravel their evolutionary histories. 

Conclusions 
The eco logical success of lhe newly emerging Typhi 
murium ST213 genotype may be related to the ca rriage 
of IncA /C plasmids. Two divergent genetic types of 
IncA /C plasmids were identified. Type 1 plasmids are 
the most abundant and widespread; their genetic com
positions are similar to those of other reported I ncA/C 
plasmids. Type II plasmids display a lower number of 
PstI restriction fragments and are sma ll er than type I 
plasmids. Only thrce of the ten plasmid regions analyzed 
were detected in type II plasmids, evel1 though the 
nucleotide sequences for these regions were identical for 
both types. \Ve conclude that type I and II plasmids ori
ginated from a common ancestor and that the insertiol1 
and deletion of DNA stretches have shaped their evolu
tionary histories. 

Methods 
Typhimurium ST213 isolates 
The isolates used in the present study were described in 
a previous publication [16]. Brief1y, the isolates were col
lected from a Mexican surveillal1ce network [2SJ. The 
predominant ST213 geno type formed a well -defined 
group in the dendrogram based 011 Xha l fingerpr in ts 
(named cluster 1), which was subdivided into subclusters 
la, lb and le. The ST213 genotype was associated with 
lhe plasmid-borne hlacMY_2 gene conferring resistance 
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to extended spectrum cephalosporins and with the inte
gron profile one (IP - l) carrying an array of three cas
settes con taining the genes dfr 12, orfF and aadA2 
conferring resistance to trimethoprim and streptomycin. 
These accessory elements were not present in all the 
isolates: among the 68 ST213 ¡solates, 31 lacked blacMv. 
2,19 did not have IP-I and 12 lackcd both of them. In 
the present study, a representative sample of 45 isolates 
was chosen to characterize their lncA/C plasmids. The 
code labels of the strains were designed to inelude rele
vant information about their isolation. The first two let
ters indicate the sta te: YU, Yucatán; SL, San Luis Potosí; 
MI, Michoacán; and SO, Sonora. The third and fourth 
letters indicate the isolation source: HS, human; PUS, 
por k meat; RES, beef meat; POLS, chicken meat; 
RAPUS, pork intestinei and RARES, beef intestine. T he 
first two numbers indicate the year of iso lation (from 
2002-2007), and the last numbers are the isolate 
numbers. 

Plasmid DNA extraetion and plasmid profiles 
Plasmid profiles were obtained by a modified alka li ne 
Iysis procedu re [29] and were visualized by electrophor
esis in 0.7% agarose gels subjected to 60 V for 8 hours. 
Plasmid profi les of E. coli Vl57 [30J, E. coli E2348/69 
[311 and E. coli AR060302 [6J were used as molecular 
markers for large plasmids, and supercoiled DNA lad
ders (Invitrogen) were used for smaller plasmids. To 
resolve plasmids larger than 50 kb, we performed SI 
restriction PFGE. Briefly, total DNA was embedded in 
agarose plugs, and slices were treated with 8 U of nuele
ase SI (Pro mega) at 37°C for 45 min. The PFGE run
ning conditions were 6 V/Cm at 14°C for 15 hours, and 
switehing times ranged from 1 sec to 25 seco The Low 
Range PFG Marker was used as the reference sta ndard 
(New England Siolabs). 

Plasmid transformation and antimicrobial suseeptibility 
testing 
Plasmid ONA was introduced into E. coli DH5a and 
TOPIO through electroporation. T ransformants were 
selectcd on Luria-Bertani (LB) agar containing either 2-
I1g/ ml ceftriaxone for the CMY + iso lates o r 15-llg/ml 
chloramphenicol for the CMY- isolates. 

Susceptibility testing was performed by disk diffusion 
according to Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSl) recommendations [32]. The following commer
cially purchased disks (Secton, Dickinson and Company, 
Sparks, MO, USA) were used: ampicillin (A), 10 Ilg; 
chloramphenicol (C), 30 Ilgi st reptomycin (S), 10 Ilg; 
sulfonamides (Su), 250 Ilgi tetracycline (T), 30 I1g; cef
triaxone (Ax), 30 I1g; gentamicin (G), 10 I1gi t rimetho
prim-sulfamethoxazole (5xt), 1.25/23.7S Ilg; kanamycin 
(K) , 10 Ilg; nalid ixic acid (N), 30 I1g. Res istance to 
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ceftriaxone was confirmed by agar dilution using a 
breakpoint of ;::>:4 Ilg/ ml. 

Plasmid Pstl restriction and Southern hybridization 
Plasmid restrietion analysis with Pstl has been used for 
the classification of CMY + plasmids according to Giles 
types 112,201. Giles type A has bccn co rrelated wit h 
IncA/C plasmids carrying a single blacMY.2 copy, type B 
with ¡nell plasmids, and type C with IncA/C plasmids 
carrying two blac MY.2 copies [6, 19]. Plasmid DNA was 
treated with 15 U of Pstl (Invitrogen) at 37·C for 6 hours 
and was electrophoresed in 0.7% agarose for 3 hours at 
100 V. The Pst I digests were transferred to positively 
charged membranes (Amers ham Hybond~ . N+) and 
were hybridized with blac MY.2' repA,jloR, merA-T and 
dfr12-orfF PCR products labe led with a_ 32 P_dCTP by 
standard methods [29J. Hybridizations were carried out 
at 6S°C. 

To de termine the genetic re lationshi p between the 
IncA/C plasmids, Pstl restriction profiles were analyzed 
with GelComparll. Clustering was performed using the 
UPGMA algo rithm based on Dice coefficien ts. One 
reference isolate was run on all gels. A stringency para 
meter of 1.0% band position tolerance was used since 
this was the point at which the common restriction pro
file was identical across gels. 

PCR assays and nucleotide sequencing 
The complete list of primers used in this study is shown 
in Additional file 1, Table SI. To determine the incom
patibility groups of the plasmids, PCR-replieon typing 
fo r the Salmonella isolates and their E. coli transfor
mants was performcd using the primers and conditions 
recommended by Carattoli et al. [21J. The incompatibil 
ity groups tested were IncA /c' FII, HIl, HI2 and 11. 

The E. coli transformants carrying the ¡ncA/C plas
mids were screened by PCR using primers to detect 
seven regions distributed throughout the reported IncAI 
C plasmids [5-8,10] (Figure 3). The primers used are 
listed in Additional file 1, Table 51, and for a detailed 
explanation see the legend to Figure 3. The nucJeotide 
sequenccs of these regions were determ ined for a repre
sentative sample of ten isolates (Additional file 2, Table 
52) using the same primers and condit ions. Plasmid 
DNA of the transformants was used for PCR mapping 
of the CMY island and surrounding regions. Overlap
ping PCR assays we re des igned to cover t he CMY 
regio n using primers prev ious ly published [33] or 
designed by us based on the reported sequence of 
pSN254 [GenBank:NC_OO9140] [8]. Nine reactions were 
designed to determine the configuration at the CMY 
region (Figure 4, PCRs A-l). PCRs A, B, O and G were 
included in the plasmid PCR screening scheme to exam
ine the CMY junction of a l! iso lates. The nucleotide 
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sequence for the 12,563 bp CMY regíon was generaled for 
isolate YUHS 07-18 [GenBank:HQ2039881, which was the 
most recent represenlative isolate of ST2 13. Access ion 
numbers of the nucleotide sequences generaled for repre
sentative strains (Additional file 2, Table S2) are as fo llows: 
repAlC [GenBank: HQ203980[, floR [GenBank: 
HQ203981[, PCR G [GenBank: HQ203982[ , PCR A 
[GenBank: HQ203983[, R-7 [GenBank: HQ203984[, R-8 
IGenBank: HQ203985], and two mer alleles [GenBank: 
HQ203986[ and [GenBank: HQ203987[. AH nucl eolÓde 
sequences were com pared agai nst public databases using 
the BLAST algorithm al NeBI 1341. 

Conjugation experiments 

\Ve performed conjugation experiments for 17 Typhimur
ium isolates usi ng a rifampicin (lOO Ilg/ ml)- resistant deri
vative of E. eoli DH5a as the recipient. \Ve tested several 
conditions for the conjugation ex periments, induding a 
¡iquid versus solid LB medium, presence of absence of fil 
ters, two incubation lemperatures (37 and 42°C), several 
incubation times (from 3 lo 48 hrs) and differenl donor: 
recipient ratios (1:1 , 1:2, 1:5 and 1:10). Conjugations were 
performed using bOlh the Sa lmollella isolales and theír 
respective E. eoli transformants. Ceftriaxo ne (2 Ilg/ml) and 
chloramphenical (15 lIs/mI) were used lo select fo r the 
t ransfer of CM y + and CM y - plasmids, res pective ly. 
Transfer efficiencies were ca1cu lated as lhe number of 
transconjugants per donar. 

Additional material 

Additional file 1: Table SI Primer~ used In thls study. =l 
AdditionC11 file 2: TC1ble S2 IsoIates sequenced and GenBank occession 
numbers. 
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Additional file 1. Table S1. Primers used in this study. 

 
Assay Primer Region Sequence  5’– 3’ Size bp Source 

Replicon typing     
 repA-F IncA/C  GAG AAC CAA AGA CAA AGA CCT GGA 300 [4] 
 repA-R  TTC TGG AGT TCG TAC AGA GTG AAC  [4] 
 FII-F IncFII CTG TCG TAA GCT GAT GGC 

 
270 [2] 

 FII-R  CTC TGC CAC AAA CTT CAG C  [2] 
 HI2-F IncHI2 TTT CTC CTG AGT CAC CTG TTA ACA C 

 
 

644 [2] 

 HI2 -R  GGC TCA CTA CCG TTG TCA TCC T  [2] 
 I1-F IncI1 CGA AAG CCG GAC GGC AGA A 

 
139 [2] 

 I1-R  TCG TCG TTC CGC CAA GTT CGT  [2] 
PCR screening     
repA/C A/C-F IncA/C ACT GAA TTC GCG AAA CTG GGG AAA TGT G 2,589 This study 
 A/C-R  TGT GTC GAC GGT TCG TTC GTT GCG TTT CA   This study 
 A/C-seq  CGC AAG AAA GGC GGG AAC GCC AGG TGC  This study 
floR floR-F floR CCGCGTGGGCCTATACGCTG 1,100 This study 
 floR-R  GAGCCGAAGGAGCACCAGCC  This study 
Region 7 R7F R-7 CAG CAC AAA CAT CTT CCC AGA C 1,431 [4] 
 R7R  GGG TAA CAC CGC CAA CTC TTA C  [4] 
Region 8 R8F R-8 GAA AGC GCA ACA ACA CAA AGA C 1,600 [4] 
 R8R  TGA CTA CTC TTG CCA GCT TTG C  [4] 
mer merA2 merAPT AAG GTC TGS GCC GCR AGC TTC 2,185 [5] 
 merA1  ACC ATC GGC GGC ACC TGC G  [5] 
 merT1  TCT GAT CGC CCT GGG GTT  [5] 
 merA-F  TGATCCCTTCGGCACGGAAG  This study 
integron CS-F integron GGC ATC CAA GCA GCA AG 2,000 [1] 

 CS-R  AAG CAG ACT TGA CCT GA  [1] 

 orfF-R  CTTGCTACGCAAGGGCTAG  This study 

CMY region     
PCR A traV-F traV-tnpA ATGAAAAATTTGAACATTTTGACCAG 1,900 This study 
 TnpA2-L  TAGCCACTATCCATTCGAAATAAAA  [3] 
PCR B traV-F traV- traA ATGAAAAATTTGAACATTTTGACCAG 1,900 This study 
 traA-R    This study 
PCR C TnpA1-L tnpA-blc ATCAGCTTTTATGACTCGAT 3,449 [3] 
 Blc-R  ATTGGTCTGAAGCTGAGCACT  [3] 
PCR D sugE-F blc-Hyp GGGTGAAACAGCCTGGCGCT 1,497 This study 
 Hyp-R1  AGGTTGGCGGCGTCACATCG  This study 
PCR E Hyp-F1 Hyp CGATGTGACGCCGCCAACCT 2,331 This study 
 Hyp-R2  CCGTCACCACTGAACAGG  This study 
PCR F Hyp-F2 Hyp-dsbC TTCCAAGGTAAAAGTTGGGTCTG 2,763 This study 
 dsbC-R  GGCTTTGAGAGGAATGAACCTTA  This study 
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PCR G dsbC-F dsbC-traC TAAGGTTCATTCCTCTCAAAGCC 1,542 This study 
 traC-R  GGTGCCGTAATCGAAGATTT  [3] 
PCR H TnpA2-L blc-tnpA TAGCCACTATCCATTCGAAATAAAA 3,255 [3] 
 Blc-R  ATTGGTCTGAAGCTGAGCACT  [3] 
PCR I TnpA2-L blaCMY-2-

tnpA 
TAGCCACTATCCATTCGAAATAAAA 2,298 [3] 

 CMY-R  CAG TAG CGA GAC TGC GCA  [6] 
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Table S2. Isola!es sequenced a nd GenBank accession numbers. 

Region seguenced (b~) 
repA/C floR PCRA PCRG R-7 R-8 mer 
(2,4 12) (1,080) (1,342) (1 ,790) (1,331) ( 1,540) (2, 179) 

Iso late Year, SQurce CMY Psll HQ203980 HQ203981 HQ203983 HQ203982 HQ203984 HQ203985 HQ203986 

and State ' is land clu ster 
YUPUS 03-32- 1 2003, PM, YU + a + + + + + + 
YUHS 04-15 2004, HE, YU + a + + + + + + + 
YUHS 05-78 2005, HS, YU + a + + + + + 
YUHS 07-18 2007, HE, YU + a + + + + + + 
MIPOLS 03-75 2003, CM, MI + a + + + + + 
SLRARES 04-8 2004, BI, SL + b + + + + + + + 
MIPUS 03-27 2003, PM, MI b + + + 
SLRAPUS 04-6 2004, SI, SL + na + + + + + + + 
YUHS 03-1 9 2003 , HE, YU + d + + + + + + + 
SORES 04-45 2004, BM, SO e + + + 

a YU, Yucatán; SL, San Luis Potosí; MI, Michoacán; SO, Sonora; PM , pork meat; HE, human enteric; HS, human systemic; CM, 
chicken meal; BI, beef intestine; BM, beef meal. 
na, not applicable, this strain was not grouped in a cluster (see Fig. 2). 
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6 El pA/C es compatible con el pSTV y es movilizado por el pX1 durante la conjugación. 

Tercera parte de este estudio. 

El objetivo inicial de esta tercera parte del estudio era el de determinar si la presencia del 

pSTV en una cepa ST 19 era un factor de incompatibilidad o una barrera de entrada para el pA/C, y 

que pudiera explicar la segregación que observamos en las cepas de campo. 

Sin embargo, los resultados obtenidos nos confirman que estos dos plásmidos son 

compatibles y estables, tanto en cepas de E. coli de laboratorio como en cepas de Typhimurium de 

campo. Por otro lado, mediante experimentos de conjugación descubrimos que la movilidad del 

pA/C depende de su co-existencia con un plásmido altamente conjugativo del grupo IncX1. De esta 

manera, en las siguientes secciones de la tesis se detallan los aspectos de esta parte del trabajo 

doctoral, cuyo manuscrito para publicación se encuentra actualmente en proceso. Igualmente la 

hipótesis y objetivos presentados a continuación, corresponden a la tercera parte de este trabajo. 
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7 Hipótesis. 

La capacidad conjugativa del pA/C CMY+ es muy baja y por ello su transferencia horizontal es 

limitada. 

 

 

8 Objetivo general. 

Caracterizar la capacidad conjugativa del pA/C en los aislados de Typhimurium ST 213 y la 

compatibilidad de los plásmidos pA/C y pSTV. 

 

 

9 Objetivos específicos. 

1. Determinar si el pA/C y el pSTV son incompatibles mediante transformación. 

2. Evaluar la estabilidad del pA/C y pSTV durante varias generaciones. 

3. Evaluar la capacidad de conjugación del pA/C a Salmonella Typhimurium y a cepas de E. 

coli de laboratorio. 
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10 Materiales y Métodos 

 

10.1 Cepas bacterianas y medios de cultivo. 

 Cepas donadoras en conjugación: se utilizó la cepa silvestre YU39 (YUHS 05-78) (Wiesner 

et al., 2009) que contiene cinco plásmidos: el pA/C de 150 Kb (referido en adelante como el 

YU39pA/C), el p100 de 100 Kb, el pX1 de 35 Kb, el pColE1-like de 5 Kb y el p3 de 3 Kb (referido en 

adelante como YU39pA/C). Para obtener el pA/C silvestre, se electroporó a E. coli DH5α como se 

describió previamente (Wiesner et al., 2011) y la cepa resultante (D-pA/C) se utilizó como 

donadora. Para el pSTV, se escogió la cepa SO1 (SOHS 02-2), a la cual le reemplazamos el gen spvC 

del plásmido con un casete de kanamicina KM (SO1pSTVspvC::Km) (Datsenko & Wanner, 2000). 

Los pA/C transconjugantes se electroporaron a E. coli DH5α, y se utilizaron como donadoras en las 

segundas rondas de conjugación. Estas cepas se nombraron D-pA/C-(clave transconjugante) (ver 

siguiente sección). Las mutantes pX1ydgA::Tn5, pX1ydfA::Km y pX1taxB::Km se usaron como 

donadoras en la conjugación del pX1. También se utilizaron como donadoras las cepas DH5α con 

los dos plásmidos: D-pA/C pX1ydgA::Tn5, D-pA/C pX1ydfA::Km y D-pA/CpX1taxB::Km . 

 Cepas receptoras en conjugación: se utilizaron las cepas Typhimurium ST 19 llamadas LT2 

(McClelland et al., 2001) y SO1 (SOHS 02-2) (Wiesner et al., 2009) que portan el pSTVspvC::Km y la 

cepa YU39 mencionada en la sección anterior como receptora. Se utilizaron diferentes cepas de 

laboratorio de E. coli como DH5α, HB101 y HB101pSTV(spvC::Km). Para su selección, se 

seleccionaron mutantes espontáneas de las receptoras a rifampicina (RIF 50 µg/mL) y ácido 

nalidíxico (NAL 30 µg/mL). 

 

En la Tabla 1 se puede observar un listado de todas las cepas empleadas en este estudio. 

En la Figura 4 se puede observar el esquema de las conjugaciones realizadas. 

 

10.2 Prueba de incompatibilidad. 

El pSTV de la cepa SO1 se introdujo por electroporación a E. coli DH5α y las transformantes se 

seleccionaron con kanamicina (30µg/mL). La presencia del pSTVspvC::Km se confirmó mediante la 

amplificación de los genes spvC::Km y traT (Wiesner et al., 2009), además de su visualización en el 

perfil de plásmidos. Esta cepa luego se utilizó como receptora para la electroporación del pA/C. 

Como antibiótico de entrada se utilizó CRO (2 µg/mL). Se evaluó la presencia del pSTVspvC::Km de 

la misma forma mencionada anteriormente, y la presencia del pA/C mediante la amplificación del 

gen repA/C y el gen R-7 (Wiesner et al., 2011).Posteriormente, la cepa D-pSTVspvC::Km-pA/C se 

creció con KM y CRO para confirmar la presencia de los plásmidos, además de la visualización 

mediante perfil de plásmidos usando un protocolo modificado de lisis alcalina (Sambrook & 

Russell, 2001). 

 De igual manera, se evaluó la presencia del SO1pSTVspvC::Km en la cepa YU39 WT y del 

pA/C en la cepa SO1.  

 

  



 

62 
 

10.3 Curvas de estabilidad.  

Los experimentos de estabilidad se realizaron por triplicado, a partir de tres colonias 

aisladas de la D-pSTVspvC::Km-pA/C. Las colonias se incubaron toda la noche en 5 mL de LB con la 

concentración mencionada anteriormente de CRO y KM, en agitación constante a 37C. 

Posteriormente, los cultivos se lavaron dos veces en 1 mL de PBS 1X y se llevaron al mismo 

volumen final. De esta suspensión celular, se inocularon 100 μL en 100 mL de LB sin antibiótico, y 

se incubó a 37C en agitación constante (200 rpm) por 24 horas. Este cultivo se tomó como el 

punto cero. 

Posteriormente, el cultivo se refrescó cada 24 horas inoculando 100 μL del ON (overnight 

o cultivo de toda la noche), en 100 mL de LB estéril sin antibiótico. Este procedimiento se repitió 

hasta alcanzar 72 horas (80 generaciones aprox.). Se determinaron las unidades formadoras de 

colonia (UFC) para las 0, 24, 48 y 72 horas. En cada uno de los puntos se aislaron 100 colonias en 

cajas de LB sin antibiótico, LB-KM (60 μg/mL) y LB-CRO (2 μg/mL) para determinar el porcentaje de 

células libres de plásmidos en la población. 

De las 100 colonias picadas en cada punto, se tomaron dos colonias al azar para evaluar 

por PCR la presencia de los plásmidos. Para el pA/C se evaluaron los genes repA/C y blaCMY-2, 

mientras que para el pSTV se evaluaron los genes spvC y traT (Wiesner et al., 2011).  

El número de generaciones por cepa se calculó mediante curvas de crecimiento por triplicado en 

100 mL de LB a 37ºC en agitación constante. Se midió la absorbancia (Ab) cada hora a una 

densidad óptica de 600 nm. Posteriormente se tomó el punto inicial y final de la fase exponencial 

(Ab1 y Ab2) y la recta se ajusto aplicando una regresión lineal. Esos datos fueron reemplazados en 

la siguiente fórmula:  

µ = log (t2/t1) / Ab2-Ab1 

g = log2 / µ 

en donde µ es el aumento de la masa celular y g es el tiempo de duplicación, el cual se utilizó 

como número de generaciones en las gráficas. 

 

10.4 Experimentos de conjugación 

Las cepas donadora y receptora se crecieron en 5 mL de LB con el respectivo antibiótico de 

selección durante toda la noche, en agitación constante a 37°C. Luego, estos cultivos se lavaron 

dos veces con PBS 1X y se ajustaron a un volumen final de 1 mL. La mezcla donadora-receptora se 

realizó en una proporción 1:10, sobre agar TSG sin antibiótico, durante 18 horas a 37°C. Las 

transconjugantes se recuperaron en 2 mL de PBS 1X y se seleccionaron en agar TSG con KM (30 

μg/μL), RIF (100 μg/μL), NAL (30 μg/μL) para el pSTV y para el pX1; CRO (2 μg/μL), RIF, NAL para los 

pA/C; y CRO, KM, RIF, NAL para los co-integrados. La eficiencia de conjugación se calculó como 

número de transconjugantes sobre número de donadoras. La primera ronda de conjugación se 

realizó a partir de la YU39pA/C a las receptoras mencionadas anteriormente (ver sección de cepas 

bacterianas, Tabla 1). La segunda ronda de conjugación se realizó con las D-pA/C transconjugantes 

hacia la cepa E. coli DH5α y nuevamente hacia la cepa receptora original, la cual se denominó 

como “estricta” por el hecho de regresar el plásmido a su receptora original. Estos experimentos 

se repitieron cuatro veces para el pSTV y para la primera ronda de conjugación del pA/C. Las 
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segundas rondas de los pA/C y las restantes conjugaciones se repitieron por duplicado. Para las 

transconjugantes resultantes del pA/C se utilizó la siguiente nomenclatura: cada repetición se 

nombró con el número romano del I al IV; cada receptora se nombró con letras mayúsculas del 

alfabeto SO1 (A), HB101 (C), HB101pSTV (D), LT2 (E) y finalmente se asignó un número de colonia. 

De esta forma, cada transconjugante se identificó con una clave de tres dígitos Ejs: IA4, IVC8, IIIE9.  

 

10.5 Caracterización de las transconjugantes. 

 Los perfiles de plásmidos de cada una de las transconjugantes se visualizaron por Eckhardt 

y lisis alcalina con modificaciones. Las colonias se evaluaron por PCR para la presencia del pA/C y el 

pSTV según lo descrito anteriormente (Wiesner et al., 2011). La presencia del pX1 se evaluó 

mediante la amplificación por PCR de los genes oriX1, Tiso, taxB, taxC y ddp3 (Tabla S1). Los 

plásmidos D-pA/C silvestre, D-pX1 y D-pA/C transconjugantes se digirieron con 15U de PstI por 6 

horas a 37°C y con 10U de BamHI y NcoI por 3 horas a 37°C. Los pSTV se analizaron con la enzima 

HindIII (Chu et al., 1999). Se visualizaron los perfiles de restricción por electroforesis en geles de 

agarosa al 0.7% durante 3 horas a 100 V. Para los experimentos posteriores se escogieron 11 

transconjugantes que mostraron tamaños diferentes de pA/C. 

 

10.6 Hibridaciones 

 Todas las sondas se marcaron con α-32P-dCTP, según la metodología reportada (Sambrook 

& Russell, 2001). Los perfiles de plásmidos de las cepas donadoras y receptoras, así como los 

perfiles de restricción de los pA/C, se transfirieron a membranas de nylon cargadas positivamente 

y se hibridaron en experimentos individuales con los plásmidos marcados D-pA/C, D-pA/C-IA9, D-

pA/C-IIIA4 y con el D-pX1. También se utilizaron las sondas spvC para detectar el pSTV y mobB para 

el pColE1-like. 

 

10.7 Caracterización del pX1 

Para el tamizaje del pX1 en los pA/C co-integrados, se escogieron cinco genes conservados 

en los plásmidos pX1 reportados (Norman et al., 2008, Ong et al., 2009). Dos genes del esqueleto 

del plásmidos: oriX1 para confirmar el grupo de incompatibilidad de los plásmidos y el gen que 

ydgA que codifica para la topoisomerasa III; y tres genes importantes para la conjugación: taxB 

que codifica para la proteína acopladora T4CP en conjugación, taxC que codifica para la relaxasa y 

el gen ddp3 exclusivo de este grupo IncX, que incrementa la frecuencia de conjugación (Nuñez et 

al., 1997). 

 

10.8 Mutantes en pX1 

 El plásmido pX1 presente en la cepa YU39 no posee genes de resistencia para su selección. 

Por consiguiente, la manera de separarlo fue mediante conjugación a una E. coli DH5α 

seleccionando con los marcadores RIF NAL de la receptora. Posteriormente, 20 colonias se 

tamizaron mediante lisis alcalina y por PCR para los marcadores del pX1 mencionados 

anteriormente. Se encontraron 10 colonias positivas para el pX1. Se seleccionó una de estas 

colonias para la realización de dos mutantes: 1) mediante transposición al azar con el EZ-Tn5™ 
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<KAN-2>Tnp (EPICENTRE®, Madison, Wisconsin) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 2) 

Mediante reemplazo de los genes ydfA y taxB con un casete de KM según la metodología 

reportada (Datsenko & Wanner, 2000). Las mutantes obtenidas se electroporaron a E. coli DH5α y 

se denominaron D-pX1ydgA::Tn5, D-pX1ydfA::Km y D-pX1taxB::Km. Se confirmó la inserción del 

EZ-Tn5™, así como la ausencia de los genes mutados mediante PCRs y secuenciación, de acuerdo a 

lo sugerido en los protocolos.  

 

10.9  Secuenciación del pColE1-like. 

El pColE1-like de la cepa YU39 se purificó de banda y se electroporó a una cepa E. coli 

TOP10. Posteriormente, se realizaron digestiones parciales del pColE1-like con 1U de la enzima 

Sau3A. Los fragmentos obtenidos se clonaron en el sitio BamHI del vector pUC18 y se 

seleccionaron las colonias positivas mediante coloración por X-gal. El fragmento clonado se 

verificó en un gel de agarosa al 1% y se enviaron a secuenciación utilizando los oligos lacZ-F y lacZ-

R del vector, en la unidad de secuenciación del IBt-UNAM. Como resultado el fragmento clonado 

mostró homología con el gen mobB de los plásmidos ColE1. Posteriormente y anclándose en la 

secuencia resultante, los fragmentos faltantes se cerraron mediante la metodología Walking-PCR 

con los oligos de la Tabla S1. Las secuencias obtenidas se compararon mediante blastn y blastp. El 

ensamble de las secuencias y anotación de los ORFs, se realizó con el software CLC genomics 

workbench 4. 

 

La lista de todos los oligos utilizados en este estudio se encuentra en la Tabla S1. 
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Figura 4. Esquema de conjugación para la cepa donadora YU39. Se utilizaron como receptoras del pA/C, 

dos cepas de Typhimurium ST 19 que portan el pSTV marcado con resistencia a kanamicina. La cepa SO1 es 

un aislamiento recuperado de un caso de gastroenteritis en el Estado de Sonora. La cepa LT2 es la cepa de 

referencia para Typhimurium la cual se encuentra secuenciada (McClelland et al., 2001). Como receptoras 

control se utilizaron las cepas de E. coli DH5α, HB101 y HB101 con el pSTV de la SO1. Los experimentos de 

conjugación se repitieron cuatro veces para cada receptora. Los círculos punteados corresponden a los 

plásmidos presentes en cada cepa: pA/C (rojo), pX1 (azul), pColE1-like (café) y pSTV (verde). 
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Tabla 1.Cepas silvestres, transformantes y mutantes utilizadas en este estudio. 

 ST Cepa Plásmido Resistenciab 

Salmonella 

Typhimurium 

213 YU39 (YUHS05-78) pA/C CRO, TET, STR, 

CHL 

19 SO1 (SOHS 02-2) pSTVspvC::Km AMP, KM, RIFc, 

NALc 

LT2 pSTVspvC::Km KM, RIFc, NALc 

Escherichia coli /a HB101 - d STR, RIFc, NALc 

HB101 pSTVspvC::Km STR, KM, RIFc, 

NALc 

DH5α - RIFc, NALc 

Transformantes / D-pSTVspvC::Km-pA/C pSTVspvC::Km- 

pA/C 

KM, CRO, TET, 

STR, CHL 

/ D-pA/C pA/C CRO, TET, STR, 

CHL 221-1 

221-10 

225-1 

225-7 

D-pA/C-IA4 

D-pA/C-IA5 

D-pA/C-IA9 

D-pA/C-IIIA4 

D-pA/C-IIIC9 

D-pA/C-IVC8 

D-pA/C-IIID8 

D-pA/C-IVD2 

D-pA/C-IIIE9 

Mutantes / pX1ydgA::Tn5 pX1 

 

KM 

 pX1ydfA::Km 

pX1taxB::Km 

D-pA/C-pX1ydgA::Tn5 pA/C-pX1 CRO, TET, STR, 

CHL, KM D-pA/C-pX1ydfA::Km 

D-pA/C- pX1taxB::Km 
a No determinado. b CRO: ceftriaxona, TET: tetraciclina, STR: estreptomicina, CHL: 

cloranfenicol, RIF: rifampicina, KM: kanamicina, NAL: ácido nalidíxico. c mutantes espontaneas. d 

sin plásmido. 
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11 Resultados 

11.1 El pSTV y el pA/C son compatibles y estables en E. coli DH5α y en una cepa Typhimurium 

ST213. 

Hasta la fecha no se ha reportado que el pSTV y el plásmido pA/C coexistan en una misma 

cepa de Typhimurium. Por tal razón primero evaluamos si estos dos plásmidos son compatibles. 

Para esto, introdujimos por transformación los dos plásmidos en una cepa E. coli DH5α y en la 

cepa Typhimurium YU39 ST 213, seleccionando con el antibiótico del plásmido entrante y 

posteriormente evaluamos su estabilidad hasta por 80 generaciones. Como resultado observamos 

que los dos plásmidos son compatibles. Esto se confirmó mediante PCR y perfil de plásmidos 

(Figura 5). Sin embargo, no se obtuvieron transformantes del pA/C en la cepa SO1pSTVspvC::Km; 

probablemente porque este plásmido ha mostrado bajas eficiencias de transformación aún en E. 

coli DH5α, lo cual estaría acentuado en SO1. 

 

11.2 El pSTV de SO1 es conjugativo. 

Se ha reportado que el pSTV de las cepas Typhimurium LT2 y 14028  es conjugativo a 

frecuencias de 10-4, sin embargo el de la cepa SL1344 no lo es (Ahmer et al., 1999). Por lo tanto, 

era importante determinar si en nuestra población de Typhimurium el pSTV posee la capacidad de 

auto-transferirse. Para esto utilizamos como donadora la cepa SO1pSTVspvC::Km y como 

receptoras la cepas E. coli DH5α y la cepa YU39pA/C. Como resultado observamos que el 

pSTVspvC::Km se conjugó exitosamente a la cepa E. coli DH5α a una frecuencia de 10-6 mientras 

que fue indetectable en la cepa YU39pA/C. 
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Figura 5. Prueba de compatibilidad y estabilidad entre el pSTV y el pA/C. A) Perfil de plásmidos de las 

donadoras YU39pA/C, SO1pSTV y la transformante resultante D-pSTVspvC::Km-pA/C. Carril 1: Donadora 

YU39pA/C. Se puede observar el plásmido pA/C, el pX1 y el plásmido pColE1-like. Carril 2. Donadora 

SO1pSTVspvC::Km. Carril 3: D-pSTVspvC::Km-pA/C. Curva de estabilidad de la D-pSTVspvC::Km-pA/C. B) Perfil 

de plásmidos de las donadoras YU39pA/C, SO1pSTV y las transformantes resultantes en ST213. Carril 1: 

Donadora SO1pSTVspvC::Km. Carril 2 y 3: transformante YU39pA/C y el pSTVspvC::Km. Carril 4: Donadora 

YU39pA/C. Curva de estabilidad de las transformantes YU39pA/C ST 213 con los dos plásmidos. 
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11.3 El YU39pA/C no es un plásmido conjugativo. 

Es importante conocer los mecanismos de diseminación de los plásmidos que portan 

multirresistencia. Para esto, se evalúa la capacidad del plásmido de auto-transferirse a otras cepas 

de la misma o de diferente especie. Previamente, experimentos de conjugación en el laboratorio 

realizados con 17 cepas IncA/C, mostraron que solo la cepa YU39pA/C CMY+ puede transferir el 

pA/C CMY+ a E. coli DH5α, pero a frecuencias muy bajas (10-7) (Wiesner et al., 2009). 

Para confirmar que el YU39pA/C es poco efectivo para auto-transferirse, se utilizó la cepa 

transformante D-pA/C como donadora en conjugación hacia E. coli DH5α. Inesperadamente, no 

sólo es poco efectivo sino que ni siquiera se recuperaron transconjugantes en las tres repeticiones. 

Estos resultados nos indican que el plásmido pA/C no es capaz de auto-transferirse en su forma 

nativa desde un fondo E. coli.  

 

11.4 La conjugación del YU39pA/C se debe a factores intrínsecos de la cepa donadora. 

Cuando utilizamos la cepa YU39pA/C como donadora en conjugación y como receptoras 

cepas de Salmonella con el pSTV y cepas de E. coli con y sin el pSTV (Tabla 1), encontramos que, en 

general, sin importar la cepa receptora ó la presencia del pSTV, la frecuencia de conjugación 

obtenida fue muy baja (entre 10-6 y 10-7) (Tabla 2), comparada con lo reportado en otros estudios 

para otros pA/C (Poole et al., 2009, Welch et al., 2007). El análisis de las transconjugantes mostró 

que en las receptoras SO1 y DH5α, todas fueron positivas para el pA/C (genes repA/C y blaCMY-2), 

mientras que en las receptoras LT2 y HB101, todas las transconjugantes fueron positivas para 

blaCMY-2, pero sólo el 10 y 30%, fueron positivas para el gen repA/C (Tabla 2). Inesperadamente, en 

estas receptoras el restante de las transconjugantes (90 y 70% respectivamente) fueron positivas 

para el oriX1. Por esta razón fue necesario calcular una nueva frecuencia de conjugación con el 

número de cepas positivas para repA/C (entre 10-7 y 10-8). En conclusión, de este experimento 

obtuvimos dos tipos de transconjugantes: por un lado las positivas para el pA/C y por otro lado las 

positivas para el pX1 con el blaCMY-2. Estos resultados además se confirmaron por perfil de 

plásmidos, en donde para las pX1 positivas se observa una banda de 50 Kb aprox. Como el objetivo 

de este estudio es caracterizar la capacidad conjugativa del pA/C, se decidió trabajar únicamente 

con las transconjugantes positivas para A/C. 
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Tabla 2. Frecuencias de conjugación del YU39pA/C en diferentes receptoras. 

Cepa receptora 

Frecuencia de 

conjugación
a
 

de 

CMY-2 (n=4) 

Tc
b
 

Tc 

pA/C 

positivas
c
 

Tc pX1 

positivas
d
 

Frecuencia de 

conjugación
a
 

de 

pA/C (n=4) 

Salmonella 

Typhimurium 
SO1 pSTVspvC::Km 3.2 x 10

-8
 36 34 2 3 x 10

-8
 

 LT2 pSTVspvC::Km 1.6 x 10
-8

 23 3 20 9.4 x 10
-9

 

Escherichia 

coli 
DH5α - 2.3 x 10

-7
 15 15 0 2.3 x 10

-7
 

 HB101 - 1.6 x 10
-6

 28 9 19 5.12 x 10
-7

 

 HB101 pSTVspvC::Km 8.3 x 10
-8

 28 8 20 2.3 x 10
-8

 
a Calculada como # transconjugantes / # donadoras. b Tc: transconjugantes analizadas en total para 
las 4 repeticiones. c Tc positivas para repA/C. d Tc positivas para oriX1. n=4: 4 repeticiones. 
  

 

11.5 El pA/C transconjugante presenta diferentes tamaños en las receptoras. 

Las transconjugantes analizadas por lisis alcalina y Eckhardt mostraron que:  

1) los pA/C transconjugantes en SO1pSTVspvC::Km y E. coli DH5α tienen un mayor tamaño 

(160 Kb) en aproximadamente el 50% de las transconjugantes y, adicionalmente, notamos la 

presencia del pColE1-like (el de 5Kb) en el 90% de los casos. 2). Los pA/C transconjugantes en LT2 

pSTVspvC::Km, HB101 con y sin pSTV, también tienen un plásmido de mayor tamaño que el 

esperado, mientras que la movilización del pColE1-like sólo se observó en el 13% de estas 

transconjugantes.  

Se escogieron 11 pA/C transconjugantes que mostraron diferencias en su tamaño, para un 

análisis más detallado (Tabla 3). De éstas, 4 se obtuvieron en SO1, 2 en E. coli DH5α, 2 en HB101, 2 

en HB101pSTVspvC::Km y 1 en LT2 (Figura 6: ejemplo de SO1). Todos los pA/C transconjugantes, 

así como el pSTV de algunas receptoras, se aislaron mediante electroporación a E. coli DH5α para 

analizar su perfil de digestión con PstI y HindIII respectivamente (Figura 6). En general los pA/C de 

diferentes tamaños mostraron pérdida o ganancia de bandas con respecto al perfil del D-pA/C 

silvestre y fueron diferentes entre ellos, mientras que los pSTV fueron todos idénticos en su perfil 

de restricción (Figura 6). 

Estos resultados muestran que el pSTV no se modifico en su esqueleto durante el proceso 

de conjugación, lo cual confirma la estabilidad descrita para este elemento (Chu & Chiu, 2006). En 

contraste, se observaron diferentes modificaciones en el esqueleto del pA/C. Estos resultados 

sugieren que las modificaciones de los pA/C suceden en la cepa donadora antes de la conjugación 

y que los fragmentos de ADN insertados provienen de otro elemento presente en la donadora, ya 

sea plasmídico o cromosomal. Estos fragmentos insertados parecen no involucrar el pSTV de las 

receptoras.  
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Para determinar si los fragmentos insertados en los pA/C transconjugantes involucraban el 

pColE1-like movilizado o el pSTV de la receptora, se hibridaron sus respectivos perfiles de 

plásmidos, utilizando como sonda marcada radioactivamente el pColE1-like o el pSTV completo. 

Como resultado no se detectó ninguna señal positiva, indistintamente de la sonda utilizada sobre 

los pA/C transconjugantes, confirmando que estos dos plásmidos no están involucrados en los 

nuevos fragmentos observados (datos no mostrados). 

 

   

Figura 6. Ejemplo de pA/C 

transconjugantes de diferentes 

tamaños recuperados en la 

receptora SO1pSTVspvC::Km. 

Imagen superior. Perfil de 

plásmidos de 4 transconjugantes 

con pA/C modificados. Donadora 

YU39pA/C con todos sus plásmidos 

mencionados en Materiales y 

Métodos. La cepa receptora es la 

SO1pSTVspvC::Km. Para cada uno 

de los recuadros se muestra en el 

primer carril el perfil plasmídico de 

la transconjugante con el pA/C, el 

pSTV y el pColE1; en el segundo 

carril el pA/C separado por 

transformación en E. coli DH5α, y 

en el tercer carril el pSTV separado 

por transformación en E. coli DH5α. 

La imagen inferior muestra los 

perfiles PstI de los pA/C 

modificados. El primer carril 

corresponde al D-pA/C de 

referencia y en los siguientes cuatro 

carriles se pueden observar los 

perfiles de los pA/C 

transconjugantes. Después del carril 

en blanco se presenta el perfil 

generado con HindIII del pSTV de la 

SO1 y en los siguientes tres carriles 

los pSTV recuperados en las 

receptoras, después de la 

conjugación, para los cuales no se 

observa variación. 
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11.6 Los pA/C transconjugantes de mayor tamaño pueden estar co-integrados con el pX1 (de 

35kb) presente en la donadora. 

Después de descartar alguna interacción del pA/C con el pSTV o el pColE1-like, se 

realizaron tres hibridaciones sobre los perfiles de plásmidos de las cepas YU39pA/C (donadora), 

SO1pSTVspvC::Km (receptora) y de la transconjugante D-pA/C para conocer el origen de los 

fragmentos insertados en los D-pA/C de 160 Kb. 

Primero utilizamos como sonda el D-pA/C marcado radioactivamente para descartar 

homología entre el pA/C y los otros plásmidos presentes en la donadora y el pSTVspvC::Km. La 

hibridación mostró que el pA/C no tiene homología con ninguno de los plásmidos. Posteriormente, 

hibridamos con el D-pA/C-IA9 que tiene un tamaño de 160 Kb. Como resultado observamos que la 

señal dio positiva únicamente con el pA/C de la donadora, lo que nos indica que el aumento de 

tamaño en este plásmido se debe a re-arreglos (duplicaciones) en el esqueleto del pA/C. Por 

último, utilizamos como sonda el D-pA/C-IIIA4 de 160 Kb. Esta hibridación mostró dos señales muy 

intensas sobre la cepa donadora: una con el plásmido pA/C y la otra con el pX1. Estos resultados 

nos indican que el D-pA/C-IIIA4 contiene fragmentos del pA/C y del pX1, o bien que es un co-

integrado.  

Para confirmar cuantos de los pA/C transconjugantes que se escogieron estaban co-

integrados con el pX1, se hibridaron los patrones de restricción BamHI y NcoI de los D-pA/C 

transconjugantes junto con el D-pX1 y el D-pA/C, usando como sonda el D-pX1 marcado 

radioactivamente (Figura 7 y Anexo1). Como resultado observamos que de los 11 pA/C 

transconjugantes, 8 fueron positivos para la presencia del pX1, la mayoría de los casos en los 

recuperados en E. coli (Tabla 3). Estos resultados nos indican que en el 70% de los casos 

analizados, el aumento de tamaño en los pA/C transconjugantes se debe a una co-integración con 

el pX1. Sin embargo, cabe resaltar que existen re-arreglos en los pA/C transconjugantes que no 

involucran segmentos del pX1, los cuales se observaron en la receptora SO1 ST 19. Por 

consiguiente, se evaluó la presencia del pX1 mediante tamizaje por PCR en las 36 transconjugantes 

pA/C recuperadas en SO1 ST 19 (Tabla 2). Inesperadamente, 35 de los 36 pA/C transconjugantes 

fueron negativos para el pX1, lo que indica que en esta receptora es predominante la presencia de 

pA/C re-arreglados pero no co-integrados. 
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Figura 7. Perfil de restricción de los D-pA/C-(transconjugantes) generado con BamHI y NcoI. El D-pX1 

genera dos bandas de 8 y 20 Kb mientras que del D-pA/C genera nueve bandas (1,8 Kb a 20 Kb) con la doble 

digestión, compartiendo la banda de 20 Kb. En los D-pA/C-(transconjugantes) positivos para pX1 (Tabla 3), es 

posible identificar la banda de 8 Kb correspondiente al pX1 la cual hibridó positivamente al utilizar como 

sonda el D-pX1 marcado radioactivamente al igual que la banda de 20 Kb (estrellas blancas y Anexo 1). 

Adicionalmente, se identificaron bandas de otros tamaños positivas en la hibridación. Este resultado, 

sumado a los diferentes patrones de restricción observados en los plásmidos, indica que además de la co-

integración existen diferentes re-arreglos entre los dos plásmidos (i.e duplicaciones).  
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11.7 Caracterización del pX1 

Basados en las secuencias de estos plásmidos y en la información conocida acerca de la 

conjugación del R6K (Nuñez et al., 1997), se escogieron cinco genes para realizar el tamizaje por 

PCR en los pA/C co-integrados: oriX1 importante para la replicación, taxB, taxC y ddp3 importantes 

en la conjugación y ydgA que codifica para una Topoisomerasa tipo III (Figura 8, Tabla S1). 

 

 
 

Figura 8. Plásmido YU39pX1. El esquema representa una versión preliminar de la secuencia del pX1 

presente en la cepa YU39. En la posición 1, en negro se muestra el oriX1. Las líneas negras señalan la 

posición de los genes ddp3, taxC, taxB y ydgA que se utilizaron en el tamizaje del pX1 en las 

transconjugantes. Adicionalmente, se muestra el gen ydfA que se reemplazó por un casete de kanamicina, 

como se describió en materiales y métodos. La secuencia parcial del YU39pX1 fue realizada por Rob Edwards 

(San Diego State University, comunicación personal). 

 

Como era lo esperado, la cepa donadora YU39pA/C amplificó todos los marcadores. Los 

pA/C que fueron positivos por hibridación para el pX1 amplificaron los 5 genes evaluados, a 

excepción de la D-pA/C-IIID8 que sólo amplificó el oriX1 y el ydgA. Por otro lado, la cepa D-pA/C-

IIIE9 fue positiva en la hibridación con el pX1 pero negativa a los 5 marcadores evaluados, lo que 

indica que este plásmido podría contener otros fragmentos del pX1 que no podemos detectar bajo 

nuestro esquema (Tabla 3).  
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Teniendo en cuenta que la población de Typhimurium ST 213 muestra una gran cantidad 

de plásmidos (Wiesner et al., 2011), realizamos un tamizaje con los genes mencionados 

anteriormente para detectar la presencia del pX1 en las 68 cepas previamente caracterizadas 

(Wiesner et al., 2011). Ninguno de los aislamientos amplificó los fragmentos correspondientes al 

pX1, excepto la YU39, lo que nos indica que este plásmido no es predominante en nuestra 

población. 

Adicionalmente, es importante conocer la frecuencia de conjugación del pX1 presente en 

la cepa YU39pA/C; sin embargo, este plásmido no posee genes de resistencia para su selección. 

Por esta razón marcamos el pX1 con un casete de resistencia a KM por dos metodologías. Por 

mutagénesis con el EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp, el cual se insertó a 398 pb corriente arriba del codón de 

término del gen ydgA (Figura 9); en una cepa que se denominó D-pX1ydgA::Tn5. La otra fue 

mediante el reemplazo del gen ydfA por la técnica de Wanner (Datsenko & Wanner, 2000), en la 

cepa que se denomino D-pX1ydfA::Km. De acuerdo a las secuencias de varios plásmidos pX1, estos 

dos genes (ydgA y ydfA), parecen hacer parte de un operón de tres genes que se ha denominado 

“región de modulación de la expresión génica (gem)” (Figura 9) (Chu et al., 2008, Norman et al., 

2008). El primero de ellos, el gen ydgA codifica para una Topoisomerasa tipo III, posiblemente 

involucrada en la adecuada resolución de los dímeros de ADN plasmídicos formados en el 

momento de la replicación (Li et al., 1997). El segundo de ellos, el gen ydfA codifica para la 

proteína HhA la cual modula la síntesis de hemolisina y disminuye el súper enrollamiento negativo 

de los plásmidos (Carmona et al., 1993). El tercer gen, codifica para una proteína putativa de unión 

a ADN la cual es homologa a la proteína H-NS del cromosoma de E. coli. Sin embargo, aunque 

Norman y colaboradores (Norman et al., 2008) sugieren que este módulo gem en el pX1 podría 

estabilizar la transferencia horizontal de este plásmido, es de notarse que las mutantes generadas 

se replican y se conjugan eficientemente. 

 

 
Figura 9. Sitio de inserción del EZ-Tn5 <KAN-2> en el D-pX1. En esta gráfica se utiliza como referencia la 

secuencia preliminar del plásmido YU39pX1 (Rob Edwards; San Diego State University, comunicación 

personal) para representar la inserción del transposón EZ-Tn5 <KAN-2>, 398 pb corriente arriba del codón de 

termino del gen ydgA, generando la cepa D-pX1ydgA::Tn5.  

 

Los dos plásmidos pX1 marcados con KM tuvieron frecuencias de conjugación de 10-1 

cuando fueron conjugados a la receptora E. coli DH5α, las cuales son mayores a las reportadas 

para este grupo (10-2 a 10-3) (Nuñez et al., 1997). Simultáneamente, se realizó una mutante en el 

gen taxB que codifica para la T4CP, la cual es indispensable para la exitosa conjugación del pX1 
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(Nuñez et al., 1997). Esta mutante denominada D-pX1taxB::Km no conjugó de acuerdo a lo 

esperado, confirmando la importancia de este gen en la transferencia horizontal.  

 

11.8  Los pA/C co-integrados aumentan su frecuencia de conjugación hasta en cinco órdenes 

de magnitud. 

 Los pA/C transconjugantes se electroporaron a DH5α y estas cepas se utilizaron como 

donadoras en una segunda ronda de conjugación (Tablas 1 y 3). Como resultado encontramos que 

todas las cepas que fueron positivas para el pX1, excepto la D-pA/C-IIIE9, aumentaron su 

frecuencia de conjugación hasta en cinco órdenes de magnitud (10-1 a 10-2) y en el caso de la cepa 

D-pA/C-IIID8 en tres órdenes de magnitud (10-5) (Tabla 3). Estos resultados nos sugieren que en 

estos pA/C transconjugantes el origen de transferencia funcional es el del pX1, ya que la 

frecuencia de conjugación obtenida corresponde a la reportada para este grupo IncX (Hansen et 

al., 2011, Nuñez et al., 1997). Además, cabe resaltar que la sola presencia del oriX1 permite la 

conjugación del pA/C co-integrado aunque a menores frecuencias (cepa D-pA/C-IIID8), lo que 

concuerda con lo reportado en otros estudios (Grudniak et al., 2007). 

 
11.9 El pX1 es el responsable de la conjugación del pA/C. 

 Con los resultados anteriores demostramos que el D-pA/C es una cepa negativa para 

conjugación, contrario a la donadora YU39pA/C, la cual es capaz de transferir el pA/C co-integrado 

con el pX1 en la mayoría de los casos. Estos resultados nos sugieren que la presencia de un 

plásmido altamente conjugativo como el pX1, favorece la conjugación exitosa del pA/C. Se ha 

reportado que este grupo IncX tiene la capacidad de movilizar plásmidos de otros grupos, como 

IncQ y los de la familia ColE1 (Cabezon et al., 1994). También se ha reportado la co-integración del 

pX1 con pSVs en diferentes serovares de Salmonella, como por ejemplo lo observado en el serovar 

Dublin, que porta una variante de pSDV de mayor tamaño, el cual esta co-integrado con un pX1 

(Chu et al., 2008); y en el serovar Typhimurium, se ha reportado un pSTV de mayor tamaño que 

resulta de la co-integración con un plásmido del tipo IncX, el cual conserva sus propiedades de 

virulencia (Platt et al., 1988). De manera similar, se ha reportado la co-integración entre dos pX1 

(R485-pOLA52-bla::npt) (Norman et al., 2008), lo que indica que este plásmido posee sitios blancos 

de recombinación.  

Para confirmar que el pX1 media la conjugación del pA/C, la cepa D-pA/C se electroporó 

con los pX1 mutantes, generando las cepas D-pA/CpX1ydgA::Tn5, la cepa D-pA/CpX1ydfA::Km y la 

cepa D-pA/C pX1taxB::Km. Estas se utilizaron como donadoras en conjugación hacia la E. coli 

DH5α. El resultado obtenido confirmó que el pA/C sólo puede conjugarse en la presencia del pX1 

funcional, al no recuperar transconjugantes cuando se utilizó el D-pX1taxB::Km deficiente en 

conjugación. La cepa D-pA/C adquirió la capacidad conjugativa en presencia de los dos pX1 

conjugativos mencionados anteriormente. Las transconjugantes se seleccionaron con tres 

diferentes antibióticos, KM, CRO y KM-CRO para los cuales variaron los resultados (Tabla 4). Al 

seleccionar con KM, la frecuencia de conjugación promedio para las dos donadoras fue de 10-1 y, 

congruentemente con los resultados anteriores, las colonias recuperadas sólo fueron positivas 

para el pX1, pero adicionalmente fueron resistentes a CRO. Al seleccionar con CRO, las frecuencias 
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de conjugación promedio para las dos donadoras fueron de 10-5 y en las 12 colonias evaluadas, 8 

fueron positivas tanto para pA/C como para pX1, mientras sólo 4 fueron positivas para pX1 

(también resistentes a CRO). Al seleccionar con KM-CRO, la frecuencia de conjugación promedio 

fue de 10-7 y, de 18 colonias evaluadas, 17 fueron positivas para los dos plásmidos y sólo una para 

el pX1 (también resistente a CRO). En las colonias positivas para los dos plásmidos, se confirmó la 

co-integración de estos mediante Eckhardt y lisis alcalina (Figura 10); y en las colonias positivas 

solamente para el pX1, se observo únicamente la banda correspondiente a este plásmido. 

Inesperadamente, en este experimento recuperamos el mismo tipo de plásmidos encontrados en 

las conjugaciones iniciales de la YU39pA/C a E. coli (DH5α y HB101) y LT2 (Tabla 2 y 4): por un lado 

cepas con co-integrados entre el pA/C y el pX1 y por otro lado cepas con el pX1 que portan el gen 

blaCMY-2 , pero no observamos transconjugantes con el pA/C sin co-integración con el pX1, como 

ocurrió para la receptora SO1, posiblemente porque este resultado es dependiente de la receptora 

utilizada ó porque es necesario la presencia de otros elementos presentes en la donadora YU39 

que aún desconocemos. 

 

 
Figura 10. El pA/C es movilizado por co-integración con el pX1.Se probaron los plásmidos pX1 mutantes 

capaces de conjugar en la cepa D-pA/C negativa para conjugación. Como resultado observamos una banda 

de mayor tamaño en las transconjugantes seleccionadas con KM-CRO, que corresponde al co-integrado 

entre D-pA/C y pX1 al utilizar como donadora: A. la cepa D-pA/CpX1ydgA::Tn5; B. la cepa D-

pA/CpX1ydfA::Km. 

 
11.10 Caracterización del pColE1-like. 

Cuando empezamos el análisis de las transconjugantes pA/C obtenidas en 

SO1pSTVspvC::Km y E. coli DH5α, en el 90% de los casos observamos la co-transferencia de un 

plásmido pequeño de aproximadamente 5 Kb, al igual que en el 13% de los pA/C transconjugantes 

recuperados en LT2 pSTVspvC::Km, HB101 con y sin pSTV. 

Debido a su co-transferencia inesperada con el pA/C, decidimos caracterizarlo mediante 

secuenciación para poder asignarle un grupo de replicación y conocer si portaba algún gen de 

resistencia. 
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Como resultado encontramos que nuestro plásmido tiene un tamaño de 4596 pb, que 

tiene un porcentaje de similitud del 85% con el plásmido SN11/00Kan recuperado en el serovar 

Newport (Chen et al., 2010) y que pertenece a la familia de plásmidos ColE1-like. Basados en este 

plásmido detectamos y anotamos las siguientes regiones: los genes de la relaxasa mobA y el 

operón mobCABD; las regiones de ADN y ARN involucradas en el proceso de 

replicación/terminación como ROM, RNA I, RNA II, oriV, oriT y cer. Adicionalmente en nuestra 

secuencia, detectamos la presencia de dos ORFs que no se encuentran presentes en el 

pSN11/00Kan, ni en ningún plásmido de tipo ColE1 secuenciado. El primer ORF denominado 

“hypotetical protein 1” de 357 pb, para el cual no encontramos ningún homólogo al realizar la 

búsqueda tanto en el blastn como en el blastp, y el segundo ORF denominado “hypotetical protein 

2” de 756 pb, codificado en la hebra complementaria y el cual tuvo un 100% de identidad por 

blastp, con una proteína hipotética del cromosoma de E. coli TA007 identificada como 

ERHG_05035 (Accession Number EGB64195.1). Contrario a lo reportado por otros grupos, no 

encontramos genes de resistencia a antibióticos en el pColE1-like (Chen et al., 2010). En resumen, 

la caracterización del pColE1-like permitió identificar siete genes y todas las regiones 

indispensables para su replicación/terminación (Figura 11). 

Anteriormente, nosotros describimos que las cepas ST 213 portan un gran número de 

plásmidos de diferentes tamaños (desde 3 a 160 Kb) (Wiesner et al., 2011). Para determinar la 

prevalencia del pColE1-like en este genotipo y si la “proteína hipotética 2” era predominante en la 

población, se amplificó por PCR esta región con los oligos orfX5´-I y orfX3´-I (Tabla S1) en los 68 

aislamientos ST 213 pA/C, caracterizados previamente. Como resultado, la “proteína hipotética 2” 

se encontró en el 47% (32/68) de estos aislamientos. Simultáneamente, realizamos hibridación 

con el gen mobB marcado radioactivamente sobre los perfiles de plásmidos de 15 aislamientos. 

Todos excepto uno, generaron una señal positiva únicamente en las bandas correspondientes de 

5-6 Kb, confirmando que estas corresponden al pColE1-like y sus isoformas. Estos resultados nos 

muestran que este pColE1-like está conservado y es predominante en nuestra población ST213 y 

que se encuentra asociado al pA/C. 
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Tabla 3.Transconjugantes pA/C analizadas. 

 Genes utilizados para el tamizaje del pX1 

2rnd de 

conjugación 

(Rep)
d
 

Receptora Frec
a
 

Colonia 

Tc 

Tamaño 

del 

plásmido 

kb
b
 

Ori 

X1 
ydgA taxC taxB ddp3 

Hib. 

con pX1
c
 

Estricta
e
 DH5α

f
 

SO1 10
-8

 IA4 130 No No No No No Neg 
NC 

(0/4) 

NC 

(0/3) 

  
IA5 150 No No No No No Neg 

NC 

(0/4) 

NC 

(0/3) 

  
IA9 160 No No No No No Neg 

NC 

(0/4) 

NC 

(0/3) 

  
IIIA4 160 Si Si Si Si Si 4;8;20kb 

10
-8 

(2/4) 

10
-2

 

(0/3) 

DH5α 10
-7

 221-1 160 Si Si Si Si Si 8:20kb 
10

-2 

(2/2) 
/

g
 

  
221-10 160 Si Si Si Si Si 8:20kb 

1 

(2/2) 
/ 

  
225-1 160 Si Si Si Si Si 1,8;5;8;20kb 

1 

(2/2) 
/ 

  
225-7 160 Si Si Si Si Si 1,8;5;8;20kb 

10
-1

 

(2/2) 
/ 

HB101 10
-6

 IIIC9 160 Si Si Si Si Si 1,8;8;12:20kb 
10

-2 

(2/2) 

10
-1 

(2/2) 

  
IVC8 160 Si Si Si Si Si 8;20kb 

10
-1 

(2/2) 

10
-2

 

(2/2) 

HB101 

(pSTV) 
10

-8
 IIID8 160 Si Si No No No 15;20kb 

10
-5

 

(3/4) 

10
-5 

(1/4) 

  
IVD2 160 Si Si Si Si Si 8;20kb 

10
-2 

(1/2) 

NC 

(2/2) 

LT2 10
-8

 IIIE9 160 No No No No No 7,7;15kb 
NC 

(3/2) 

NC 

(2/2) 
a
 Frecuencia de conjugación obtenida en la primera ronda expresada como # transconjugantes / # 

donadoras. 
b
 Tamaño del pA/C transconjugante visualizado por lisis alcalina y Eckhardt y comparado con el 

pA/C wt. 
c
 Tamaño en Kb de las bandas que hibridaron positivamente con el pX1 marcado radioactivamente 

sobre la digestión con BamHI y NcoI. Neg: negativo. 
d
 Frecuencia de conjugación obtenida en la segunda 

ronda de conjugación expresada como # transconjugantes / # donadoras. El número entre paréntesis 

corresponde al número de conjugaciones positivas sobre número de repeticiones. 
 e

 Resultado de la segunda 

ronda de conjugación a la receptora en donde se recuperó originalmente. Ej. D-pA/C-IA4 a SO1. 
f
 Resultado 

de la segunda ronda de conjugación a DH5α. Ej. D-pA/C-IA4 a DH5α. 
g
 En estas cepas la receptora estricta 

era DH5α.  
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Tabla 4. Resultado de las conjugaciones del pA/C y el pX1 juntos en una cepa E. coli DH5α como 
donadora. 

Donadora 

(plásmidos en 

DH5α) 

Receptora 

DH5αRifNal 

(selección)
 

a
 

Frecuencia 

de  

conjugación 

Tc/D
d
  

Colonias 

evaluadas 

Colonias 

positivas 

para 

pA/C
b
 y 

pX1
c
 

Colonias positivas 

para pA/C 

únicamente 

Colonias 

positivas 

para pX1 

únicamente 

D-pA/C 

pX1ydgA::Tn5 

KM 10
-1

 4 0 0 4 

CRO 10
-7

 6 6 0 0 

KM-CRO 10
-7

 12 12 0 0 

D-pA/C 

pX1ydfA::Km 

KM 10
-1

 8 0 0 8 

CRO 10
-5

 6 2 0 4 

KM-CRO 10
-8

 6 5 0 1 

D-pA/C 

pX1taxB::Km 

KM 0 0 0 0 0 

CRO 0 0 0 0 0 

KM-CRO 0 0 0 0 0 
a
 Km: kanamicina; selección para el pX1. Cro: ceftriaxona; selección para el pA/C. KMCRO: kanamicina, 

ceftriaxona; selección para co-integrados entre el pA/C y el pX1 o pX1 con la isla CMY-2.
 b

 Marcadores 

descritos previamente en (Wiesner et al., 2011). 
c 

Marcadores descritos en este estudio.
 d

 los datos son el 

promedio de 2 repeticiones. 

 
Figura 11. Caracterización del YU39pColE1-like. En la imagen se puede observar la ubicación de todas las 

regiones identificadas en este plásmido y su dirección de transcripción. Las flechas en gris claro 

corresponden a los ORFs detectados. Las flechas en gris oscuro corresponden a los ARN no codificantes 

involucrados en la replicación. Las flechas en negro corresponden al origen de transferencia (oriT) y la región 

de resolución de dímeros (cer región). Dentro del oriT se identificó el sitio nick. La posición 1 corresponde al 

origen de replicación. Se observan las dos proteínas hipotéticas mencionadas en el texto.   
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12 Discusión 

12.1 El pSTV y el pA/C son compatibles. 

Los grupos de incompatibilidad en los plásmidos están determinados por el origen de 

replicación. Incompatibilidad se define como la incapacidad de dos plásmidos de mantenerse de 

forma independiente en una misma cepa. Esto sucede porque dos plásmidos tienen el mismo 

origen de replicación o el mismo sistema de segregación, por lo que compiten por las mismas 

proteínas y los mismos sitios de unión en la célula huésped, hasta que uno de los dos termina 

perdiéndose (Couturier et al., 1988).  

En trabajos anteriores, nosotros encontramos en aislamientos mexicanos de Typhimurium, 

una asociación entre el genotipo ancestral ST 19 con el pSTV y entre el emergente ST 213 con el 

pA/C. Por otro lado, no observamos ninguna cepa de Typhimurium con los dos plásmidos 

presentes (Wiesner et al., 2009). Para tratar de dilucidar una posible incompatibilidad entre los 

dos plásmidos, realizamos una serie de experimentos incluyendo electroporaciones y 

conjugaciones a cepas de Typhimurium y a cepas de E. coli de laboratorio. Para esto probamos 1) 

si el pSTV y el pA/C eran compatibles, 2) si el pSTV y el pA/C eran conjugativos y 3) si podían ser 

adquiridos por los dos genotipos de Typhimurium. En este trabajo encontramos, que estos dos 

plásmidos son compatibles y estables hasta 80 generaciones, cuando se encuentran juntos ya sea 

en E. coli ó en los dos genotipos de Typhimurium descritos en nuestra población, lo que podría 

indicar que no existe una restricción que impida el encontrar una cepa ST 19 o 213 con ambos 

plásmidos (Figura 5). Sin embargo, algunos de nuestros resultados sugieren que las limitantes 

podrían encontrarse al momento de adquirir los plásmidos. No obstante, los resultados obtenidos 

por conjugación muestran que estas cepas si tienen la capacidad de recibir pA/Cs de mayor 

tamaño (160 Kb) (Tabla 3). Por otro lado, aunque el pSTV se electroporó exitosamente a la cepa 

YU39 ST213, no fue igual de exitoso por conjugación. Una hipótesis podría ser, que existe cierta 

incompatibilidad con el plásmido YU39p100 (ver Materiales y Métodos), el cual aún no 

caracterizamos y que estas barreras son eliminadas en el momento de la electroporación al 

desplazar el plásmido residente por el plásmido entrante, fenómeno que no analizamos en detalle. 

Otra hipótesis es la posibilidad de que en la célula receptora, se codifiquen barreras de entrada 

tales como la exclusión de superficie o la exclusión de entrada que no permitan la conjugación del 

plásmido pSTV. Actualmente, contamos con la secuencia preliminar de la cepa YU39, lo que nos 

permitirá buscar mediante herramientas bio-informáticas si existe alguna secuencia homologa a 

los genes traT y traS que pudieran ser responsables de este fenómeno. 

Estas situaciones anteriormente mencionadas, podrían ser limitantes en la adquisición de 

los dos plásmidos por una misma cepa en el ambiente y podría ser una explicación al fenómeno 

observado en nuestra población.  

 

12.2 El pA/C CMY+ presente en la población Mexicana de Typhimurium, no es conjugativo. 

En la última década, los plásmidos del grupo IncA/C se han estudiado ampliamente 

principalmente por su capacidad de conferir multirresistencia a antibióticos y porque se 

encuentran en una gran variedad de enteropatógenos. Todos los IncA/C secuenciados muestran 

dos regiones que codifican los genes involucrados en la conjugación denominadas Tra1 y Tra2 
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(Fernandez-Alarcon et al., 2011). Sin embargo, las frecuencias de conjugación reportadas para 

estos plásmidos son muy variables. Varios autores han planteado que la inserción de la región 

CMY-2 en Tra1, en medio de los genes traC y traA afecta la capacidad de conjugación de estos 

plásmidos, pero este fenómeno no ha sido analizado con detalle hasta la fecha. Welch y 

colaboradores (Welch et al., 2007) reportaron frecuencias de conjugación para el pA/C de entre 

10-3 hasta 10-7 en algunas cepas de Typhimurium, mientras que todos los pA/C presentes en cepas 

del serovar Newport son incapaces de conjugar. Poole y colaboradores (Poole et al., 2009) 

reportaron frecuencias de conjugación para el pA/C CMY+ de entre 10-2 y 10-7 y observaron que en 

los casos donde el pA/C se encontraba con otro plásmido de diferente grupo Inc, se co-transferían 

los dos replicones en la conjugación; estos resultados fueron confirmados por PCR-replicon typing 

pero no mediante perfil de plásmidos. Por otro lado, observaron que los pA/C CMY- tienen 

mayores frecuencias de conjugación con respecto a los pA/C CMY+. Otros autores reportaron 

frecuencias de conjugación para el pA/C CMY+ de entre 10-2 a 10-3 (Call et al., 2010, Fricke et al., 

2009). Nosotros encontramos que de 17 pA/C evaluados con o sin CMY-2, solo una cepa, la YU39 

que es pA/C CMY+, fue positiva para la conjugación del pA/C, aunque con frecuencias por debajo 

de lo reportado por otros autores (10-7) (Wiesner et al., 2011). Sin embargo, al separar el pA/C en 

una cepa E. coli DH5α para confirmar su capacidad conjugativa, se demostró que el D-pA/C CMY+ 

por sí solo no es conjugativo.  

En conjunto, estos resultados nos confirman que el pA/C presente en nuestra población ST 

213, no es un plásmido conjugativo. Esta característica dificulta el panorama de adquisición de 

este plásmido por parte de una célula y podría ser otra posible respuesta al porque no 

encontramos cepas ST 19 con pA/C. 

 

12.3 El pX1 como herramienta de transferencia de otros plásmidos.   

El pX1 presente en la cepa YU39pA/C no posee genes de resistencia a antibióticos. Para 

determinar su frecuencia de conjugación insertamos un gen de resistencia a KM, y como 

resultados observamos que este pX1 tienen una frecuencia de conjugación de 10-1, la cual está un 

orden de magnitud por encima de las reportadas (10-2 a 10-3) (Hansen et al., 2011, Nuñez et al., 

1997). La presencia del pX1 en la cepa YU39 conllevó a la conjugación exitosa del pA/C mediante la 

co-integración, lo que dio como resultado plásmidos de mayor tamaño con una mayor eficiencia 

de conjugación (Tabla 3). Nosotros demostramos que en un fondo de E. coli DH5α, un pX1 

deficiente en conjugación no es capaz de co-transferir el pA/C, mientras que con los pX1 

conjugativos logramos repetir los resultados obtenidos en la conjugación de la cepa YU39 (Tablas 

2, Tabla 4). En general, estos resultados nos confirman que el pA/C no es conjugativo y que la 

presencia del pX1 es importante para su diseminación.  

La mutante deficiente en conjugación del pX1, esta truncada en la proteína acopladora 

(T4CP) que es la encargada de conectar el relaxosoma con el transferosoma para llevar a cabo la 

conjugación (Figura 3). Los resultados obtenidos sugieren que la T4CP del pA/C no es funcional y 

que la complementación con la T4CP del pX1, resulta en una conjugación exitosa de ambos 

plásmidos. Desconocemos si la relaxasa de nuestro pA/C es funcional. Consideramos que 

experimentos adicionales acerca de la interacción entre las relaxasas de los plásmidos pX1 y pA/C 
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y la T4CP del pX1 son necesarios para entender el mecanismo específico por el cual se lleva a cabo 

la movilización.  

Los resultados obtenidos además reflejan una compleja interacción entre el pA/C y el pX1 

que deriva en la co-integración de estos plásmidos o en la adquisición del gen blaCMY-2 por parte del 

pX1. Es importante aclarar que las frecuencias de conjugación reportadas para la YU39pA/C, 

realmente reflejan la frecuencia en que suceden ambos eventos (Tabla 2), las cuales se encuentran 

en el umbral de lo detectable. Este panorama plantea posibilidades casi nulas de transmisión en 

una población y es otra posible respuesta al porqué no encontramos el pA/C en una cepa ST 19.  

El hecho de que el pA/C necesite de plásmidos altamente conjugativos para su 

diseminación, plantea una limitante en su mecanismo de dispersión. Este panorama se refleja muy 

bien en nuestra población ST 213: en las 17 cepas que evaluamos para conjugación, la única con la 

capacidad de transferir el pA/C fue la YU39 y es la única que porta también al plásmido pX1. Sin 

embargo, este resultado es de alto impacto en términos epidemiológicos, ya que por un lado 

estamos obteniendo pA/Cs multirresistentes capaces de diseminarse rápidamente, así como pX1s 

resistentes a CRO que también se diseminarían exitosamente en diferentes enteropatógenos, 

convirtiéndose ambos en un problema de salud pública más grave de lo que actualmente es.  

Adicionalmente, se ha reportado que el pColE1-like puede movilizarse tanto por los pX2 

como por los pA/C, pero no existen reportes actuales que muestren una interacción con el pX1 

(Selvaratnam & Gealt, 1993). En este estudio observamos que la presencia del pColE1-like se 

asocia al pA/C presente en las cepas ST 213, así como en los pA/C transconjugantes co-integrados 

o re-arreglados, pero no con el pX1. La asociación entre pA/C y plásmidos pColE1 ya se ha 

reportado para el serovar Newport (Chen et al., 2010). Sin embargo, en este estudio no 

profundizamos los mecanismos detallados de interacción entre estos dos plásmidos. 

 

12.4 El pA/C como un elemento de alta plasticidad genética. 

Un resultado interesante es el hecho de encontrar pA/C transconjugantes re-arreglados 

sin pX1, únicamente en la receptora Typhimurium SO1pSTVspvC::Km (Tabla 3). Si el pX1 moviliza el 

pA/C mediante co-integración, entonces ¿cómo llegaron estos plásmidos a la SO1 sin el pX1? Los 

plásmidos del grupo IncX1 tienen la capacidad de movilizar plásmidos IncQ y ColE1, los cuales 

codifican para su propia relaxasa y tienen su propio sitio de corte en el oriT. Se ha demostrado que 

mutantes del pX1 en los genes involucrados en la formación del relaxosoma, pero no en la 

formación del poro, pierden su capacidad conjugativa pero no la capacidad de movilizar otros 

plásmidos (Cabezon et al., 1994, Nuñez et al., 1997). Si esta fuera una posible explicación 

encontraríamos varios pA/C sin pX1 en las diferentes receptoras, lo cual no sucedió. Otra posible 

hipótesis es que la cepa SO1 ejerce barreras de entrada que desconocemos para el pX1, pero que 

permite la formación del poro conjugativo, el cual sería utilizado por el pA/C para transferirse. Sin 

embargo, los re-arreglos producidos en los pA/C transconjugantes podrían reflejar el porqué de la 

gran diversidad de re-arreglos descritos previamente en los pA/C asociados al ST 213, y que 

confirma que las inserciones y deleciones de fragmentos de ADN juegan un papel más importante 

en la evolución de estos plásmidos que la que ocurre por mutaciones puntuales en su esqueleto 
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(Fricke et al., 2009, Welch et al., 2007, Wiesner et al., 2009). Experimentos de conjugación del pX1 

hacia la SO1 serían necesarios para tratar de entender el porqué de este fenómeno.  

En esta tercera parte del trabajo demostramos que los dos linajes de Typhimurium ST 19 y 

213 pueden adquirir y mantener el pA/C y el pSTV, y de acuerdo a los resultados obtenidos, la 

incapacidad de encontrar los dos plásmidos en una misma cepa en nuestra población, puede 

deberse más a limitantes en la transferencia lateral que a problemas de incompatibilidad o de 

estabilidad per se. Por otro lado, estos experimentos nos permitieron descubrir una compleja y 

muy interesante interacción entre el pA/C y el pX1, la cual no se ha reportado. Como resultado de 

esta interacción encontramos: 1) pA/C re-arreglados que continúan siendo no conjugativos, 2) 

pA/C co-integrados con el pX1 que son altamente conjugativos y 3) pX1 con el gen blaCMY-2 (Figura 

12). Además, estos experimentos nos permitieron observar uno de los posibles mecanismos de 

dispersión del pA/C, de los cuales aún se conoce poco.  
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Figura 12. Resultados de la interacción entre el pA/C y el pX1 presentes en la cepa YU39. En el esquema se 

ilustran los tres diferentes tipos de transconjugantes recuperadas en las diferentes receptoras después de la 

conjugación. La selección para las transconjugantes fue con CRO (Tabla 3).   
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Antes de iniciar este trabajo se conocía que en Yucatán circulaba un clon del serovar 

Typhimurium multirresistente, incluyendo la resistencia a CRO determinada por blaCMY-2. A partir 

de la colección del programa de vigilancia epidemiológica implementado por Zaidi y colaboradores 

decidimos evaluar la diversidad genética de la población de cepas de Typhimurium recuperadas en 

México. En este estudio descubrimos que a pesar de estudiar aislamientos de una serovar, ésta no 

es una población homogénea sino que al contrario se encuentra claramente subdivida en cuatro 

genotipos, dos de los cuales son predominantes en el país. Por un lado, se considera que el ST 19 

es el linaje ancestral del serovar Typhimurium, de nuestra población y que se encuentra asociado a 

humanos y que porta el pSTV típico de este serovar. Por el otro, está el ST 213, que corresponde al 

clon blaCMY-2 mencionado anteriormente, que hasta la fecha sólo se ha reportado en México. El ST 

213 se encuentra mayormente asociado a animales y porta el plásmido de resistencia pA/C, mas 

no el pSTV. Nosotros observamos que el ST 213 está reemplazando al ST 19 en la población. Por lo 

tanto, el éxito de este nuevo linaje ST 213 puede estar relacionado a la presencia del plásmido 

pA/C multirresistente. Al analizar estos pA/C en nuestra población, descubrimos que aún 

asociados a un linaje genético, existían dos tipos divergentes. El tipo I es el más abundante y 

disperso y su composición genética es similar a los pA/C secuenciados, mientras el tipo II es de 

menor tamaño y solo comparte aproximadamente un 30% con los pA/C secuenciados. Nosotros 

concluimos que estos plásmidos se originaron de un ancestro común, pero que han divergido por 

inserciones o deleciones de fragmentos de ADN. Los dos tipos de pA/C comparten la característica 

de no ser auto-transferibles. Sin embargo, encontramos una cepa de nuestra población (YU39), la 

cual además del pA/C CMY+ porta un plásmido del grupo IncX1 (pX1) altamente conjugativo. 

Mediante experimentos de conjugación con esta cepa a diferentes receptoras, descubrimos que el 

pA/C se moviliza mediante el pX1, a veces mediante co-integración con. Aunque la movilización 

entre plásmidos es un mecanismo común de transferencia horizontal, hasta la fecha no se ha 

reportado que el pA/C sea de tipo movilizable por co-integración. Estos experimentos de 

conjugación se realizaron con el objetivo de evaluar si una cepa ST 213 o ST 19 podían adquirir y 

mantener tanto el pSTV como el pA/C, ya que en nuestra población no observamos los dos 

plásmidos juntos en una cepa. Encontramos que tanto el ST 19 como el ST 213 pueden adquirir y 

mantener los dos plásmidos y que el hecho de no encontrarlos juntos se debe más a limitantes en 

su transferencia horizontal. Si observamos la situación desde un punto de vista más general, 

nosotros creemos que la asociación observada entre plásmido-genotipo, posiblemente favorece su 

adaptación a diferentes hospederos; es decir el ST 19 asociado a humanos y el ST 213 asociado con 

animales.  

Por lo tanto, aunque portar los dos plásmidos parece no representar un costo en el 

crecimiento bacteriano, una cepa ST 19 con el pSTV y el pA/C pudiera ser favorecida en su 

supervivencia al ser multirresistente y sería más difícil de desplazar en la población por el ST 213. 

Por otro lado, la presencia de los dos plásmidos en una cepa ST213, además de favorecer la 

prevalencia de este genotipo en la población por la multirresistencia, probablemente sería más 

virulenta para los animales que para el humano y provocaría un problema de salud en el ámbito 

de producción animal. Deberán diseñarse estudios futuros para ampliar nuestro conocimiento 

acerca de la importancia de los plásmidos y las diferencias entre los dos genotipos. 
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13 Conclusiones 

Durante mi formación doctoral trabajando con aislamientos mexicanos de Typhimurium, se 

obtuvieron las siguientes conclusiones: 

 El análisis del genoma central y accesorio de cepas de Typhimurium mexicanas, utilizando 

metodologías de vanguardia en análisis de poblaciones, nos permitió definir claramente 

subgrupos genéticos (STs) dentro de ésta. 

Para estos subgrupos, se encontraron asociaciones estadísticamente representativas 

como: 

o El pSTV se encontró únicamente en el ST 19. 

o El plásmido pA/C se detectó exclusivamente en el ST 213. 

o El integrón más abundante IP-1 (dfrA12, orfF y aadA2), es exclusivo del ST 213. 

 La caracterización de los pA/C como elementos portadores de multirresistencia en la 

población ST 213 mostró que: 

o Existen dos tipos divergentes de pA/C: el tipo I (pA/C CMY+) predominante, el cual 

porta la región CMY y es de mayor tamaño (150kb), y el tipo II (pA/C CMY-) que es 

negativo para la región CMY y es de menor tamaño (100kb). 

o Los pA/C del linaje I presentan un gran número de re-arreglos, mientras que los 

del tipo II están conservados. 

o La región CMY en nuestros plásmidos se encuentra conservada entre ellos y con 

respecto a los IncA/C secuenciados. 

o Los dos tipos de pA/C tienen un origen común reciente y evolucionan por 

inserción o deleción de segmentos de ADN, más que por mutaciones puntuales. 

 Con respecto a si los genotipos ST 19 y ST 213 podían adquirir y mantener tanto el pSTV 

como el pA/C concluimos que:  

o El pA/C y el pSTV son plásmidos compatibles tanto en cepas de E. coli DH5α como 

en los dos genotipos de Typhimurium, pero cada uno mostró limitantes en su 

capacidad para transferirse horizontalmente. 

o Por ejemplo, determinamos que los pA/C CMY+ presentes en Typhimurium ST 213 

no son conjugativos. 

o Sin embargo, pX1 es capaz de movilizar al pA/C cuando se encuentran presentes 

en la misma donadora. En el 70% de los casos analizados los casos de co-

transferencia se ligaron a fenómenos de co-integración. 

o El estudio de la prevalencia del pColE1-like mostró que está asociado a la 

presencia del pA/C tanto en los aislamientos ST 213 como en las transconjugantes 

analizadas. 

Finalmente, el análisis de la diversidad genética en los aislamientos de un mismo serovar nos 

permitió identificar la importancia de los genes accesorios como plásmidos o genes de resistencia 

a antibióticos, no solo en la definición de subgrupos genéticos en la población, sino que también 

se encuentran asociados a un hospedero específico, lo que sugiere que las interacciones 

patógeno-hospedero están definidas por la totalidad del genoma bacteriano. 
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La mayor parte de los resultados arriba mencionados se publicaron en dos artículos (Wiesner et 

al., 2011, Wiesner et al., 2009), y el remanente se encuentra en un manuscrito en preparación y se 

detallan en el texto de esta tesis.  
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14 Perspectivas 

Este trabajo aportó un estudio poblacional de Typhimurium en México utilizando tecnologías de 

vanguardia en esta área, lo que permitió la identificación del genotipo ST 213 reportado hasta la 

fecha solamente por nosotros. También aportó información acerca de la importancia del genoma 

accesorio como generador de variabilidad genética en esta población. Adicionalmente, se aportó 

un modelo de transferencia lateral para el grupo IncA/C novedoso en el área, mediante la 

compleja interacción entre el pA/C y un plásmido del grupo IncX1.  

Todos los resultados obtenidos han generado varias perspectivas de trabajo, algunas de las cuales 

se continuaran en el grupo: 

 

 Con respecto a la población de Typhimurium en México: 

1. Basados en el análisis de la colección de cepas que trabajamos, se escogieron 25 

cepas para secuenciar su genoma completo como parte del proyecto “Genética 

y genómica de Salmonella enterica”. La secuencia de estos genomas nos 

ayudará a entender qué factores genéticos están involucrados en la divergencia 

entre el ST 213 y el ST 19; y si existe alguna diferencia a nivel de genes de 

virulencia entre los dos linajes. Adicionalmente, consideramos que estas 

secuencias nos ayudarán a seguir buscando la respuesta a la pregunta sobre el 

mecanismo que permite que los pA/C y pSTV se encuentren asociados a un 

genotipo particular. También como parte de este proyecto, se ha propuesto 

secuenciar diferentes plásmidos resultantes de este trabajo, i.e: el pA/C re-

arreglado, el pA/C co-integrado con pX1 y el pX1 + región CMY. 

 Con respecto a los plásmidos transconjugantes: 

1. Como parte del trabajo en progreso para el manuscrito que se enviará a 

publicación, se ha avanzado en la caracterización de los plásmidos pX1 que 

tienen la región CMY insertada. Como resultado, hemos encontrado variabilidad 

en su perfil de restricción, lo que sugiere varios re-arreglos también en estos 

plásmidos. También hemos observado que la presencia de la región CMY en 

este plásmido pX1 no afecta su alta eficiencia de conjugación (10-2). Los 

esfuerzos también se han encaminado en identificar los sitios blancos de 

inserción de la región CMY para los cuales se han identificado dos regiones en el 

pX1.  

2. Utilizando la secuencia preliminar de la cepa YU39 facilitada por Rob Edwards 

(USDS), hemos logrado obtener una secuencia parcial de los plásmidos pA/C y 

pX1 y continuamos en la búsqueda de la secuencia del p100kb. A partir de estas 

secuencias podremos: 

 Comparar los plásmidos presentes en la cepa YU39 contra los pA/C y pX1 de 

las bases de datos públicas para analizar su variación. 

 Buscar si existen genes homólogos a TraT o TraS que estén ejerciendo un 

mecanismo de exclusión en la cepa YU39 para la conjugación exitosa del pSTV. 
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En caso de encontrar posibles candidatos, sería interesante realizar mutantes 

para evaluar su papel en este fenotipo. 

3. Para tratar de entender detalladamente el fenómeno de movilización y la 

interacción entre los tres plásmidos (pA/C, pX1 y pColE1-like), sería interesante 

evaluar la funcionalidad de las relaxasas de los tres plásmidos y su interacción 

con la proteína acopladora (T4CP) del pX1 y con la región oriT de cada plásmido, 

teniendo en cuenta que estas dos proteínas son las primeras en interactuar en 

el modelo conocido de conjugación y que una mutante pX1 en el gen T4CP 

abate totalmente el fenómeno de movilización. 
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ANEXOS 

Tabla S1. Lista de oligos utilizados en este estudio. 
Ensayo Oligo Gen Secuencia 5´- 3´ Tamaño bp Referencia 

Tamizaje 
pSTV 

SpvC-1 spvC ACT CCT TGC ACA ACC AAA TGC GGA 550 (Wiesner 

et al., 

2009) 

SpvC-2 TGT CTC TGC ATT TCG CCA TCA 

traT-F traT GAT GGT TAC ACT GGT CAG 500 (Wiesner 

et al., 

2009) 

traT-R TCT GAG ATC TGT ACG TCG 

Mutante para 
spvC::Km 

Spvh1p15´ spvC AATTTCAACTCCTTGCACAACCAAATGCGGAAGATGCCGGTGTGTAGGC

TGGAGCTGCTT 

1500 Este 

estudio 

Spvh2p23´ TAAAGCCTGTCTCTGCATTTCGCCACCATCACGCCCACTTCATATGAATAT

CCTCCTTAGTTC 

Tamizaje 
pA/C 

CMY-F cmy-2 ATA ACC ACC CAG TCA CGC 600 (Wiesner 
et al., 
2009) 

CMY-R CAG TAG CGA GAC TGC GCA 

R-7 F R-7 CAG CAC AAA CAT CTT CCC AGA C 1500 (Wiesner 
et al., 
2011) 

R-7 R GGG TAA CAC CGC CAA CTC TTA C 

Tamizaje pX1 stbD5-F oriX1 CTCATAAGCCCTCCGCTTGTCT 2000 Este 
estudio pir3-R TTTCACTGCAAAACATTTCTTACGC 

DTOPOIII5-F Tiso AAAGACAAAAAAGATGAACATGGC 800 Este 
estudio HH3 II-R TGATAAAGGCAGCTTGTAACGGT 

Taxc-F taxC CTGCGTAAACTGCGCCATTCGC 1000 Este 
estudio TaxC-R AGTCAGCTTTCGCTCACAAAGTCA 

TaxB-F taxB TGTTGAGCGTCCCCGGCTCT 1500 Este 
estudio TaxB-R CGATACTGATATTCTCGTCGGGGCA 

ddp3-F ddp3 CGTCTCTGACGCCATTCCGCA 500 Este 
estudio ddp3-R TTTCCAGCTTATCGCTGGTAAGCAA 

pOU_46 Intergénica 
46-47 

TACGCTGCCTGTCACCACGG 600 Este 
estudio pOU_47 TCTCAGGGCTGTGCTCGCCA 

Mutante en 
pX1 

ydfA_p1 ydfA GAAGCTGGGTTTTCCGGCAAGGGCTAAGAAGTGAAAACAAAGCAGGAA
TGTAGGCTGGAG 

1500 Este 
estudio 

ydfA_p2 AGTCAGTTCGCTCATAATTAATCCTCTTGTTTAATGGACGTACTTCCACAT
ATGAATATCTCTTTAG 

TaxB_p1 taxB TGACTATTTCAGAAAACTGAAGGAGTGATTATGTCTTTAAAACTCCCATG
TAGGCTGGAGCTGCTTCG 

1500 Este 
estudio 

TaxB_p2 GGAAAAGAATACTGATCATAAGTATTTTTTTCATAATAAAACCTCAGACA
TATGAATATCTCTTTAG 

Secuenciación 
ColE1-like 

mobA5´I mobA TCTGGCGTGG CCCGTCAATG Se utilizaron 
diferentes 
combinacio
nes de estos 
oligos para 
secuenciar 
todo el 
plásmido. 

Este 
estudio mobA3´I GATCAGTTTCG CACGTTCCAG 

mobAIII5´ GGGAACTCATTGATGCCACG 

mobB5´I moB CAGAGACGCT ATCAGCGAACA Este 
estudio mobB3´II TGAGCTGCGTGCTCACGGTG 

mobIV5´ TAACTCCATTTCTAATGACTCTGT 

ORIV3´ oriV GGACTATAAAGATACCAGGCGTT Este 
estudio oriV5´-I CAGTGGCGTTTTTACGTGTCTTT 

ROM3´-I Rom GCCTCGCACGCTTCGGCGAT Este 
estudio 

oriT5´-I oriT CGTGACTGGGTCAGGGCTGC Este 
estudio 

orfX5´-I orfX CTGTATCAAAAATAAATGCAGCCAT  Este 
estudio orfX3´-I AGTCTGAGTTAATAAAAAACATATC 

Vector pUC18 LacZ-f Inserto 
LacZ 

GGTTTTCCCAGTCACGACGTT   

LacZ-r GAATTGTGAGCGGATAACAATTTC 
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Anexo 1. Hibridación de los D-pA/C-(transconjugantes) con el D-pX1 marcado radioactivamente.  
En la imagen se puede observar las bandas de 8 y 20 Kb que dan positivas para el pX1 en los 
plásmidos analizados además de las bandas adicionales mencionadas en la Figura 7. 
 


	Portada
	Tabla de Contenido
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes: el Establecimiento de un Programa de Vigilancia de Enteropatógenos en México   3. Identificación de los Genotipos Predominantes en México y su Asociación con Determinantes de Virulencia y Resistencia. Primera Parte de Este Estudio
	4. El Genotipo ST 213 de Salmonella Typhimurium Está Asociado a dos Tipos de Plásmidos inca/c. Segunda Parte de Este Estudio  
	5. Artículos
	6. El pA/C es Compatible con el pSTV y es Movilizado por el pX1 Durante la Conjugación. Tercera Parte de Este Estudio  
	7. Hipótesis   8. Objetivos   9. Objetivos Específicos  
	10. Materiales y Métodos
	11. Resultados
	12. Discusión
	13. Conclusiones
	14. Perspectivas
	15. Referencias
	Anexos

