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RESUMEN EJECUTIVO

La salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos de mayor
importancia a nivel mundial, siendo S. enterica uno de los principales patogenos
asociados a la cadena avicola. En Ecuador, la comercializacion de pollo en mercados
tradicionales constituye una fuente potencial de exposicion, especialmente en ciudades
como Ambato, donde existe informacién limitada sobre la caracterizacion genomica de
las cepas circulantes. El presente estudio evalué su diversidad genética y relaciones
filogenéticas en 12 cepas de S. enterica aisladas de carcasas y menudencias de pollo
comercializado en mercados de Ambato. Las cepas fueron secuenciadas mediante la
tecnologia Oxford Nanopore y caracterizadas mediante herramientas bioinformaticas
para determinar serotipos, secuencias tipo, genes de virulencia, resistencia
antimicrobiana, plasmidos y profagos. Las relaciones filogenéticas se establecieron
mediante el andlisis comparativo de polimorfismos de nucleétido tnico con cepas de
referencia. Los genomas presentaron niveles de completitud entre 95,52 por ciento y 100
por ciento. Se identificaron 11 aislamientos pertenecientes al serotipo Infantis y uno al
serotipo Kentucky. Todas las cepas portaron genes asociados a resistencia a
aminoglucosidos y sulfonamidas, mientras que blactx-m-65 se detectd en siete
aislamientos. El analisis filogenético evidencio la circulacion de un linaje clonal
predominante de S. Infantis relacionado con aislamientos avicolas previamente
reportados en Ecuador. Los resultados demuestran la presencia de cepas multirresistentes
de importancia epidemioldgica y destacan el valor de la secuenciacién de tercera

generacion para fortalecer la vigilancia gendmica bajo el enfoque One Health.

Palabras clave: genomica comparativa; mercados minoristas; secuenciacion de tercera

generacion; resistencia antimicrobiana; S. enferica.

XVi



ABSTRACT

Salmonellosis is one of the most important foodborne diseases worldwide, with S.
enterica being one of the main pathogens associated with the poultry production chain.
In Ecuador, the commercialization of chicken in traditional markets constitutes a potential
source of exposure, especially in cities such as Ambato, where information on the
genomic characterization of circulating strains is limited. The present study evaluated the
genetic diversity and phylogenetic relationships of 12 S. enterica strains isolated from
chicken carcasses and giblets marketed in Ambato markets. The strains were sequenced
using Oxford Nanopore technology and characterized through bioinformatics tools to
determine serotypes, sequence types, virulence genes, antimicrobial resistance genes,
plasmids, and prophages. Phylogenetic relationships were established through
comparative analysis of single nucleotide polymorphisms with reference strains. The
genomes showed completeness levels ranging from 95.52 percent to 100 percent. Eleven
isolates belonged to the Infantis serotype and one to the Kentucky serotype. All strains
carried genes associated with resistance to aminoglycosides and sulfonamides, whereas
blactx-m-65s was detected in seven isolates. Phylogenetic analysis revealed the circulation
of a predominant clonal lineage of S. Infantis related to poultry isolates previously
reported in Ecuador. The results demonstrate the presence of multidrug-resistant strains
of epidemiological importance and highlight the value of third-generation sequencing for

strengthening genomic surveillance under the One Health approach.

Keywords: Comparative genomics; retail markets; third-generation sequencing;

antimicrobial resistance; S. enterica.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes Investigativos

1.1.1. Justificacion

La salmonelosis constituye una de las principales enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs) a nivel mundial, siendo S. enterica uno de los patdogenos mas
frecuentemente asociados al consumo de productos avicolas, especialmente carne de pollo
(Zizza et al., 2025). Esta bacteria es responsable de infecciones gastrointestinales que
pueden manifestarse como gastroenteritis, diarrea, vomitos y dolor abdominal representando
un importante problema de salud publica debido a su elevada incidencia y amplia distribucién
mundial (Kumar et al., 2025). La Organizacion Mundial de la Salud estima que una de cada
diez personas en el mundo contrae una enfermedad transmitida por alimentos cada afio,
siendo Salmonella una de las principales causas de enfermedades diarreicas, con transmision
predominante a través de aves de corral, huevos y carne contaminada (World Health

Organization, 2018).

En Ecuador, la comercializacion de pollo en mercados tradicionales constituye una
practica ampliamente extendida debido a su accesibilidad y alto consumo a nivel poblacional.
Estudios realizados a nivel nacional han evidenciado que estos espacios pueden presentar
condiciones variables de control sanitario, lo que incrementa el riesgo de contaminacion
microbioldgica y la diseminacion de patdgenos zoondticos, entre ellos S. enterica (Salazar-
Llorente et al., 2021). En la ciudad de Ambato, esta modalidad de comercializacion también
es frecuente, sin embargo, la informacion cientifica disponible sobre cepas de S. enterica
asociadas a productos avicolas comercializados localmente es limitada, lo que dificulta la
comprension de su diversidad genética, potencial patogénico y relaciones filogenéticas en

comparacion con aislamientos reportados a nivel nacional e internacional (La Hora, 2024).



Frente a este contexto, la caracterizacion de genomas completos de aislamientos
circulantes de S. enterica permitiria identificar caracteristicas genéticas relacionadas con
mecanismos de resistencia a antimicrobianos, factores de virulencia y relaciones
filogenéticas, aportando informacion relevante sobre su potencial epidemioldgico como
agente causante de ETAs (Mileto et al., 2025). Para este propoésito, se empleara la
secuenciacion de tercera generacion, la cual permite la obtencion de lecturas largas,
secuenciacion en tiempo real y una mayor eficiencia en la generacion de datos gendmicos
(Hu et al., 2021), facilitando el ensamblaje completo de cromosomas y plasmidos. Por tanto,
el presente proyecto propone el andlisis gendmico de aislamientos circulantes de S. enterica
provenientes de pollo comercializado en la ciudad de Ambato, con el fin de generar
informacion cientifica que contribuya al conocimiento epidemiologico del patdégeno y

respalde estrategias de vigilancia y control sanitario.

1.1.2. 8. enterica como patéogeno de importancia en la salud publica

1.1.2.1.Caracteristicas generales y serotipos de importancia clinica de S.enterica

S. enterica pertenece al orden Enterobacterales, familia Enterobacteriaceae, y se
caracteriza por ser una bacteria Gram negativa, bacilar, no formadora de esporas, con
metabolismo anaerobio facultativo y flagelos peritricos que le confieren motilidad (Brock
et al., 2004; Willey et al., 2022). Estas caracteristicas fisioldgicas le permiten adaptarse a

condiciones ambientales variables, favoreciendo su persistencia en la cadena alimentaria.

Anivel gendmico, S. enterica codifica factores de virulencia en Islas de Patogenicidad
(SPI) y elementos genéticos moviles como plasmidos, los cuales participan en la adhesion,
invasion y supervivencia intracelular en el huésped (J. Han et al., 2024; Shaji et al., 2023).
La especie exhibe una elevada diversidad genética reflejada en numerosos serotipos de

diferente relevancia clinica (Chen et al., 2024). Entre los mas importantes se encuentran S.
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Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis y S. Gallinarum; los tres primeros se asocian
principalmente con infecciones humanas y brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs), mientras que S. Gallinarum constituye un patégeno adaptado a las aves de
corral con alta relevancia para la sanidad avicola (El-Shall et al., 2026; Polat et al., 2023).
La diversidad de serotipos y su distribucion en distintos reservorios resaltan la necesidad de
una caracterizacion gendmica profunda para comprender la variabilidad, dindmica de

transmision y potencial epidemiologico de esta especie (Deng et al., 2025).

1.1.2.2.Salmonelosis como enfermedad transmitida por alimentos

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa de transmision principalmente
alimentaria, asociada al consumo de productos de origen animal contaminados,
especialmente carne de pollo, huevos y lacteos no pasteurizados (Teklemariam et al., 2023).
Las aves de corral constituyen uno de los principales reservorios del patdgeno, facilitando su
diseminacion a lo largo de la cadena alimentaria (Skrzypiec etal.,, 2025). Las
manifestaciones clinicas incluyen dolor abdominal, diarrea, nauseas, vomitos y fiebre, con
posibilidad de complicaciones graves en poblaciones vulnerables como nifios y adultos

mayores (Lu et al., 2025; Onyeke & Bahman, 2025).

S. enterica posee mecanismos de tolerancia 4cida que le permiten sobrevivir al
transito gastrico y colonizar el intestino delgado, donde expresa genes de virulencia
localizados en las Islas de Patogenicidad (SPI) para invadir c€lulas epiteliales, replicarse
intracelularmente y evadir la respuesta inmune del huésped (Gavriil et al., 2025; Mishra
et al., 2025). La variabilidad genética entre serotipos influye directamente en su virulencia y
perfil epidemiologico, lo que resalta la importancia de la caracterizacion genomica para

comprender las diferencias en patogenicidad y transmision (Achtman et al., 2020).



1.1.2.3. Impacto epidemioldgico a nivel mundial

S. enterica es reconocida como uno de los principales agentes etiologicos de
enfermedades transmitidas por alimentos a nivel mundial, representando una causa
significativa de morbilidad en la poblacién (Ranjan et al., 2026). En paises como Estados
Unidos, aproximadamente el 66% de los casos humanos de salmonelosis han sido atribuidos
a la transmision alimentaria, evidenciando la importancia de los alimentos como principal
via de infeccion (Rose et al., 2025). Se han documentado brotes de relevancia internacional
asociados a cepas especificas, como el ocasionado en Estados Unidos por una cepa
persistente y multirresistente de S. Infantis vinculada al consumo de carne de pollo cruda
(Medalla et al., 2026), y en Europa, donde Salmonella se ha mantenido desde 2014 como
una de las bacterias mas frecuentemente aisladas en pollo de engorde y sus derivados

(Georganas et al., 2024).

Las infecciones por Salmonella contribuyen significativamente a la carga global de
enfermedades diarreicas agudas (Kyu et al., 2025), y la Organizacion Mundial de la Salud
estima que afectan a millones de personas anualmente (World Health Organization, 2024).
Es frecuente el reporte de brotes de infecciones relacionadas con Salmonella debido al
consumo de productos avicolas a nivel mundial, representando una de las principales vias de
transmision hacia los seres humanos (Popa & Papa, 2021). Por lo que, considerando su
ubicuidad, su estrecha asociacion con la cadena alimentaria y la diversidad de cepas
circulantes y de patotipos de interés sanitario, la vigilancia epidemiologica de este
microorganismo resulta fundamental en contextos sanitarios y agroalimentarios, con la
finalidad de comprender su dindmica de transmision, mejorar procesos de produccion y
comercializacion, asi como para fortalecer las estrategias de vigilancia epidemioldgica

(Gomes et al., 2025).

1.1.3. 8. enterica en productos avicolas



1.1.3.1. Aves como reservorio y contaminacion en la cadena avicola

El incremento en el consumo de carne de aves ha impulsado sistemas de produccion
mas intensivos, modificando la dindmica de exposicion a patdgenos en la cadena alimentaria
(Nassar, 2026). Las aves de corral se han consolidado como uno de los principales
reservorios de S. enterica, evidenciado por el aislamiento de diversos serotipos en carne de
pollo con elevado potencial de virulencia (Foley et al., 2008). La persistencia del patégeno
en sistemas avicolas se asocia a mecanismos de transmision horizontal y vertical; en
particular, su capacidad de colonizar el tracto reproductivo de las aves facilita la transmision
hacia los huevos, asi como es frecuente la contaminacion microbioldgica de la carne durante
los procesos de faecnamiento (Betiku et al., 2025; Wang et al., 2026). Factores como la edad
del ave, el estrés, las condiciones ambientales, el uso de antimicrobianos y las caracteristicas

genéticas del huésped también modulan la susceptibilidad a la infeccion (Foley et al., 2008).

El aislamiento de S. enterica en distintas matrices, incluyendo carne de pollo y
ambientes asociados a su procesamiento, confirma la capacidad del patégeno de circular a
través de multiples etapas de la cadena alimentaria y lo posiciona como un riesgo sanitario

persistente (Adhikari et al., 2025a; Sripaurya et al., 2025).

1.1.3.2. Presencia en carne de pollo y riesgo en mercados tradicionales

La presencia de S. enterica en carne de pollo representa un problema frecuente de
inocuidad alimentaria, dado que las aves pueden actuar como portadoras asintomaticas,
dificultando la deteccion del patdgeno en etapas tempranas de la produccion (Antunes et al.,
2016; Mengistu et al., 2025). Durante los procesos de faenamiento y procesamiento, la
contaminacion puede incrementarse significativamente a través del contacto con superficies,
equipos o contenido intestinal (Biyashev et al., 2025). Algunos clones de Sa/monella poseen
la capacidad de persistir a lo largo de toda la cadena alimentaria desde la granja hasta los
puntos de venta minorista aumentando la probabilidad de exposicion del consumidor

(Katsande et al., 2025). Esta problematica es especialmente relevante en paises en
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desarrollo, donde se han reportado prevalencias de Salmonella en carne de pollo de entre el
35% y el 50%, asociadas a deficiencias en el control sanitario y al uso de antimicrobianos en

produccion intensiva (Antunes et al., 2016).

Estudios recientes han evidenciado mayor frecuencia de aislamiento en carne fresca
en comparacidn con carne congelada, lo que sugiere que las condiciones de almacenamiento
influyen en la supervivencia del patdégeno (Zulkifli et al., 2025). Asimismo, se ha
identificado una elevada proporcion de cepas resistentes a multiples antimicrobianos
(Nagpala et al.,, 2025), y practicas inadecuadas de higiene, contaminacidon cruzada y
formacion de biopeliculas en mercados tradicionales favorecen la diseminacion del patogeno

hasta el consumidor final (Kanaan, 2023; Zeng et al., 2025).

1.1.3.3.Situacion en Ecuador y contexto local

En Ecuador, S. enterica es un patdégeno frecuente en la produccion avicola y una de
las principales causas de infecciones gastrointestinales, dado el elevado consumo de carne de
pollo (Sevilla-Navarro et al., 2026). Estudios previos reportaron la presencia de Salmonella
en aproximadamente el 15% de los lotes de pollos de engorde evaluados (Vinueza-Burgos
et al., 2016); sin embargo, investigaciones mas recientes evidencian una mayor circulacion
del patégeno, con prevalencias superiores al 40% en granjas y mas del 50% en carcasas
destinadas al consumo humano (Mejia et al., 2020). El analisis de las cepas ha revelado alta
similitud genética entre linajes circulantes, con la identificacion de multiples genotipos con
variaciones minimas, lo que sugiere la persistencia de clones especificos dentro de los
sistemas de producciéon (Reyes et al., 2026). Se han reportado, ademas, elevados niveles de
resistencia a antimicrobianos superiores al 80% frente a betalactamicos, con S. Infantis como
serovar predominante frecuentemente asociado a perfiles de multirresistencia (Alvarez-

Espejo et al., 2026; Vinueza-Burgos et al., 2016).



En Ambato especificamente, S. enterica ha sido documentada en distintos puntos de
la cadena de comercializacion avicola, con aislamiento de cepas que presentan elevados
niveles de resistencia a oxitetraciclina y ciprofloxacina, lo que resalta la necesidad de

fortalecer las medidas de vigilancia y control sanitario en la region (Garcia et al., 2025)

1.1.4. Métodos de deteccion e identificacion de Salmonella

1.1.4.1. Métodos microbioldgicos y pruebas bioquimicas

La deteccion de S. enterica en muestras alimentarias se realiza tradicionalmente
mediante métodos microbioldgicos convencionales estandarizados, tomando como
referencia la norma ISO 6579-1:2017, que establece la recuperacion del patdogeno en medios
selectivos para favorecer su crecimiento diferencial frente a otros microorganismos (ISO,
2017). La confirmacion se realiza mediante pruebas bioquimicas que evaltan caracteristicas
metabolicas especificas, como la produccion de sulfuro de hidrogeno, la utilizacion del
citrato, la actividad ureasa y la siembra en medios diferenciales como el agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD) (Bestari et al., 2025). Estos métodos contintian siendo el estandar de
referencia en el andlisis microbiologico de alimentos debido a su alta fiabilidad, bajo costo y
aceptacion por normativas internacionales (Patel et al., 2024), aunque presentan limitaciones
en cuanto a tiempo de procesamiento y aplicabilidad en escenarios que requieren respuesta

rapida (Jay, 2012).

1.1.4.2.Técnicas moleculares (PCR y genes marcadores)

Las técnicas moleculares han adquirido creciente relevancia en la deteccion de S.
enterica por su sensibilidad, especificidad y rapidez. Entre ellas destaca la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), que permite la amplificacion de secuencias especificas de ADN
mediante cebadores dirigidos a genes caracteristicos del patdgeno, posibilitando su

identificacion incluso en bajas concentraciones (Prabhakaran et al., 2026; Shi et al., 2015).



Complementariamente, se han desarrollado técnicas de amplificacion isotérmica mediada por
bucles (LAMP) y métodos basados en recombinasas, que permiten una deteccion rapida sin
necesidad de termocicladores y con alta sensibilidad a bajas concentraciones (Ye et al.,
2025). No obstante, estas técnicas presentan limitaciones relacionadas con la presencia de

inhibidores en las muestras y la diferenciacion entre células viables y no viables (Patel et al.,

2024).

1.1.4.3. Limitaciones de los métodos tradicionales

Los métodos microbioldgicos convencionales requieren multiples etapas de
procesamiento, preenriquecimiento, enriquecimiento selectivo, aislamiento e identificacion
bioquimica lo que prolonga considerablemente el tiempo de obtencion de resultados (Siceloff
& Shariat, 2025). Por su parte, las técnicas moleculares, aunque mas rapidas y especificas,
pueden verse afectadas por inhibidores presentes en las muestras, la necesidad de
enriquecimiento previo y la incapacidad de distinguir entre células viables y no viables
(Dopud et al., 2025; M. Wang et al., 2021). Estas limitaciones han impulsado el desarrollo
de metodologias avanzadas como la secuenciacion del genoma completo (WGS). Las cuales
permiten no solo detectar el microorganismo, sino también caracterizar su diversidad
genética, determinar relaciones filogenéticas e identificar genes asociados a virulencia y
resistencia antimicrobiana, proporcionando una vision mas integral del patdgeno

(Atxaerandio-Landa et al., 2022).

1.1.5. Secuenciacion del genoma completo (WGS) en bacterias

1.1.5.1. Fundamentos y aplicaciones del WGS en microbiologia

La secuenciacion del genoma completo (WGS) es una herramienta que permite
determinar la totalidad de la informacion genética de un organismo en un solo andlisis,

proporcionando una vision integral de su estructura y contenido gendémico (Timsit et al.,



2024). A diferencia de los métodos tradicionales enfocados en regiones especificas del
ADN, el WGS permite analizar simultdneamente todos los genes de un microorganismo,
incluidos los asociados a virulencia, resistencia antimicrobiana y adaptaciéon ambiental

(Cipriani et al., 2025).

El proceso se basa en la obtencion y secuenciacion de fragmentos de ADN
gendmico que son ensamblados mediante herramientas bioinformaticas para reconstruir el
genoma completo (Espinosa et al., 2024). Este proceso permite identificar con alta
precision las caracteristicas genéticas de una cepa, analizar su diversidad gendmica y
comparar multiples aislamientos mediante diferentes enfoques de tipificacion molecular
(van Almsick et al., 2026). La integracion de analisis bioinformaticos facilita ademas la
deteccion de variantes genéticas y la reconstruccion de relaciones evolutivas entre
microorganismos estrechamente relacionados (Didelot et al., 2012). En patégenos como S.
enterica, el WGS ha superado las limitaciones de los métodos convencionales de
tipificacion, fortaleciendo las estrategias de control sanitario y seguridad alimentaria

(Brlek et al., 2024).

1.1.5.2. Identificacion de resistencia, virulencia y elementos moviles

La secuenciacion del genoma completo (WGS) ha avanzado significativamente en la
caracterizacion de patogenos bacterianos al facilitar la identificacion simultdnea de genes de
resistencia antimicrobiana, factores de virulencia y elementos genéticos moviles (Anik et al.,
2025). En S. enterica, el andlisis gendmico ha evidenciado la presencia de multiples
determinantes de resistencia asociados tanto al cromosoma como a plasmidos, incluyendo
genes relacionados con resistencia a aminoglucésidos, tetraciclinas, sulfonamidas y B-
lactdmicos, asi como mutaciones puntuales vinculadas a la resistencia a quinolonas (Wang
et al., 2025). Asimismo, el WGS ha permitido identificar islas gendmicas como SGI1, que
actian como plataformas para la adquisicion y diseminaciéon de genes de resistencia,
evidenciando el papel de la transferencia horizontal en la evolucion bacteriana (Benevides

et al., 2024).



Entre los factores de virulencia mas relevantes identificados mediante WGS se
encuentran las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2, que codifican sistemas de secrecion tipo
III (T3SS) implicados en la invasion de células epiteliales, la supervivencia intracelular y la
modulacion de la respuesta inmune del huésped (Mishra etal., 2025).
Complementariamente, el WGS ha permitido caracterizar elementos genéticos méviles como
plasmidos conjugativos, profagos e integrones, que constituyen fuentes importantes de
variabilidad genética y desempefian un papel determinante en la diseminacion de genes de

resistencia y virulencia entre cepas y especies bacterianas (Benevides et al., 2024).

1.1.5.3.Importancia del WGS en estudios de patégenos alimentarios

La secuenciacion del genoma completo (WGS) se ha convertido en una herramienta
clave en el estudio de patdgenos transmitidos por alimentos, gracias a su capacidad para
analizar el genoma bacteriano con alta resolucion (Dong et al., 2025). A diferencia de los
métodos tradicionales de tipificacion, el WGS permite una discriminacion mas precisa entre
cepas, facilitando la identificacion de relaciones filogenéticas y la deteccion de brotes con
mayor exactitud (Gomes etal., 2025). En §. enterica, su aplicacion ha mejorado
significativamente la vigilancia epidemiologica al permitir la deteccion temprana de
agrupamientos, el rastreo de fuentes de contaminacion y la diferenciacion entre eventos de

transmision locales e internacionales (Pijnacker et al., 2025).

Adicionalmente, el analisis de datos gendmicos posibilita la identificacion simultdnea
de genes de virulencia y resistencia antimicrobiana, aportando informacion clave para la
evaluacion del riesgo en salud publica (Matsumura et al., 2025). Diversos estudios
demuestran que el WGS supera a las técnicas convencionales en poder de discriminacion,
permitiendo incluso la detecciéon de brotes de baja magnitud previamente inadvertidos

(Chattaway et al., 2023).
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1.1.6. Secuenciacion de tercera generacion

1.1.6.1. Principios y tecnologia Oxford Nanopore

La secuenciacion por Oxford Nanopore Technologies (ONT) se fundamenta en la
deteccion de moléculas individuales mediante el paso de acidos nucleicos a través de
nanoporos insertados en una membrana que separa dos compartimentos con solucioén
electrolitica (Scarano et al., 2024). Al aplicar un potencial eléctrico, el ADN o ARN, debido
a su carga negativa, se transloca a través del nanoporo generando alteraciones especificas en
la corriente idnica, registradas y convertidas en secuencias nucleotidicas (Upretee et al.,
2025). Este enfoque permite la secuenciacion directa sin amplificacion previa y la obtencion
de lecturas largas en tiempo real, con una preparacion de muestra relativamente simple en

comparacion con otras plataformas (MacKenzie & Argyropoulos, 2023).

Los sistemas ONT emplean nanoporos biologicos y de estado solido que trabajan en
conjunto con proteinas motoras para regular la velocidad de translocacion y mejorar la
precision de lectura (Wang et al., 2025). Las alteraciones de corriente resultantes conocidas
como squiggles son interpretadas mediante algoritmos de base-calling que construyen la
secuencia nucleotidica en tiempo real (Jakubicek et al., 2026). Esta tecnologia destaca
ademas por su portabilidad, la capacidad de secuenciar ARN directamente y su potencial para

detectar modificaciones epigenéticas (Scarano et al., 2024).

1.1.6.2.Ventajas frente a tecnologias de segunda generacion

La secuenciacion de tercera generacion, como la desarrollada por Oxford Nanopore
Technologies, ofrece ventajas clave frente a las tecnologias de segunda generacion al permitir
la obtencion de lecturas largas y el andlisis directo de moléculas individuales de ADN o ARN
(Espinosa et al., 2024). Esto facilita la caracterizacién de regiones gendémicas complejas,

variantes estructurales y modificaciones epigenéticas, sin requerir fragmentacion ni
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ensamblaje extensivos, procesos necesarios en plataformas de lectura corta (Mahmoud

et al., 2025).

Las tecnologias de lectura larga como ONT y PacBio pueden generar secuencias
desde varios kilobases hasta lecturas ultra-largas de megabases, superando la capacidad de
las plataformas de segunda generacion (Greenman et al., 2024). Esta caracteristica mejora
la resoluciéon de regiones repetitivas y variantes estructurales de gran tamafio, facilita
ensamblajes de novo mas continuos y precisos, y disminuye la fragmentacioén de contigs en
genomas complejos (Rausch et al., 2025). Si bien el costo y la demanda computacional
pueden ser superiores a los de las tecnologias de lectura corta, los avances recientes en
algoritmos de correccion y herramientas de ensamblaje han incrementado significativamente

la precision y rendimiento de estas plataformas (Tafazoli et al., 2025).

1.1.6.3. Aplicaciones en genémica bacteriana

Las tecnologias de secuenciacion de tercera generacion han demostrado un amplio
potencial en la genémica bacteriana, permitiendo la obtencion de genomas completos y de
alta calidad directamente a partir de muestras complejas, como microbiomas, sin necesidad
de aislamiento previo (Greenman et al., 2024). Se han logrado ensamblar genomas de
diversas bacterias, incluidos taxones poco caracterizados, lo que ha permitido el analisis de
pangenomas, diversidad genética y funciones metabolicas, proporcionando informacion
clave sobre el rol ecoldgico y clinico de estos microorganismos (Amarasinghe et al., 2020).
La capacidad de resolver regiones repetitivas y obtener ensamblajes mas continuos mejora la

precision en estudios filogenéticos y en la caracterizacion funcional (Baker, 2022).

En el estudio de patdgenos bacterianos, la secuenciacion de tercera generacion facilita
la identificacion de genes de resistencia antimicrobiana, factores de virulencia y elementos
genéticos moviles, como plasmidos e islas gendmicas, fundamentales en la evolucion y

adaptacion bacteriana (Cipriani et al., 2025). Plataformas como ONT y PacBio permiten
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reconstruir genomas y plasmidos completos con mayor precision, mejorando el analisis
filogenético y el rastreo de brotes infecciosos (Han et al., 2025). Los enfoques hibridos que
combinan lecturas largas y cortas contintian optimizando la calidad de los ensamblajes,
consolidando estas herramientas como fundamentales en la genomica bacteriana moderna

(Amoutzias et al., 2022).

1.1.7. Analisis genémico de S. enterica

1.1.7.1. Ensamblaje y anotacion de genomas bacterianos

El ensamblaje gendmico consiste en la reconstruccion de la secuencia completa de un
organismo a partir de los fragmentos de ADN generados durante la secuenciacion, proceso
que puede realizarse de forma de novo o mediante el mapeo contra un genoma de referencia
(Yavas et al., 2025). En S. enterica, esta etapa es fundamental para recuperar no solo el
cromosoma principal sino también elementos extracromosomales como plasmidos, que
frecuentemente albergan genes de resistencia y factores de virulencia (Li et al., 2021). La
calidad del ensamblaje se evaliia mediante métricas estandar, nimero de contigs, valor N50
y porcentaje de completitud genémica, cuya combinacion proporciona una vision integral de
la continuidad y representatividad del genoma obtenido (Rojas-Miranda et al., 2025).
Herramientas como BUSCO, que cuantifica la presencia de ortélogos de copia unica
altamente conservados, complementan estas métricas y se han convertido en referencia para

la validacion de ensamblajes bacterianos (Manni et al., 2021).

La anotacién gendmica asigna funciones bioldgicas a las regiones codificantes
identificadas comparando las secuencias contra bases de datos curadas (Dickey et al., 2024).
Para ello se recurre a herramientas especializadas disponibles en la plataforma del Center for
Genomic Epidemiology (CGE-DTU), que integra programas como ResFinder para
resistencia antimicrobiana, VirulenceFinder para factores de virulencia, PlasmidFinder para

tipificacion de plasmidos y SerotypeFinder para serotipificacion in silico (Bortolaia et al.,

13



2020; Florensa et al., 2022). La automatizacion de estos procesos mediante pipelines como
GEA ha permitido su aplicacion a escala, con bases de datos actualizadas frecuentemente que
mejoran la precision de la anotacion a medida que se depositan nuevos genomas (Dickey et

al., 2024).

1.1.7.2. Tipificacion molecular (MLST) e identificacion de genes

La tipificacion por secuenciacion multilocus (MLST) clasifica los aislamientos
bacterianos en tipos de secuencia (ST) basandose en las variantes alélicas de entre cinco y
siete genes housekeeping conservados (Haddadi et al., 2025). En S. enterica, este esquema
ha demostrado ser superior a la serotipificacion tradicional como herramienta de clasificacion
poblacional, dado que cepas del mismo serotipo pueden pertenecer a linajes evolutivos
distintos (Hong et al.,, 2025). Entre los tipos de secuencia de mayor relevancia
epidemioldgica se encuentran ST34 y ST19 en S. Typhimurium y ST11 en S. Enteritidis, que
concentran la mayoria de los aislamientos humanos de origen alimentario reportados
globalmente (Hong et al., 2025). Estudios recientes han confirmado que ST34 representa el
ST maés prevalente en colecciones clinicas y de la cadena avicola en multiples paises, seguido

de ST19y ST11 (Wang et al., 2025).

La identificaciéon complementaria de genes de virulencia y resistencia mediante WGS
aporta una caracterizacion funcional que el MLST por si solo no puede proporcionar (Jin et
al., 2024). Genes como spvB, ssel, sodCIl y rpoS participan en la invasion celular, la
supervivencia intracelular, la respuesta al estrés oxidativo y la diseminacion sistémica del
patdgeno (Buddhasiri et al., 2023). La integracion del MLST con el analisis de genes
funcionales permite construir un perfil genémico completo que facilita la deteccion de cepas
con mayor potencial patogénico o resistencia a antibioticos de uso clinico critico. Este
enfoque combinado permite ademds comparar aislamientos de distintos origenes avicola,
clinico y ambiental en una sola plataforma analitica (Hong et al., 2025), generando
informacion clave para la evaluacion del riesgo y la toma de decisiones en salud publica

(Alikhan et al., 2022).
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1.1.7.3. Elementos genético moviles

Los elementos genéticos moviles (EGMs) desempefian un papel determinante en la
evolucion y adaptacion de S. enterica principalmente a través de la facilitacion de la
transferencia horizontal de genes (Foley et al., 2008). Este mecanismo permite a las bacterias
adquirir rapidamente nuevas capacidades, incluyendo resistencia a antimicrobianos y
factores de virulencia adicionales, explicando en parte la capacidad del patogeno de persistir
en entornos con presion antibidtica sostenida (Zeng et al., 2025). Una revision bibliométrica
reciente sobre transferencia horizontal en Salmonella identifica la conjugacion plasmidica,
los transposones y los integrones como las tres vias predominantes para la diseminacion de

genes de resistencia en esta especie (Yan et al., 2024).

Entre los EGMs mas relevantes se encuentran los plasmidos conjugativos, que actiian
como vehiculos primarios para la diseminacion de genes de resistencia a betalactamicos,
aminoglucoésidos, tetraciclinas y sulfonamidas (Zheng et al., 2025). Los integrones, aunque
no son moviles por si mismos, estan frecuentemente embebidos en transposones o plasmidos
que facilitan su transferencia horizontal, acumulando cassettes de resistencia frente a
multiples familias de antibidticos (Ranjith Kumavath et al., 2025). La isla genémica SGI|,
presente en multiples serovares, concentra varios de estos cassettes en una sola plataforma
integrable y es de particular relevancia para la vigilancia de la multirresistencia (Benevides
et al., 2024). Los profagos integrados en el cromosoma contribuyen tanto a la virulencia
como a la variabilidad interespecifica, generando mosaicismo genomico entre cepas
estrechamente relacionadas (She et al.,, 2025). La caracterizacion de estos elementos
mediante WGS es un componente esencial del analisis gendémico de S. enferica, ya que
permite comprender los mecanismos que impulsan la emergencia de variantes de mayor

riesgo epidemiologico (Liu et al., 2024).

1.1.8. Analisis filogenético y diversidad genética
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1.1.8.1. Fundamentos de filogenia bacteriana y analisis de SNPs

La filogenia bacteriana busca reconstruir las relaciones evolutivas entre cepas a partir
de sus caracteristicas genéticas, representandolas en arboles que reflejan grados de
parentesco y divergencia desde un ancestro comun (Alikhan et al., 2018). En S. enterica, los
enfoques modernos han reemplazado progresivamente los métodos fenotipicos por andlisis
basados en genomas completos, dado que cepas del mismo serotipo pueden ser
genéticamente heterogéneas y pertenecer a linajes evolutivos distintos (Hong et al., 2025).
Esta limitacion de los métodos clasicos resulta especialmente problematica en
investigaciones de brotes, donde la resolucion insuficiente puede conducir a errores en la

identificacion de fuentes y rutas de transmision (Leekitcharoenphon et al., 2014).

El analisis de polimorfismos de nucledtido unico (SNPs) de genoma completo
representa actualmente el estandar de mayor resolucion para la filogenia bacteriana y la
epidemiologia molecular (Mustafa, 2024). Este enfoque identifica variaciones puntuales a
lo largo del cromosoma y las utiliza como marcadores para inferir arboles filogenéticos de
maxima verosimilitud, capaces de discriminar entre cepas genéticamente muy proximas
(Yang et al., 2026). Estudios comparativos que evaluaron multiples enfoques — arbol de
pangenoma, k-mer, diferencias nucleotidicas y SNP — demostraron que el arbol SNP logra
el mayor porcentaje de concordancia con la epidemiologia predefinida de brotes (100% para
S.  Typhimurium), superando claramente a PFGE como método de referencia
(Leekitcharoenphon et al., 2014). La diferencia en el nimero de SNPs entre aislamientos
proporciona evidencia robusta para establecer o descartar vinculos epidemiologicos, si bien
su interpretacion siempre debe integrarse con datos epidemiologicos del contexto (Mustafa,

2024).

1.1.8.2. Construccion e interpretacion de arboles filogenéticos

La construccién de arboles filogenéticos a partir de genomas bacterianos implica el

alineamiento de las secuencias contra un genoma de referencia para identificar posiciones
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variables, seguido de la aplicacion de modelos de sustitucion nucleotidica y algoritmos de
inferencia filogenética como maxima verosimilitud (Leekitcharoenphon et al., 2014).
Herramientas bioinformaticas como FastTree o RAXML permiten procesar grandes
conjuntos de genomas de manera eficiente, y los arboles resultantes pueden visualizarse e
interpretarse mediante plataformas como Interactive Tree of Life (iTOL), que facilita la
incorporacién de metadatos epidemioldgicos directamente sobre la estructura del arbol
(Letunic & Bork, 2021). La plataforma CSIPhylogeny del CGE ha demostrado alta
reproducibilidad en la construccién de arboles SNP para S. enterica y ha sido validada en

multiples estudios de vigilancia en distintos contextos geograficos (Kaas et al., 2014).

La interpretacion adecuada de estos arboles requiere integrar los datos genéticos con
el contexto epidemioldgico disponible (Chattaway et al., 2023). Un agrupamiento estrecho
de cepas sugiere transmision clonal reciente o un origen comun, mientras que la dispersion
en ramas distantes indica diversidad genética y eventos de introduccién independientes. En
estudios de S. enterica proveniente de la cadena avicola, este andlisis ha permitido establecer
vinculos entre aislamientos de granjas, carcasas y casos clinicos humanos, evidenciando la
persistencia del patogeno a lo largo de toda la cadena alimentaria (Adhikari et al., 2025). En
brotes recientes como el ocurrido en Chile en 2024 con S. Abony, el arbol SNP de mdxima
verosimilitud permitié identificar el linaje responsable y relacionarlo con aislamientos de
otros paises, demostrando el valor operativo del analisis filogenético en la respuesta a
emergencias sanitarias (Alvarez-Espejo et al., 2026). La presencia de elementos genéticos
moviles como profagos puede introducir variabilidad adicional en la arquitectura gendmica,
factor que debe considerarse al interpretar las topologias obtenidas (Quelal-Madrid et al.,

2026).

1.1.9. Vigilancia epidemiolégica y trazabilidad basadas en genomica

La consolidacion del WGS como herramienta de referencia en salud publica ha

transformado la forma en que los sistemas de vigilancia detectan y responden a los brotes de
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S. enterica. Su incorporacion en redes como PulseNet en Estados Unidos permitié identificar
mas brotes, de menor tamafio y con mayor frecuencia de localizacién de la fuente, en
comparacion con los métodos convencionales (Dong et al., 2025). Este avance fue
reconocido a nivel regulatorio por la Union Europea, que en 2025 exigié el uso del WGS en
la investigacion de brotes por cinco patdgenos prioritarios, entre ellos S. enterica, con
protocolos estandarizados de intercambio de datos entre Estados miembros (EU Regulation
2025/179, 2025). En el ambito de la cadena avicola especificamente, estudios longitudinales
que aplicaron WGS desde los lotes en granja hasta el producto final en planta demostraron la
persistencia de linajes clonales de S. enterica capaces de sobrevivir a los procedimientos de
limpieza y desinfeccion, estableciendo vinculos directos entre los puntos de produccion
primaria y los casos clinicos humanos (Adhikari et al.,, 2025). La disponibilidad de
tecnologias portatiles de secuenciacion de nanoporos ha extendido estas capacidades a
entornos con recursos limitados, abriendo la posibilidad de implementar vigilancia gendémica
en tiempo real en sistemas descentralizados de produccion avicola como los que predominan

en Ecuador (Karunarathna et al., 2025).

En el contexto latinoamericano y ecuatoriano, la aplicacion del WGS para la
vigilancia de S. enterica en productos avicolas es aun incipiente, lo que limita la comprension
de la diversidad genética de los linajes circulantes, sus perfiles de resistencia y sus relaciones
filogenéticas con cepas reportadas a nivel regional e internacional (Mejia et al., 2020;
Calero-Caceres et al., 2020). La caracterizacion gendmica de aislamientos locales mediante
secuenciacion de tercera generacion representa, por tanto, una contribucidon necesaria para
llenar este vacio de informacion y fortalecer las estrategias de control sanitario en puntos
criticos de la cadena alimentaria como los mercados tradicionales de la ciudad de Ambato

(Garcia et al., 2025; Karunarathna et al., 2025).
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la diversidad gendmica y las relaciones filogenéticas de cepas de S. enterica aisladas

a partir de pollo comercializado en mercados de la ciudad de Ambato mediante secuenciacion

de tercera generacion.

1.2.2. Objetivos Especificos

Obtener las secuencias de genoma completo de cepas de S. enterica mediante

secuenciacion de tercera generacion.

Caracterizar genOmicamente las cepas obtenidas mediante andlisis de
serotipificacion, tipificacion MLST, deteccion de genes de resistencia a antibioticos,

genes de virulencia, profagos y plasmidos.

Analizar las relaciones filogenéticas entre los genomas completos obtenidos y

secuencias de referencia de S. enterica disponibles en bases de datos genomicas.
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CAPITULO II.- METODOLOGIA

2.1 Materiales

En la Tabla 1 se presentan los reactivos, materiales fungibles y equipos empleados

durante el desarrollo de la investigacion. El presente trabajo de titulacion fue de tipo

experimental y se llevo a cabo en los laboratorios de la Unidad Operativa de la Direccion de

Investigacion y Desarrollo (UODIDE) de la Universidad Técnica de Ambato (UTA).

Tabla 1

Recursos materiales.

Reactivos Cantidad
Agua estéril 2L
Agar Xilosa-Lisina-Dexosicolato (XLD) 1 frasco (500 g)
E.Z.N.A.® Soil DNA Kit 1 kit
PureLink™ Microbiome DNA ]
Purification Kit Lt
Etanol 96% 1L
Agarosa 059
Agua destilada 10L
Agua libre de nucleasas (ddHz20) 10 mL
TBE 1x 500 mL
Solucién de trabajo HS dsDNA Qubit 380 pL
Kit de codificacion de barras nativo 24
V14 (SQK-NBD114.24) .
Blunt/TA Ligase Master Mix 1
Mezcla reparadora de ADN FFPE .

NEBNext
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Reactivos Cantidad
Maodulo de ligadura rapida NEBNext 1
Kit de lavado de celdas de flujo R10.4.1 1
Material Fungible Cantidad
Botellas de tapa azul (500 mL) 10
Espatula 1
Asa de inoculacion 2
Cajas Petri plasticas 300
Micropipeta (0.5 — 10 pL) 1
Gradilla 3

Puntas para micropipetas

1 rack (96 unidades)

Eppendorfs de 1,5 mL 30
Eppendor DNA LoBind de 1,5 mL 10
Tubos de PCR de 0,2 mL 10
Tubos de ensayo Qubit 10
Mechero Bunsen 1
Parafilm 1
Guantes de nitrilo 3 cajas
Mascarillas 2 caja
Cofia 1
Cinta adhesiva de papel 1
Papel aluminio 1
Cantidad
Equipos
Autoclave 1
Balanza analitica 1
Microondas 1
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Tabla 1

Recursos materiales

Equipos Cantidad

[

Nevera

Incubadora

Cabina de flujo laminar Bioseguridad 11
Vortex

Termociclador

Céamara de electroforesis

Qubit Fluometer

Rejilla de separacion magnética

e T e e = T

Computadora

[

Dispositivo portatil de secuenciacion de

nanoporos MinlON Mk1B
Celda de flujo MinION Mk1B 1
Computadora 2

Nota. Todos los equipos empleados fueron facilitados por el Laboratorio de Investigacion de

la Unidad Operativa de la Direccion de Investigacion y Desarrollo (UODIDE)
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2.2 Métodos

2.2.1 Obtencion de las secuencias de genoma completo (WGS) de cepas de S. enterica

mediante secuenciacion de tercera generacion

2.2.1.1 Seleccion y recuperacion de cepas de S. enterica

Las cepas de S. enterica utilizadas en el presente estudio procedieron del Banco de
Cepas Microbianas del laboratorio UTA RAM-One Health de la Universidad Técnica de
Ambato. Dichas cepas fueron previamente aisladas a partir de menudencias y carcasas de
pollo obtenidas en diferentes mercados de la provincia de Tungurahua. Para el presente
trabajo se seleccionaron trece aislamientos provenientes de distintos puntos de
comercializacion avicola y tipos de muestra, con el propésito de obtener un conjunto
representativo de la diversidad de cepas disponibles para su posterior caracterizacion

gendmica. En la Tabla 2 se detallan las especificaciones de cada cepa.

Tabla 2

Cepas de S. enterica seleccionadas para la caracterizacibn gendmica mediante

secuenciacion de tercera generacion.

Codigo de lacepa  Abreviacion Tipo de muestra Alslar-nlento
selectivo en XLD

SM3LXxR1C2 A Menudencia 13/07/2022
SMOIL1R2C2 B Menudencia 08/06/22

1zZL3M C Menudencia 06/12/22

AtL3C D Carcasa 22/11/22
SrL1CR1 E Carcasa 26/10/22
SMBL3R3C3 F Menudencia 08/06/22

HgL1C G Carcasa 15/11/22
SM10L1R3C6 H Menudencia 08/06/22

Continta
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Tabla 2

Cepas de S. enterica seleccionadas para la caracterizacion gendmica mediante

secuenciacion de tercera generacion.

_ o ) Aisamiento
Codigode lacepa  Abreviacion Tipo de muestra )
selectivo en XLD

JBL1C | Carcasa 29/11/22
PiL1C J Carcasa 06/12/22
SM11L1R3C1 K Menudencia 08/07/22
SM6L3R1C1 L Carcasa 01/07/22
MvL1C M Menudencia 09/11/22

Nota. Las cepas fueron seleccionadas con el fin de representar la diversidad de aislamientos
de S. enterica recuperados de menudencias y carcasas de pollo provenientes de distintos
mercados de la provincia de Tungurahua. Las abreviaciones A—M fueron utilizadas para

facilitar la identificacion de cada aislamiento durante el estudio.

Las cepas se encontraban conservadas en medio nutritivo suplementado con glicerol
bajo condiciones de criopreservacion a -70 °C, condicion que garantiza la viabilidad celular
y la estabilidad genética de los aislamientos bacterianos durante periodos prolongados de
almacenamiento (Siceloff et al., 2021). La preservacion en glicerol a temperaturas ultrabajas
es el método de referencia para el mantenimiento de colecciones de cultivos microbianos, ya
que evita los dafios celulares asociados a la formacion de cristales de hielo y minimiza la

acumulacion de mutaciones espontaneas (Meslier et al., 2022).

La recuperacion bacteriana se efectu6 mediante siembra en agar Xilosa-Lisina-
Desoxicolato (XLD), un medio selectivo y diferencial ampliamente empleado para el
aislamiento de Salmonella spp. a partir de matrices diversas, que inhibe el crecimiento de
microorganismos Gram positivos y de gran parte de las enterobacterias no patdgenas gracias
a su contenido en desoxicolato sodico y bilis de buey (Neyaz et al., 2024). Las placas fueron

incubadas a 37 °C durante 24 horas con el propdsito de restablecer la viabilidad celular tras
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la descongelacion y de verificar la pureza morfologica de los cultivos antes de continuar con
los analisis posteriores (1SO, 2017). En este medio, las colonias caracteristicas de Salmonella
se reconocen por su coloracion rosada a roja con centro negro, producto de la
descarboxilacion de lisina y la produccion de sulfuro de hidrogeno (H.S) a partir del

tiosulfato sodico presente en el medio (Neyaz et al., 2024).

2.2.1.2 Confirmacion bioquimica de cepas bacterianas

La identidad taxonomica de las cepas recuperadas fue verificada mediante la
aplicacion de pruebas bioguimicas convencionales, siguiendo los lineamientos establecidos
por la norma ISO 6579-1:2017 y el Bacteriological Analytical Manual (BAM) de la FDA
(Andrews et al., 2024; 1SO, 2017). Todas las pruebas fueron incubadas a 37 °C en
condiciones aerobias durante 18-24 horas (Bastin et al., 2019). La confirmacion bioquimica
previa al analisis molecular es un paso critico en el flujo de trabajo microbioldgico, ya que
asegura que los aislamientos sometidos a secuenciacioén corresponden efectivamente al
organismo de interés, evitando el desperdicio de recursos en el analisis de cepas mal
identificadas (Hafezi & Khamar, 2024).

Se empled en primer lugar el medio Triple Sugar Iron (TSI), el cual permite evaluar
de forma simultanea la fermentacién de glucosa, lactosa y sacarosa, asi como la produccién
de H2S y gas. Este medio contiene rojo fenol como indicador de pH y sales ferrosas para
evidenciar la produccion de sulfuro de hidrogeno. La inoculacion se realizé mediante puncion
en el fondo del tubo y estria en el pico de flauta, siguiendo el protocolo estandarizado
(Andrews et al.,, 2024). El patron esperado para Salmonella consiste en fondo acido
(amarillo), superficie alcalina (rosado/rojo), produccion positiva de H2S y produccion
variable de gas. (Lee, et al., 2015).

Complementariamente, se realizd la prueba de Citrato de Simmons para determinar

la capacidad de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono y energia, mediante la
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inoculacion en estria sobre la superficie del medio inclinado. Un viraje de la coloracién verde
a azul del indicador bromocresol de purpura fue interpretado como resultado positivo (Hafezi
& Khamar, 2024). Para la evaluacion de la actividad ureasa, el medio correspondiente se
distribuy6 en tubos Eppendorf estériles y se inoculé mediante puncién directa, la ausencia de
viraje al color rosado o fucsia confirmo la condicion ureasa negativa caracteristica del género
Salmonella (Lee, et al., 2015).

Las cepas que presentaron el patron bioguimico caracteristico, TSI fondo
acido/superficie alcalina, H2S positivo, citrato positivo y ureasa negativa, fueron confirmadas
como pertenecientes al género Salmonella y seleccionadas para los andlisis gendémicos

posteriores.

2.2.1.3 Obtencion de ADN genomico

La biomasa bacteriana para la extraccion de ADN se obtuvo a partir de cultivos en
agar XLD incubados a 37 °C durante 18-24 horas, periodo que corresponde a la fase de
crecimiento exponencial tardia, en la que la densidad celular es elevada y la viabilidad
bacteriana es Optima. Las colonias fueron resuspendidas en agua libre de nucleasas para
minimizar la actividad enzimatica exdgena que pudiera degradar el material genético durante

el procesamiento (Fu et al., 2022).

El ADN genomico fue extraido mediante dos kits comerciales, en funcién de la
disponibilidad de insumos y de la optimizacion del protocolo a lo largo del desarrollo
experimental. En una primera fase, ocho cepas (A—H) fueron procesadas con el kit
E.ZN.A.® Soil DNA Kit (Omega Bio-tek), siguiendo estrictamente el protocolo del
fabricante (Omega Bio-tek, 2025). Este kit combina una lisis mecanico-quimica con

columnas de union a silica de alta capacidad, lo que permite recuperar ADN gendmico de
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alto peso molecular con una pureza adecuada para tecnologias de secuenciacion de siguiente
y tercera generacion (Child et al., 2024; Demkina et al., 2023). En una segunda fase, las
cuatro cepas restantes (I-L) fueron procesadas con el kit PureLink™ Microbiome DNA
Purification Kit (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific), incorporado con el propdsito
especifico de mejorar la obtencion de moléculas de ADN de mayor longitud, requerimiento
fundamental para la generacion de lecturas largas en plataformas Oxford Nanopore (Thermo
Fisher Scientific, 2015; Trigodet et al., 2022).

La calidad y concentracion del ADN obtenido fueron evaluadas de manera
complementaria mediante dos técnicas analiticas. La espectrofotometria NanoDrop™
permitio estimar la concentracion y detectar posibles contaminantes proteicos u organicos a
través de las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230 (Fu et al., 2022). Sin
embargo, dado que NanoDrop puede sobreestimar la concentracion de ADN en presencia de
ARN residual u otros acidos nucleicos, la cuantificacion especifica de ADN de doble cadena
(dsDNA) se realiz6 complementariamente mediante fluorometria Qubit™ HS dsDNA Assay,
método considerablemente mas especifico y sensible para esta aplicacion (Luan et al., 2024).
Unicamente las muestras que cumplieron con los criterios de calidad establecidos fueron

utilizadas para la preparacion de librerias de secuenciacion.

2.2.1.4 Preparacion de librerias, secuenciacion y ensamblaje genomico

Las librerias gendmicas fueron preparadas utilizando el kit Native Barcoding Kit 24
V14 (SQK-NBD114.24) de Oxford Nanopore Technologies, disefiado especificamente para
la secuenciacion de ADN genomico de alto peso molecular sin amplificacion por PCR
(Oxford Nanopore Technologies, 2024). La omision del paso de amplificacion es
particularmente relevante en plataformas de lectura larga, ya que evita la introduccion de
sesgos de representacion asociados a la amplificacion diferencial de regiones con alto

contenido GC y permite preservar la longitud nativa de las moléculas de ADN, lo que se
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traduce directamente en lecturas mas largas y ensamblajes gendmicos mas continuos y
completos (Zhao et al., 2023).

El protocolo de preparacion de librerias consto de tres etapas principales. En primer
lugar, la reparacion y preparacion de extremos, en la que el ADN gendmico fue tratado con
los médulos NEBNext FFPE DNA Repair Mix y NEBNext Ultra Il End Repair/dA-Tailing
para asegurar extremos romos con adenina terminal, compatibles con la posterior ligacion de
los adaptadores. En segundo lugar, la ligacion de los cddigos de barras nativos (Native
Barcodes) individuales a cada cepa mediante NEB Blunt/TA Ligase Master Mix, que permite
el multiplexado de hasta 24 muestras en una Unica celda de flujo, optimizando el rendimiento
y reduciendo considerablemente el costo por muestra En tercer lugar, la ligacion de los
adaptadores de secuenciacion (Adapter Mix 11, Quick T4 DNA Ligase) y la purificacion de
los fragmentos ligados mediante perlas magnéticas AMPure XP con los tampones SFB o
LFB, segun el tamafio de los fragmentos de cada muestra (Oxford Nanopore Technologies,
2024; Lamas et al., 2023).

Las librerias individuales fueron cuantificadas con el Qubit™ dsDNA HS Assay y
normalizadas para obtener una carga final de 30—35 fmol. Posteriormente, las muestras con
cddigo de barras fueron agrupadas en proporciones equimolares y se prepard la mezcla final
de secuenciacion con Loading Beads y Sequencing Buffer conforme a las especificaciones
del fabricante (Fu et al., 2022).

Las muestras multiplexadas fueron cargadas en celdas de flujo FLO-MIN114
(R10.4.1), empleando la plataforma MinlON MK1B. La secuenciacion se llevo a cabo
durante aproximadamente 24 horas, generandose archivos en formato .pod5, formato nativo
de la plataforma ONT que almacena las sefiales eléctricas crudas producidas durante la

translocacion de las moléculas de ADN a través de los nanoporos (Xu et al., 2020). El proceso
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de basecalling, es decir, la conversion de las sefiales eléctricas en secuencias de nucleotidos,
asi como el demultiplexado de las muestras por codigo de barras, fueron realizados mediante
el software integrado MinKNOW de Oxford Nanopore Technologies, empleando modelos
de alta precision (high-accuracy, HAC), los cuales ofrecen una mayor exactitud en la llamada
de bases en comparacion con el modelo FAST, a expensas de un mayor tiempo de computo
(Luan et al., 2024; MacKenzie & Argyropoulos, 2023).

Las lecturas resultantes fueron filtradas segin pardmetros de calidad y longitud
minima mediante la herramienta Filtlong, conservando exclusivamente aquellas lecturas que
cumplian con los umbrales establecidos para garantizar un ensamblaje de calidad. La
eliminacién de lecturas de baja calidad en esta etapa contribuye a reducir la tasa de error en

el ensamblaje final y a mejorar los indicadores de continuidad genémica (Wick et al., 2023).

El ensamblaje de novo de los genomas se realizd en un entorno Linux mediante la
herramienta Flye v2.9, disefiada y optimizada especificamente para lecturas largas
producidas por plataformas de tercera generacion como ONT y PacBio (Lamas et al., 2023).
El algoritmo de Flye se basa en la construccion de grafos de repeticion (repeat graphs), lo
que le permite resolver con mayor eficacia regiones gendémicas repetitivas que resultan
problematicas para los ensambladores convencionales basados en grafos de De Bruijn,
produciendo ensamblajes mas continuos con un menor nimero de contigs (Chen et al.,
2024). La calidad de los ensamblajes fue evaluada mediante los parametros estandar, nimero
de contigs, valor N50, valor L50, longitud total del genoma ensamblado y porcentaje de

completitud gendmica (Yavas et al., 2025).

2.2.1.5 Caracterizacion genémica basica
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A partir de los genomas ensamblados se elaboré una tabla resumen con los parametros
generales de calidad y caracterizacién gendémica. Los indicadores registrados incluyeron el
tamafio total del genoma, el nimero de contigs generados, los valores N50 y L50, el
porcentaje de contenido GC, el porcentaje de completitud y el tamafo del cromosoma. De
igual forma, se cuantificaron las secuencias codificantes (CDS), los ARN de transferencia
(tRNA) y ARN ribosomales (rRNA), asi como las proteinas hipotéticas y proteinas con
funcién asignada anotadas en cada genoma (Zhang et al., 2023). Estos parametros son
ampliamente aceptados en la comunidad cientifica como indicadores de la calidad,
continuidad e integridad del ensamblaje gendmico, y su reporte es una practica estandar en
estudios de secuenciacion de genoma completo bacteriano (Yavas et al., 2025; Dickey et
al., 2024).

2.2.2 Caracterizacion genomica de las cepas de S. enterica

2.2.2.1 Analisis bioinformatico de factores genomicos

Los genomas ensamblados fueron analizados mediante herramientas bioinformaticas
especializadas disponibles en la plataforma Center for Genomic Epidemiology (CGE-DTU),
recurso de libre acceso ampliamente utilizado en la caracterizacion molecular y la vigilancia
epidemioldgica de patdgenos bacterianos de importancia en salud publica (Karunarathna
et al., 2025).

La identificacion de genes de resistencia antimicrobiana se realizo con la herramienta
ResFinder, la cual compara las secuencias genomicas contra bases de datos curadas de genes
de resistencia adquiridos y de mutaciones puntuales cromosdmicas asociadas a resistencia a
diversas familias de antimicrobianos (Bortolaia et al., 2020). ResFinder emplea algoritmos
de alineamiento tipo BLAST con umbrales configurables de identidad de secuencia y
longitud de cobertura, permitiendo detectar con alta sensibilidad y especificidad genes de

resistencia tanto en regiones cromosomicas como en elementos plasmidicos (Piekarska et
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al., 2023). Esta herramienta ha sido validada y empleada en numerosos estudios de vigilancia

epidemioldgica de Salmonella y otras enterobacterias (Jin et al., 2024).

La deteccion de genes de virulencia se realizd mediante VirulenceFinder, que permite
identificar determinantes de virulencia conocidos mediante alineamiento de las secuencias
ensambladas contra bases de datos especializadas, facilitando la caracterizacion del potencial
patogénico de las cepas (Han et al.,, 2024). Especificamente para Salmonella, esta
herramienta permite detectar genes asociados a las islas de patogenicidad (SP1), sistemas de
secrecion tipo 111, adhesinas y otros factores implicados en la invasion y supervivencia
intracelular (Buddhasiri et al., 2023).

La identificacion y tipificacion de plasmidos se llevo a cabo mediante PlasmidFinder,
que detecta replicones plasmidicos e infiere el grupo de incompatibilidad de los plasmidos
presentes en los genomas. Esta caracterizacion resulta esencial en Salmonella, dado que los
plasmidos son vectores clave en la transferencia horizontal de genes de resistencia y

virulencia entre cepas y entre especies bacterianas (Algarni et al., 2022; Jeong et al., 2025).

Adicionalmente, se realizé la tipificacion molecular mediante Multilocus Sequence
Typing (MLST), metodologia que asigna un tipo de secuencia (ST) a cada cepa a partir del
perfil alélico de genes housekeeping conservados. Esta tipificacion proporciona una
nomenclatura estandarizada que facilita la comparacion de aislamientos entre laboratorios y
la identificacidn de linajes clonales con relevancia epidemioldgica global (Buddhasiri et al.,
2023). La serotipificacion in silico se realizd con SerotypeFinder, que permite inferir el
serovar de Salmonella a partir de los genes que codifican los antigenos O y H directamente
desde la secuencia genomica, representando una alternativa reproducible y més rapida que la

serotipificacion seroldgica convencional (Mileto et al., 2025; Hong et al., 2025).
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Finalmente, se procedié a la identificacion de profagos y otros elementos genéticos
moviles presentes en los genomas de las cepas estudiadas. Los profagos son elementos de
particular interés en Salmonella por su papel como reservorios de genes de virulenciay como
vias activas de transferencia horizontal entre cepas, contribuyendo a la emergencia de nuevas
variantes con perfiles gendmicos alterados (She et al., 2025; Quelal-Madrid et al., 2026;
Colavecchio et al., 2017).

2.2.2.2 Analisis comparativo y generacion de perfiles genomicos

Los resultados obtenidos para cada cepa a partir del analisis bioinformatico fueron
organizados en tablas descriptivas individuales, en las que se consignaron los perfiles de
resistencia antimicrobiana, los genes de virulencia detectados, el contenido plasmidico, el
serovar asignado y la tipificacion molecular MLST. La estructuracion sistematica de esta
informacion facilita la visualizacion integrada de las caracteristicas gendmicas de cada

aislamiento y permite una comparacion directa entre cepas (Hyeon et al., 2021).

Posteriormente, se elaboraron perfiles gendémicos comparativos entre los aislamientos
de S. enterica estudiados, con el objetivo de identificar similitudes y diferencias en sus
caracteristicas genomicas e inferir posibles relaciones epidemioldgicas entre cepas
provenientes de distintos mercados. La identificacion de determinantes compartidos de
resistencia o virulencia entre aislamientos de diferentes puntos de muestreo puede sugerir la
circulacion de linajes clonales comunes y aportar informacion valiosa para la vigilancia

sanitaria local (Jin et al., 2024; Dickey et al., 2024).
2.2.3 Analisis de las relaciones filogenéticas entre los genomas obtenidos y cepas de

referencia

2.2.3.1 Analisis filogenético comparativo
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Las relaciones filogenéticas entre los aislamientos secuenciados y genomas de S.
enterica disponibles en bases de datos publicas fueron evaluadas mediante analisis
comparativos de genoma completo. Con este fin, se seleccionaron genomas de referencia
provenientes de EnteroBase, plataforma internacional de referencia para la gestion,
tipificacion y comparacion de genomas de Salmonella, Escherichia y otros géneros
bacterianos, que integra datos gendmicos con metadatos epidemioldgicos detallados (Jin et
al., 2024). La seleccion de los genomas de referencia priorizd aislamientos del mismo
serovar, con origen geogréafico relacionado y caracteristicas epidemioldgicas comparables a
las cepas del estudio, estrategia que mejora la resoluciéon del analisis filogenético y la

interpretacion epidemioldgica de los agrupamientos obtenidos (Yan et al., 2023).

El analisis filogenético se realizd basado en polimorfismos de nucle6tido Unico
(SNPs) de genoma completo mediante linea de comando, que genera matrices de distancias
entre cepas a partir de los SNPs identificados frente a un genoma de referencia, utilizando
los parametros por defecto para S. enterica (Kaas et al., 2014). El analisis de SNPs de
genoma completo es reconocido actualmente como el enfoque de mayor poder
discriminatorio para el estudio filogenético y la deteccion de brotes en bacterias con baja
diversidad genética, como S. enterica, ya que permite resolver diferencias entre cepas incluso
cuando estas comparten el mismo tipo de secuencia MLST (Leekitcharoenphon et al.,
2014; Yang et al., 2026).

2.2.3.2 Visualizacion y analisis epidemioldgico

Los arboles filogenéticos generados mediante los analisis de SNPs fueron exportados
en formato Newick e importados a la plataforma Interactive Tree Of Life (iTOL) version 6,
herramienta de visualizacion interactiva que permite la representacion, edicion y anotacion
de arboles filogenéticos con maltiples capas de informacion epidemioldgica y gendmica
(Letunic & Bork, 2024). A través de iTOL se integraron metadatos asociados a cada
aislamiento, incluyendo el mercado de procedencia, el serovar identificado in silico, el tipo

de secuencia MLST y los perfiles de resistencia antimicrobiana.
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La integracion de estos metadatos con la estructura filogenética permite una
interpretacion méas completa de los resultados, facilitando la identificacion de agrupaciones
clonales, la evaluacion de la diversidad genética de los aislamientos circulantes en la ciudad
de Ambato y su posicionamiento en el contexto filogenético de S. enterica a nivel nacional e
internacional (Yan et al., 2023). La identificacion de agrupaciones estrechas entre cepas
provenientes de diferentes mercados podria indicar la circulacion de linajes compartidos a lo
largo de la cadena de comercializacion avicola, con implicaciones directas para la vigilancia
epidemioldgica y el control sanitario local (Quelal-Madrid et al., 2026; Karunarathna et
al., 2025).
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados

En el presente capitulo se exponen los resultados obtenidos en cada uno de los tres
objetivos especificos del estudio, organizados en subsecciones que integran la presentacion
de datos con su analisis critico y comparacion con la literatura cientifica. En primer lugar, se
describe el proceso de obtencion de genomas completos de cepas de S. enterica mediante
secuenciacion Oxford Nanopore, incluyendo la confirmacion bioquimica previa, la
evaluacion de la calidad del ADN extraido y las métricas de ensamblaje obtenidas. A
continuacion, se presenta la caracterizacion genomica integral de las 12 cepas, que abarca
tipificacion MLST, islas de patogenicidad, genes de virulencia, resistencia a antimicrobianos
y elementos genéticos moéviles. Finalmente, se analizan las relaciones filogenéticas de los
aislamientos frente a genomas de referencia globales recuperados de Enterobase, tanto para
el serovar Infantis como para el serovar Kentucky, con el fin de contextualizar los linajes

locales en el panorama epidemioldgico regional y continental.

3.1.1 Obtencion de secuencias de genoma completo de cepas de S. enterica mediante

secuenciacion de tercera generacion

De las 13 cepas criopreservadas, 12 desarrollaron morfologia colonial tipica del
género Salmonella en agar XLD, caracterizada por colonias redondas, convexas y de color
rojo con centro negro. Esta pigmentacion obedece a la produccion de sulfuro de hidrogeno
(H2S) y a la fermentacion de xilosa sin fermentar lactosa ni sacarosa (Andrews et al., 2024;
Neyaz et al., 2024). La cepa MvLIC constituyé la excepcion, sus colonias presentaron
coloracion crema y ausencia de precipitado negro, morfologia atipica indicativa de otro
género de Enterobacterales que no produce H>S o que fermenta lactosa (ElSaeed et al.,
2024). Por esta razoén, MvL1C fue incluida en las pruebas bioquimicas confirmatorias junto

con las 12 cepas tipicas.
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Las 13 cepas se sometieron a las pruebas bioquimicas diferenciales establecidas por
la norma ISO 6579-1:2017, Triple Sugar Iron (TSI), Citrato de Simmons y Ureasa, para
confirmar compatibilidad con Salmonella (ISO, 2017; Bastin et al., 2019). Las 12 cepas con
colonias negras exhibieron el perfil bioquimico esperado, extremo alcalino (K) y fondo 4acido
(A) en TSI, con produccion abundante de H.S y gas, reflejo de la fermentacion exclusiva de
glucosa (Addams & Lainhart, 2021). La prueba de citrato fue positiva en todas las cepas
tipicas, evidenciando la capacidad de utilizar citrato como unica fuente de carbono con
elevacion del pH del medio (Hafezi & Khamar, 2024), y la ureasa resultd negativa en todos
los aislamientos, descartando géneros como Proteus spp. (Diarra et al., 2024). La cepa
MvL1C mostro6 un perfil incompatible con Salmonella (K/K en TSI, sin HzS, citrato negativo,
ureasa negativa), compatible con Escherichia coli o Shigella spp. (Neyaz et al., 2024), por
lo que fue descartada del estudio. Los resultados de las 12 cepas restantes confirmaron su
identidad como aislamientos auténticos de S. enterica, paso indispensable antes de proceder
a la secuenciacion genomica. La Tabla 3 resume la morfologia colonial y los resultados

bioquimicos de todas las cepas evaluadas.

Tabla 3

Morfologia colonial en agar XLD y resultados de pruebas bioquimicas de las cepas
reactivadas.

Patron de

.. Compatibilidad
L qe . . crecimiento . ;o
Codigo Abreviacion . bioquimica con
en medio Salmonella s
XLD PP
SM3LxR1C2 A Colonias o atible
negras
SM9L1R2C2 B Colonias Compatible
negras
1zZLL3M C Colonias Compatible
negras
AtL3C D Colonias Compatible
negras

Continta
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Tabla 3

Morfologia colonial en agar XLD y resultados de pruebas bioquimicas de las cepas

reactivadas.
Pat‘r 01.1 de Compatibilidad
L g . s crecimiento . ;.
Codigo Abreviacion . bioquimica con
en medio Salmonela s
XLD 4

SrL1CR1 E Colonias Compatible
negras

SMSL3R3C3 F Colonias ¢ 1 atible
negras

HgL1C G Colonias Compatible
negras

SM10LIR3C6 H Colonias ¢ 1 atible
negras

JBL1C I Colonias Compatible
negras

PiL1C J Colonias Compatible
negras

SMIILIR3C1 K Colonias o atible
negras

SM6L3RIC1 L Colonias ¢ 1 atible
negras

MvL1C M Colonias No compatible

crema

Nota. Los resultados de las pruebas bioquimicas permitieron discriminar las muestras

compatibles con Salmonella spp.

Las 12 cepas confirmadas como Salmonella rindieron ADN gendmico con
concentraciones y valores de pureza adecuados para secuenciacion de lecturas largas.
Adicionalmente, la integridad del ADN extraido se evalué mediante electroforesis en gel de
agarosa, observandose una banda de alto peso molecular con fragmentacién minima en la
mayoria de las muestras (Anexo 2), lo que confirma la idoneidad del material para la
secuenciacion con Oxford Nanopore (ONT) (Trigodet et al., 2022). Cabe destacar que las
cepas I, J, K y L, procesadas con el kit PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit
(Invitrogen), produjeron ensamblajes mas completos y con menor nimero de contigs que las
ocho cepas restantes (A—H), procesadas con el kit E.Z.N.A.® Soil DNA Kit (Omega Biotek).
Esta diferencia puede atribuirse al protocolo de limpieza adicional incluido en PureLink, que

elimina inhibidores con mayor eficiencia y preserva la integridad del ADN de alto peso
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molecular (Thermo Fisher Scientific, 2015), condicion critica para la obtencion de lecturas
largas. Estudios recientes sefialan que los métodos de extraccion, las condiciones de lisis y
los procesos de purificacion influyen significativamente en la fragmentacion del ADN, y que
la presencia de una banda definida en el gel no siempre garantiza lecturas largas efectivas
(Child et al., 2024; Trigodet et al., 2022; Demkina et al., 2023). Estos antecedentes
explican las diferencias en calidad de ensamblaje observadas entre los dos protocolos
empleados. Se recomienda considerar el kit PureLink para futuros trabajos donde se requiera

ADN de maxima integridad.

La completitud de los genomas, evaluada frente a la base de datos de Enterobacterales
mediante herramientas bioinformaticas encontradas dentro de Galaxy, oscil6 entre 95,52 %
y 100 %. La serotipificacion in silico identificd dos serovares, 11 cepas correspondientes a
S. Infantis y una cepa a S. Kentucky. El tamafio gendmico vario6 entre 4,97 Mbp y 5,09 Mbp,
rango concordante con lo descrito para S. Infantis ecuatorianos (Mejia et al., 2020), y el
contenido de GC fue muy estable, entre 52,05 % y 52,19 %, valor caracteristico de S. enterica
(Billah & Rahman, 2024). El numero de contigs oscil6 entre 2 y 18; ocho cepas presentaron
Lso =1y Nso superior a 3 Mbp, indicativo de una reconstruccidon practicamente completa del
cromosoma en un Unico contig continuo, resultado coherente con la capacidad de las lecturas
largas de Nanopore para resolver regiones repetitivas (Wick et al., 2023). Las cuatro cepas
con mayor fragmentacion exhibieron Nso de entre 1,1 y 1,3 Mbp, diferencia atribuible a
regiones repetitivas extensas o a menor profundidad de cobertura (Chen et al., 2024). No
obstante, todos los genomas superaron el umbral del 95 % de completitud considerado
estandar para estudios gendomicos de alta calidad en Salmonella (Wick et al., 2023). La Tabla

4 retine las métricas gendmicas completas.
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Tabla 4

Caracteristicas genomicas basicas de las 12 cepas de S. enterica secuenciadas en este estudio.

Codigo de A B C D E F G H 1 J K L
cepa
Género Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella
Especie enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica
Subespecie enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica enterica
Serovar Infantis Infantis Infantis Kentucky Infantis Infantis Infantis Infantis Infantis Infantis Infantis Infantis
Tamafio
ge:lis:na 5.013.118  5.023.848  5.085.275 4.838.832  5.050.168  5.047.150  5.055.738  5.020.682  5.019.441 5.060.176  5.039.966  4.965.797
(bp)
Contigs 7 4 10 8 12 5 4 18 3 5 2 2
Porcentaje
C+G (%) 52,12 52,10 52,17 52,05 52,09 52,09 52,07 52,08 52,14 52,08 52,15 52,19
COIE:)II%)NSO 3.100.052  3.106.136 1.275.333 1.142.397 1.164.357  3.106.811 4.718.390 1.163.882  4.704.552  4.685960  4.721.126  4.687.350
Contigs
Lo (bp) 1 1 2 2 2 1 1 2 1 1 1 1
CDS 6515 6490 6885 5786 7350 6588 6465 6519 5088 5132 5088 4967
Continta
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Cédigo de A B C D E F G H I J K L
cepa
tRNA 86 86 86 87 86 87 86 84 86 85 86 86
rRNA 22 22 22 21 23 22 22 22 22 22 22 2
Proteinas 768 802 892 712 881 805 820 791 691 707 634 645
hipotéticas
Proteinas 5747 5688 5993 5071 6469 5783 5645 5728 4397 4425 4404 4322
funcionales
0,
%o de 96,76 96,69 95,59 97,77 95,52 95,89 95,97 96,97 100 99,85 99,71 100
completitud
Nota. Nso: longitud del contig tal que el 50% del ensamblaje esta contenido en contigs de ese tamafio o mayor. Lso: nimero minimo de

contigs para alcanzar el 50% del tamafio total del ensamblaje. CDS: secuencias codificantes. El porcentaje de completitud se calculd

frente a la base de datos de Enterobacterales (BUSCO). Las cepas I, J, K y L fueron extraidas con el kit PureLink™ Microbiome DNA

Purification Kit; las cepas A—H, con el kit E.Z.N.A.® Soil DNA Kit.
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La secuenciacion Oxford Nanopore permitié obtener ensamblajes de alta calidad para
las 12 cepas de S. enterica aisladas de pollo comercializado en Ambato. La predominancia
de S. Infantis coincide con los hallazgos de Mejia et al. (2020), quienes reportaron este
serovar como dominante en la cadena avicola ecuatoriana (41,4 % en granjas y 55,5 % en
carcasas de pollo), y con los de Salazar-Llorente et al. (2021), quienes confirmaron su alta
frecuencia en mercados de Quito y Ambato. Esta prevalencia resulta preocupante dado que
S. Infantis se asocia al plasmido pESI, que porta genes de resistencia multiple y factores de
persistencia ambiental (Jeong et al., 2025). Por su parte, la cepa de S. Kentucky detectada
no es infrecuente en aves de corral ecuatorianas (Calero-Céceres et al., 2020) y representa
un riesgo adicional por su vinculacion a brotes de salmonelosis resistente a fluoroquinolonas
(Liao et al., 2024). El descarte de MvL1C subraya la importancia del filtro bioquimico
confirmatorio, aunque el agar XLD ofrece identificacion presuntiva eficaz, su especificidad
no es absoluta (Neyaz et al., 2024), y el perfil K/K en TSI sin H.S de esta cepa es
incompatible con Salmonella, ratificando la necesidad de confirmar cualquier aislado antes

de la secuenciacion.

Con la finalidad de visualizar la organizacion gendémica de los aislamientos
ensamblados, se generaron mapas circulares representativos mediante Proksee (Figura 1).
Estos mapas permiten observar la distribucion de regiones codificantes y el contenido GC de
los genomas bacterianos. La Figura 1 presenta mapas representativos de un aislamiento de S.
enterica serovar Infantis (cepa C) y uno de S. enterica serovar Kentucky (cepa D), mientras

que el resto de los mapas se presenta en los Anexos.
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Figura 1

Mapas circulares representativos de los genomas ensamblados de S. Infantis (C) y S. Kentucky (D).
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3.1.2 Caracterizacion gendomica de las cepas de S. enterica

La caracterizacion gendmica de las cepas de S. enferica permitié identificar
diferencias y similitudes en tipificacion molecular, islas de patogenicidad, genes de
virulencia, resistencia antimicrobiana y elementos genéticos moviles. El andlisis de
tipificacion por secuencias multilocus reveld la presencia de tres secuencias tipo (ST) entre
los 12 genomas estudiados, ST-7963, ST-32, ambos pertenecientes al complejo clonal
pandémico de S. Infantis, y ST-152 perteneciente a S. Kentucky. La Tabla S resume los
resultados de MLST, islas de patogenicidad y profagos.

Tabla §

Tipificacion MLST, islas de patogenicidad y profagos de las 12 cepas de S. enterica.

Codig Tipifica

o de cion SPI (Islas de

Profagos detectados

cepa  MLST patogenicidad)
CS54 island,
SPI1, SPI12, PHAGE Stx2 ¢ 1717 _NC 011357(9)
A 7963 SPI13, SP114, PHAGE_ Escher pro483 NC 028943(27)
SPI2, SPI3, PHAGE_ Escher 500465 1 NC 049342(12)
SPI4, SPI5, PHAGE Escher 500465 1 NC 049342(2)
SPI9
CS54 island,
SPI1, SPI12, PHAGE_Shigel POCJ13 NC 025434(2)
SPI13, PHAGE Escher 500465 1 NC 049342(2)
B 7963 SPI14, SPI2, PHAGE_ Escher pro483 NC 028943(27)
SPI3, SPI4, PHAGE Phage Gifsy 2 NC 010393(4)
SPIS, SPI9 PHAGE Stx2 ¢ 1717 _NC 011357(9)
gfs,ff—ésgi‘?g’ PHAGE_Stx2_c_1717_NC_011357(9)
G PIAGE S PO NC ity
’ almon_Chi
¢ 7963 SSI;)III34,SSPP}IS2, PHAGE Phage Gifsy 2 NC 010393(3)
Si’I 9 ’ PHAGE Entero BP 4795 NC 004813(9)

PHAGE Escher P2 NC 041848(27)

Continta
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Tabla 5

Tipificacion MLST, islas de patogenicidad y profagos de las 12 cepas de S. enterica.

Codig Tipifica SPI (Islas de
o de cion patogenicida Profagos detectados
cepa MLST d)
CO3PL SPIL  pHAGE Escher Lys12581Vzw NC 049917(1
SPI2, SPI3, 2)
D 152 SPI4, SPI5,
SPI8, SPI9
gﬁff—éﬂi‘g’ PHAGE Escher 503458 NC 049341(2)
SPIIZI SPI2’ PHAGE_Escher 500465 1 NC 049342(2)
E 7963 SPI3. SPI4. PHAGE_Stx2 ¢ 1717 NC_011357(10)
SPIS, SPI9’ PHAGE Salmon_Fels 1 NC 010391(4)
’ PHAGE_Escher pro483 NC 028943(29)
CS54 island,
SPIS}I;ISIEHA PHAGE_Escher 500465 1 NC 049342(2)
. 2 SPLL4 SPD2 PHAGE_Escher pro483 NC 028943(27)
SPIS,)SPI 4,’ PHAGE_Stx2_0_1‘717_NC_01 1357(11)
SPIS. SPIO PHAGE Phage Gifsy 1 NC_010392(4)
CS54 island, PHAGE Phage Gifsy 2 NC_010393(4)
SPI1, SPI12, PHAGE Escher pro483 NC 028943(31)
G 7963 SPI13, PHAGE Salmon vB SosS Oslo NC 0182
SPI14, SPI2, 79(10)
SPI3, SPI4, PHAGE Shigel Stx NC 029120(2)
SPI5, SPI9 PHAGE_Sulfol SMV1 NC 023585(1)
CS54 island,
SPI1, SPI12, PHAGE_ Entero BP_4795 NC _004813(8)
H 2063 SPI13, PHAGE Escher pro483 NC_028943(29)
SPI14, SPI2, PHAGE_Escher 500465 1 NC 049342(2)
SPI3, SPI4, PHAGE Salmon_Fels 1 NC 010391(3)
SPI5, SPI9
gfs,ff—;}}i‘i‘;’ PHAGE_Escher_pro483_NC_028943(27)
SPI13. SPI14 PHAGE Burkho phiE255 NC 009237(16)
I 32 SPI2, SPI3 ’ PHAGE_ Salmon BTP1 NC 042346(18)
’ ’ PHAGE Salmon vB SosS Oslo NC 018279(1
SPI4, SPIS, - —VP_o08S_ LSO
SPI9 b

PHAGE _Shigel Stx NC_029120(1)

Continta
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Tabla 5

Tipificacion MLST, islas de patogenicidad y profagos de las 12 cepas de S. enterica.

Codig Tipifica

o de cion SP1 (Is!a§ de Profagos detectados
cepa MLST patogenicidad)
CS54 island,
SPI1, SPI12,  PHAGE Salmon vB SemP Emek NC 018275
SPI13, SPI14, (10)
J 32 SPI2, SPI3, PHAGE Escher pro483 NC 028943(26)
SPI4, SPI5, PHAGE Burkho BcepMu NC 005882(16)
SPI9 PHAGE Mycoba Squirty NC 026588(1)
CS54 island,
SPI1, SPI12, PHAGE Burkho phiE255 NC 009237(16)
SPI13, SPI14, PHAGE Escher pro483 NC 028943(27)
K 32 SPI2, SPI3, PHAGE Entero BP 4795 NC 004813(10)
SPI4, SPIS, PHAGE Salmon_epsilon34 NC 011976(8)
SPI9 PHAGE Mycoba Redi NC 023730(1)
CS54 island,
SPI1, SPI12, PHAGE Escher pro483 NC 028943(27)
SPI13, SPI14, PHAGE Burkho phiE255 NC 009237(16)
L 32 SPI2, SPI3, PHAGE Salmon vB SosS Oslo NC 018279(1
SPI4, SPIS, 1)
SPI9 PHAGE Mycoba Redi NC 023730(1)

Nota. ST: secuencia tipo segun esquema MLST de Enterobase. SPI: isla de patogenicidad de
Salmonella identificada con la herramienta SPIFinder (DTU CGE). Los numeros entre
paréntesis en la columna de profagos indican el nimero de genes del fago detectados por

PHASTER. Los plasmidos fueron identificados con PlasmidFinder (DTU CGE).

Las nueve cepas de S. Infantis compartieron un nucleo de SPIs practicamente
idéntico, SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-4, SPI-5, SPI-9, SPI-12, SPI-13, SPI-14 y la isla
CS54 island. La cepa C presento la tnica variacion dentro de este grupo, con ausencia de
SPI-4, lo que coincide con estudios que describen pérdidas puntuales de esta isla en algunas

variantes de S. Infantis sin aparente pérdida de capacidad invasiva (Fookes et al., 2011). La
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cepa D mostrd un perfil de SPIs diferente, reflejando la divergencia gendmica caracteristica

entre serovares (Alikhan et al., 2022).

Las islas de patogenicidad de Salmonella desempefian un papel evolutivo
fundamental en la adaptacion patogénica del género, ya que contienen genes esenciales para
la interaccion hospedador-patdgeno y la supervivencia bacteriana en ambientes desfavorables
(Sia et al., 2025). Especificamente, SPI-1 y SPI-2 codifican los sistemas de secrecion tipo
I implicados en la invasion celular y la supervivencia intracelular, SPI-4 y SPI-9 participan
en la adhesion y colonizacion mediante la secrecion de efectores bacterianos, y SPI-13, SPI-
14 y CS54 island se asocian con la persistencia, adaptacion al hospedador y resistencia a
condiciones de estrés (Sia et al., 2025). La conservacion de estas islas en las cepas analizadas
indica la presencia de mecanismos de virulencia funcionales y adaptativos relevantes para la

colonizacion y persistencia de S. enterica en ambientes asociados con la produccion avicola.

Ademas de las islas de patogenicidad, los profagos constituyen un componente
esencial de la plasticidad genomica de Salmonella, al actuar como vehiculos de genes
asociados a virulencia, adaptacion y supervivencia bacteriana (Colavecchio et al., 2017). El
profago mas frecuente en las cepas de S. Infantis fue PHAGE Escher pro483, detectado en
todos los genomas de este serovar con 2631 genes por cepa. Los profagos de la familia Gifsy
también fueron recurrentes, Gifsy-2 apareci6 en las cepas B, C y G, y Gifsy-1 unicamente en
F. Estos fagos son de especial relevancia porque Gifsy-2 porta el efector gogB y Gifsy-1 porta
gipA, ambos implicados en la supervivencia intracelular y en la colonizacion del intestino
delgado (She et al., 2025). Los profagos Stx2 ¢ 1717, detectados en las cepas A, B, E,F y
H, merecen atencion adicional, aunque Salmonella raramente expresa toxinas Shiga
funcionales, la presencia de profagos Stx en genomas de Salmonella aislada de alimentos ha
sido documentada y su potencial de movilizacion a otras bacterias en el tracto intestinal
representa un riesgo teorico que debe vigilarse (Rodriguez-Rubio et al.,, 2021). Las
variaciones en el contenido profagico entre cepas del mismo serovar y ST sugieren procesos
continuos de adquisicidn, pérdida y recombinacion, consistentes con el rol de los profagos
como principales componentes de diversificacion genomica en Salmonella (Andrews et al.,

2024; Yates et al., 2024).
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El analisis del contenido de genes de virulencia mediante el mapa de calor (Figura 2)
evidencid un perfil altamente conservado entre las 12 cepas. La gran mayoria de los genes
asociados a SPI-1, SPI-2, adhesion fimbrial, estructura del lipopolisacérido (LPS), regulacion
global y replicacion del ADN estuvieron presentes en la totalidad o gran mayoria de los
genomas, lo que es consistente con el caracter de patogeno entérico establecido de S. enterica
(Cheng et al., 2023). Resulto particularmente llamativa la ausencia de los genes /bl y stkA
en las 11 cepas de S. Infantis, ambos estuvieron presentes Unicamente en la cepa D (S.
Kentucky). El gen rfbl participa en la biosintesis del antigeno O del LPS, determinando
variaciones en la composicion del antigeno O que influyen en el reconocimiento inmune del
hospedero (Marolda et al., 2006), mientras que stkA codifica una proteina de membrana
externa implicada en la resistencia a compuestos antimicrobianos cationicos y en la
modulacion de la superficie bacteriana (Worley, 2025). La presencia exclusiva de ambos
genes en la cepa D refleja la divergencia evolutiva entre S. Kentucky y S. Infantis, serovares
con composiciones de LPS y perfiles de superficie distintos, mas que una pérdida funcional,
dado que S. Infantis posee rutas alternativas propias de su serovar para la sintesis del antigeno
O (Alikhan et al., 2022). Las variaciones en genes de superficie bacteriana pueden influir en
la interaccion con el sistema inmune del hospedador y en los procesos de adaptacion a
diferentes nichos ecoldgicos, lo que subraya la necesidad de interpretar los perfiles de
virulencia siempre en el contexto del serovar y linaje genémico correspondiente (Kelly et

al., 2024).

47



Figura 2

Mapa de calor de genes de virulencia de las 12 cepas de S. enterica.

ABCDEFGHI J KL

Categorias Funcionales
Adhesién fimbrial
Formacién de biofilm
Motilidad
Estructura env. celular - LPS
Céapsula y polisacaridos ext.
Proteinas de membrana externa

Regulacién global y transcripcién

EEEEENC

Gen

Presencia
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Nota. La figura muestra la presencia y ausencia
de genes de virulencia agrupados en categorias
funcionales. Las filas representan genes
especificos y las columnas corresponden a las
cepas analizadas. La coloracion lateral indica la
funcion general de cada grupo de genes,
mientras que las celdas azules representan la
presencia del gen y las celdas blancas su
ausencia. La figura corresponde a un fragmento
de los genes analizados, los demas genes
clasificados bajo categorias funcionales se

presentan en la seccion de Anexos 3.
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El andlisis conjunto de los genes de virulencia revel6 una elevada conservacion de
factores asociados a invasion, adhesion y supervivencia intracelular, evidenciando la
persistencia de mecanismos patogénicos funcionales en los aislamientos estudiados. Ademas
de estos factores, las cepas presentaron multiples genes relacionados con la resistencia a
antimicrobianos, indicando la coexistencia entre adaptacién patogénica y supervivencia
frente a antibidticos. En total, se identificaron 15 genes de resistencia distribuidos de manera

heterogénea entre las 12 cepas (Figura 3).

Todas las cepas portaron los genes aac(6')-laa, resistencia intrinseca de bajo nivel a
aminoglucoésidos, aadA 1, resistencia a estreptomicina y espectinomicina, y sull, resistencia
a sulfonamidas, sugiriendo la circulacion de un ntcleo genético de resistencia conservado.
La coocurrencia de aadA 1 y sull es consistente con su frecuente colocalizacion en integrones
de clase 1, estructuras moviles que facilitan la diseminacion horizontal de genes de
resistencia en Enterobacterales (Gillings, 2014). La conservacion de estos genes en todos
los aislamientos sugiere la circulacion de linajes bacterianos adaptados a ambientes con
presion antimicrobiana constante, particularmente en sistemas de produccion avicola, donde
los integrones de clase 1 resultan especialmente relevantes por su capacidad de captar y

transferir genes de resistencia (Montoro-Dasi et al., 2023).

El gen blactx-Mm-65 fue detectado en siete de las 12 cepas. Este gen codifica una -
lactamasa de espectro extendido (BLEE) capaz de hidrolizar cefalosporinas de tercera
generacion, y ha sido descrito como el alelo més frecuente en cepas de S. Infantis portadoras
del plasmido pESI en multiples paises (Projahn et al., 2018; Dorado-Garcia et al., 2023).
Por su parte, las mutaciones cromosomicas gyr4 D87Y y parC E84K/T57S, identificadas en
practicamente todas las cepas de S. Infantis, constituyen el mecanismo principal de
resistencia de alto nivel a quinolonas en Sa/monella, y representan una preocupacion clinica
importante por su caracter irreversible a través de transferencia horizontal (Piekarska et al.,

2023). La sustitucion gyr4 D87Y estuvo presente en 11 de las 12 cepas (ausente tinicamente
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en D), mientras que parC E84K fue la variante predominante en las cepas de S. Infantis y

parC T57TS se detectd solo en las cepas D e I.

La cepa D (S. Kentucky, ST-152) present6 un perfil de resistencia diferenciado, con
ausencia de blacrx-m-6s pero con presencia de fosA3 resistencia a fosfomicina, gnrB19
proteccion plasmidica de ADN girasa frente a fluoroquinolonas, y las mutaciones puntuales
gvrA D87Y y parC T57S que, en conjunto, confieren resistencia de alto nivel a ciprofloxacina
(Liao et al., 2024). El gen floR resistencia a fenicoles, estuvo presente en las cepas A, E, F,
G y H. La coexistencia de resistencias a [-lactdmicos de espectro extendido,
aminoglucésidos, sulfonamidas y fluoroquinolonas configura un fenotipo de
multirresistencia que compromete el tratamiento de infecciones humanas con las principales
familias de antibioticos de uso clinico, alinedndose con el patron caracterizado por Dorado-

Garcia et al. (2023) en cepas europeas de S. Infantis portadoras de pESI.

Figura 3

Perfil de genes de resistencia a antibidticos de las 12 cepas de S. enterica.

Genes  aac(6')- aac(3)- aph(4)- aph(3)- blaCTX- ) gyrA_D parC_T
M o I I aadAl  sull tet(A) dfrAl4 M.65 fosA3  floR  qnrB19 87V 575 parC_E84K
[

Gen

Genes adquiridos
Mutaciones

Presencia
Ausencia

FRa=DOoTmmonNwe

Nota. Genes identificados mediante ResFinder (DTU CGE). aac(6')-1aa, aac(3)-1V, aph(4)-
la, aph(3')-1a, aadAl: aminoglucosidos; sull: sulfonamidas; tet(A): tetraciclinas; dfrA14:
trimetoprim; blactx-m-65: B-lactdmicos (BLEE); fosA3: fosfomicina; floR: fenicoles; gnrB19:

quinolonas; gyrd D87Y, parC T57S, parC E84K: quinolonas (mutacién cromosomica).
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El analisis de replicones plasmidicos evidencié la presencia de hasta tres tipos entre
las cepas estudiadas (Figura 4). El replicon IncFIB(pN55391), caracteristico del plasmido
pESI-like ampliamente descrito en cepas europeas y latinoamericanas de S. Infantis como
vehiculo de blactx-m-65, aadAl, sull y tet(A), entre otros (Projahn et al., 2018; Dorado-
Garcia et al., 2023), estuvo presente en 11 de las 12 cepas. Su deteccion mayoritaria refuerza
la hipotesis de circulacion de linajes de S. Infantis portadores de pESI en la cadena avicola
ecuatoriana, aspecto de notable preocupacion epidemiologica dado que la resistencia puede
transferirse horizontalmente a otras bacterias de la microbiota intestinal en un solo evento de

conjugacion (Projahn et al., 2018).

La cepa D present6 un perfil plasmidico completamente diferente, Col(pHAD28) e
IncX1, sin IncFIB. El plasmido IncX1 se ha asociado a la diseminacién de gnrB19 en S.
Kentucky de origen avicola (Sah & Feglo, 2022; Guerra et al., 2010), lo cual es consistente
con el perfil de resistencia detectado. La cepa J resulto positiva para IncX1 ademas de IncFIB,
configuracion que podria facilitar la co-transferencia de genes de resistencia a quinolonas
junto con los portados en el plasmido pESI. La coexistencia de diferentes replicones en
algunas cepas amplia el potencial de diseminacion de resistencia antimicrobiana dentro de la

produccion avicola (Montoro-Dasi et al., 2023; Gillings, 2014).
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Figura 4

Mapa de replicones plasmidicos de las 12 cepas de S. enterica identificados mediante
PlasmidFinder (DTU CGE).
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Nota. Replicones identificados mediante PlasmidFinder (DTU CGE). IncFIB(pN55391):
replicon asociado al plasmido pESI-like en S. Infantis. Col(pHAD28): plasmido de tipo
colicina. IncX1: incompatibility group X1, frecuentemente portador de genes de resistencia

a quinolonas.

En conjunto, los datos de MLST, SPIs, genes de virulencia, resistencia a
antimicrobianos, pladsmidos y profagos delinean un panorama epidemioldgico preocupante,
dominado por linajes multirresistentes y gendémicamente complejos con capacidad potencial
de persistencia y diseminacion en la cadena alimentaria. El complejo clonal ST-32/ST-7963
de S. Infantis es uno de los linajes de mayor expansion global desde la década de 2000,
impulsado por la adquisicion del pladsmido pESI (Projahn et al., 2018; Négrady et al.,
2022). Su predominancia en los mercados de Ambato era esperable a la luz de los datos de
Mejia et al. (2020), quienes identificaron ST-32 como genotipo dominante en granjas y
carcasas ecuatorianas, sin embargo, la presencia simultanea de ST-7963, variante con una o
dos mutaciones diferenciadas en el esquema MLST de Enterobase, sugiere diversificacion
activa dentro del clado local, aspecto no documentado con esta resolucion en estudios previos
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en Ecuador. La cepa D representa un linaje de riesgo adicional e independiente, su perfil, sin
pESI pero con IncX1, gnrB19, fosA3 y mutaciones en gyrd/parC, encuadra con el clon S.
Kentucky ST-152 de diseminacion internacional, vinculado a brotes de salmonelosis
resistente a ciprofloxacina en humanos (Calero-Caceres et al., 2020; Liao et al., 2024).
Aunque representa solo una de las 12 cepas, su presencia evidencia que la diversidad de
linajes resistentes en los mercados locales es mayor de lo que estudios anteriores habian
sugerido. La limitacion principal de este objetivo es la ausencia de datos de susceptibilidad
fenotipica por concentracion minima inhibitoria (CMI), que permitirian correlacionar el

genotipo de resistencia con el fenotipo observado, aspecto prioritario en futuros estudios.

3.1.3 Analisis de las relaciones filogenéticas entre los genomas obtenidos y secuencias

de referencia de S. enterica

Para el andlisis filogenético de S. Infantis se construy6 un arbol con 456 cepas de
referencia obtenidas desde Enterobase. El arbol general (Figura 5) evidencia que los
aislamientos del presente estudio no se distribuyen de forma aleatoria a lo largo de la
filogenia, sino que se agrupan en clados especificos junto con cepas de referencia
provenientes principalmente de fuentes avicolas. Esta distribucion es consistente con la
naturaleza de las muestras analizadas y con investigaciones previas realizadas en Ecuador,
donde S. Infantis ha sido descrito como el serovar predominante en pollos de engorde,
carcasas y productos carnicos (Mejia et al., 2020; Vinueza-Burgos et al., 2016). El anillo
externo del arbol muestra que la fuente avicola es absolutamente dominante entre todos los
aislamientos incluidos, con presencia minoritaria de fuentes ambientales, humanas y de fauna

silvestre.

El clado conformado por las cepas A, B, C, E, F, G y H (Figura 5B) constituye el
grupo filogenético mas compacto y homogéneo identificado en el presente estudio. Las ramas
cortas de este clado sugieren un ancestro comun reciente o una fuente de contaminacioén

compartida dentro de la cadena de comercializacion local. Las cepas de este grupo presentan
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también cercania genética con aislamientos de referencia de las provincias de Pichincha y
Tungurahua recolectados en 2022, lo que reafirma que este linaje forma parte de una
poblacion bacteriana que ya circulaba en la region sierra del Ecuador con anterioridad al
periodo de muestreo. Aunque no es posible afirmar que todas las cepas provengan de una
misma granja o empresa avicola, la proximidad filogenética si permite inferir la existencia
de una fuente compartida dentro de la cadena de produccion (Mejia et al., 2020). Este
hallazgo es consistente con lo reportado por Salazar-Llorente et al. (2021), quienes
identificaron una prevalencia de S. enterica del 38,1 % en carne fresca de pollo
comercializada en Quito y Ambato, reforzando la relevancia del pollo como vehiculo de

diseminacion de este serovar.

La cepa K se ubica en un clado separado del grupo principal dentro del mismo arbol
(Figura SB), agrupandose con cepas de referencia de la provincia de Pichincha obtenidas en
los afios 2016 y 2018. Esta separacion indica que en los mercados estudiados no circula un
unico linaje de S. Infantis, sino que coexisten sublinajes gendmicos diferenciados, el
dominante del afio 2022 (cepas A—H) y uno adicional representado por la cepa K, con mayor
cercania a aislamientos de afos previos, lo que sugiere una introduccion independiente o la
persistencia de un linaje anterior. Las diferencias entre ambos sublinajes pueden estar
asociadas a mutaciones acumuladas, eventos de recombinacion o variaciones en elementos
genéticos moviles que contribuyen a la diversificacion de los serovares (Leekitcharoenphon

et al., 2014; Aguirre-Sanchez et al., 2024).

La cepa J muestra un patron filogenético particular que la distingue claramente del
clado principal (Figura 5C). Esta cepa se ubica dentro de un clado que integra aislamientos
de fuente avicola y de fauna silvestre recolectados entre 2013 y 2022, con presencia de cepas
de Pichincha y de origen desconocido. La amplitud temporal de este agrupamiento, casi una
década, podria indicar la persistencia prolongada de ciertos linajes de S. Infantis en el
ambiente avicola, o su reintroduccion recurrente a través de diferentes rutas de transmision,

incluyendo potencialmente la fauna silvestre como reservorio (Achtman et al., 2020). La
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permanencia de estos linajes durante varios afios evidencia la elevada capacidad de

adaptacion de S. Infantis y su circulacion sostenida en la cadena alimentaria.

La cepa I (Figura 5C) se encontr6 agrupada con aislamientos recolectados entre 2014
y 2022 provenientes de las provincias de Pichincha y Azuay, con predominancia de fuente
avicola, pero con la presencia notable de un aislamiento de origen ambiental. Este
agrupamiento reafirma la diversidad de sublinajes existentes dentro del mismo serovar y
demuestra que las cepas identificadas en los mercados de Ambato no derivan necesariamente
del mismo evento de contaminacién ni del mismo nicho fuente. La presencia de un
aislamiento de origen ambiental en este clado es un dato relevante, pues sugiere que ciertos
linajes de S. Infantis podrian persistir no solo en animales o productos carnicos, sino también
en superficies de procesamiento y equipos, ampliando las posibles rutas de contaminacion en

los mercados de venta minorista (Kanaan, 2023).

La cepa L ocupa una posicion filogenética notoriamente alejada de todos los demas
aislamientos (Figura SA), siendo la rama de mayor longitud y con mayor distancia respecto
al grupo central, lo que la convierte en el aislamiento con mayor divergencia genémica del
conjunto analizado. A diferencia de los demas clados, cuya relacion con aislamientos avicolas
ecuatorianos es directa, la cepa L no comparte un ancestro reciente inmediato con ninguno
de los grupos restantes. Esta divergencia podria deberse a una acumulacion diferencial de
mutaciones, a la pertenencia a una poblacion bacteriana con menor representacion en
sistemas avicolas regionales, o a una ruta de introduccion distinta (Achtman et al., 2020;
Alikhan et al., 2022). Su presencia en los mercados de Ambato demuestra que el entorno de
venta al por menor puede albergar simultdneamente linajes de Salmonella con origenes
evolutivos muy distintos, lo que dificulta la trazabilidad epidemiolédgica y subraya la

complejidad del problema desde una perspectiva de vigilancia.

Las diferencias filogenéticas observadas entre los distintos clados no reflejan

unicamente procesos de mutaciéon acumulada, sino también la influencia activa de
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mecanismos de transferencia génica horizontal. El megaplasmido pESI representa uno de los
elementos mas relevantes, portando genes de resistencia a multiples antimicrobianos y
factores de virulencia que confieren ventajas adaptativas bajo presion selectiva (Mejia et al.,
2020). De manera complementaria, los profagos desempefian un papel fundamental en la
modelacion del genoma accesorio de S. Infantis, Andrews et al. (2024) demostraron que este
serovar presenta una carga profagica alta con genes de virulencia directamente vinculados a
su patogenicidad. Yates et al. (2024), en un analisis de mas de 300 genomas de Sa/monella
spp., identificaron en el cargo profagico secuencias codificantes relacionadas con la
modificacioén de estructuras de superficie celular, modulacion de respuestas del hospedero,
resistencia a metales pesados y antimicrobianos, y metabolismo de carbohidratos y
aminodcidos, lo que amplia el rol de los profagos hacia una contribucién directa a la
adaptabilidad bacteriana. A escala local, Quelal-Madrid et al. (2026) realizaron la primera
caracterizacion sistematica de la diversidad profagica en S. enterica de Ecuador,
identificando un profago altamente prevalente con proteinas cargo de potencial funcional en
virulencia, subrayando el rol de los profagos como contribuyentes dindmicos a la adaptacion

de los linajes avicolas.

56



Figura 5

Arbol filogenético circular de cepas de S.enterica serovar Infantis y su relacion con aislamientos de origen ecuatoriano.
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Figura 5

Ampliacion del clado principal de S. enterica serovar Infantis que incluye las cepas A, B, C, E, F, G, Hy K aisladas en mercados de

Ambato y su relacion filogenética con aislamientos recuperados de EnteroBase.
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Figura 5

Detalle del clado filogenético asociado a la cepa J.
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Figura 5

Detalle del clado filogenético asociado a la cepa 1.

2022
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Nota. A. El arbol filogenético fue
construido utilizando genomas de S.
enterica serovar Infantis obtenidos en el
presente estudio y genomas relacionados
recuperados de EnteroBase. Los
aislamientos  analizados encuentran
resaltados dentro de los clados de interés
de color lila. Los anillos externos
muestran informacién epidemioldgica
asociada a cada aislamiento: nicho de
origen  (Source niche), afio de
recoleccion  (Collection year) vy
provincia de procedencia (Province). B.
Presenta el clado principal de las cepas
analizadas y su relacion con el nicho mas
cercano. C. y D. Se muestran
ampliaciones de clados especificos para
facilitar la visualizacion de las
relaciones  filogenéticas entre  los
aislamientos del presente estudio y los

genomas relacionados recuperados de la

base de datos.



Para el andlisis filogenético de S. Kentucky se descargaron 393 genomas desde
Enterobase, seleccionados a partir de criterios de calidad del ensamblaje y restringidos a
cepas recolectadas en los Ultimos diez afios. El arbol construido (Figura 6A) muestra la
estructura poblacional global del conjunto analizado, con la cepa D ubicada dentro de un
nodo particular diferenciado del resto de la diversidad filogenética representada. La
ampliacion de dicho nodo (Figura 6B) gener6 un cluster de 23 cepas que resultd

especialmente informativo desde el punto de vista epidemioldgico.

Veinte de las 23 cepas del cluster provienen de fuentes avicolas (Gallus gallus)
aisladas en mataderos, granjas comerciales y productos de pollo para consumo minorista,
coherente con el perfil ecologico descrito para S. Kentucky, cuyo reservorio principal en
América es la cadena avicola comercial (Haley et al., 2016; Richards et al., 2023). Las
cepas del cluster se distribuyen geograficamente entre multiples estados de los Estados
Unidos y una cepa de British Columbia (Canadd), y fueron recolectadas entre 2017 y 2025,
con la mayor concentracion en el periodo 2022-2024. Que un mismo clado reuna cepas
norteamericanas recientes junto con la cepa de Ambato indica que el linaje al que pertenece
la cepa D no es un hallazgo aislado en Ecuador, sino parte de un clon con circulacion activa
en el continente durante al menos ocho afios (Tate et al., 2022). Este tipo de persistencia
prolongada ha sido documentada previamente para S. Kentucky en Norteamérica, donde
determinados clones se han mantenido como genotipos dominantes en la cadena avicola

durante mas de una década (Haley et al., 2016; Soltys et al., 2021).

Un hallazgo de particular relevancia es la presencia en el mismo cluster de dos cepas
ecuatorianas historicas (SAL ZA7594AA y SAL ZA7595AA), correspondientes a los
aislamientos de S. Kentucky reportados por Calero-Caceres et al. (2020), provenientes de
granjas de ponedoras de los cantones Cevallos y Pelileo, provincia de Tungurahua,
recolectadas en 2017. La agrupacién de estas cepas con la cepa D en un mismo clado
filogenético, separadas por cinco aios, constituye evidencia de la persistencia regional de un
linaje de S. Kentucky en la cadena avicola de la region central del Ecuador. Esta persistencia
podria atribuirse a circulacién endémica en granjas locales, reintroduccion iterativa a través
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de redes de suministro de pollitos de un dia o reproductoras, o a una combinacion de ambas
vias (Haley et al., 2016). Distinguir entre estas hipotesis requeriria datos de rastreo de
cadenas de suministro que representan una linea de investigacion directamente derivada de

los resultados obtenidos.

Adicionalmente, el cluster incluye una cepa aislada de heces de perro doméstico
(Canis lupus familiaris) y una cepa de origen humano, ambas dentro del mismo agrupamiento
filogenético que la cepa D. La presencia de estas cepas no avicolas amplia el espectro
epidemiologico del linaje e ilustra la capacidad de S. Kentucky para circular entre distintos
hospedadores, encuadrandose en el enfoque One Health para la comprension de los
patdgenos zoonoéticos (Soltys et al., 2021). En el contexto ecuatoriano, donde los sistemas
de vigilancia integrada son aun limitados, la identificacion de un linaje compartido entre
pollo de mercado, animales de compaiia y humanos refuerza la necesidad de ampliar las

capacidades de vigilancia gendmica bajo ese marco conceptual.

En conjunto, los resultados filogenéticos confirman que el pollo comercializado en
los mercados de la ciudad de Ambato constituye un vehiculo activo de diseminacién de
S.enterica serovar Infantis en la region sierra del Ecuador, con la particularidad de que en un
mismo entorno de venta coexisten simultaneamente multiples sublinajes genémicos con
diferentes origenes, historias evolutivas y potenciales de virulencia. La formacion de clados
relacionados con aislamientos de distintas provincias (Pichincha, Tungurahua y Azuay)
sugiere que la circulacién de estos linajes responde a dinamicas regionales de produccion y
distribucion avicola, en las que la movilizacion de aves, productos carnicos, equipos y
personal puede facilitar la diseminacion de linajes genéticamente relacionados entre
diferentes zonas geogréficas (Mejia et al., 2020; Vinueza-Burgos et al., 2016). La
identificacion de linajes con persistencia temporal de varios afios, de sublinajes divergentes
y de un aislamiento de alta divergencia genémica como la cepa L refuerza la importancia de
implementar programas de vigilancia epidemioldgica basados en caracterizacion genémica
para comprender la dinamica real de circulacion de este patdgeno en el contexto avicola

ecuatoriano.
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Figura 6

Arbol filogenético de 393 cepas de S. enterica serovar Kentucky descargadas de Enterobase, incluyendo la cepa AtL3C (cepa D) del
presente estudio. | ‘
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Figura 6

Arbol filogenético de 393 cepas de S. enterica serovar Kentucky descargadas de Enterobase, incluyendo la cepa AtL3C (cepa D) del

presente estudio.
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Nota. A. Los anillos exteriores
representan, de adentro hacia afuera,
fuente de aislamiento (Source Niche),
afio de recoleccion (Collection Year),
continente  (Continent) 'y  pais
(Country) de origen, segin la leyenda,
el arbol fue generado y visualizado
mediante la plataforma ItolV6. B. Se
presenta la ampliacion del nodo
filogenético identificado que contiene
a la cepa D, resaltada en amarillo. El
cluster agrupa 23 cepas en total, los
anillos exteriores indican, de adentro
hacia afuera fuente de aislamiento, afio
de recoleccion, continente y pais. El
cluster incluye ademas una cepa de
origen humano y una cepa aislada de

perro doméstico.



CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se logro obtener secuencias de genoma completo de 12 cepas de S. enterica aisladas de
carcasas y menudencias de pollo comercializado en los mercados de la ciudad de Ambato,
mediante la plataforma de secuenciacion de tercera generacion Oxford Nanopore
MinlON Mk1B. Antes de la secuenciacion, se confirmo la identidad bacteriana de las 12
cepas a través de pruebas bioquimicas convencionales TSI, citrato y ureasa, descartando
una cepa con perfil incompatible. Los genomas ensamblados presentaron métricas de alta
calidad, con valores de completitud que oscilaron entre 95,52% y 100%, y ocho de los
doce genomas con Lso = 1, lo que indica la reconstruccion practicamente completa del
cromosoma en un Unico contig continuo. Estos resultados confirman que la tecnologia
Nanopore, gracias a la capacidad de sus lecturas largas para resolver regiones repetitivas,
es una herramienta viable y efectiva para la obtencién de genomas bacterianos completos

en el contexto de estudios epidemiolodgicos de S. enterica en Ecuador.

La caracterizacién gendmica de las 12 cepas reveld una notable complejidad en sus
perfiles de resistencia antimicrobiana, virulencia y elementos genéticos moviles. La
serotipificacion in silico identificd dos serovares: 11 cepas correspondientes a S. Infantis
y una cepa a S. Kentucky. La tipificacion MLST determind la presencia de tres secuencias
tipo: ST-7963 y ST-32 en las cepas de S. Infantis, ambos pertenecientes al complejo clonal
pandémico, y ST-152 en la cepa de S. Kentucky. Las islas de patogenicidad identificadas
especialmente SPI-1 y SPI-2 se encontraron conservadas en practicamente todas las
cepas, lo que indica la presencia de mecanismos de invasion y supervivencia intracelular
funcionales. En cuanto a la resistencia antimicrobiana, se identificaron 15 genes
distribuidos heterogéneamente, destacando la presencia de blactx-M-65 €n siete cepas, gen
asociado al megaplasmido pESI y responsable de la resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, ademas de mutaciones cromosomicas en gyrd y parC que comprometen la
eficacia de las fluoroquinolonas. El replicon IncFIB(pN55391), caracteristico del

plasmido pESI-like, estuvo presente en 11 de las 12 cepas, evidenciando la circulacion
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de linajes multirresistentes en los mercados locales. Finalmente, el analisis de profagos
mostrd una carga considerable de elementos lisogénicos, con presencia ubicua del
PHAGE Escher pro483 y profagos de la familia Gifsy, los cuales portan genes con
potencial de virulencia activa. En conjunto, estos hallazgos evidencian que el pollo
comercializado en Ambato alberga cepas de S. enterica con perfiles genomicos de alta
complejidad que representan un riesgo significativo para la salud publica, tanto por su
capacidad patogénica como por su potencial de diseminacion de resistencia

antimicrobiana a través de la cadena alimentaria.

El analisis filogenético comparativo demostr6 que las cepas de S. Infantis aisladas en los
mercados de Ambato no se distribuyen de forma aleatoria en el arbol filogenético, sino
que se integran en clados especificos estrechamente relacionados con aislamientos de
fuente avicola reportados previamente en las provincias de Pichincha y Tungurahua. El
clado principal, conformado por las cepas A, B, C, E, F, G y H, mostr6 una alta cohesion
interna con ramas cortas y fue el grupo predominante, lo que sugiere la circulacion activa
de un unico linaje dominante en los mercados durante el periodo de muestreo. Junto a
este clado mayoritario, se identificaron sublinajes divergentes representados por las cepas
K, J, I y L, cuyas posiciones filogenéticas reflejan diferentes historias evolutivas,
incluyendo posibles eventos de introduccion independiente, persistencia temporal
prolongada de hasta una década, e incluso la mayor divergencia genémica observada en
todo el conjunto. Por su parte, la cepa D de S. Kentucky se agrupd con aislamientos
avicolas de América del Norte recolectados entre 2017 y 2025, lo que evidencia la
pertenencia de esta cepa a un linaje clonal con circulacion continental activa, cuya
presencia en la region central del Ecuador ya habia sido registrada desde 2017 por
estudios previos. La coexistencia de multiples sublinajes con diferentes origenes y
potenciales de virulencia en un mismo entorno de comercializacién minorista subraya la
necesidad urgente de implementar programas de vigilancia epidemiologica gendomica en

la cadena avicola ecuatoriana.
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4.2. Recomendaciones

Se recomienda complementar el andlisis gendmico realizado en este estudio con
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana fenotipica mediante la determinacién de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), siguiendo los criterios establecidos por el
EUCAST o el CLSI. Esta correlacion entre genotipo y fenotipo permitiria validar la
expresion real de los genes de resistencia identificados particularmente blactx-m-65 y
las mutaciones en gyrd/parC'y establecer categorias clinicas de resistencia aplicables
directamente a la toma de decisiones en salud publica. Adicionalmente, se sugiere
ampliar el muestreo a otros eslabones de la cadena alimentaria, incluyendo granjas de
engorde, camales y puntos de distribuciéon mayorista, con el fin de trazar las rutas de
introduccion y circulacion de los linajes identificados desde la produccion primaria

hasta el consumidor final.

Considerando que el 91,6 % de las cepas de S. Infantis analizadas portaron el replicon
IncFIB(pN55391) asociado al megaplasmido pESI-like, se recomienda profundizar
en la caracterizacion de este elemento mediante enfoques hibridos que combinen
lectura larga (Nanopore) con lectura corta (Illumina), lo cual permitiria obtener
secuencias completas y circulares del plasmido y determinar con mayor precision el
repertorio de genes de resistencia y virulencia que porta. La secuenciacion completa
del pESI-like en cepas ecuatorianas aportaria informacion clave para entender si su
estructura es idéntica o divergente respecto a las variantes europeas y
latinoamericanas ya descritas, lo que tiene implicaciones directas para evaluar el
riesgo de transferencia horizontal de multirresistencia a otras bacterias de la

microbiota intestinal humana y animal.

A partir de los resultados filogenéticos obtenidos, se recomienda la implementacioén
de un sistema de vigilancia genomica continua de Salmonella en los mercados de
venta al por menor de la ciudad de Ambato y otras ciudades de la sierra ecuatoriana,
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con periodicidad minima anual y bajo un enfoque One Health que integre muestras
de origen avicola, ambiental y clinico humano. Este tipo de vigilancia permitiria
monitorear la aparicion de nuevos linajes resistentes, rastrear la dindmica de
circulacion de clones como el ST-32/ST-7963 de S. Infantis y el ST-152 de S.
Kentucky, y detectar de forma temprana la introduccion de variantes de mayor riesgo
epidemiologico. Se sugiere también la incorporacion de estos datos en plataformas
de acceso publico como EnteroBase o PulseNet Latinoamérica, con el fin de

contribuir a la vigilancia regional y facilitar la comparacion de linajes entre paises.
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ANEXOS

Anexo 1

Resultados de pruebas bioquimicas aplicadas a las cepas reactivadas.

Citrato
Codigo Abreviacion TSI  H2S  Gas Ureasa
Simmons

SM3LxR1C2 A K/A + + + -
SMYIL1R2C2 B K/A + + + -
1zL3M C K/A + + + -
AtL3C D K/A + + + -
SrL1CR1 E K/A + + + -
SMS8L3R3C3 F K/A + + + -
HgL.1C G K/A + + + -
SM10L1R3C6 H K/A + + + -
JBL1C I K/A + + + -
PiL1C J K/A + + + -
SM11L1R3C1 K K/A + + + -
SM6L3RI1C1 L K/A + + + -
MvL1C M K/K - + - .

Nota: K/A: slant alcalino (rojo) / fondo acido (amarillo); K/K: alcalino en slant y fondo; +:
positivo; —: negativo. La cepa MvL1C fue descartada del estudio por no corresponder al

género Salmonella.
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Anexo 2

Verificacion de la integridad de ADN en gel de agarosa.

-

Nota. Gel de electroforesis en agarosa de las muestras de ADN extraido, utilizado para
evaluar la integridad y calidad del material genético. La presencia de bandas intensas y bien
definidas, con escasa migracion, indica ADN de alto peso molecular y buena integridad. Por
el contrario, la aparicion de bandas difusas o patrones de “smear” sugiere fragmentacion y
posible degradacion del ADN, debido a la presencia de fragmentos de menor tamafio que
migran a lo largo del gel. Sin embargo, las muestras presentan bandas mayormente compactas
y cercanas a los pozos, indicando ADN de integridad adecuada. No se observa un patrén de
“smear” pronunciado, lo que sugiere una baja fragmentacion y ausencia de degradacion

significativa del ADN.
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Anexo 3

Mapas circulares del genoma de las cepas aisladas a partir de pollo comercializado en mercados de la ciudad de Ambato.

SMYL1R2C2 (B)

SMB3LxRIC2 (A)

ArnT

Mechanisms of AMR

[ Resistance Genes

¥ Efflux mechanism

=] Regulatory genes

M Resistance operon
Genome characteristics

M GC Content

M GC Skew+

= | \ B GC Skew-
leu0 ey - bacA CRP

Continta

95



Anexo 3

Mapas circulares del genoma de las cepas aisladas a partir de pollo comercializado en mercados de la ciudad de Ambato
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Anexo 3

Mapas circulares del genoma de las cepas aisladas a partir de pollo comercializado en mercados de la ciudad de Ambato.
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Anexo 3

Mapas circulares del genoma de las cepas aisladas a partir de pollo comercializado en mercados de la ciudad de Ambato.
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Anexo 3

Mapas circulares del genoma de las cepas aisladas a partir de pollo comercializado en mercados de la ciudad de Ambato.
SM11L1R3C1 (K) aadA SM6L3R1C1 (L)

ek _/gclS

emr ;/
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Nota. Los mapas circulares muestran la organizacion genomica de los aislamientos analizados, incluyendo regiones codificantes,

contenido GC y orientacion de genes predichos mediante herramientas de anotacion bioinformatica.
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Anexo 4

Mapas de calor de los genes de virulencia de las cepas de S. enterica.
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Anexo 4

Mapas de calor de los genes de virulencia de las cepas de S. enterica.
ABCDEFGHI J KL ABCDEFGH I J KL
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Nota. La figura muestra la presencia y ausencia de genes de virulencia agrupados en
categorias funcionales. Las filas representan genes especificos y las columnas corresponden
a las cepas analizadas. La coloracion lateral indica la funcion general de cada grupo de genes,
mientras que las celdas azules representan la presencia del gen y las celdas blancas su

ausencia.
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Anexo 5

Metadata de las cepas del cluster filogenético correspondientes a S. Infantis.

Uberstrain Fuente Afo de Provincia Fuente de muestra
(Source recolecciéon (Region) (Source Type)
Niche)

SAL ZA7885AA Poultry 2014 Unknow Avian

SAL ZAT7569AA Poultry 2013 Unknow Avian

SAL ZA7868AA Poultry 2014 Unknow Avian

SAL ZA7849AA Poultry 2013 Unknow Avian

SAL ZAT7792AA Poultry 2016 Unknow Avian

SAL ZA7793AA Poultry 2016 Unknow Avian

SAL ZA7796AA Poultry 2016 Unknow Avian

SAL ZAT7678AA Poultry 2015 Unknow Avian

SAL ZA7680AA Poultry 2015 Unknow Avian

SAL ZA7683AA Poultry 2015 Unknow Unspecified Meat
SAL ZAT7686AA Poultry 2015 Unknow Unspecified Meat
H Poultry 2022 Tungurahua Avian

K Poultry 2022 Tungurahua Avian

A Poultry 2022 Tungurahua Avian

L Poultry 2022 Tungurahua Avian

F Poultry 2022 Tungurahua Avian

B Poultry 2022 Tungurahua Avian

Continua
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Anexo 5

Metadata de las cepas del cluster filogenético correspondientes a S. Infantis.

Uberstrain Fuente Afio de Provincia Fuente de muestra
(Source recoleccion (Region) (Source Type)
Niche)
E Poultry 2022 Tungurahua Avian
SAL CB4346AA Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat
SAL CB4382AA Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat
SAL CB4406AA  Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat
SAL KB4326AA  Poultry 2020 Pichincha Avian
SAL KB4327AA  Poultry 2020 Pichincha Avian
SAL CB3939AA Poultry 2017 Pichincha Unspecified Meat
SAL CB3946AA Poultry 2018 Pichincha Avian
SAL CB3949AA Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat
SAL CB3954AA Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat
SAL CB3952AA Poultry 2018 Pichincha Avian
SAL CB4313AA Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat
SAL ZAT7590AA Poultry 2017 Cotopaxi Animal Feed
SAL ZAT591AA Poultry 2017 Cotopaxi Avian
SAL ZAT7593AA Poultry 2017 Tungurahua Avian
SAL ZAT592AA Poultry 2017 Cotopaxi Avian
SAL ZAT596AA Poultry 2017 Tungurahua Avian
Continua
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Anexo 5

Metadata de las cepas del cluster filogenético correspondientes a S. Infantis.

Uberstrain Fuente Aiio de Provincia Fuente de muestra
(Source recoleccion (Region) (Source Type)
Niche)

SAL CB4320AA Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat

SAL CB4322AA Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat

SAL CB4325AA Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat

SAL CB4333AA  Poultry 2018 Pichincha Unspecified Meat

Nota. Metadata obtenida de Enterobase.

Anexo 6

Metadata de las cepas del cluster filogenético al que pertenece la

siendo correspondientes a S. Kentucky.

cepa AtL3C (cepa D)

Uberstrain Fuente Tipo de muestra  Afio Pais / Estado
SAL AC6973AA Avicola Higado de pollo 2023  EE.UU./ Oregon
SAL HCO0709AA Avicola Higados de pollo 2024 EE.UU./ New
York
SAL HCO0713AA Avicola Higados de pollo 2024 EE.UU./ New
York
SAL HCO0714AA Avicola Corazones de 2024 EE.UU./New
pollo York
SAL ICI548AA Avicola Alas de pollo 2023 EE.UU./Oregon
SAL XB1988AA Avicola Pollo (muestra 2024 EE.UU./ New
compuesta) Mexico
SAL XB3253AA Avicola Higado de pollo 2024 EE.UU./
Washington
SAL XB6738AA Avicola Piernas de pollo 2023  EE.UU./ Oregon
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Anexo 6

Metadata de las cepas del cluster filogenético al que pertenece la cepa AtL3C (cepa D)

siendo correspondientes a S. Kentucky.

Uberstrain Fuente Tipo de muestra Ao  Pais / Estado
SAL AD6424AA Avicola G. gallus, poolde 2024 EE.UU./
organos Mississippi
SAL AC9441AA Avicola G. gallus, hisopo 2023  EE.UU./ Ohio
de arrastre
SAL PB1264AA Avicola Pollo empanizado 2022 EE.UU./lowa
crudo
SAL YB5042AA Anim. C. lupus 2023  EE.UU./New
compafiia  familiaris, heces York
SAL OC2928AA Avicola G. gallus, 2024  Canad4 / British
intestino Columbia
SAL FB7423AA Humano  Homo sapiens, 2018 Canada
tejido
SAL FDI393AA Avicola G. gallus, tejido 2025 EE.UU./
compuesto Alabama
SAL SB4866AA Avicola Papel de pollito 2023 EE.UU./
Minnesota
SAL SB4867AA Avicola Papel de pollito 2023 EE.UU./
Minnesota
SAL SB4868AA Avicola Papel de pollito 2023 EE.UU./
Minnesota
SAL SB4907AA Avicola Papel de pollito 2023 EE.UU./
Minnesota
SAL SB4913AA Avicola Papel de pollito 2023 EE.UU./
Minnesota
D (AtL3C) Avicola Piel de carcasade 2022  Ecuador/
pollo Tungurahua
SAL ZA7594AA Avicola Ponedoras, hisopo 2017  Ecuador /
cloacal Cevallos
SAL ZAT7595AA Avicola Ponedoras, hisopo 2017  Ecuador / Pelileo

cloacal

Nota. Metadata obtenida de Enterobase.
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