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1. Resumen 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium), es un patógeno de 

amplio rango de hospederos capaz de causar infecciones gastrointestinales 

(localizadas) e invasivas (sistémicas) en humanos. Debido a su importancia clínica, 

tres cepas pertenecientes al genotipo ST19 (LT2, 14028 y SL1344), se han usado 

como referencia para estudiar las interacciones patógeno-hospedero y la 

supervivencia ambiental de este microorganismo. Sin embargo, estas cepas no 

representan toda la diversidad comprendida dentro del serovar Typhimurium. Por lo 

tanto, para expandir el campo de conocimiento, en este trabajo se estudió el 

genotipo emergente ST213 el cual se ha asociado a infecciones invasivas y 

gastrointestinales.  

Se estudiaron las bases genéticas que generan diversidad intra-genotipo 

explorando bioinformática y fenotípicamente una colección de aislados ST213 

secuenciados cuyos genomas se encuentran depositados en la EnteroBase, lo que 

permitió identificar dos subpoblaciones divididas por región geográfica: Europa (EU-

ST213) y Norteamérica (NA-ST213). 

Los aislados NA-ST213 presentaron amplios perfiles de multi-resistencia a 

antibióticos y un contenido distintivo de plásmidos, profagos y espaciadores en los 

loci CRISPR, mientras que las cepas EU-ST213 presentaron características 

similares a las cepas de referencia ST19. Este estudio ilustra procesos evolutivos 

del genotipo ST213, tales como su estructura poblacional, historia evolutiva y 

contenido del genoma accesorio. Lo anterior se complementó con análisis 

fenotípicos de cepas NA-ST213 representativas, con la intención de proveer un 

marco contextual para el estudio y vigilancia de este genotipo emergente desde una 

perspectiva integral, además, este trabajo puede alertar del riesgo que estas cepas 

representan, debido a su relación filogenética con cepas del genotipo ST34 que se 

han convertido en pandémicas en los últimos años.  
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1.1. Abstract 
Salmonella enterica serovar Typhimurium is a gram-negative pathogen associated 

with the food chain and gastrointestinal and invasive infections around the world. 

Due to the clinical importance of the serovar Typhimurium, three strains belonging 

to the ST19 genotype (LT2, 14028 and SL1344) have been used as reference strains 

to study host-pathogen interactions and the environmental survival of this 

microorganism. However, these strains do not represent all the diversity within the 

serovar Typhimurium. Therefore, to expand the knowledge, we studied the emerging 

ST213 genotype, which has been associated with invasive and gastrointestinal 

infections. 

Here, we applied genomic and phenotypic analyses to illustrate the diversity and 

evolution of the ST213 genotype. We inferred the ST213 population structure and 

evolutive history, which revealed the intra-genotype diversity that separates the 

North American ST213 isolates (NA-ST213) from other S. Typhimurium genotypes, 

including European ST213 isolates. NA-ST213 isolates were distributed in four co-

circulating lineages with multidrug resistance profiles and unique phage and 

CRISPR spacers patterns that could have shaped their local microevolution.  

Phenotypically, NA-ST213 isolates showed strong biofilm formation, distinctive 

but diverse RDAR morphotype signatures, and amyloid fiber production. They also 

showed diminished ability to adhere to and internalize in cultured eukaryotic cell 

lines; in contrast, they replicated and survived intracellularly with higher efficiency. 

Hence, this work highlights the relevance of studying an emergent S. Typhimurium 

genotype and the events leading to its diversification beyond the well-characterized 

reference strains and worldwide predominant genotypes. However, it must also 

serve as a cautionary tale of the potential health risk the NA-ST213 may represent; 

particularly, when there is a close phylogenetic relationship with genotypes, such as 

the monophasic ST34 genotype, that became pandemic over time. 
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2. Introducción  

2.1. Salmonella enterica subsp. enterica sv. Typhimurium 

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y está 

conformado por bacterias Gram-negativas motiles, anaerobias facultativas capaces 

de reducir nitratos o nitritos y fermentar glucosa. Dentro de este género se han 

reconocido dos especies, S. bongori y S. enterica. Esta última es una especie 

ubicua, altamente heterogénea y capaz de infectar un amplio rango de hospederos, 

que a su vez está subdividida en más de 2600 serovares los cuales pueden diferir 

en su adaptación a varios hospederos, así como en la enfermedad que causan. Por 

ejemplo, los serovares S. enterica sv. Typhi y sv Paratyphi A, pueden infectar 

únicamente a humanos causando una infección invasiva potencialmente mortal, 

llamada fiebre tifoidea1.  

En contraste, los serovares no tifoideos tienen un amplio rango de hospederos 

y pueden infectar diferentes especies animales incluyendo reptiles, aves y 

mamíferos. Tal es el caso de S. enterica sv. Typhimurium (S. Typhimurium), un 

serovar que en ratones puede causar una enfermedad similar a la fiebre tifoidea en 

humanos, mientras que en humanos sanos la infección por S. Typhimurium se 

asocia a una inflamación localizada autolimitada del íleon terminal y el colón, 

denominada gastroenteritis; sin embargo, en niños, adultos mayores y personas 

inmunocomprometidas puede causar infecciones sistémicas (invasivas)1–3. 

Para que S. Typhimurium pueda causar infección después de ser ingerida debe 

sobrevivir al pH ácido del estómago, para posteriormente alcanzar el intestino 

delgado en donde debe atravesar la mucosa intestinal para adherirse a las células 

epiteliales e inducir los mecanismos que permiten su internalización a células no 

fagocíticas como los enterocitos. Para lograrlo, emplea diferentes factores de 

virulencia codificados en plásmidos o en el cromosoma, agrupados en las 

denominadas islas de patogenicidad de Salmonella (SPIs por sus siglas en inglés). 

La isla de patogenicidad 1 (SPI-1) es esencial en el proceso de invasión, ya que 

codifica para un sistema de secreción tipo 3 (SST3) que actúa como una jeringa 

molecular que inyecta proteínas efectoras desde la bacteria hacia el citosol de la 

célula hospedera, las cuales, entre otros efectos, generan profundos rearreglos en 

el citoesqueleto que permiten al patógeno internalizarse por macropinocitosis4,5. 
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Dentro de la célula hospedera, Salmonella reside en una vacuola en donde puede 

sobrevivir y replicarse gracias a la isla de patogenicidad 2 (SPI-2) que, al igual que 

SPI-1, codifica para un SST3 con el que transloca efectores desde la vacuola al 

citosol que le permiten subvertir, entre otras funciones, la fusión lisosomal4. Las 

vacuolas pueden migrar a través del epitelio intestinal hacia la membrana 

basolateral donde el patógeno puede ser fagocitado por células del sistema inmune, 

lo cual facilita su diseminación a través del torrente sanguíneo hacia otros tejidos y 

órganos4 (Fig. 1). 

 

Figura 1| Patogénesis de S. Typhimurium. Después de la ingesta S. Typhimurium llega al lumen 
intestinal donde puede comenzar su proceso de patogénesis. En una primera etapa la bacteria se 
adhiere brevemente a las células del epitelio intestinal (1) donde promueve su internalización al 
citosol de células no fagocíticas (2) o atraviesa directamente el epitelio intestinal al ser captada por 
células M (3), dentro de las células, el patógeno reside en una vacuola en la que puede sobrevivir y 
replicarse (4). En esta vacuola puede llegar a la membrana basolateral de enterocito donde la 
bacteria es liberada y, a su vez, puede ser fagocitada por células del sistema inmune (5), dentro de 
las cuales puede sobrevivir (4). En el caso de las cepas invasivas los macrófagos infectados permiten 
su diseminación sistémica a través del torrente sanguíneo (6). 
 

Además de ser capaz de establecer infecciones en un hospedero susceptible, 

S. Typhimurium también puede sobrevivir en el ambiente formando biopelículas, un 

comportamiento multicelular que le permite a la bacteria protegerse de la 

desecación y los antimicrobianos, así como sobrevivir en condiciones en donde los 
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nutrientes son limitados6. La formación de biopelículas puede ser uno de los 

mecanismos por los cuales Salmonella sobrevive en sus reservorios abióticos 

incrementando su habilidad para trasmitirse y por lo tanto, causar infecciones6,7. S. 

Typhi es un ejemplo interesante, ya que persiste formando biopelículas en los 

cálculos en la vesícula biliar8. 

Aunque existen estudios sobre la sobrevivencia ambiental y patogénesis de S. 

Typhimurium en cepas de referencia y otros serovares, la diversidad de los fenotipos 

asociados a estas cualidades y de los elementos involucrados no se han estudiado 

en detalle comparando diferentes aislados de un mismo genotipo o de diferentes 

genotipos; por lo que, no se cuenta con suficiente información para inferir cómo 

estos cambios pueden influir en el desarrollo y trasmisión de la enfermedad9. 

2.2. Estructura poblacional de S. Typhimurium: una aproximación a la 

diversidad dentro del serovar. 

Uno de los métodos que se usan más frecuentemente para clasificar aislados 

bacterianos es el multilocus sequence typing (MLST), el cual consiste en la 

secuenciación de fragmentos internos de siete genes altamente conservados que 

presentan variaciones alélicas entre diferentes aislados, los cuales se usan para 

definir genotipos, también denominados sequence types (STs)10. Este método 

inicialmente se consideró útil para reconstruir de forma general las relaciones 

evolutivas no solo entre especies, sino también a nivel de subespecies y 

serovares11,12. Esto, ayuda a dar seguimiento epidemiológico a brotes causados por 

poblaciones determinadas de patógenos bacterianos, y con ello a implementar 

intervenciones adecuadas en el control de su expansión y diseminación de 

resistencias a antimicrobianos, así como a la búsqueda de tratamientos efectivos13.  

El análisis de la estructura poblacional de S. Typhimurium basado en datos de 

MLST ha mostrado que este serovar se ha diversificado significativamente (Fig. 2). 

Gracias a los avances de la secuenciación masiva, ahora se puede tener una 

imagen más clara de la estructura poblacional de este serovar, a la vez permite 

determinar cuáles son los genotipos prevalentes alrededor del mundo, y cuales son 

causales de brotes epidémicos locales o pandémicos. Lo anterior es en particular 

relevante para aquellos genotipos diferentes al ST19, el cual es el más abundante 
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en el mundo y considerado el genotipo fundador, razón por la cual el estudio de la 

patogénesis y sobrevivencia ambiental de S. Typhimurium se ha centrado en pocas 

cepas pertenecientes a este genotipo (LT2, 14028 y SL1344); sin embargo, la 

identificación de cepas de otros genotipos asociadas a brotes epidémicos es una 

evidencia de la continua diversificación de S. Typhimurium lo que ha llevado a 

explorar otras poblaciones a nivel genómico y fenotípico.  

Es importante considerar que el MLST no tiene la resolución para identificar 

variantes dentro de un ST dado, así como aquellas variantes a las que pueden dar 

lugar debido las presiones selectivas del entorno13. Más aún, un ST previamente 

asignado a un grupo de cepas que poseen características que claramente las 

distinguen de otros STs, puede también presentarse asociado a un grupo de cepas 

que muestran más cercanía filogenética con otro ST cuando el análisis se basa en 

estudios de genómica comparativa más profundos. 

Figura 2| Árboles de relaciones entre los diferentes STs de S. Typhimurium. A. Diagrama 
de eBURST de 12 STs mostrando un complejo clonal de 9 STs construido en 200911. B. MSTree 
(minimal spanning tree) en donde cada círculo representa un ST, construido en 201212. C. GrapeTree 
de STs construido en este estudio en 2023 usando los genomas de S. Typhimurium disponibles en 
la EnteroBase.  
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2.3. Diversidad fenotípica de S. Typhimurium y sus implicaciones en su 

supervivencia ambiental y patogénesis.  

La representación de algunos genotipos se ha incrementado en la base de datos 

del MLST (actualmente EnteroBase) en los últimos años14. En 2009 después del 

genotipo fundador ST19, el segundo genotipo con más de un aislado reportado era 

el ST34 (Fig. 2A); para 2012, además del ST34 y el ST19, los genotipos ST313, 

ST213, ST36 y ST128 aparecieron como los genotipos más frecuentemente 

aislados en conjunto (Fig. 2B), mientras que para 2023, también se encuentran el 

ST568 y ST99 (Fig. 2C). Estos genotipos han llamado la atención debido a que 

presentan multi-resistencias a antimicrobianos y riesgos para la salud pública, por 

lo tanto, algunos de ellos han comenzado a estudiarse a detalle, tal como el ST34 y 

el ST313, mientras que los genotipos ST36 y ST213 han sido menos estudiados. 

El genotipo ST34 se ha aislado de infecciones gastrointestinales, inicialmente en 

Europa en a principios del siglo XXI y posee características genómicas y fenotípicas 

que lo distinguen del genotipo ST19. El genotipo ST34 es mayoritariamente 

monofásico, esto quiere decir que no expresa uno de los antígenos flagelares, 

principalmente el de la segunda fase (FljB) que está ausente debido a eventos de 

inserciones o deleciones parciales o completas del locus fljAB. Además, carece del 

plásmido de virulencia asociado a las cepas ST19 de S. Typhimurium (pSTV) y 

posee múltiples resistencias a antimicrobianos. En la actualidad se encuentra 

distribuido alrededor de toda Europa convirtiéndose en una cepa pandémica15,16. 

Estudios sobre su capacidad de formar biopelículas como estrategia de 

sobrevivencia ambiental, han mostrado que una alta proporción de cepas ST34 

muestran una capacidad moderada a fuerte de producir biopelículas en 

comparación con cepas ST19, lo cual podría favorecer su resiliencia y 

trasmisión17,18.  

El segundo genotipo más aislado después del ST34 es el ST313, el cual se 

encuentra principalmente distribuido en África vinculado a infecciones invasivas 

severas; sin embargo, variantes de este genotipo se han encontrado en Reino Unido 

(UK) y Brasil, vinculadas principalmente a infecciones gastrointestinales19. El linaje 

ST313 en África se ha denominado el linaje invasivo (linaje 2) y posee 

características distintivas en comparación con otros genotipos, tal como, la 
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presencia del profago BTP1, el cual codifica para una proteína (BstA) que le confiere 

a la bacteria inmunidad contra ataque de fagos exógenos20. Además, en 

comparación con cepas de referencia ST19, el genoma de cepas del genotipo 

ST313 presenta degradación génica (pseudogenización) que se propone es 

consecuencia de su adaptación a un estilo de vida invasivo, lo cual se ve reflejado 

a nivel fenotípico y transcripcional19,21. Se ha observado que las cepas ST313 

invaden menos eficientemente células no fagocíticas, en comparación con el 

genotipo ST1922. A su vez, las cepas de África del linaje 2 no pueden formar 

biopelículas debido a una mutación que inactiva el gen bcsG que se encuentra en 

la vía biosintética de la celulosa, y es necesaria para formar biopelículas23. Con base 

en las observaciones anteriores, se ha hipotetizado que este genotipo está 

evolucionando a un estilo de vida antropogénico, a nivel de infección y 

trasmisión22,23.  

El genotipo ST213 es el quinto más representado en la EnteroBase. Se ha 

asociado tanto a infecciones invasivas como gastrointestinales y se encuentra 

ampliamente distribuido en la cadena alimenticia en países como México24. Los 

aislados de esta región geográfica carecen del pSTV, pero poseen características 

distintivas como la presencia principalmente, de plásmidos de la familia IncC y de 

perfiles de multi resistencia a antimicrobianos25,26, sin embargo, poco trabajo se ha 

hecho27,28 para explorar a detalle su estructura poblacional en conjunto con rasgos 

fenotípicos asociados a su patogénesis y supervivencia.  

2.4. Enfoques integrales para el estudio de S. Typhimurium  

El estudio de los patógenos emergentes debe ser visto desde una perspectiva 

integral. Es bien sabido que los serovares de Salmonella no tifoideos (NTS) de 

amplio rango de hospederos poseen la ventaja de trasmitirse desde reservorios 

ambientales hacia los animales y de éstos a los humanos y viceversa9; por lo tanto, 

es necesario entender de forma multifactorial las dinámicas ecológicas y de 

trasmisión que mantienen la incidencia de las enfermedades infecciosas, así como 

el surgimiento de variantes de una misma especie como agentes causales de 

nuevos brotes epidémicos con características inéditas, para poder contribuir a su 

posterior control y erradicación. Para ello se han propuesto diferentes estrategias 
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que reduzcan los riesgos de enfermedades infecciosas, tal es el caso de One-

Health; una estrategia que reconoce el vínculo entre los humanos, los animales, el 

ecosistema y la economía en el contexto de la salud humana. El uso de esta 

estrategia ayuda a la prevención y control de enfermedades infecciosas a través de 

una gestión de riesgos bien informada y que contemple la identificación, el análisis, 

la prevención y la mitigación de riesgos para la salud pública en el contexto de las 

subpoblaciones afectadas29. Para ello, es importante definir si la adquisición de 

características distintivas se debe a mutaciones puntuales, recombinación o 

transferencia horizontal de genes, así como correlacionar esta información con 

estudios fenotípicos usando modelos adecuados in vivo e in vitro, para integrar 

información que apoye en la toma de decisiones y el monitoreo de patógenos 

emergentes como el genotipo ST213 de S. Typhimurium 30. 
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3. Antecedentes 

En el periodo comprendido entre el 2002 y 2005 se llevó a cabo un programa de 

vigilancia epidemiológica acoplado a la cadena alimenticia en cuatro regiones de 

México (Sonora, San Luis Potosí, Michoacán y Yucatán). Este programa incluyó la 

identificación de cepas del género Salmonella. Se colectaron 314 aislados de 

Typhimurium provenientes de pacientes enfermos, niños asintomáticos, animales y 

alimentos de origen animal. Los aislados presentaron amplia resistencia a 

antimicrobianos, específicamente a cefalosporinas de tercera generación. Los 

aislados de pacientes enfermos, fueron seis veces más resistentes a los antibióticos 

que aquellos aislados de niños asintomáticos. A su vez, la incidencia de esta 

resistencia se incrementó de 1.6% a 4.9% entre el 2000 y el 2005, y se encontró 

también en otros serovares, tendencia que representa un riesgo de salud pública24.  

Para determinar subgrupos genéticos de interés entre estos aislados multi drogo 

resistentes (MDR) se usó Multi Locus Sequence Typing (MLST), lo que permitió la 

identificación de cuatro genotipos o sequence types (STs): ST19, ST213, ST302 y 

ST429. De éstos, los más abundantes en la muestra analizada, fueron el genotipo 

ST19, ampliamente distribuido en el mundo, y el genotipo ST213 que fue 

predominante en las cuatro regiones geográficas del país muestreadas, con una 

tendencia aparente a reemplazar al genotipo ancestral ST19, considerado el 

genotipo fundador del serovar Typhimurium12,25.  

Las cepas pertenecientes al genotipo ST213 presentan marcadas diferencias 

con respecto a las cepas prototipo ampliamente estudiadas y que pertenecen al 

genotipo ST19, incluyendo las cepas SL1344, ST4/74, 14028 y LT2. Poseen más 

de cinco resistencias a antibióticos, entre las cuales se incluye, como ya se 

mencionó, la resistencia a cefalosporinas de tercera generación conferida por el gen 

blaCMY-2 y, en general presentan plásmidos de alto peso molecular pertenecientes 

al grupo de incompatibilidad C; además carecen del plásmido pSTV ampliamente 

distribuido en el serovar Typhimurium y asociado a la virulencia en ratón28. 

Notablemente, algunos de los aislados ST213 se obtuvieron de pacientes con 

infecciones invasivas, ejemplo de ellos son las cepas YUHS-05-78 y 33676, la 

primera aislada al final de la vigilancia epidemiológica realizada en 2005 de un 
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menor que presentaba hepatomegalia y trombocitopenia y la segunda de una 

paciente con una infección sistémica severa en 2011. Estos hallazgos ubicaron a 

este genotipo como un potencial agente causal de enfermedades invasivas en 

México, cuya presencia a lo largo de la cadena alimenticia favorece su posible 

diseminación y peligro para la salud pública28,31.  
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4. Justificación 

S. Typhimurium genotipo ST213, es un patógeno emergente que posee 

características que lo colocan como un riesgo para la salud pública de las personas. 

Su distribución geográfica global y estructura poblacional son aún desconocidas, 

así como sus rasgos fenotípicos, que podrían representar ventajas adaptativas para 

la supervivencia ambiental y la patogénesis. Por lo tanto, este estudio contribuirá al 

entendimiento de la evolución, adaptación, biología y potencial epidemiológico de 

este patógeno mirando más allá de las cepas prototipo. 

5. Objetivos 

5.1. Objetivo General 

Caracterizar a nivel genómico y fenotípico los aislados de S. Typhimurium 

pertenecientes al genotipo emergente ST213. 

5.2. Objetivos específicos  

• Analizar la diversidad del genoma accesorio y la distribución geográfica del 

genotipo ST213. 

• Determinar la historia evolutiva del genotipo ST213 en un contexto 

filogenético. 

• Explorar fenotipos asociados a la supervivencia ambiental de los aislados de 

S. Typhimurium ST213. 

• Evaluar la adhesión, internalización y supervivencia intracelular en modelos 

celulares in vitro (células epiteliales y macrófagos) de las cepas ST213 en 

comparación con la cepa prototipo ST19. 
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6. Materiales y métodos  

6.1. Análisis filogenéticos  

Para los análisis filogenéticos se emplearon 275 genomas de S. Typhimurium 

ST213, los genomas fueron obtenidos de la EnteroBase, específicamente de la base 

de datos de Salmonella. Se recuperaron todos los genomas identificados como 

genotipo ST213, se seleccionaron aquellos que contaban con un ensamble de alta 

calidad acorde con los parámetros de calidad determinados por la EnteroBase (4 

Mbp – 5.8 Mbp, >20kb valor N50 y <600 contigs) y se descartaron aquellos 

identificados como redundantes14,32. De los 275 genomas, 270 fueron proyectos 

genómicos y 5 genomas completos, adicionalmente se incluyeron 5 genomas de 

cepas genotipo ST19, 5 ST313 y 5 ST34, los cuales fueron obtenidos de la base de 

datos GenBank del NCBI33 o de la EnteroBase. Los metadatos se encuentran 

disponibles en el Anexo 1. 

Para construir la filogenia basada en polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) 

del cromosoma completo con los genomas de las cepas de interés, los 290 

genomas fueron alineados con el genoma de cepa de S. Typhimurium SL1344 

(Número de acceso GenBank: FQ312003.1), la cual es ampliamente usada como 

cepa de referencia en el campo de investigación. Los SNPs, fueron localizados, 

extraídos y filtrados usando PhaME (v1.0.2)34. Para construir el árbol filogenético de 

los SNPs extraídos del genoma core (10208 bases) se determinó el modelo de 

substitución óptimo y se construyó el árbol empleando MEGA (V11)35, el modelo 

más adecuado fue Kimura 2-parameter36. El árbol filogenético se enraizó al nodo 

del genoma de referencia y se verificó usando bootstrapping con 100 réplicas. Para 

identificar a las subpoblaciones en la filogenia se usó el algoritmo FastBAPs 

(v1.0.8)37 con los siguientes parámetros: multiple res baps con la suposición 

estándar y 2 niveles, la visualización de los resultados se realizó con el paquete 

ggtree (v3.4.0)38. Los análisis fueron realizados en Rstudio (v2022.07.2+576) con la 

versión 4.2.1 de R base39,40.  

Para la filogenia datada construida para explorar la historia evolutiva del genotipo 

ST213, se usó CSI phylogeny (V1.4)41, con 218 genomas ST213 que contaban con 

el año de colección, el árbol filogenético se construyó como se describió 
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previamente, la estimación de la divergencia entre los linajes se realizó usando el 

método no bayesiano RTDT-RelTime-ML incluido en MEGA (V11), el cual calcula 

tiempos estimados de divergencia basado en las fechas de aislamiento de las cepas 

estudiadas usando un reloj relajado sin usar ninguna suposición previa, únicamente 

las fechas absolutas35,42. Los años de colección fueron usados como referencias y 

el árbol filogenético se enraizó a la cepa de referencia más antigua (S. Typhimurium 

LT2; número de acceso GenBank: NC_003197.2). Los resultados del análisis con la 

información detallada por nodo se encuentran disponibles en el Anexo 2.  

Para el análisis de los loci CRISPR, los espaciadores se extrajeron usando la 

herramienta online CRISPRCasFinder43, enseguida se usó la herramienta de 

tipificación para CRISPR de la plataforma Galaxy para nombrar a los espaciadores 

identificados44. Para obtener una visión general de la agrupación de las cepas 

acorde con el perfil de los espaciadores que contenían se usó un el algoritmo de 

agrupación jerárquica nativo de R, usando una matriz de datos binarios. 

Adicionalmente los espaciadores se acoplaron al árbol filogenético como metadatos 

para confirmar las agrupaciones de los aislados. Todas las visualizaciones y 

anotaciones de los árboles filogenéticos se realizaron con iToL (v6)45. 

6.2. Análisis del genoma accesorio  

Los 290 genomas ensamblados se analizaron para caracterizar el genoma 

accesorio de los aislados. Para encontrar los genes involucrados en la resistencia 

a antibióticos se usó la base de datos ResFinder (v4)46. Los replicones en los 

proyectos genómicos se identificaron usando la base de datos PlasmidFinder 

(v2.1)47 con los parámetros estándar, debido a la falta de algunos replicones en la 

base de datos se realizó una búsqueda personalizada para el replicón del episoma 

D6-like que contienen algunas cepas ST213, para ello se usó como referencia el 

gen repB de la secuencia NZ_CP011430.1, con la base de datos personalizada se 

usó MyDbFinder (v2.0)48 para localizar el replicón en el resto de los genomas. 

Además, se usó la base de datos VFDB49 para identificar la presencia o ausencia 

de genes relacionados con la virulencia. Los profagos completos e incompletos 

fueron identificados usando Phaster50.  
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Con los resultados obtenidos se generaron matrices binarias indicando 

presencia, ausencia o fracciones y se encuentran disponibles en los Anexos 3-5, 

para visualizar los resultados se generaron mapas de calor en RStudio 

(v2022.07.2+576) con R base (v4.2.1) y el paquete ggplot2 (v3.3.6)39,40,51. Las 

visualizaciones que se acompañan con árboles filogenéticos fueron construidas en 

iToL (v6)45.  

6.3. Cepas y condiciones de cultivo 

Las cepas empleadas para los análisis fenotípicos se listan en la Tabla 1. Todas 

las cepas fueron cultivadas en agar LB (Luria-Bertani; 1% Bacto Triptona, 0,5% 

extracto de levadura, 1% NaCl y 1.5% Bacto agar) con 60 µg/mL de cloranfenicol 

(todas las cepas ST213 excepto la cepa SLHS-03-15), 10 µg/mL de gentamicina 

(YUHS-03-80a) o 50 µg/mL de estreptomicina (para las cepas ST19 y la cepa SLHS-

03-15) y se incubaron por 16 h a 37°C. Los preinóculos se prepararon inoculando 

colonias individuales de cada cepa en 5 mL de caldo LB con los antibióticos 

correspondientes y se incubaron a 37°C con agitación (200 rpm) por 16 h-18 h.  

6.4. Construcción de cepas mutantes 

Las cepas mutantes se construyeron usando la técnica de intercambio alélico en 

dos pasos52. Para generar la construcción se amplificaron por PCR dos fragmentos, 

el primero (F1) 700 pb río arriba del ATG del gen de interés (hilD) y el segundo (F2) 

700 pb río abajo del codón de paro del gen usando como templado el ADN de la 

cepa 33676. Los fragmentos se digirieron con las enzimas correspondientes y 

ambos se ligaron con el vector pRE118 digerido. Las ligaciones se transformaron 

por electroporación en la cepa S17-1 λpir (competente), la construcción en el 

plásmido pRE118 (pRE118::ΔhilD) se verificó por PCR y secuenciación.  

Las cepas ST213 se transformaron por conjugación con la cepa S17-1 

pRE118::ΔhilD en una relación 10:1 donadora (S17-1 λpir):receptora (ST213). Las 

clonas transconjugantes fueron seleccionadas en placas con 60 µg/mL de 

cloranfenicol y 60 µg/mL de kanamicina o para la cepa SLHS-03-15 con 200 µg/mL 

de carbenicilina y 60 µg/mL de kanamicina, se verificaron por PCR y una colonia 

seleccionada se cultivó por 20 h en 2 mL de caldo LB sin antibióticos a 37°C en 
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agitación (200 rpm). Transcurrido el tiempo, 20 µL del cultivo se añadieron a 2 mL 

de LB sin antibióticos y se incubaron por 4 h a 37°C en agitación (200 rpm). 

Enseguida se realizaron diluciones seriadas y 100 µL de la dilución 10-5 se plaqueó 

en agar LB sin antibióticos y se incubaron 37°C toda la noche, mientras que la 

dilución 10-2 se plaqueó en agar LB sin NaCl con 10% de sacarosa, las placas se 

incubaron toda la noche a temperatura ambiente. Las placas de agar con sacarosa 

que contenían 1000 veces menos colonias que las placas de agar LB fueron 

seleccionadas para el paso siguiente.  

Las colonias seleccionadas fueron parchadas por duplicado en placas de agar 

LB son NaCl con 10% de sacarosa y en placas de agar LB con 60 µg/mL de 

kanamicina, y se incubaron toda la noche. Después del tiempo de incubación se 

seleccionaron aquellas colonias sensibles a kanamicina y se verificó por PCR y 

secuenciación la ausencia del gen de interés. Los oligonucleótidos usados se listan 

en la Tabla 2. 

Tabla 1. Cepas bacterianas  

Cepa Genotipo Referencia 

SL1344 ST19, StpR CL 

YUHS-02-75 ST213, MDR 24 

SLHS-03-15 ST213, MDR 24 

YUHS-03-80a ST19, MDR 24 

YUHS-03-80b ST213, MDR 24 

YUHS-04-31 ST213, MDR 24 

YUHS-04-50 ST213, MDR 24 

YUHS-05-26a ST213, MDR 24 

YUHS-05-26b ST213, MDR 24 

YUHS-05-75 ST213, MDR 24 

YUHS-05-78 ST213, MDR 24 

YUHS-07-18 ST213, MDR 53 

33676 ST213, MDR 28 

SL1344 ΔhilD ST19, ΔhilD, StpR, KmR CL 

SLHS-03-15 ΔhilD ST213, ΔhilD Este estudio 

YUHS-05-78 ΔhilD ST213, ΔhilD Este estudio 

YUHS-07-18 ΔhilD ST213, ΔhilD Este estudio 

33676 ΔhilD ST213, ΔhilD Este estudio 

14028 ST19, StpR CL  

14028 ΔompA ST19, ΔompA, StpR, kmR CL 

14028 ΔompC/F ST19, ΔompC/F, StpR, kmR CL 

14028 ΔompD ST19, ΔompD, StpR, kmR CL 

Tabla 1. Lista de cepas bacterianas empleadas en este estudio para los análisis fenotípicos. MDR 
(resistente a múltiples antibióticos), StpR (resistencia a estreptomicina), KmR (resistencia a 
kanamicina), CL (colección del laboratorio). 
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Tabla 2. Oligonucleótidos 

Nombre Secuencia (5’-3’) Sitio de restricción 

Fw1-hilD GCTTCTAGAGCACCCACGGCT XbaI 

Rv1-hilD 

TTAATGGTTCGCCATTTTTATGAATGTCGATG

GGTACCGATGACTATTACTTACAAAGGTTACA

TTTTCCAT 

KpnI 

Fw2-hilD 

ATGGAAAATGTAACCTTTGTAAGTAATAGTCAT

CGGTACCCATCGACATTCATAAAAATGGCGA

ACCATTAA 

KpnI 

Rv2-hilD TTTTTGAGCTCTAAATGCTGCTTATTATAT SacI 

 

6.5. Formación y análisis de macrocolonias RDAR 

La visualización del morfotipo RDAR se realizó en placas de agar LB sin NaCl, 

40 µg/mL de rojo Congo y 20 µg/mL de azul de Coomassie R-250, en el centro de 

cada placa se colocaron 20 µL de preinóculo de cada cepa54. Las placas se 

incubaron en la oscuridad a 20°C y se fotografiaron cada 5, 7 o 12 días. El análisis 

semicuantitativo de las macrocolonias se realizó usando el software FIJI55, primero 

las imágenes fueron separadas en canales, el canal rojo fue seleccionado para 

contar las crestas, los anillos y medir el área. Para distinguir de forma clara las 

crestas y anillos, del fondo de la macrocolonia, se ajustaron los umbrales y se realizó 

un conteo manual. Escalando los valores numéricos de las variables seleccionadas 

(número de anillos, número de crestas y área) se elaboró un análisis de agrupación 

jerárquica en RStudio (v2022.07.2+576) con la versión 4.2.1 de R base39,40. Los 

experimentos se realizaron de forma independiente por triplicado.  

Para cuantificar la fijación de rojo congo por cada macrocolonia, se siguió el 

protocolo descrito arriba con algunas modificaciones; las placas de agar LB sin NaCl 

no contenían colorantes y las macrocolonias se removieron de las placas a los 5, 7 

o 12 días y se resuspendieron en PBS estéril. La suspensión se centrifugó a 13000 

rpm por 3min a temperatura ambiente, enseguida la pastilla se resuspendió en 1 mL 

de una solución de rojo congo (1 mg/mL) y se incubó por 90 min con agitación (900 

rpm) a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación las muestras se 

centrifugaron a 13000 rpm, después se tomaron 100 µL del sobrenadante para 

medir la densidad óptica a 450 nm en un lector de placas (GloMax®-Multi Detection 

System)56. Para determinar la concentración del colorante fijado se usó una curva 

estándar de rojo congo con valores desde 1 µg/mL hasta 1 mg/mL usando PBS 
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como diluyente. Los experimentos se realizaron por triplicado con dos réplicas 

técnicas. Los resultados se representaron en un mapa de calor construido en 

RStudio (v2022.07.2+576) con la versión 4.2.1 de R base y la colección Tidyverse 

(v1.3.1)39,40,57. 

Para encontrar asociaciones entre la fijación de rojo congo y las variables 

involucradas en la formación del morfotipo RDAR se realizó un análisis de 

correlación de Pearson en RStudio (v2022.07.2+576) con la función cor de R base 

(v4.2.1) y el paquete Corrplot (v0.92)39,40,58. 

6.6. Formación de biopelículas  

La formación de biopelículas se evaluó usando el ensayo de cristal violeta como 

se ha descrito previamente59. Los preinóculos de cada cepa se diluyeron 1:100 en 

caldo LB sin NaCl. 100 µL de cada dilución fueron transferidos a una placa de 96 

pozos. Se prepararon tres placas de 96 pozos por cada experimento independiente 

para evaluar a formación de biopelículas a los 5, 7 y 12 días y se incubaron a 20°C 

en estático. Transcurrido el tiempo de incubación se midió la densidad óptica (DO600) 

y las placas se lavaron tres veces con agua destilada previo a su fijación. Las 

biopelículas se fijaron con 200 µL de metanol por 15 min y después se dejaron secar 

por 15 min a temperatura ambiente. Las biopelículas se tiñeron con 200 µL de 

solución acuosa de cristal violeta (0.2%) por 10min, enseguida se lavaron con agua 

destilada y se dejaron secar.  

Para cuantificar la formación de biopelícula se añadieron 125 µL de solución 

acuosa de ácido acético (33%), transcurridos 15 min se midieron las DO560. La 

formación de biopelícula se calculó como el cociente de DO560/DO600. Se realizaron 

tres experimentos independientes con seis réplicas técnicas. Los resultados se 

resumieron en un mapa de calor con los valores escalados usando RStudio 

(v2022.07.2+576) con R base (v4.2.1) y la colección Tidyverse (v1.3.1)39,40,57. 

6.7. Cultivo de células eucariotas  

Los fibroblastos murinos (MEF) se crecieron en medio DMEM (Dulbecco′s 

Modified Eagle′s Medium, Sigma-Aldrich) suplementado con 1 mM de piruvato de 

sodio (Sigma-Aldrich), 1.5 g/L NaHCO3 y 10% v/v de suero fetal inactivado por calor 
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(Byproductos). Las células de epitelio intestinal C2BBe1 (ATCC® CRL-2102™) 

fueron cultivadas en DMEM Advanced (Gibco™) y suplementado con 200 mM de L-

glutamina (Sigma-Aldrich) y 10% (v/v) de suero fetal bovino. Las células intestinales 

HT29 (ATCC® HTB-38™) se mantuvieron en medio McCoy’s 5A (Sigma-Aldrich) 

suplementado con 1.5 g/L de NaHCO3 y 10% (v/v) de suero fetal bovino inactivado 

por calor. Las líneas celulares de monocitos THP-1 (ATCC® TIB-2™) y U-937 

(ATCC® CRL-1593.2™) se crecieron en medio RPMI (Roswell Park Memorial 

Institute 1640 media, Sigma-Aldrich) suplementado con 200 mM de L-glutamina y 

10% (v/v) de suero fetal bovino inactivado por calor.  

Un día previo a los experimentos los fibroblastos y las células C2BBe1 se 

sembraron en placas de 24 pozos a una densidad de 2.6x106 células/mL por 

pozo60,61. Mientras que las células HT-29 se comenzaron a diferenciar 6 d a 7 d 

antes de sembrarse en placas de 24 pozos. Para diferenciar estas células en una 

monocapa mixta conformada por células columnares y enterocitos, el medio de 

mantenimiento (McCoy’s 5A) fue removido cuando las células alcanzaron una 

confluencia del 60% (1.5x105 células/mL) y se sustituyó por DMEM con 10% (v/v) 

de suero fetal bovino, 20 mM de glucosa, 1 mM de galactosa y libre de piruvato, el 

proceso de diferenciación es paulatino para evitar la muerte celular, por lo cual se 

siguió la agenda indicada en la Tabla 3. Transcurrido el día 4 de la agenda el medio 

fue reemplazado por DMEM con 10 mM de galactosa y 10% (v/v) de suero fetal 

bovino, 2 d después se sembraron en placas de 24 pozos a una densidad de 2x105 

células/mL por pozo y se incubaron por 25-30 días cambiando el medio dos veces 

por semana62. Los monocitos fueron sembrados en placas de 24 pozos a una 

densidad de 6.5x106 células/mL por pozo y se diferenciaron a macrófagos con forbol 

12-miristato 12-acetato (PMA, Sigma-Aldrich). Para los THP-1; se añadió medio con 

20ng/mL de PMA y las células se incubaron por 72 h, 12 h-18 h antes de los 

experimentos el medio con PMA se reemplazó con medio fresco libre de PMA63. 

Para las células U-937 se usó medio con 30ng/mL de PMA y las células se incubaron 

por 48 h, trascurrido el tiempo el medio fue reemplazado por medio libre de PMA y 

se incubaron por 5 d cambiando el medio cada dos días64.  
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Todas las líneas celulares fueron mantenidas a 37°C en una atmosfera con 5% 

de CO2. Nunca se permitió que las células alcanzaran más de 9x105 células/mL. 

Los experimentos se realizaron con líneas celulares entre los pases 4-15.  

Tabla 3. Agenda para diferenciación de células HT29 

Día Glucosa Galactosa 

0 20mM 1mM 

1 15mM 1mM 

2 10mM 3mM 

3 5mM 4mM 

4 0 5mM 

Tabla 3. Guía de diferenciación para las células HT29 indicando los cambios en el contenido de 
carbohidratos en el medio por día.  

6.8. Ensayos de infección en células eucariotas y cuantificación de LDH 

Las infecciones a células eucariotas se realizaron usando ensayos de protección 

a aminoglucósidos. 300 µL de preinóculo de cada cepa se diluyeron en 10 mL de 

caldo LB sin antibióticos en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, y se incubaron 3.5h 

a 37°C con agitación (200 rpm). Enseguida 1mL de cada cultivo bacteriano fue 

centrifugado a 8000 rpm por 2 min y se descartó el sobrenadante, la pastilla se 

resuspendió en 1 mL de PBS estéril65. Las infecciones se realizaron en placas de 

24 pozos preparadas como se describe en la sección 6.7.  

Todas las líneas celulares se infectaron a una multiplicidad de infección (MOI) 

de 10 y se incubaron por 20min a 37°C en una atmosfera con 5% de CO2. Después 

de la incubación las monocapas celulares se lavaron tres veces con PBS estéril y 

se añadieron 500 µL de medio (el correspondiente a cada línea celular) con 100 

µg/mL de gentamicina o amikacina (para las cepas 33676, YUHS-04-50 y YUHS-

03-80a) y se incubaron 2 h para eliminar las bacterias extracelulares, y 

posteriormente cuantificar la invasión bacteriana. Para la replicación se siguió el 

mismo protocolo, con ajustes, a cada pozo se le añadieron 500 µL de medio con 10 

µg/mL de gentamicina o 25 µg/mL de amikacina y se incubaron por 18 h. Después 

de los periodos de incubación las monocapas se lavaron tres veces con PBS estéril 

y enseguida se añadieron 100 µL de solución de lisis (1% (v/v) Triton X-100 (Bio-

Rad), 0.1% (v/v) SDS (Bio-Rad) en PBS) y se incubaron por 3 min, finalmente se 

agregaron 400 µL de PBS a cada pozo y se contaron las bacterias intracelulares 
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viables usando la técnica descrita por Chen Y. C., et. al66. La tasa de invasión se 

calculó como la relación entre las CFU/mL a las 2 h entre las CFU/mL del inoculo 

usado para la infección multiplicado por 100. La tasa de replicación se calculó como 

el cociente entre las CFU/mL a las 18h entre las CFU/mL a las 2 h67.  

En el caso de los índices de competencia se realizaron los mismos 

procedimientos descritos arriba con la diferencia de que el inóculo consistió en una 

mezcla 1:1 de las cepas de interés, y el procedimiento de conteo se realizó en placas 

con 20 µg/mL de gentamicina y en placas sin antibióticos. Los cálculos se hicieron 

dividiendo las CFU/mL de la cepa resistente a gentamicina entre las CFU/mL de la 

cepa sensible68. 

Para los ensayos de adhesión, las células fueron tratadas con 1 µg/mL de 

citocalasina D por 1 h. Las monocapas se infectaron a un MOI de 10 por 30 min y 

se incubaron a 37°C en una atmósfera con 5% de CO2, transcurrido el tiempo de 

incubación las células se lisaron y se contaron las CFU/mL de las bacterias 

adheridas. El porcentaje de adhesión se calculó como el cociente entre las CFU/mL 

a los 30 min entre las CFU/mL del inoculo multiplicado por 10069.  

La liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) se cuantificó como una medida 

indirecta de la citotoxicidad usando el kit CytoTox 96 Non radioactive (Promega) 

siguiendo las instrucciones del proveedor, los cultivos se infectaron tal como se 

describe arriba y 3 h y 21 h después de la infección (p.i.) se colectaron los 

sobrenadantes. Como control se usaron células no infectadas y lisadas con Triton 

X-100. El porcentaje de citotoxicidad se calculó como el cociente de la liberación de 

LDH de las muestras entre la liberación de LDH de las células no infectadas 

multiplicado por 100.  

Para todos los experimentos se realizaron al menos tres experimentos 

independientes con dos réplicas técnicas. El análisis estadístico realizado consistió 

en aplicar la prueba Kruskal–Wallis seguido de la prueba de Wilcoxon para 

identificar diferencias entre las cepas. La significancia estadística se determinó a 

p < 0.05. Las gráficas y los análisis estadísticos se realizaron en RStudio 

(v2022.07.2+576) con R base versión 4.2.1, la colección Tidyverse (v1.3.1), y el 

paquete ggpubr (v0.4.4)39,40,51,57. 



22 
 

6.9. Ensayos de motilidad 

Para los ensayos de motilidad los preinóculos de cada cepa fueron ajustados a 

la densidad óptica (DO, 600nm) de 2, enseguida se colocaron por punción, 

aproximadamente 3 µL de cada cultivo ajustado en el centro de placas de agar 

suave (LB, 0.3% Bacto agar). Las placas se incubaron por 5 h a 37°C, enseguida 

se fotografiaron y el diámetro de nado se midió digitalmente usando el software 

FIJI55. Para los ensayos de exclusión en nado se realizó el mismo procedimiento, 

con la diferencia de que dos cepas se colocaron en la misma placa, las punciones 

se realizaron a 1 cm de distancia una de la otra y se incubaron por 24 h. Las gráficas 

y los análisis estadísticos (prueba de Kruskal-Wallis) se realizaron en Rstudio 

(v2022.07.2+576) con R base (v4.2.1)39,40. 

6.10. Perfiles de proteínas secretadas y de membrana externa 

Para las proteínas secretadas, los cultivos bacterianos se prepararon a partir de 

colonias individuales, las cuales se resuspendieron en caldo LB con los antibióticos 

correspondientes y se incubaron por 13 h en agitación (200rpm) a 37°C. 3 mL de 

los sobrenadantes de los cultivos bacterianos se recuperaron por centrifugación 

(12000 rpm), se les añadieron 320 µL de ácido tricloroacético y se incubaron por 1 

h a 4°C. Enseguida las muestras se centrifugaron a 14000 rpm por 30 min y se 

descartaron los sobrenadantes, las pastillas se lavaron con 1 mL de acetona y 

después se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min, se removió la acetona y la pastilla 

se dejó secar a temperatura ambiente por 5 min. Para resuspender la pastilla se 

emplearon 10 µL de buffer de proteínas Laemmli 4X y 2µL de TRIS pH 11.170.  

Para las proteínas de membrana externa los cultivos bacterianos se prepararon 

a partir de colonias individuales, se resuspendieron en caldo LB con los antibióticos 

correspondientes y se incubaron toda la noche en agitación (200 rpm) a 37°C. 1.5 

mL de los cultivos bacterianos se concentraron por centrifugación (3 min a 12000 

rpm) y se descartó el sobrenadante. La pastilla se resuspendió en 1 mL de 10 mM 

Na2HPO4 (pH 7.2) y la muestra fue sonicada hasta que se clarificó, enseguida se 

centrifugó por 2 min a 12000 rpm. El sobrenadante se recuperó y se centrifugó por 

30 min a 4°C, y se descartó. La pastilla se resuspendió en 500 µL de 10 mM 

Na2HPO4 (pH 7.2) /2% Triton X-100 y se incubó por 30min a 37°C. Enseguida la 
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muestra se centrifugó por 30 min a 12000 rpm (4°C) y la pastilla se resuspendió en 

500 µL de 10 mM Na2HPO4 (pH 7.2), se centrifugó nuevamente por 30 min a 4°C 

(12000) y finalmente la pastilla se resuspendió en 50 µL de PBS. La concentración 

proteica se midió usando el método del BCA y 15 µg/µL se mezclaron con 10 µL de 

buffer de proteínas Laemmli 4X. 

Todas las muestras proteicas se calentaron por 10min a 90°C y se visualizaron 

por SDS-PAGE en geles de 12% de poliacrilamida y se tiñeron con azul de 

Coomassie.  
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7. Resultados 

7.1. Exploración de la estructura poblacional, distribución geográfica e 

historia evolutiva del genotipo ST213 de S. Typhimurium. 
 

7.1.1. La estructura poblacional del genotipo ST213 muestra evidencia 

de evolución intra-genotipo. 

Para delimitar la estructura poblacional del genotipo ST213 de S. 

Typhimurium, se construyó un árbol filogenético de máxima verosimilitud (ML, por 

sus siglas en inglés) basado en los polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs, por 

sus siglas en inglés) identificados en el cromosoma de 275 cepas ST213. Esta 

colección de genomas está conformada por 43 cepas pertenecientes a la colección 

de J. L. Puente/E. Calva que fueron aisladas entre 2002 y 2005, por M. B. Zaidi 

durante un programa de vigilancia epidemiológica acoplada a la cadena alimenticia 

y que fueron secuenciados en el contexto del proyecto “UoWUCC 10K 

genomes”24,71, 5 genomas completos de cepas representativas de esta colección 

que fueron secuenciadas previamente31,72,73, y 232 genomas disponibles de forma 

pública en la base de datos de Salmonella de la EnteroBase14,71, colectados entre 

1957 y 2022 en 13 países diferentes. Se incluyeron 15 genomas de S. Typhimurium 

representativos de otros genotipos de interés; 5 de cepas pertenecientes al genotipo 

de referencia ST19, 5 genomas ST313 y 5 genomas ST34.  

Se realizó un análisis de agrupación con el algoritmo FastBAPs usando el 

alineamiento de los SNPs de las 290 cepas, el cual permitió identificar 5 clústeres 

los cuales coincidieron con la estructura de la filogenia. En el primer clúster (C1) se 

agruparon las cepas de referencia ST19 y las cepas representativas del genotipo 

ST313, mientras que los clústeres C2, C3 y C4 incluyeron a los aislados ST213 

asilados principalmente de Asia (India, Tailandia y Vietnam) y el noreste de Europa 

(Bélgica, Dinamarca, Holanda, Francia y Reino Unido). El quinto clúster (C5) fue el 

más grande, conformado por 188 cepas incluyendo a las 5 cepas representativas 

del genotipo ST34, el 96.6% (n=172) del total de los aislados fueron de 

Norteamérica, y únicamente 16% (n=16) aislados de otros continentes (Fig. 3A-B). 

Con el fin de facilitar la discusión, y en concordancia con los resultados obtenidos 

nos referiremos a los clústeres C2-C4 como EU-ST213 y al clúster C5 como NA-

ST213.  
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Las cepas NA-ST213 además de ser el subgrupo más abundante de la 

muestra presentan características interesantes tal como, la ausencia del plásmido 

de virulencia (pSTV) identificado en las cepas de referencia de S. Typhimurium y la 

presencia de plásmidos de la familia IncC asociados a los altos perfiles de 

resistencia a antimicrobianos (AMR) de estas cepas, además algunas cepas se han 

asociado a infecciones invasivas74, es importante mencionar que en este clúster 

(C5) se agruparon las cepas ST34 incluidas en el estudio, relacionándolas 

estrechamente con las cepas ST213, el genotipo ST34 se ha considerado un riesgo 

para la salud publica en los últimos años debido a su asociación con infecciones 

gastrointestinales alrededor del mundo75. Por lo anterior, se decidió caracterizarlo 

más a profundidad. Usando la información del segundo nivel obtenida con el análisis 

de agrupación de FastBAPs se identificaron 4 linajes (no se consideraron las cepas 

ST34 dentro de los linajes). El linaje 1 (19.1%), está conformado por cepas de 

humanos y ganado bovino aisladas en Estados Unidos de América (USA) y Canadá 

(CA). El linaje 2 fue el más abundante de la muestra (43.6%) y sus aislados 

provienen de un amplio rango de hospederos de Canadá, USA y México. Al igual 

que el linaje anterior, cepas pertenecientes al linaje 3 (26.6%) se han encontrado en 

Canadá, USA y México; sin embargo, estas han sido aisladas principalmente de 

humanos. Por su parte el linaje 4 (10.6%) incluye principalmente aislados de 

agua/ríos colectados en USA y México (Fig. 3B y anexo 1).  

En conjunto estos resultados revelan una evolución independiente de este 

genotipo acorde con la región geográfica de aislamiento; por un lado, los aislados 

de la región europea y asiática y por otro los de Norteamérica. Si bien, esta 

separación geográfica es normal desafía el poder discriminatorio que ofrece el 

MLST, además la diversificación de las cepas NA-ST213 en cuatro linajes refleja la 

plasticidad de este genotipo para evolucionar y adaptarse, adquiriendo elementos 

génicos que pueden mejorar sus habilidades para sobrevivir en el ambiente o en 

sus hospederos. Esto resalta la necesidad de monitorear a este genotipo emergente 

para implementar medidas de prevención y control antes de que las cepas de 

Norteamérica se diseminen a otras regiones del mundo, como se ha observado con 

las cepas ST3475.  
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Figura 3| Estructura poblacional y repertorio del genoma accesorio de las cepas del genotipo ST213. A. Árbol filogenético de máxima 
verosimilitud (n=290) en donde se muestran los grupos, linajes, perfiles de MDR (círculos rellenos indican presencia de la resistencia) y el repertorio 
de plásmidos del genotipo ST213 (triángulos rellenos indican presencia del replicón). Se incluyen 5 cepas de referencia ST19 (ramas doradas), 5 
ST313 (ramas rosas) y 5 ST34 (ramas grises). B. Distribución geográfica por país de los clústeres C2-C4 y linajes 1-4 del clúster C5 de las cepas 
NA-ST213 y EU-ST213. El gradiente de color indica el número de aislados. 
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7.1.2. La adquisición de genoma accesorio a través de múltiples 

eventos de transferencia horizontal ha diversificado 

geográficamente al genotipo ST213. 

Para explorar a detalle el perfil micro evolutivo de este genotipo se analizó el 

contenido de su genoma accesorio, el cual puede conferir funcionalidades 

relevantes a la bacteria, tales como resistencia a antibióticos, mecanismos de 

virulencia y capacidades de adaptación ambiental76.  

Primero para confirmar la diversidad intra-genotipo asociada a la distribución 

geográfica de las cepas ST213, éstas se subclasificaron con base en el contenido 

de secuencias denominadas espaciadores en los loci CRISPR. Los espaciadores 

son segmentos de DNA únicos adquiridos de fagos que previamente infectaron a la 

bacteria y forman parte del sistema de inmunidad adaptativo de las bacterias. Esta 

tipificación posee mayor poder discriminativo que la clasificación por MLST; además, 

permite identificar relaciones genéticas entre los aislados y su posible 

microevolución asociada a la presión selectiva de un espacio geográfico común44.  

En este análisis se observó que el patrón de los espaciadores es congruente 

con el árbol filogenético de máxima verosimilitud construido previamente (Fig. 3A, 

Fig. 4A); sin embargo, al agrupar los aislados acorde con los patrones de los 

espaciadores se puede observar que los grupos C2 y C3 de las cepas EU-ST213 

contienen aislados con espaciadores más diversos (Fig. 4B), en coherencia con 

que sus aislados fueron colectados en los años más distantes y provienen de 

regiones geográficas variadas en comparación con los grupos C4 (EU-ST213) y C5 

(NA-ST213). En general los espaciadores en el locus CRISPR1 mostraron baja 

variabilidad, no obstante, los contenidos en el locus CRISPR2 fueron altamente 

variables entre los grupos de aislados EU-ST213 y NA-ST213. De forma interesante 

las cepas NA-ST213 contienen dos espaciadores singulares, STMB34 y HadB20 

(Fig. 4A), cuyos blancos no han sido caracterizados; no obstante, una observación 

importante es que estos espaciadores son compartidos con el genotipo ST34. Esto 

resulta interesante porque las cepas ST34, al igual que las cepas NA-ST213, 

carecen del plásmido de virulencia pSTV y presentan perfiles de multi-resistencia a 

antibióticos (MDR). Más aún, el genotipo ST34 es uno de los principales agentes 

causales de gastroenteritis en Europa, Asia y Oceanía, su expansión ha sido rápida 
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y ha llegado a ser denominada “la clona pandémica”15,77,78, estos resultados 

confirman la relación filogenética entre este genotipo y las cepas NA-ST213, esto 

debido a que se ha propuesto que los arreglos CRISPR en Salmonella ya no son 

funcionales y por ende no hay integración de espaciadores nuevos, por lo cual se 

pueden establecer relaciones filogenéticas precisas en el contexto de la distribución 

global79. Además, el hecho de que estas cepas compartan características es 

intrigante y saber si los espaciadores podrían estar relacionados con la ausencia de 

ciertos plásmidos, fagos, u otro contenido del genoma accesorio abre nuevos 

enfoques de investigación.  

Por otro lado los elementos móviles como los bacteriófagos son altamente 

dinámicos y su adquisición, degradación y escisión pueden ayudar a entender los 

cambios genéticos, adaptativos así como parte de la historia evolutiva de las cepas 

ST21380. 

A este respecto, mediante el análisis del contenido de profagos en los 

genomas de las cepas ST213 incluidas en este estudio, se encontraron un total de 

84 profagos completos e incompletos cuya distribución se correlaciona con los 

clústeres identificados previamente (Fig. 5A). El bacteriófago más prevalente entre 

todas las cepas, independientemente de su genotipo o zona geográfica, fue el 

profago Gifsy-2 (92%), el cual se identificó completo, sin embargo, resultó 

interesante la identificación de un subgrupo de aislados NA-ST213 que carece de 

este profago (n=19), el cual está ampliamente distribuido en las cepas de S. 

Typhimurium. También fue relevante la observación, de que todas las cepas NA-

ST213 a excepción de una, carecían del profago Gifsy-1, pero no las cepas ST34. 

Los profagos Gifsy-1 y Gifsy-2 son relevantes debido a que contienen genes 

que codifican para determinantes de virulencia que son importantes para la 

supervivencia intracelular (Gifsy-2) o durante la colonización (Gifsy-1)81,82. Una de 

las proteínas mejor caracterizadas codificadas por Gifsy-1 es GogB, un efector 

antiinflamatorio que regula el daño al tejido intestinal inhibiendo la activación de 

NFκB83. Las cepas NA-ST213 no poseen el gen gogB (Fig. 5B), aun cuando poseen 

un perfil de profagos particulares que no comparten con las cepas EU-ST213, ST19, 

ST34 y ST313, tales como, SE1, UAB_Phi20, P88 y P1 (Fig. 5A). 
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Figura 4| Diversidad de los espaciadores contenidos en los loci CRISPR del genotipo ST213. A. Árbol filogenético de máxima verosimilitud 
acoplado con los espaciadores del loci CRISPR. Los nombres de los espaciadores se encuentran en la parte superior, los espaciadores duplicados 
se nombran con un asterisco y aquellos que presentan SNPs están seguidos de “var”, los rectángulos vacíos indican ausencia del espaciador. B. 
Análisis de agrupación de las cepas del genotipo ST213 acorde con su contenido de espaciadores. El análisis se realizó en Rstudio y en la imagen 
se muestran los grupos principales y los linajes de las cepas NA-ST213 (Anexo 1). 
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Ningún gen relacionado con virulencia, o que proporcione alguna ventaja 

adaptativa en general, se ha reportado o asociado directamente con estos 

bacteriófagos, cuya distribución es interesantemente heterogénea entre los 

diferentes aislados NA-ST213; por lo tanto, es necesario realizar investigaciones 

más detalladas para conocer el rol de estos profagos en su interacción con la 

bacteria. También se encontraron ampliamente distribuidas versiones incompletas 

de los profagos SFIV (74%) y SJ46 (72%) entre todas las cepas. 

La variación en el repertorio de profagos muestra una clara segregación 

geográfica de las cepas ST213, además permite inferir que estos cambios pueden 

estar moldeando la evolución de los aislados de Norte América. 

En estudios previos se reportó que una de las características distintivas de 

las cepas ST213 aisladas en México es que carecen del plásmido de virulencia 

(pSTV)25,28,31, el cual contiene genes involucrados específicamente en la adhesión  

(pefABCD), invasión (rck, spvAC) y supervivencia intracelular (mig-5, spvD) de S. 

Typhimurium84–88. El análisis presentado en la Figura 3A, mostró que todas las 

cepas NA-ST213, carecen de este plásmido reforzando la noción de que su 

ausencia pudo haber sido un evento determinante en la emergencia del genotipo 

ST213. Sin embargo, la ausencia del pSTV no necesariamente implica la ausencia 

de los genes de virulencia asociados, algunos de estos genes han sido encontrados 

en otros plásmidos o en el cromosoma bacteriano89,90, por lo que se analizó la 

posibilidad de que estuviesen localizados en otro elemento genómico usando la 

base de datos para genes de virulencia VFDB49. Este análisis reveló que, en 

contraste con las cepas EU-ST213, las cepas NA-ST213 no contenían ninguno de 

los genes asociados al pSTV (Fig. 5B).  
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Figura 5| Repertorio de profagos y genes de virulencia de las cepas de S. Typhimurium ST213. 
A. Árbol de máxima verosimilitud asociado a los profagos más abundantes identificados, se indican 
los profagos completos, ausentes e incompletos. Los resultados completos se encuentran 
disponibles en el Anexo 3 B. Árbol de máxima verosimilitud asociado a genes de virulencia 
relevantes para la patogénesis de S. Typhimurium. Los rectángulos vacíos indican ausencia del gen, 
mientras que los rellenos indican presencia del gen. Los nombres de los genes se muestran en la 
parte superior. 
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En contraste con la ausencia de genes de virulencia conocidos (Fig. 5B), las 

cepas NA-ST213 presentaron un patrón de incremento gradual en las resistencias 

a antibióticos y desinfectantes, y a partir del linaje 2 todos los aislados mostraron un 

perfil de multi resistencia a antibióticos consistente (MDR, Fig. 3A). Se identificaron 

58 genes de resistencia en todos los genomas analizados, los cuales mostraron 

paralelismo con el contenido de los replicones de plásmidos, mientras que las cepas 

EU-ST213 mostraron menos replicones y genes de resistencia en comparación con 

las cepas NA-ST213 (Fig. 6A-B). Lo anterior indica que la adquisición de los 

plásmidos contribuyó de forma importante a los amplios perfiles de MDR de las 

cepas NA-ST213, ya que presentan un repertorio más amplio de replicones. sin 

embargo, queda por definir si dichos plásmidos confirieron a las cepas ST213 otras 

ventajas adaptativas asociadas al ambiente o el hospedero. 

Figura 6| Frecuencia de determinantes de resistencia a antimicrobianos y plásmidos 
presentes en las cepas ST213. A. Heatmap que muestra la frecuencia de cada uno de los 
determinantes de resistencia antimicrobianos identificados en las cepas ST213 por continente. B. 
Heatmap que muestra la frecuencia de replicones de plásmidos identificados en las cepas ST213 
por continente. 

 

Las cepas NA-ST213 no sólo se distinguen por la ausencia del pSTV, el 76% 

de estos aislados poseen plásmidos de la familia IncC (n=143/188), mientras que 

ninguna cepa EU-ST213 lo tiene. La presencia de estos plásmidos en un porcentaje 

tan amplio de las cepas NA-ST213, nos llevó a indagar si era posible inferir la región 

geográfica de adquisición. A través de un análisis espaciotemporal usando los 
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genomas de las cepas que contaban con el año de aislamiento, se puede proponer 

que este plásmido está presente en cepas NA-ST213 desde el 2002 en México, de 

donde posteriormente se expandió a USA y Canadá con una distribución nula o 

limitada a otros continentes hasta la fecha (Fig. 7A). Los plásmidos IncC han sido 

principalmente relacionados con las resistencias a antibióticos26; sin embargo, su 

alta incidencia no solo en este grupo de cepas, sino también en otras especies 

bacterianas o serovares de Salmonella enterica resalta la importancia de estudiarlos 

en el contexto de la virulencia y fisiología bacteriana.  

7.1.3 La reconstrucción histórica del genotipo ST213 revela un 

detonante potencial para la expansión de las cepas NA-ST213. 

Con el fin de indagar la historia evolutiva del genotipo ST213, así como su 

diversificación y distribución a través del tiempo, se infirió una filogenia datada 

usando el método RTDT-ML de MEGA (v11)35,42. Para esta reconstrucción se usaron 

los 218 genomas que contaban con el año de aislamiento de la cepa. Los resultados 

mostraron que el ancestro común más reciente para este genotipo data 

aproximadamente de 1771 (95% intervalo de confianza (CI) 1608–1858; Fig. 7B). 

Las cepas EU-ST213 divergieron alrededor de 1813 (95% CI 1701–1884), 

específicamente el clúster C3 divergió cerca de 1819 (95% CI 1701–1909), seguido 

del clúster C2 alrededor de 1931 (95% CI 1852–1969) y finalmente el clúster C4 

cerca de 1999 (95% CI 1964–2000), siendo el más joven genéticamente dentro de 

las cepas EU-ST213.  

El clúster C5, conformado por las cepas NA-ST213, incluyó a las tres cepas 

más antiguas de esta colección, las cuales fueron aisladas en 1957, 1968 y 1988. 

De sus cuatro linajes, el linaje 1 divergió alrededor de 1954 (95% CI 1893–1956), y 

está representado por cepas que fueron aisladas principalmente de ganado en USA 

entre 2000-2006, desapareció de los muestreos por siete años y reapareció 

principalmente en humanos en Canadá (n=5) y UK (n=7) entre 2014 y 2021. 

Interesantemente, esta submuestra sugiere que la adquisición del profago Gifsy-2 

generó un sub-linaje dentro del linaje 1 (Fig. 7B, los nodos se resaltaron en café). 
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Figura 7| Análisis espacio temporal del genotipo ST213. A. Visualización de la distribución espaciotemporal de los plásmidos pSTV e IncC en 
las cepas ST213. B. RelTime análisis mostrando la filogenia datada de 220 aislados de genotipo ST213, acoplado al contenido del genoma accesorio 
más relevante. Los intervalos de confianza (95% CI) de los nodos más importantes se muestran con líneas rojas. El sub-linaje 1 se resalta en café 
y las cepas relevantes para los estudios fenotípicos se indican con un círculo negro. 
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Los linajes 2 y 3 divergieron cerca de 1957 (95% CI 1893–1979) y 1989 (95% 

CI 1919–2000), respectivamente. El linaje 2 se ha mantenido hasta la fecha como 

el linaje más aislado, mientras que el linaje 3 no se ha aislado después del 2018. El 

linaje 4, que divergió aproximadamente en 1991 (95% CI 1924–2000) y su primer 

aislado data del 2012, es el más reciente entre las cepas NA-ST213, y se aisló más 

frecuentemente entre 2018 y 2021, lo cual podría implicar un posible reemplazo del 

linaje 3 (Fig. 7B).  

Esta reconstrucción histórica acoplada al contenido de plásmidos muestra 

que el plásmido IncC no se encuentra en las cepas del linaje 1, nueve cepas del 

linaje 2 y solo una cepa de los linajes 3 y 4, lo que permite plantear que las cepas 

del linaje 2 adquirieron el plásmido IncC en alguna etapa de su evolución 

contribuyendo a su expansión y divergencia al conferirle la habilidad de sobrevivir a 

la exposición de diferentes antibióticos, lo que por ende incrementa potencialmente 

su transmisión (Fig. 7B). En conjunto, este análisis resalta la diversificación del 

genotipo ST213 a través del tiempo. Lamentablemente, debido a la ausencia de 

información geoespacial completa y datos clínicos, no se pueden determinar las 

dinámicas de trasmisión de este genotipo. 

7.2 Caracterización fenotípica de cepas de S. Typhimurium ST213. 
 

7.2.1 Análisis genómico de las cepas NA-ST213 seleccionadas para 

las caracterizaciones fenotípicas.  

Cepas NA-ST213 representativas de la colección de M. B. Zaidi fueron 

elegidas para posteriores análisis debido sus características genéticas, su 

distribución geográfica, su identificación en personas sintomáticas y asintomáticas, 

así como, su implicación como un riesgo para la salud pública y seguridad 

alimentaria. Se eligieron 4 cepas principales, mientras que otras 6 se usaron para 

confirmar fenotipos o ampliar observaciones, aisladas de humanos con infecciones, 

invasivas o gastrointestinales, colectadas en diferentes años y regiones. Entre las 

cepas elegidas se incluyó la cepa SLHS-03-15, la cual a diferencia del resto de las 

cepas no contenía plásmidos de la familia IncC (en el genoma de la cepa YUHS-02-

75 no se identificó este plásmido, pero si por PCR). Además, todas las cepas 

presentaban diferentes perfiles en cuanto al contenido de fagos, lo cual nos permite 
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cubrir, en parte, la diversidad que existe dentro de las cepas NA-ST213. Con las 

cepas seleccionadas (Figura 8A-C; Tabla 1), se realizaron experimentos para 

evaluar si los elementos del genoma accesorio conferían algún fenotipo distintivo 

entre ellas mismas y cepas durante su interacción con células en cultivo o en torno 

a fenotipos que se asocian a la sobrevivencia ambiental o transmisión.  

 

 
Figura 8| Contenido del genoma accesorio de las cepas seleccionadas para los análisis 
fenotípicos. A. Genes de resistencia a antimicrobianos identificados en los genomas de las cepas. 
B. Contenido de replicones de plásmidos en los genomas analizados. C. Profagos más abundantes 
en la submuestra de genomas.  
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7.2.2 Las cepas del genotipo NA-ST213 forman biopelículas diversas. 

Para evaluar la capacidad de supervivencia ambiental de las cepas ST213, 

se estudió su capacidad para formar el morfotipo RDAR (rojo, rugoso y seco por sus 

siglas en inglés). El morfotipo RDAR es un comportamiento multicelular en el cual 

la bacteria forma una matriz extracelular compuesta por fibras amiloides, celulosa y 

polisacáridos que le permite sobrevivir a diferentes estreses ambientales, tales 

como la desecación, antibióticos y escasez de nutrientes, características que 

potencian la trasmisión y supervivencia del patógeno6,91. Se usaron 10 cepas NA-

ST213, tres cepas de referencia pertenecientes al genotipo ST19 que han sido 

ampliamente estudiadas y una de ellas (14028) ha sido la referencia para estudiar 

la formación de biopelículas en S. Typhimurium. Se incluyeron dos cepas de E. coli 

(ΔcsgA y ΔcsgD) incapaces de formar el morfotipo RDAR.  

Nueve de las cepas NA-ST213 y dos de las ST19 que se incluyeron en el 

estudio presentaron todas las características distintivas del morfotipo (Fig. 9), no 

obstante, presentaron patrones distintivos en la arquitectura de la macrocolonia. 

Para explorar las sutiles diferencias estructurales entre las macrocolonias se usó un 

enfoque semicuantitativo que permitió formar grupos entre las cepas acorde con el 

número de crestas y anillos y con el área total de la colonia (Fig. 9).  

En los grupos I y III se encontraron las macrocolonias con mayor área, no 

obstante, las macrocolonias del grupo III mostraron más arrugas y anillos 

comparadas con las del grupo I. En el grupo II se agruparon las macrocolonias más 

pequeñas y también contienen arrugas y anillos, aunque en una menor extensión 

que los grupos I y II, en este grupo también se encontraron los controles negativos, 

indicando que las macrocolonias en este grupo tienen pocas características 

referentes al fenotipo, por último, el clúster IV incluye sólo una cepa que ocupan un 

área intermedia, pero es aquella que presenta el mayor número de crestas de todas 

las cepas estudiadas (Fig. 9). Esto muestra que la diversidad intra-genotipo no se 

restringe únicamente a las variaciones genómicas entre las cepas ST213, sino que 

a nivel de subgrupo (NA-ST213) existe diversidad que puede ser conferida por 

múltiples factores.  

Es importante mencionar que las variaciones intra-genotipo no son exclusivas 

del genotipo ST213, las cepas de referencia ST19 se localizaron cada una en 
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diferentes grupos, por ejemplo; la cepa de referencia SL1344 es una cepa derivada 

de la cepa ST4/74 y difieren únicamente en 7 nucleótidos92–94, la primera presentó 

pocos rasgos del morfotipo RDAR, mientras que la segunda mostró una arquitectura 

bien estructurada con crestas, anillos e incremento del área (Fig. 10). En otro 

estudio se identificó que la cepa SL1344 presentaba dificultades para formar 

biopelículas debido a que transcribía a niveles muy bajos el gen mlrA involucrado 

en la producción de celulosa95. Lo cual indica que la microevolución a nivel 

transcriptómico también debe tenerse en consideración al estudiar las variaciones 

de este morfotipo ya que no todas son atribuibles al contenido génico. La diversidad 

dentro de las cepas de referencia nos recuerda la importancia de usar enfoques 

más holísticos y menos reduccionistas en el estudio de los patógenos emergentes, 

para evitar sesgar las investigaciones en este campo de estudio.  

Con la intención de entender mejor la composición de las macrocolonias, se 

cuantificó la fijación de rojo congo, colorante que se une selectivamente a los 

amiloides. Si bien no es suficiente para determinar la naturaleza de la proteína a la 

cual se une, algunos estudios han reportado que, en el caso de las macrocolonias 

del fenotipo RDAR, está principalmente asociado al curli96,97. Se ha hipotetizado que 

el curli es uno de los elementos involucrados en la resistencia a la desecación en 

las biopelículas, sin embargo, también es un componente estructural importante que 

le confiere viscoelasticidad a las biopelículas97.  

Los resultados muestran que la dinámica de producción del curli es 

dependiente del tiempo; no obstante, no es homogénea para todas las cepas 

analizadas. Por ejemplo, la cepa 14028 produce o acumula la mayor cantidad de 

curli a tiempos de incubación más largos comparados con las otras cepas en su 

grupo (Fig. 10A), mientras que las cepas que se identificaron en el grupo II y 

presentaban menos rasgos del morfotipo, fijaron menos rojo congo en comparación 

con las cepas de los grupos I y III; sin embargo, de forma interesante, la cepa del 

grupo IV, que presentaba características estructurales asociadas al morfotipo formó 

gran cantidad de crestas y fijó bajas cantidades del colorante indicando que la 

formación de biopelícula por esta cepa puede estar vinculada con otro componente 

estructural como la celulosa.  
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Figura 9| Análisis del desarrollo del morfotipo RDAR por cepas de S. Typhimurium. Del lado izquierdo se muestra el análisis de agrupación 
de las macrocolonias basado en las características estructurales principales del morfotipo RDAR, en color gris se indican los controles E2348/69 
ΔcsgA y ΔcsgD. Del lado derecho se observan fotografías de las macrocolonias formadas por S. Typhimurium, las líneas amarillas indican el 
contorno de crecimiento de la colonia a los 5d, en azul a los 7d y en rojo a los 12d. El análisis de agrupación jerárquica y el diagrama fueron 
realizados en RStudio, las imágenes del morfotipo fueron analizadas usando el software FIJI. 
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Lo anterior nos llevó a realizar un análisis de correlación para investigar cuál 

podría ser la distribución de los compuestos amiloides como el curli en la 

macrocolonia (Fig. 10B), encontrando correlación entre el área y el rojo congo pero 

no con el número de anillos o crestas, indicando que estos compuestos se 

encuentran distribuidos en la base de la colonia pero no específicamente en las 

regiones superiores más estructuradas. Estos resultados son parcialmente 

congruentes con lo reportado para E. coli, en donde se propone que el curli no es el 

principal elemento en las crestas de las macrocolonias sino la celulosa54. Sin 

embargo, estudiar los microambientes generados en las diferentes capas de las 

macrocolonias y cómo las bacterias se adaptan a ellos es un campo de estudio 

interesante que merece la pena ser explorado en el contexto de la diversidad 

evolutiva. Además, durante los experimentos realizados en este trabajo se observó 

una alta homogeneidad entre las macrocolonias en cada experimento 

independiente (la imagen puede ser consultada en el Anexo 6), revelando que 

componentes genéticos podrían estar controlando el patrón de producción de 

anillos, crestas y la forma global de la macrocolonia, más allá de solo ser influidas 

por fenómenos físicos como la dureza del agar, la muerte celular o la disponibilidad 

de oxígeno98–100, lo cual abre perspectivas de investigación interesantes. 

Considerando que, aunque la formación de las estructuras tridimensionales 

complejas nos da información sobre la habilidad de estas cepas para formar 

biopelículas, su proceso de formación es multifactorial y puede estar influido por el 

tipo de superficie de adhesión, el sustrato y la interfaz aire-biopelícula101. Por ello 

se decidió analizar la formación de biopelículas de estas cepas usando 

adicionalmente la técnica de tinción por cristal violeta, en donde la superficie de 

adhesión es poliestireno y el sustrato es líquido. Se usaron las mismas condiciones 

de temperatura y tiempos de incubación que para la evaluación del morfotipo RDAR.  

Los resultados fueron consistentes con la formación del morfotipo RDAR, sin 

embargo, en lugar de cuatro clústeres se formaron tres, uno en donde se agrupan 

las cepas que presentan baja formación de biopelículas que incluye a los controles 

negativos y a las dos cepas con menos rasgos del morfotipo RDAR (grupo II). 
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Figura 10| Fijación diferencial del colorante rojo congo por cepas de S. Typhimurium. A. 
Heatmap indicando la concentración de colorante rojo congo fijado por las macrocolonias RDAR a 
través del tiempo. B. Análisis de correlación entre las características estructurales del morfotipo 
RDAR y la fijación de rojo congo (** P≤0.01, *** P≤0.001). 

 

Enseguida se encontraron cepas con formación intermedia de biopelícula e 

incluyen a la mayoría de las cepas con una cantidad media de anillos y crestas 

pertenecientes al grupo I. Por último, se encontraron las cepas con alta formación 

de biopelícula, conformadas por las cepas con mayor número de anillos y que se 

localizaron anteriormente en el grupo III, además aquí se encontró también a la 

única cepa del grupo IV (Fig. 9, Fig. 11).  

Lo cual indica que estas cepas son capaces de mantener su habilidad de 

formar biopelículas en condiciones variadas y esta habilidad puede verse más 

afectada por factores como la temperatura y la composición del sustrato, que por el 

tipo de superficie de adhesión o si el sustrato es liquido o sólido.  
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Figura 11| Análisis de agrupación de la formación de biopelículas por cepas de S. 
Typhimurium. Las cepas se evaluaron en su habilidad para formar biopelículas a 20°C en LB sin 
sal por 5d, 7d y 12d en placas de 96 pozos, la cantidad de biopelícula formada se cuantificó usando 
el ensayo de cristal violeta tal como se describe en la sección de metodología, en color gris se indican 
los controles E2348/69 ΔcsgA y ΔcsgD. El análisis de agrupación fue realizado en RStudio. 

Es importante mencionar que no se identificó ninguna característica singular 

del morfotipo ST213 en los linajes evaluados que permitiera relacionarlo con, por 

ejemplo, el linaje, fuente de aislamiento o genoma accesorio. Sin embargo, la 

habilidad de estas cepas para formar biopelículas, tanto en superficies sólidas como 

en medio líquido, muestra diferencias fenotípicas, lo cual indica que la diversidad de 

este genotipo no solo es a nivel genómico y, a su vez, sugiere que el genotipo ST213 

continúa diversificando sus habilidades de supervivencia ambiental y, por lo tanto, 

su potencial transmisibilidad. 

7.2.3 Los aislados NA-ST213 presentan baja internalización y elevada 

replicación en células eucariotas. 

La patogénesis de S. Typhimurium incluye tres etapas cruciales; adhesión, 

internalización y replicación102,103. Considerando que estas cepas carecen de 

determinantes de virulencia asociados a estas etapas (pefABCD, rck, spvACD, mig-
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5) como se describió previamente en la sección 7.1.2, se decidió profundizar en el 

estudio de la patogénesis de las cepas NA-ST213 usando líneas celulares 

biológicamente relevantes; macrófagos humanos (U-937 y THP-1), enterocitos 

humanos (C2BBe1 y HT-29) y fibroblastos murinos (MEFs 3T3). Estas líneas 

celulares fueron infectadas con cuatro aislados ST213 provenientes de infecciones 

gastrointestinales o invasivas, dos pertenecientes al linaje 2, 33676 (invasiva) y 

SLHS-03-15 (gastrointestinal), y dos al linaje 3, YUHS-05-78 (invasiva) y YUHS-07-

18 (gastrointestinal), así como con la cepa prototipo ST19 SL1344 para propósitos 

comparativos. 

Todos los aislados mostraron bajos niveles de adhesión a líneas celulares 

humanas en comparación con la cepa ST19 (Fig. 12), excepto por los dos aislados 

de infección gastrointestinal que presentaron mayor adhesión a macrófagos THP-1 

(Fig. 12B). En contraste, la adhesión de los aislados NA-ST213 a fibroblastos 

murinos fue mayor o igual a la adhesión de la cepa ST19 (Fig. 12E).  

Además, se exploró de forma general el papel de uno de los reguladores 

centrales de la patogénesis de S. Typhimurium; HilD, el cual ha sido ampliamente 

estudiado en las cepas prototipo, este regulador no tiene una función definida en la 

adhesión, aunque si en el proceso de internalización, sin embargo, dada la 

diversidad de las cepas NA-ST213 se estudió si tenía un papel en estas cepas 

durante la adhesión, por lo cual mutantes en el regulador HilD (ΔhilD) de las cepas 

ST213 y ST19 fueron evaluadas en su habilidad para adherirse a las líneas 

celulares. De forma interesante todas las cepas mutantes, incluyendo a la cepa de 

referencia (mutante y silvestre) presentaron una disminución en la adhesión a 

macrófagos U-937 comparadas con sus cepas parentales (Fig. 12A). En células 

epiteliales solo se observó disminución en la adhesión por parte de las mutantes 

NA-ST213 en fibroblastos 3T3 (Fig. 12E). La cepa SLHS-03-15 ΔhilD, además de 

adherirse menos a las líneas antes mencionadas, también se adhirió menos a las 

células THP-1 y HT-29 (Fig. 12B, Fig. 12D), por lo cual HilD puede estar jugando 

un papel diferente en las cepas NA-ST213 y de forma más particular en la cepa 

SLHS-03-15, lo cual da indicios de que la evolución de estas cepas puede haber 
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llevado a rearreglos en algunas redes de regulación transcripcional, o la presencia 

o ausencia de genes involucrados en este fenotipo.  

 

 

Figura 12| Adhesión de cepas de S. Typhimurium a células eucariotas. Macrófagos A. U-937 B. 
THP-1. Enterocitos C. C2BBe1, D.HT29 y fibroblastos E. 3T3, se inmovilizaron con citocalasina D 
por 1h, enseguida fueron infectados con las cepas de S. Typhimurium y se permitió su adhesión a 
las monocapas por 30min. Transcurrido el tiempo las monocapas se lavaron y lisaron, las bacterias 
adheridas fueron enumeradas contando unidades formadoras de colonias. Los grupos fueron 
comparados usando la prueba de Wilcoxon y los P-values se indican en la gráfica.  

 

En conjunto los resultados revelan que las interacciones de S. Typhimurium 

con células en cultivo son dependientes de la línea celular, indicando posibles 

tropismos en relación con el hospedero o nichos dentro del hospedero. No menos 

importante, también reflejan la importancia de elegir correctamente el modelo de 
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estudio a utilizar o considerar usar más de una línea celular que permita realizar 

estudios comparativos más informativos que, a la vez, faciliten contrastar la 

literatura existente donde el modelo celular utilizado es muy variable. 

La internalización de las cepas NA-ST213 fue escasa en todas las líneas 

celulares epiteliales y en los macrófagos THP-1 en comparación con la cepa 

prototipo (Fig. 13B-E). En el caso de los macrófagos U-937 las cepas NA-ST213 se 

internalizaron a los mismos niveles que la cepa prototipo (Fig. 13A), que puede 

deberse a la exacerbada fagocitosis que ha sido reportada para esta línea 

celular104,105, haciendo insignificante la contribución de la macropinocitosis inducida 

por el patógeno.  

 

Figura 13| Internalización de cepas de S. Typhimurium a células eucariotas. Macrófagos A. U-
937 B. THP-1. Enterocitos C. C2BBe1, D. HT29 y fibroblastos E. 3T3. Fueron infectados con S. 
Typhimurium, la internalización se midió usando ensayos de protección a los aminoglucósidos, las 
células se incubaron 2h, enseguida las monocapas se lavaron y lisaron, las bacterias intracelulares 
viables fueron enumeradas contando unidades formadoras de colonias. Los grupos fueron 
comparados usando la prueba de Wilcoxon, los P-values se indican en la gráfica. 
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Además, se evaluaron las cepas mutantes en HilD para indagar su papel en 

la internalización y no se identificaron diferencias con respecto a lo reportado 

previamente para la cepa prototipo (Tablas complementarias 1-5). Es importante 

mencionar que los aislados estudiados no tienen problemas de motilidad ni de 

secreción de los efectores relevantes para la invasión (Fig. 14A-B) y por ello la 

disminución en la internalización no es atribuible a un factor de fácil identificación.  

 
 

Figura 14| Perfiles de proteínas secretadas y motilidad de las cepas NA-ST213. A. Se muestran 
los perfiles de proteínas secretadas de las cepas ST19 y NA-ST213. Se incluye como control 
negativo la cepa ST4/74 ΔhilD. B. Diámetro de migración de las cepas ST19 y NA-ST213 en LB agar 
suave (0.3% Bacto agar), el diámetro fue medido usando FIJI software.  
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Sorprendentemente, las tasas de replicación de los aislados NA-ST213 

fueron iguales o superiores a las de la cepa de referencia (Fig. 15A-E). En aquellas 

células donde la internalización estuvo menos comprometida, C2BBe1 y THP-1, las 

cepas NA-ST213 alcanzaron las mismas cargas bacterianas que la cepa prototipo, 

mientras que en fibroblastos y células HT-29 alcanzaron la mitad de la carga 

bacteriana de la cepa ST19 (Anexo 7). Considerando que la internalización en 

células HT-29 fue siete veces menor que la de la cepa ST19, la replicación 

compensa exitosamente esta disminución en la invasión Las altas tasas de 

replicación no afectaron la viabilidad celular, ni tampoco las tasas bajas de 

internalización mostraron menor citotoxicidad en las etapas tempranas de la 

infección en comparación con la cepa de referencia (Anexo 8).  

 
 

Figura 15| Replicación de cepas de S. Typhimurium en células eucariotas. Macrófagos A. U-
937 B. THP-1. Enterocitos C. C2BBe1, D. HT29 y fibroblastos E. 3T3. Fueron infectados con S. 
Typhimurium y la replicación se midió usando ensayos de protección a los aminoglucósidos, las 
células se incubaron 18h, enseguida las monocapas se lavaron y lisaron, las bacterias intracelulares 
viables fueron enumeradas contando unidades formadoras de colonias. Los grupos fueron 
comparados usando la prueba de Wilcoxon, los P-values se indican en la gráfica. 
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Con los resultados anteriores surgió la pregunta de si este comportamiento 

era particular a la submuestra de cepas NA-ST213 estudiadas. Por lo tanto, para 

ver si este fenotipo era extensivo a otros aislados NA-ST213 se evaluaron seis 

cepas más, cuatro provenientes de infecciones invasivas y dos de infecciones 

gastrointestinales, de las cuales cinco presentaron el mismo fenotipo que las otras 

cepas estudiadas (Fig. 16A-B) encontrando solo una cepa con invasión y 

replicación similar a la cepa de referencia.  

Figura 16| Internalización y replicación de cepas de S. Typhimurium en células eucariotas. 
Macrófagos THP-1 (A), enterocitos HT29 (B). Fueron infectados con las cepas de S. Typhimurium, 
indicadas en la gráfica. La internalización y replicación se midieron usando ensayos de protección a 
los aminoglucósidos, las células se incubaron 2h (internalización) o 18h (replicación), enseguida las 
monocapas se lavaron y lisaron, las bacterias intracelulares viables fueron enumeradas contando 
unidades formadoras de colonias. Los grupos fueron comparados usando la prueba de Wilcoxon, los 
P-values se indican en la gráfica. 
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Al evaluar este fenotipo se observaron sutiles diferencias entre las cepas NA-

ST213; sin embargo, ninguna de estas diferencias permite establecer una 

correlación entre los linajes o el tipo de infección. No obstante, los aislados sí 

presentan características comunes que pueden ser una marca del genotipo, tales 

como bajas tasas de internalización en células humanas y la compensación de esta 

deficiencia con altas tasas de replicación, sin afectar la viabilidad celular. Esta 

observación es crucial para entender la patogénesis de este nuevo genotipo que 

comienza a expandirse por Norteamérica, para mplementar medidas que mejoren 

su monitoreo y control.  

7.2.4 Dos cepas NA-ST213 no expresan completa la proteína de 

membrana externa OmpD. 

Dos de las cepas incluidas en este estudio presentaban una característica 

singular, a nivel genómico, contenían interrupciones en el gen que codifica para la 

proteína de membrana externa OmpD. La cepa YUHS-05-78, aislada en 2005, 

presentó una interrupción en el gen debido a la inserción de una transposasa 

hipotética y la cepa YUHS-07-18 aislada en 2007 tiene un codón de paro a un tercio 

del inicio de transcripción del gen (Fig. 17A). La ausencia de la proteína se verificó 

a través de perfiles de membrana externa (Fig. 17B), así se confirmó que OmpD 

era la única proteína de las más abundantes (OmpA, OmpC, OmpF) que no se 

expresa. Sin embargo, no es posible descartar que haya producción del péptido 

señal de la proteína OmpD, ya que no se realizó western para su identificación, no 

obstante, la producción de este fragmento no permitiría la formación de la estructura 

de OmpD.  

La proteína OmpD no tiene un rol claro en la patogénesis bacteriana; sin 

embargo, ha sido propuesta como un candidato vacunal importante en el desarrollo 

de vacunas contra Salmonella no tifoideas (SNTs), debido a que S. Typhi no posee 

esta proteína no se ha logrado una inmunización cruzada exitosa. En este aspecto 

es en donde se vuelve relevante que algunas cepas no presenten esta proteína ya 

que, si se desarrollan vacunas usando OmpD como elemento principal contra S. 

Typhimurium, puede llevar a una selección de subpoblaciones que no poseen la 

proteína y por ende disminuir la eficiencia de la vacuna contra las infecciones por 

este patógeno106,107.  
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Figura 17| Dos cepas NA-ST213 contienen interrupciones en el gen que codifica para la 
proteína de membrana externa OmpD. A. Representación esquemática de las interrupciones 
genómicas identificadas en las cepas ST213, en comparación con la cepa de referencia SL1344, las 
coordenadas de los genomas se indican en la parte superior de las flechas, mientras que en la parte 
inferior se indica el tamaño de la región génica. B. Perfiles de proteínas de membrana externa de 
diferentes cepas NA-ST213, incluyendo las cepas con interrupciones, se incluyen como controles la 
cepa de referencia 14028 y sus mutantes en ompA, ompC/F y ompD.  
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7.3 Avances de casos de estudio específicos de las cepas NA-ST213. 
 

7.3.1 Estudio de una población mixta de S. Typhimurium 

formada por una cepa ST19 y una ST213. 

Las infecciones mixtas o las mezclas de aislados durante el muestreo no son 

inusuales en la práctica clínica, por lo tanto, algunos aislados no son cultivos puros, 

en casos en dónde se encuentran dos o más serovares mezclados es más fácil 

realizar una purificación de cultivos; sin embargo, cuando se trata del mismo serovar 

la purificación es más compleja. En la realización de este trabajo se pudieron 

identificar dos aislamientos que estaban conformados por dos cepas que 

presentaron variaciones fenotípicas, la cepa YUHS-05-26 conformada por dos 

aislados ST213, pero diferían significativamente en la formación del morfotipo 

RDAR, debido a la dificultad para discernir si se trata de dos cepas diferentes o de 

una variación estocástica de la población, se consideró la segunda opción, hasta 

que se cuenten con genomas individuales para diferenciarlas. Mientras que el otro 

grupo de aislados, la cepa YUHS-03.80 estaba constituida por una cepa resistente 

a gentamicina y una sensible. Para verificar el genotipo, se realizó la amplificación 

por PCR y secuenciación de los 7 genes usados para la clasificación por MLST, de 

tal manera que se pudo identificar que la cepa resistente a gentamicina es genotipo 

ST19 (YUHS-03-80 a) y la sensible ST213 (YUHS-03-80 b). 

Se verificaron sus proporciones y se identificó que se encuentran 

aproximadamente 1:1 en la mezcla original del aislamiento (Fig. 18A). Se analizaron 

diferentes fenotipos para ver el comportamiento de cada aislado de forma individual; 

ambos aislados son capaces de formar el morfotipo RDAR, sin embargo, sus 

arquitecturas son marcadamente distintivas, la cepa ST19 mostró menos área y más 

crestas en comparación con la cepa ST213, lo cual también llevó a variaciones en 

la fijación de rojo congo, donde la cepa ST19 con más crestas fijo un tercio menos 

del colorante que la cepa ST213, indicando que la macrocolonia formada puede 

contener menor cantidad de amiloides (Fig. 18B). Con base en esto sus niveles de 

formación de biopelícula en medio líquido es congruente con lo observado 

anteriormente para las macrocolonias, siendo la cepa ST213 la que formó mayor 

cantidad (Fig. 18C). También se evaluó la motilidad de estas cepas, y la cepa ST19 
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formó halos de desplazamiento más amplios que la cepa ST213 a las 5h de 

crecimiento (Fig. 18D).  

Figura 18| Comparación fenotípica de las cepas YUHS-03-80 a y b. A. Separación de las colonias 

de las cepas mezcladas usando placas de LB con 20µg/mL de gentamicina. B. Formación individual 

del morfotipo RDAR y fijación de rojo congo de las cepas ST19 y ST213. C. Formación de biopelícula 

en microplacas de las cepas analizadas. D. Ensayos de motilidad en agar suave. 
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Se evaluó la patogénesis de estas cepas, estudiando su internalización y 

replicación en cuatro líneas celulares, dos líneas de macrófagos (U-937 y THP-1) y 

dos líneas de células epiteliales (HT-29 y fibroblastos 3T3). En los macrófagos U-

937 la cepa ST19 mostró mayor internalización comparada con la cepa ST213, pero, 

presentaron niveles similares de internalización en células THP-1. Mientras que 

para las células epiteliales al igual que las otras cepas NA-ST213, esta cepa ST213 

mostró baja internalización en ambas, sorprendentemente la cepa ST19 también 

mostró baja internalización en fibroblastos 3T3 a diferencia de la cepa ST19 de 

referencia analizada en la sección anterior (Fig. 19A). La replicación de la cepa 

ST19 fue deficiente en todas las líneas celulares analizadas, mientras que la cepa 

ST213 mostró niveles de replicación similares a las otras cepas ST213 previamente 

evaluadas (Fig. 19B).  

Debido a que estas cepas pudieron haberse aislado del mismo paciente, se 

exploró si mezcladas en ensayos de invasión y replicación presentaban un 

comportamiento cooperativo, para ello se realizaron ensayos de competencia en 

fibroblastos 3T3 y células HT29. Para la internalización no se observó labor 

cooperativa entre estas cepas, ya que la cepa ST213 que presenta dificultad para 

invadir células HT29 continuó estando por debajo de la cepa ST19 (Fig. 19C). Los 

índices competitivos para la replicación tampoco muestran cooperatividad durante 

esta etapa, la cepa ST19 continuó internalizándose a los mismos niveles que de 

forma individual (Fig. 19C).  

Estos resultados pueden llevar a plantear la hipótesis de que estas cepas 

pudieron haberse mezclado en el proceso de aislamiento o que si fueron adquiridas 

por un mismo paciente ocurrió en eventos distintos. No obstante, tampoco se puede 

descartar que la ventaja en la coexistencia de estos aislados ocurra a nivel 

ambiental ya que las características de sus biopelículas son distintas, por lo tanto, 

explorar la cooperatividad de estos aislados durante la formación de biopelículas 

podría ayudar a entender mejor estas interacciones entre subpoblaciones. Además, 

los problemas de replicación de la cepa ST19 resaltan la diversidad que existe 

dentro del genotipo fundador y que ha sido descuidada debido a que las 

investigaciones se han enfocado en pocos aislados.  
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Figura 19| Exploración de la patogénesis de las cepas YUHS-03-80 a y b. A. Internalización de 

las cepas YUHS-03-80 a y b a macrófagos (U-937 y THP-1), enterocitos (HT-29) y fibroblastos 3T3. 

B. Replicación de las cepas YUHS-03-80 a y b en macrófagos (U-937 y THP-1), enterocitos (HT-29) 

y fibroblastos 3T3. C. Índices competitivos en invasión y replicación (izquierda y derecha 

respectivamente), usando marcadores de resistencia a antibióticos para distinguir a las cepas. 
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7.3.2 Motilidad y competencia por espacio 

Las bacterias coexisten en diferentes contextos y esto puede llevarlas a 

competir por nutrientes o nichos, sin embargo, los mecanismos que detonan la 

competencia espacial no se han dilucidado108. En este trabajo se observó un 

fenómeno de exclusión entre bacterias durante el nado. Este comportamiento se da 

entre cepas tanto del mismo como diferente genotipo, por lo tanto, no es específico 

de un grupo particular de aislados. No obstante, esta exclusión no ocurre entre 

cepas que son derivadas la una de la otra (SL1344 y ST474) indicando que el 

mecanismo puede ser una forma de reconocimiento aún no estudiada en S. 

Typhimurium (Fig. 20). 

Esto puede deberse a un mecanismo de competencia espacial, en el cual las 

bacterias que nadan más rápido ocupan el espacio y por lo tanto las otras bacterias 

al detectar la disminución del flujo de nutrientes disminuyen su crecimiento y 

velocidad durante la motilidad108, sin embargo, existen otras alternativas como la 

posible secreción de sustancias inhibidoras o procesos aún más complejos como la 

detección específica de bacterias hermanas, como se ha reportado para P. mirabilis, 

que posee moléculas identificadoras secretadas durante el swarming que permiten 

el reconocimiento y la formación de límites con aquellas que son distintas109. En 

este caso debido a la formación de un límite claro (Fig. 20), podría comenzarse a 

explorar la segunda opción, realizando análisis genómicos en busca de moléculas 

de identidad particulares usando como base el conocimiento generado para P. 

mirabilis.  

Estos datos abren nuevas posibilidades al análisis de las interacciones 

ecológicas entre aislados diversos, que en conjunto con la sección anterior pueden 

arrojar luz sobre como ocurren los mecanismos cooperativos y en que contextos 

son más relevantes.  
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Figura 20| Exclusión durante ensayos de motilidad de las cepas de S. Typhimurium. A. Los 
ensayos de motilidad se realizaron en LB agar suave (0.3% Bacto agar), se inocularon por punción 
dos cepas por cada placa de agar y se incubaron por 24h a 37°C, posteriormente se fotografiaron. 
B. Cepas invasivas durante el nado muestran exclusión entre ellas y con la cepa de referencia 
SL1344 (ST19). 
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8 Conclusiones y discusión 

Las salmonelas no tifoideas son un importante agente causal de infecciones 

invasivas y gastrointestinales alrededor del mundo110. El genotipo ST213 de S. 

Typhimurium se encuentra mayoritariamente distribuido en los tres países más 

grandes de Norteamérica (México, USA y Canadá) y el noreste de Europa (Bélgica, 

Francia, Portugal, Holanda, UK), este genotipo ha sido asociado con infecciones 

gastrointestinales y con algunas infecciones invasivas26,28, es inusual que el serovar 

Typhimurium cause infecciones invasivas fuera de regiones como África 

subsahariana111. Además, este genotipo continúa aislándose de un amplio rango de 

hospederos como animales, alimentos y agua, estando presente a lo largo de la 

cadena alimenticia con una extensa red de trasmisión24,27,112,113. En este trabajo 

describimos y analizamos la estructura poblacional del genotipo ST213, pudimos 

identificar la co-circulación de varios linajes en Norteamérica y asociando el 

contenido del genoma accesorio con los análisis filogenéticos pudimos identificar 

claramente una separación geográfica entre las cepas aislados de Norteamérica 

(NA-ST213) y Europa (EU-ST213).  

No encontramos características específicas del genoma accesorio que 

vincularan a las cepas NA-ST213 y EU-ST213. Las cepas EU-ST213 fueron más 

cercanas a las cepas de referencia pertenecientes al genotipo fundador ST19, 

mientras que las cepas NA-ST213 distaban más de ellas y fueron filogenéticamente 

más cercanas a las cepas ST34 con las cuales comparten rasgos específicos como 

dos espaciadores únicos en el locus CRISPR (HadB20 y STMB34), dos 

pseudogenes (casA y cas3’, Anexo 9) y la ausencia del plásmido de virulencia 

pSTV. Sin embargo, las cepas NA-ST213 particularmente carecían del bacteriófago 

Gifsy-1 el cual no se puede determinar si nunca fue adquirido o se perdió durante la 

evolución de estas cepas (Anexo 10), además, estos aislados contenían plásmidos 

de la familia IncC, es importante mencionar que no identificamos ningún ancestro 

común con este genoma accesorio característico entre las cepas EU-ST213, lo cual 

siguiere que la adquisición de estos elementos fue independiente, posiblemente 

debido al entorno ambiental y a las presiones selectivas en sus reservorios y 

hospederos. 
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La adquisición de material accesorio, específicamente la adquisición de los 

plásmidos de la familia IncC moldeó parte de la historia evolutiva de las cepas NA-

ST213, el análisis espaciotemporal realizado en este trabajo indica que los linajes 2 

y 3 de las cepas NA-ST213 pudieron haber adquirido este plásmido en México, el 

cual pudo conferirles ventajas para su trasmisión debido posiblemente al contenido 

de genes de resistencia a antibióticos codificados en el plásmido y por ende conllevó 

a una mayor expansión de estos linajes comparados con el linaje 1. Sin embargo, 

las cepas del linaje 1 que no contienen ni el plásmido pSTV o los IncC han aparecido 

con el bacteriófago Gifsy-2, el cual estaba ausente en los aislados más antiguos de 

este linaje. Lo cual muestra la plasticidad que confiere el genoma accesorio a los 

patógenos emergentes durante su proceso adaptativo. La asociación entre la 

adquisición de genes de resistencia a antimicrobianos y el incremento en la 

trasmisión se ha reportado previamente en otras Salmonellae, lo cual ha llevado al 

reemplazo de los linajes susceptibles111,114. Además, reportes previos han indicado 

que los plásmidos IncC que contienen las cepas ST213 tiene baja frecuencia de 

conjugación y por lo tanto se han asociado con la expansión clonal de este 

genotipo26, lo cual concuerda con los datos de la estructura poblacional aquí 

planteada y sustenta la hipótesis de la expansión de los linajes con plásmidos IncC 

en Norteamérica, resaltando la importancia de estudiar a los patógenos en el 

contexto de su estructura poblacional y región geográfica específica.  

El contenido del genoma accesorio no está limitado a los plásmidos IncC, otros 

plásmidos han sido considerados de interés, por ejemplo; la subpoblación mexicana 

de las cepas NA-ST213 ha sido asociada con el fago-plásmido D6-like73, nuestros 

análisis mostraron que este plásmido también se encuentra en las cepas de USA y 

Canadá, aunque en menor proporción. Sin embargo, incluso si este plásmido 

tuviese un papel importante en el contexto del genotipo ST213 no está ampliamente 

distribuido, únicamente 25% de los aislados analizados lo poseen y estuvo 

mayoritariamente distribuido entre los linajes 2 (39%) y 3 (76%) y ausente en el 

linaje 4, el cual es el más reciente. Además, en este trabajo se analizaron diferentes 

características fenotípicas de por lo menos cuatro aislados, dos de los cuales 
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contenían el plásmido D6-like y dos que no lo contenían, y no se identificaron 

características particulares en los fenotipos analizados.  

La habilidad de estas cepas para sobrevivir a condiciones adversa fue evaluada 

en este trabajo como una forma indirecta de explorar su potencial de transmisibilidad 

en el ambiente6,115. La mayoría de los aislados NA-ST213 evaluados mostraron las 

características del morfotipo RDAR y alta fijación del colorante rojo congo. No 

obstante, encontramos sutiles diferencias entre las colonias de las cepas NA-

ST213, no solo a nivel estructural, sino también en el patrón temporal de fijación de 

rojo congo, lo cual, puede deberse a que diferentes mecanismos mejoran la 

producción de elementos como el curli y por ende esto modifica la fijación del rojo 

congo en determinadas cepas, lo cual ya ha sido reportado para E. coli O157:H7116, 

por lo tanto, más trabajo es necesario para entender la diversidad del morfotipo 

RDAR en este genotipo. En general estas cepas mostraron fuerte formación de 

biopelículas en diferentes condiciones, sugiriendo que pueden beneficiarse de este 

mecanismo de supervivencia fuera del hospedero para asegurar suficiente carga 

bacteriana y causar infección. En cuanto a los aislados que fijaron bajas 

concentraciones de rojo congo y mostraban la arquitectura del morfotipo RDAR 

(YUHS-02-75, YUHS-05-26 a y YUHS-03-80 a) es posible que la biopelícula 

formada esté sustentada por otros componentes mayoritarios como la celulosa54, 

esto puede representar una ventaja adaptativa para estos aislados en el proceso de 

infección debido a que el sistema inmune puede reconocer a los amiloides como 

patrones moleculares asociado a patógenos y así eliminarlos rápidamente del 

hospedero117. Sin embargo, este rasgo es altamente variable, como ha sido 

reportado para otros genotipos de S. Typhimurium como el ST31319.  

Un aspecto muy importante de las cepas ST213 es su capacidad para causar 

infecciones invasivas en humanos, a pesar de no contar con algunos factores de 

virulencia codificados en el pSTV. Este no es el único genotipo que no cuenta con 

este plásmido asociado a la virulencia, se ha reportado el genotipo ST34, aunque 

este genotipo causa principalmente infecciones gastrointestinales en humanos y 

animales15,75,118. Nuestros resultados muestran que la falta de los elementos de 

virulencia del pSTV no reducen la capacidad de las cepas NA-ST213 de causar 
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infección, esto en conjunto con la información epidemiológica disponible del 

genotipo ST34 indican que el pSTV no tiene tanta relevancia en el proceso 

patogénico de S. Typhimurium, al menos para estas cepas. Las cepas NA-ST213 

mostraron baja capacidad de adhesión e internalización, pero alta replicación en 

células eucariotas, estos datos son similares a los reportados para las cepas ST313 

en Brasil119, los aislados ST34 (alta replicación)78, y el serovar S. Typhi (baja 

adhesión e internalización) restringido a humanos120. No obstante, otros estudios 

con cepas ST213 asiladas de alimentos han mostrado que pueden internalizarse a 

altas tasas en células epiteliales no diferenciadas27, esto puede deberse a múltiples 

factores por un lado puede estar relacionado al tipo de línea celular y condiciones 

de cultivo e infección usadas para evaluar la internalización, por otro la fuente de 

aislamiento. Además, debido a la ausencia de genomas secuenciados de esas 

cepas, nos es desconocido cuál es su posición en la estructura poblacional del 

genotipo ST213 y si pudiesen ser cepas con características singulares dentro del 

contexto de Norteamérica o un grupo distintivo, por lo tanto, se requiere más 

investigación para cubrir la mayor diversidad posible.  

La baja internalización de las cepas NA-ST213 nos llevó a hipotetizar que estos 

aislados pueden estar usando tasas bajas de internalización para evadir al sistema 

inmune, generando una infección retardada tal como lo hace S. Typhi para causar 

la fiebre tifoidea121 y posteriormente compensar la baja carga bacteriana inicial con 

altas tasas de replicación. Este mecanismo puede ser respaldado por un estudio 

previo en donde se realizaron infecciones competitivas en murinos y la cepa de 

referencia ST19 superaba las tasas de internalización de los aislados ST213 

provenientes de infecciones invasivas a los tres días de la infección28, es posible 

que si los ensayos se hubiesen realizado de forma independiente la infección se 

estableciera permitiendo mayor tiempo de incubación, sin embargo la información 

preliminar indica que el comportamiento de las cepas NA-ST213 es extensible a 

varios modelos de estudio.  

Si bien algunos de los comportamientos fenotípicos de las cepas NA-ST213 

fueron similares, dos cepas (YUHS-05-78, YUHS-07-18) presentaron una distinción 

interesante, la ausencia de la proteína de membrana externa OmpD, nuestros 
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resultados parecerían indicar que la ausencia de esta proteína no afecta la virulencia 

de estas cepas ya que presentan niveles similares de adhesión, internalización y 

replicación que sus contrapartes con la proteína OmpD, no obstante, más trabajo 

es necesario para evaluar si esta diferencia juega un papel importante en la 

patogénesis de Typhimurium, dada la relevancia de esta porina para el desarrollo 

de candidatos vacunales. No es la primera vez que se identifica una cepa con 

interrupciones en ompD, también ha llamado la atención una cepa ST313 de África 

que tiene el gen interrumpido por un gen de resistencia a un antimicrobiano19. Es 

interesante investigar como la adquisición de genoma accesorio, así como 

mecanismos micro evolutivos podrían estar favoreciendo la interrupción de este gen 

y así desarrollar alternativas óptimas para el tratamiento de estos patógenos.  

Nuestros datos resaltan la diversidad del genotipo ST213 y evidencian que los 

métodos actuales de tipificación como el MLST ya no poseen suficiente resolución 

para caracterizar a detalle genotipos emergentes, aunque aún son útiles en el 

seguimiento epidemiológico de brotes y como una forma inicial de clasificación122. 

En nuestros análisis tomamos esto en consideración y por ello se incluyó una sub-

tipificación basada en los espaciadores del locus CRISPR, que nos permitió obtener 

información relacionada con la distribución geográfica del genotipo ST213, así como 

su proceso micro evolutivo. Además, en conjunto con la información de los 

determinantes de resistencia a antimicrobianos, los factores de virulencia, el 

contenido de plásmidos y profagos acoplados a la estructura poblacional nos 

permitió entender el dinamismo de los cambios a los que este patógeno se ha 

enfrentado a lo largo de su historia evolutiva, que asociados a los fenotipos de 

supervivencia ambiental y patogénesis nos permiten entender la expansión de este 

genotipo emergente considerando la diversidad más allá de las cepas de referencia 

y empleando enfoques integrativos en su estudio.  

Estos datos, en conjunto, contribuyen a la integración del conocimiento de este 

genotipo emergente, vinculado a infecciones sistémicas, asintomáticas y 

gastrointestinales, que ha sido aislado tanto de reservorios ambientales como 

animales, existiendo una conexión entre las infecciones y la cadena alimenticia, 

parte de la relevancia de este estudio es que la información pueda impactar en su 
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vigilancia epidemiológica y sea útil en la toma de decisiones a nivel de salud pública 

desde una perspectiva integrativa aportando datos genómicos y experimentales que 

complementan la vigilancia epidemiológica activa realizada entre 2002-2005 y 

además, avive el interés de las dependencias correspondientes para realizar una 

nueva vigilancia activa de Salmonella en países de Norteamérica. 

 

9 Perspectivas 

El presente proyecto aún tiene muchas áreas de crecimiento y exploración, 

enfocadas principalmente en área bioinformática para poder generar hipótesis o 

proyectos interesantes que puedan ser verificados con datos experimentales, tal 

como, la construcción del pangenoma del genotipo ST213, y de forma 

independiente de las cepas NA-ST213 y EU-ST213, con la intención de entender 

de forma más clara las diferencias entre estas dos poblaciones, también es de 

interés la Identificación de pseudogenes para investigar posibles rasgos de 

selección antropogénica. La identificación de polimorfismos de un solo nucleótido 

en regiones genómicas de interés como reguladores transcripcionales o genes 

altamente conservados pueden ser una excelente herramienta para proponer en 

conjunto con las observaciones fenotípicas presentadas aquí proyectos enfocados 

al análisis micro evolutivo de las cepas desde una perspectiva experimental. Por 

último, realizar análisis de asociación genómica (WGAS) puede ser útil para 

identificar genes que podrían estar involucrados en fenotipos específicos en 

comparación con las cepas de referencia. 

Durante la elaboración de este trabajo se generaron nuevas preguntas, así como 

resultados interesantes que podrían ser investigadas a detalle: 

• Evaluar de forma detallada el papel del regulador transcripcional HilD en las 

cepas NA-ST213 durante la adhesión a fibroblastos 3T3. 

• Explorar el mecanismo de exclusión espacial durante el nado para las cepas 

de S. Typhimurium ST19 y ST213.  

• Analizar a nivel genómico las subpoblaciones mezcladas del genotipo ST213 

o ST213 y ST19 en busca de características distintivas que permita entender 

su coexistencia e interacciones ecológicas.  
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• Investigar el rol de OmpD en la patogénesis de las dos cepas de S. 

Typhimurium NA-ST213 en las cuales no está presente en su versión 

completa.  

• El rol que juegan los plásmidos en la fisiología bacteriana. 

• Analizar el nivel de degradación genómica y el índice de invasividad del 

genotipo ST213 en comparación con otros genotipos.  
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